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Resumo:

A pneumonia adquirida na comunidade é uma infecg¢do contraida fora do ambiente
hospitalar, a qual acomete, principalmente, as vias aéreas inferiores. Sendo comum
durante a infancia. Classicamente o paciente podera apresentar sinais clinicos
como: febre, tosse e dispneia. Durante o exame fisico, o qual € imprescindivel para
o diagnostico, podemos encontrar: retracdo intercostal, estridor expiratério continuo
e murmurio vesicular diminuido. E comum que esse tipo de infeccéo seja resultante
de uma exposicdo a bactérias. Contudo, ndo é o Unico patégeno causador dessa
doenca, podendo ser, também, virus ou fungos. Os exemplos mais frequentes de
agentes bacterianos causadores dessa doenca sao: Chlamydia pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e
Streptococcus agalactiae. Vale lembrar que os agentes mais habituais variam de
acordo com a faixa etaria. Durante a pratica clinica além dos recursos de padréao
clinico e de exame fisico, tém-se os exames de imagem (radiografia de térax) e
exames laboratoriais mais especificos. Dentre esses temos a hemograma com VHS
e hemocultura. O presente trabalho procura demostrar a importancia do PCR/RFLP
(Reacdo em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de
Restricdo) na identificacdo e caracterizacdo das bactérias através da genotipagem
do DNA. Sendo assim, verificar qual metodologia de diagndstico etioldgico
(hemocultura ou PCR/RFLP) possui melhor acuracia na identificacdo bacteriana em
pacientes pediatricos com pneumonia adquirida na comunidade. Para coleta de
dados 50 pacientes pediatricos foram selecionados e atendidos no Hospital Materno
Infantil de Brasilia (HMIB) na faixa etaria de zero a doze anos. Os dados colhidos
consistem em amostras de sangue dos pacientes, segundo critérios pre-
determinados, e informacfes contidas no sistema de prontuério eletrénico da
Secretaria de Estado de Saude — DF (TrakCare). Em seguida, foram realizados
ambos 0s exames para cada amostra de sangue colhida e feita a comparagéo entre
os resultados obtidos com cada método. A PCR/RFLP foi realizada em trés etapas:


mailto:cavalcante.g@gmail.com

ii

extracdo do DNA da amostra; realizacdo da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase com digestao enzimatica utilizando um padréo de digestdo com a enzima
de restricdo Hae Il a fim de estabelecer diferencas genéticas entre o0s
microrganismos e definir qual esta infectando o paciente. Por fim, os resultados
foram concebidos através da analise dos fragmentos de DNA observados nas
eletroforeses em gel de agarose e poliacrilamida. A hemocultura, por sua vez, foi
realizada em trés etapas, sendo a primeira a coleta adequada da amostra de
sangue, evitando contaminagcées que pudessem interferir no resultado final;, a
segunda o adequado armazenamento e transporte do material e a terceira o cultivo
da amostra em culturas especificas para os agentes etiolégicos. Pode-se inferir que
guando o servico de saude disponibiliza esses dois tipos de exame, a hemocultura é
mais escolhida em detrimento do preco, apesar da PCR/RFLP encontrar o agente
etiologico mais rapidamente e com maior especificidade e sensibilidade. Com essa
altima técnica, foi definido um padréo etioldgico 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
anaerobios.

Palavras-Chave: Pneumonia Adquirida na Comunidade; Hemocultura; PCR/RFLP
(Reacdo em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de
Restric&o).
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SIGLAS E ABREVIATURAS

CP — Controle positivo
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DNA — Acido desoxirribonucleico

FEPECS - Fundacao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude
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PFGE — Eletroforese em gel com campo pulsado
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SES - Secretaria de Estado da Saude

SLR — Células vermelhas

SLB — Células brancas

UFC/ml — Unidades Formadoras de Coldnias/ml

UniCEUB - Centro Universitario de Brasilia

UV — Ultra-violeta

ML — Micro-litros
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ng — Nano-grama
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1. INTRODUCAO

A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é uma infeccdo de vias aéreas
inferiores adquirida fora do ambiente hospitalar. Doencas respiratérias com maior quadro
de morbidade e mortalidade, como a PAC, causam diversas internacées em pacientes
pediatricos nos paises em desenvolvimento. Isso gera um alto custo para a saude publica,
o desempenho escolar de criangas fica comprometido e principalmente, a qualidade de
vida dos pacientes fica prejudicada. (VERAS et al, 2010)

E comum criancas terem até seis infeccdes respiratorias agudas por ano, e cerca de
3% desses desenvolvem pneumonia. (AHMAD et al, 2000) Os principais fatores de risco
envolvidos estéo relacionados com baixo nivel socioecondmico, exposi¢cao a poluicédo e a
alérgenos ambientais, prematuridade e tabagismo passivo. (VERAS et al, 2010) Mais
fatores evidenciados sao relacionados a baixa idade e as comorbidades que, juntamente
com a gravidade da doenca, podem concorrer para o desfecho letal. Outros fatores séo
baixo peso ao nascer, permanéncia em creche, episodios prévios de sibilos e pneumonia,
auséncia de aleitamento materno e vacinacdo incompleta. (MONTEIRO, 1985)

E alarmante o fato de que paises em desenvolvimento possuem uma frequéncia até
10 vezes maior de casos por 100.000 habitantes do que paises desenvolvidos. E mais
grave ainda é o fato de que, além da frequéncia maior, possui um quadro de maior
mortalidade. (MCINTOSH, 2002). De acordo com o Ministério da Saude, 12% dos o6bitos
das criancas abaixo de cinco anos sédo de pneumonia.

O quadro clinico do paciente possui manifestacdes classicas, porém pode também
apresentar manifestacfes atipicas. Geralmente apresentam um histérico de infeccao de
via aérea superior precedendo o inicio das manifestacbes de sua prépria doenca
(MICHELOW et al, 2004).

Classicamente ha febre, tosse (quanto mais produtiva, mais grave), dispneia e
prostracdo. Porém, pode haver manifestacdes atipicas, como irritabilidade, cefaleia,
redugéo do apetite, vomitos e dor abdominal (BRAMAN, 2006).

Os achados nos exames sao diversos, de acordo com a extensao e a anatomia de
cada lesdo. Dentre eles, taquipneia, retracao intercostal, batimento de asa de nariz e

presenca de estridor expiratério continuo. Durante ausculta, murmurio vesicular pode



encontrar-se diminuido, devido a condensacédo, derrame pleural e grandes atelectasias. A
palpacdo e a percussdo podem identificar condensacdes e derrames extensos. Em
decorréncia das diversas combinacdes entre os achados, por vezes a classica sindrome
de condensacéao (frémito toraco-vocal aumentado, macicez e estertores crepitantes com
sopro tubéario) pode nao estar presente. (BRAMAN, 2006; PARLAFOX et al, 2000).

Por existirem diversos agentes etioldgicos e por haver resisténcia especifica de cada
espécie, por vezes necessita-se do diagnostico etioldgico adequado para se direcionar o
tratamento. Logo, exames especificos sdo necessarios, principalmente a hemocultura e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase. (GUSMAN-BLANCO et al, 2000)

Primeiramente, para a realizacdo da hemocultura, h4 de se considerar as suas
indicacdes: paciente virgem de tratamento, quadro clinico sugestivo, febre ou hipotermia,
leucocitose ou granulocitopenia absoluta. Vale lembrar que, em casos de suspeita de foco
de infeccdo provavel, é indicada, também, a coleta de materiais representativos dos outros
sitios, como liquor, urina, fezes, secrecdes, abscessos etc. (BRONFE, 1989).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica que permite a amplificacdo
de regides especificas do DNA, o que torna esse método bastante flexivel. Ela utiliza
amplificagao “in vitro“ de uma regiao especifica de acidos nucleicos. A escolha dos primers
(pequenos fragmentos sintetizados, complementares as sequéncias do fragmento do DNA
a ser amplificado) determina a especificidade do teste e permite a amplificacdo dos acidos
nucleicos especificos (MOLINA E TOBO, 2004).

O objetivo do presente estudo € comparar, de forma sistematizada, a sensibilidade e
a especificidade do método convencional (hemocultura), considerado como padrdo-ouro
para identificacdo 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 comparacéo foi realizada com amostras de sangue periférico de
50 pacientes pediatricos do Hospital Materno Infantil de Brasilia (HMIB) comprovadamente

com pneumonia adquirida na comunidade.



Os objetivos especificos foram identificar as pneumonias bacterianas, caracterizar o
perfil bacteriano de cada uma e determinar os agentes etiol6gicos mais prevalentes na

amostragem analisada.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Dentro das pneumonias, na maioria das vezes o agente etiolégico ndo é identificado;
entretanto, seu conhecimento € de suma importancia para o direcionamento do
tratamento. (AHMAD et al, 2000)

Os agentes etiolégicos bacterianos mais comuns sdo: Chlamydia trachomatis,
Chlamydia pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e
Haemophilus influenzae. Vale ressaltar que cada idade possui um patdgeno especifico.
(MCINTOSH, 2002)

No quadro clinico, a primeira coisa que se deve identificar € se a infecgdo é de vias
aéreas superiores ou inferiores. Levando em consideracdo que as historias clinicas séao
variadas em ambos os tipos, pode-se tornar um desafio para o clinico executar tal
diferenciacdo. Além disso, existe um padrao constante dentro da PAC, que é um histoérico
de infeccdo de via aérea superior precedendo o inicio das manifestacdes de sua propria
doenca. (MICHELOW et al, 2004).

Outra coisa que se pode diferenciar (de forma grosseira) € se a etiologia é viral ou
bacteriana, de acordo com o padréo de febre e prostracao do paciente (excluindo criangas
abaixo dos trés meses de idade, que possuem um padrdo mais afebril). Em etiologias
virais, a febre e a prostracdo cedem apds o uso de antipiréticos e banhos térmicos. Ja em
infeccbes bacterianas, a febre costuma ndo se extinguir e o quadro de prostracéo
normalmente se mantém. (MICHELOW et al, 2004)

A gravidade do quadro clinico é diretamente proporcional a intensidade de febre, tosse
mais produtiva e prostracdo mais evidente. (HEISKANEN-KOSMA et al, 1998)

O direcionamento para o tratamento se deve pelo conhecimento do patdgeno que esta
infectando o paciente. Cada etiologia possui um espectro com sensibilidade e um com
resisténcia. Pneumococos sao resistentes principalmente a penicilina e, em menor
frequéncia, aos macrolideos e ao cotrimoxazol, sendo sensiveis as cefalosporinas de
terceira geracdo. O H. influenzae € um produtor de beta-lactamase, gerando um
tratamento mais especifico. O S. aureus esta aumentando sua resisténcia a oxacilina,;

contudo, ainda apresentam sensibilidade a glicopeptideos. Os melhores farmacos para o



tratamento de M. pneumoniae e C. pneumoniae sdo os macrolideos. (GUSMAN-BLANCO
et al, 2000)

Para obtencdo do diagndstico etioldgico, devem-se realizar exames especificos, e 0s
abordados pelo trabalho serdo hemocultura e Reacdo 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 puncdo. Cada puncao, por sua vez, corresponde a dois
frascos para adultos ou a um frasco para pacientes pediatricos de até 13 kg. Recomenda-
se coletar, no minimo, de duas a quatro amostras por episodio 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 propor¢ao
do nimero de hemoculturas positivas em funcdo do numero total de amostras coletadas,
maiores as chances de se tratarem de bacteremias verdadeiras, visto que o0s
contaminantes geralmente crescem somente em uma amostra (quando duas ou mais séo
obtidas). Portanto, a coleta de uma amostra Unica deve ser inibida, j& que um numero
substancial de bacteremias pode ndo ser detectado e impossibilita a discriminacdo de
possiveis contaminantes. (ELMOR, 2012).

Em casos que o paciente estiver em vigéncia de antimicrobianos, as hemoculturas
devem ser obtidas imediatamente antes da administracdo da proxima dose, para evitar
resultados falso-negativos. Da-se preferéncia a coletas por puncdo venosa, tdo logo se
inicie 0 aumento de temperatura do paciente.

Além disso, como a coleta de sangue arterial ndo esta associada com aumento da
sensibilidade, sua recomendacdo é quase inexistente, visto que sua técnica € mais
invasiva e propensa a contaminagdes secundarias maiores. Cada amostra deve ser
coletada de puncdes separadas e de sitios anatbmicos diferentes, entretanto, varios
frascos com sangue de uma mesma puncdo sdo considerados uma mesma amostra ou
cultura de sangue.

N&o ha diferencas na recuperacao de hemoculturas num periodo de 24 horas quando
obtidas simultaneamente ou em intervalos separados. As hemoculturas,
preferencialmente, ndo devem ser coletadas a partir de cateter, exceto para diagndstico de

infeccéo relacionada ao dispositivo. As respectivas coletas devem ser representadas por



um mesmo volume de sangue, para que sejam comparaveis quanto ao tempo de
positividade. (THOMSON e col., 1991)

Em casos de pacientes pediatricos, o volume 6timo de sangue ainda néo foi tdo bem
definido, mas os dados da literatura demonstram que ha uma possivel relacdo direta entre
o volume de sangue obtido e a detec¢cdo de infecgdo da corrente sanguinea (ICS). Em
estudos anteriores, j& 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 Colonias/ml) ocorria em cerca de
68% dos lactentes até dois meses e em cerca de 60% das criancas do nascimento até 15
anos. Mas, em 23% dos episédios, tinha contagem inferior ou igual a 1 UFC/ml.
(WASHINGTON, 1998).

Com o advento das técnicas em biologia molecular, surgiu a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Esta técnica € baseada em uma reacao de replicacdo in vitro, na qual
se obtém o enriguecimento especifico de DNA (acido desoxirribonucleico) por meio de sua
duplicacdo, em modo exponencial. A técnica de PCR é tdo sensivel que, em principio, uma
Gnica molécula de DNA pode, em teoria, servir como molde para a amplificacdo. Assim,
um gene presente no genoma de um patdégeno 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 amplificacdo dos &cidos
nucleicos especificos. (MOLINA E TOBO, 2004).

Essa ferramenta na deteccéo e identificacdo de bactérias e de outros patégenos em
diversas infeccBes tem sido aventada uma vez que a viabilidade dos microrganismos,
bactérias ou fungos tem-se mostrado de dificil obtencdo 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, € certo que a técnica da PCR trouxe enormes
beneficios para o diagnéstico rapido e precoce de doencas infecciosas, tendo maior
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precisdo, produtibilidade, acuracia, velocidade na analise, melhor controle de qualidade e
menor risco de contaminacgao. (NOVAIS et. al.,2004; MICHELOW et al, 2002).

Os meétodos de amplificacdo do DNA oferecem grande vantagem do aumento da
sensibilidade para identificacdo de patdgenos virais, bacterianos e fungicos. Por esse fato,
ele é de grande utilidade no diagndstico etiolégico das pneumonias. Varios métodos de
PCR foram avaliados para a deteccdo de S.pneumoniae em amostras, como sangue total,
plasma, liquido pleural e aspirado pulmonar, mas os resultados sdo muito discrepantes.
(RODRIGUES et al, 2002).

Quando o patdgeno a ser identificado é uma bactéria, a regido do genoma escolhida
para andlise (reconhecida pela comunidade internacional de microbiologistas) é a que
codifica o gene 16S do RNA (acido ribonucléico) ribossomal (rRNA) bacteriano. Este gene
€ um Otimo marcador genético por estar presente na grande maioria das espécies
bacterianas e nao acumular mutacées dentro de uma mesma espécie com 0 passar do
tempo.

A sequéncia de nucleotideos de uma infinidade de espécies vem sendo disponibilizada
para utilizacdo publica (JANDA & ABBOTT, 2007). Sendo assim, a deteccdo de bactérias
pode ser feita pelo isolamento, por PCR, da regido 16S rRNA de amostras de DNA
bacteriano, extraido de amostras biolégicas humanas infectadas. Uma vez que a presenca
do patdgeno foi detectada, a regido 16S rRNA isolada é clivada com enzimas de restricao
especificas, gerando fragmentos de tamanhos singulares para cada bactéria,
possibilitando, assim, sua identificacdo devido ao padrdo de clivagem obtido. A técnica de
PCR associada com a digestdo enzimatica por enzimas de restricdo é designada de PCR-
RFLP (Reagédo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho dos
Fragmentos de Restricdo). (JANDA & ABBOTT, 2007).

A determinacdo da suscetibilidade bacteriana a um antimicrobiano em um paciente é
importante para o éxito na terapia desses, quando infectados. Essa necessidade surgiu
com o aumento da resisténcia bacteriana e com o aparecimento de bactérias
multirresistentes a varios antimicrobianos. Os testes sdo necessarios ndo apenas para a
terapia, mas para acompanhar o desenvolvimento dos microrganismos resistentes e dos

genes de resisténcia na comunidade e nos hospitais.



Os sistemas de deteccdo baseados nos &acidos nucléicos oferecem métodos rapidos e
sensiveis para detectar a presenca dos genes de resisténcia e desempenhar um papel
critico na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia. Dentre os métodos moleculares Uteis
na deteccao da resisténcia, temos a hibridizacdo molecular, a Reacdo da Polimerase em
Cadeia (PCR) com diversos tipos de oligonucleotideos e marcadores, o polimorfismo de
conformacéao 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 aplicacdes diagnosticas demonstra que ndao ha técnica universal que seja
Otima para deteccao de acidos nucléicos.

Os principais problemas nas emergéncias hospitalares, quando o assunto é o
diagnéstico de infeccdes bacterianas, sdo a falta de rapidez, de especificidade e de
eficiéncia no processo. Isso se da devido ao fato do quadro clinico ser inespecifico e a
andlise laboratorial ser demorada, uma vez que o padrdo-ouro para o diagnéstico é a
cultura microbiana, procedimento este que pode levar até duas semanas, quando ha
sucesso. A necessidade de se iniciar o tratamento do paciente com antimicrobianos antes
mesmo da coleta do material para analise pode também contribuir para a falta de éxito
destas metodologias nos diagndsticos.

Com o advento das técnicas do DNA recombinante, a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) associada a acdo das enzimas de restricdes (RFLP), assim como outras
metodologias de hibridizacbes moleculares permitiram o0 aumento da sensibilidade
(detectando menos que 10 organismos por mililitro de liqguor) e da rapidez
(aproximadamente 48 horas) dos diagnésticos em infec¢des bacterianas e fungicas.

Desta forma, metodologias moleculares associadas ao quadro clinico dos pacientes,
juntamente com técnicas bioquimicas e microbiolégicas ja existentes, podem propiciar uma
rapida e eficaz identificacdo bacteriana, favorecendo um diagnéstico mais preciso e um

tratamento mais especifico de diversas patologias.



3. METODOLOGIA

3.1. Descricdo da amostra

Trata-se de um estudo prospectivo que foi desenvolvido no Hospital Materno Infantil
de Brasilia (HMIB), no periodo de marco de 2017 a julho de 2017. Foram incluidos
cinquenta pacientes internados na unidade de pediatria, com suspeita clinica de
pneumonia adquirida na comunidade. A esses pacientes, familiares ou responsaveis foram
apresentados o projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de Inclusdo: Foram incluidos na pesquisa 0s pacientes com suspeita clinica
de pneumonia adquirida na comunidade internados na unidade de pediatria e paciente
cujo responsavel preencheu o Termo de Livre Consentimento Esclarecido aceitando
participar da pesquisa.

Critério de Exclusao: Paciente cujo responsavel ndo aceitou participar da pesquisa; e

pacientes que ndo preencherem os critérios de inclusdo anteriormente citados.
3.2. Coleta e estocagem das amostras bioldgicas

O primeiro critério para a inclusdo de pacientes neste estudo foi a idade, que incluiu
as seguintes faixas etarias: 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 avaliacdo do quadro
clinico dos pacientes, realizada no pronto-socorro (PS) do HMIB. ApGs a anamnese e
avaliacdo 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 nao tinham iniciado antibioticoterapia, assim
como 0s que ja tinham iniciado o tratamento.

A sintomatologia esperada para inclusdo do paciente no estudo devia compreender
0S 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, exacerbagdo dos sintomas e manutengéo da febre em periodo

superior a 48 horas, sinais semioldégicos como submacicez a percusséo, crepitacoes,
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diminuicdo de murmurios vesiculares fisiol0gicos).

Também estdo inclusos os seguintes achados radioldgicos para que o paciente faca
parte do espaco amostral, independente da idade, por ser extremamente util ao
diagnéstico: consolidacfes alveolares, opacificacdo de borda cardiaco, velamento de seio
costofrénico e opacificagoes reticulares.

Por fim, a terceira etapa de escolha do espectro amostral para selecédo de pacientes
foi a realizacdo dos exames de hemocultura, nas dependéncias do Laboratério Bios,
ocorrendo o0 mesmo para a reacado de cadeia da polimerase e o processo de digestao
enzimatica do DNA amplificado (PCR-RFLP), para a confirmacéo do diagnéstico etiolégico
de pneumonia adquirida na comunidade.

Foram colhidos sangue periférico para realizacdes de exames pelos métodos de
hemocultura em frascos especificos pediatricos da marca BD e com anticoagulante
(EDTA), para realizacdo do PCR-RFLP descrita por Jang-Jih Lu e colaboradores (2000).

As amostras seguiram para o laboratério de microbiologia para realizacdo de
hemocultura, enquanto, as amostras de sangue em EDTA seguiram para extracdo de DNA
total. Em seguida, o DNA total extraido (DNA do paciente possivelmente misturado com o
DNA bacteriano) foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
oligonucleotideos (primers) especificos para a regido 16S rRNA bacteriana. Neste
procedimento foram usados dois controles: (i) controle positivo: DNA obtido de amostras
bacterianas apds cultura in vitro em meio liquido do espécime bacteriano Escherichia coli;
(i) controle negativo: reacéo realizada sem a presenca 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 restricdo Hae Il
(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 identificacdo dos
espécimes Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens e Enterobacter cloacae se faz necessaria a digestao

com as enzimas de restricao Mnl | (Moraxella nonliquefaciens), Alu | (Arthrobacter luteus),
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Dde | (Desulfovibrio desulfuricans) e BstB | (Bacillus stearothermophilus B225) uma vez
que este grupo de bactérias apresenta espécies com o mesmo perfil de digestdo para a
regido 16S rRNA. Por fim, os perfis de digestdes das amostras e do controle positivo foram
visualizados e analisados em gel de poliacrilamida 6%.

Andlise Estatistica: Foi realizada estatistica descritiva com frequéncias e
proporcdes. Aspectos Eticos: Este estudo foi realizado ap6s aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Materno Infantil de Brasilia (HMIB),
tendo como base a Resolucédo 196/96 CNS/MS.

3.3. Extracdo de DNA

Nas amostras de sangue, foi utilizado o método conhecido como “Salting Out”
modificado. Este método consiste das seguintes etapas: (1) Aliquota de 300 uL da amostra
de sangue em microtubo estéril e identificado; (2) adicionar 1,0 mL de tamp&o de lise de
células vermelhas (SLR), agitar em vortex, centrifugar a 4000 G durante 3 minutos,
desprezar o sobrenadante; (3) Repetir a etapa 2 até completar a lise das heméacias; (4)
Adicionar 500 uL de tampao de lise de células brancas (SLB), juntamente com 4,0 uL da
solucdo de proteinase K, submeter ao vortex e centrifugacdo durante 10 segundos; (5)
Incubacéo a 56°C durante 2 horas ou 42°C durante 18 horas; (6) Adicionar 200 uL de NacCl
6,0 M; (7) Vortex até obtencdo de uma solucéo de aspecto claro; (8) Centrifugar durante 3
minutos a 12000 G; (9) Transferir o sobrenadante para outro microtubo; (10) Adicionar 700
ulL de isopropanol; (11) Agitar por inversdo do tubo, até obtencdo do DNA; (12)
Centrifugacdo durante 5 minutos a 7000 G; (13) Descartar o sobrenadante e lavar o
precipitado com solucdo de etanol 70%; (14) Descartar o etanol e deixar as amostras
secando a temperatura ambiente ou em centrifuga a vacuo; (15) Diluir a amostra em 50 a
100 uL de TE™* ou &gua conforme a intencdo de conservar o DNA extraido por mais

tempo. O DNA diluido em agua permanece por mais tempo sem sofrer degradacao.
3.4. Quantificacdo 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 uL, trés pentes de 22 pog¢os (5 x 1mm).

As amostras foram diluidas com agua deionizada na proporcéao 1:40.
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Preparacdo das amostras de DNA: 8 uL amostras diluidas, 4 uL do tampéo de
amostra 5X. O volume total da amostra aplicado no gel foi de 12 uL. O tampéao de corrida
utilizado foi TBE 1X. As condi¢cBes de corrida foram 75 V/115 mA durante um periodo de 1
a2h.

Apés realizacdo da eletroforese, o gel foi colocado dentro de uma solugdo aquosa
com brometo de etidio (10 mg/mL) durante 30 min. Posteriormente, o gel foi lavado com
H,O deionizada, as amostras foram analisadas em um transiluminador UV e depois
fotografadas em maéaquina polaroid. Durante a exposicdo ao UV, as amostras de DNA
foram comparadas com um padrdo de quantificacéo obtido em espectrofotdbmetro.

As amostras quantificadas foram diluidas e feitas aliquotas inicialmente em
concentracfes de 250 ng/uL, sendo que apods essa etapa foram feitas sub-aliquotas de 25
ng/uL, como solugdo-trabalho. Com isso, foi dado inicio as amplificacdes das amostras,
porém, foi estabelecida a condicdo ideal para realizacbes das PCR para cada loco,
verificando a qualidade e concentracdo do DNA obtido apos as extracdes com a finalidade
de utilizar DNA nao-degradado, assim como padronizar a quantidade de DNA em cada
reacao.

3.5. Preparo de amostras para reacado de PCR

H,O= 1pL

Primer= 3puL

Pré Mix= 2uL

DNA= 4L (100ng/uL)

3.6. Técnicade PCR

Para realizar a PCR, primeiramente, teve que considerar quatro etapas distintas:
coleta da amostra de maneira adequada; extracgdo do DNA da amostra; realizacdo da
técnica de Reacdo 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 coagulagédo e hemolise, com posterior presenga do grupo heme, que é um potente
inibidor da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), foi utilizado como anticoagulante para

as amostras EDTA (acido 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 extracao do DNA.

Em sequéncia, para a extracdo do DNA foi também utilizado um protocolo da
empresa Qiagen para avaliar o rendimento e qualidade do DNA obtido dos pacientes.
Nesse protocolo, apos 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 200uL de amostra de sangue total, com adi¢cédo posterior de 20uL de
proteinase K. ApGs isso, foi adicionado 200uL de tampédo AL (kit Qiagen), e submetido ao
vortex durante 15 segundos.

A amostra foi incubada a 56°C por no minimo 10 minutos, sendo centrifugado por 2
segundos, logo apds, foi adicionado 200uL de Etanol P.A. na amostra, sendo submetida
ao vortex por 15 segundos e a centrifugacdo novamente por 2 segundos.

Apbs essas etapas, as amostras foram aplicadas nas colunas do kit. A seguir foram
centrifugadas a 8.000 rpm durante 3 minutos (até o liquido passar completamente pela
coluna).

Os tubos coletores foram descartados, sendo que as colunas foram transferidas
para outros tubos coletores. Foi adicionado 750uL de tamp&o AW1, sendo que a seguir as
amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm durante 3 minutos. Descartaram-se 0s tubos
coletores, sendo as colunas transferidas para outros tubos. Foi adicionado 750uL de
tampao 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 25uL de tampé&o AE
(ou agua destilada levemente aquecida a aproximadamente 37 °C durante 1 hora, para
aumentar o rendimento da eluigcdo 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 Ultimas etapas no

sentido de obter maior quantidade de material.
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Ao final da extragéo 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 principio DNA foram dispostas em géis de agarose a 2 %
com o corante brometo de etidio. As amostras de DNA foram colocadas em pocos no gel,
em seguida, foi aplicada uma voltagem durante 30 minutos para proporcionar a separagao
ideal das amostras. Ao desligar a corrente, as sequéncias que tinham incorporado o
corante, apresentavam o DNA visivel na presenca de luz UV. Esse DNA foi comparado
com outra amostra utilizada como padrdao com a finalidade de avaliar a qualidade e

concentracédo do DNA.
3.7. Digestao - Utilizando as enzimas de restri¢ao
Nas figuras 1 e 2 tém-se gel de agarose a 2 %, demonstrando estudos prévios

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

referéncias para curva de conhecimento do perfil enzimético para as diversas amostras.

Figura 1: Padrdo de digestdo da enzima de restricdo Hae Il
M 1 2 3 45 6 78 910111213 1415 161718
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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: Padrao de digestdo do produto de PCR dos primers universal

(A)
M I 2

©)
M I 2 3 4

AT~
1500—

600—

100—

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

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

(B) Enzima de restricdo Alul para: coluna 1 - S. pneumoniae ; coluna 2 - E. faecium; coluna 3 -
E. faecalis.

(C) Enzima de restricdo Ddel para: coluna 1 - E. coli; coluna 2 - K. pneumoniae; coluna 3 -
S. marcescens; coluna 4 - E. cloacae.

(D) Enzima de restrigdo BstBI para: coluna 1 - E. coli; coluna 2 - K. pneumonia; coluna 3 -
S. marcescens; coluna 4 - E. cloacae.

Ao retirar, cuidadosamente, o 6leo mineral dos tubos com a inscricdo Bac 1 e Bac2,
juntou-se as amostras (produtos da PCR) em um unico tubo. Foram identificados cinco
tubos com o nome das cinco enzimas (Hae Ill, Dde I, Alu I, Mnl | e BtstB I) e outro com CP
(controle positivo).

ENZIMA [TAMPAO

Hae Il Restriction Endonuclease Buffer SM (Sigma; tampa verde)
Dde | Restriction Endonuclease Buffer SH (Sigma; tampa vermelha)
Alu | Buffer SA (Sigma; tampa roxa)

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

BstB | NEBuffer 4 (tampa branca com 4 em cima)
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Nos tubos identificados com o0 nome das enzimas adicionou-se:

1. 10uL do DNA amplificado (produto da PCR). )
2. 7uL de H,O MilliQ. Volume total da

3. 2uL do tampéo (correspondente a cada tipo de enzima). digestédo = 20uL

4. 1ulL da enzima de restricao.
J

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

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

2. 12uL de H,O MilliQ. | ;/iglsgéeototzlodi
= 20u

3. 2uL do tampao (correspondente a cada tipo de enzima).

4. 1ulL da enzima de restricao.
y

3.8. Limpeza das placas para eletroforese de poliacrilamida
e Deixado em solugéo de NaOH 1M por 12 horas;
eLavado as placas em uma pia apropriada, sempre na posicdo 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 agua fervendo;

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

chanfradura para cima.
As sequéncias de primers utilizadas foram:

(1) Primer ___U1: (F) 5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3' (Corresponde aos
nucleotideos de 518 a 537 do gene da E. coli 16S rRNA gene
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(2) Primer_U2: (R) 5-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3', correspondendo aos

nucleotideos 1513 a 1491 do mesmo gene.

3.10. Condicdes para amplificacdo por PCR

Foi usado 50 ng de DNA genémico, com tampao para PCR (10 mM Tris-HCI, pH
8.3; 50 mM KCl; 2.5 mM MgCl,; 0.001% gelatina; concentracéo de 0.2 uM de cada primer;
concentracdo de 0, 2mM de cada deoxinucleosideo trifosfato; 2,5 U of Tag DNA
polymerase (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) para um volume final de 50 pl de reacao.

O Programa para PCR foi: (a) Desnaturar a 94°C por 10 minutos; (b) 35 ciclos de
desnaturacdo de 1,0 minutos a 94°C; (c) Temperatura de anelamento a 55°C durante 1,0
minutos; (d) Extenséo durante 2 minutos a 72°C; (e) Incubacgéo por 10 minutos a 72°C; (f)
Temperatura de 4,0 °C para repouso.

Para evitar a contaminacdo de DNA externo ou residual as amostras foram pré-
incubadas com 50 U de DNase | durante 30 min a 37°C. DNase | foi posteriormente
desnaturada pelo aquecimento a 95°C 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 combinac¢des dos primers entre si.

Para a PCR é preciso identificar os tubos eppendorf com as seguintes inscricoes:
eBac 1 (amostra para identificagéo de bactéria);
eBac 2 (amostra para identificacéo de bacteria);
¢ CP (controle positivo: E. coli);

Obs: Para fazer a digestdo € necessario 60uL de amostra, sendo assim, é

necessario preparar 3 amostras para identificacdo bacteriana para cada paciente.
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Pipetar nos tubos:

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

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

2. Primers: 3uL (Primer F - 1,5uL e Primer R - 1,5uL); H,O MilliQ (ou Volume
total da PCR

Nuclease water free): Sul; em cada
tubo = 25uL

3. Go taq polimerase: 12,5ulL ;
4. Adicionar uma gota de 6leo mineral em cada tubo.

Foram utilizados tubo para PCR de 500 uL. Foi preparado um volume de mistura de
reacdo para o total de amostras considerando uma amostra extra para margem de
seguranca devido a possivel variacdo de volume ao pipetar.

Foi utilizado uma gota de 6leo mineral em cada tubo contendo a reagdo de
amplificacao.

Todos os tubos foram mantidos no gelo durante o procedimento. O termociclador foi
da marca PTC 100 da empresa MJ Research.

Apés as reacdes as amostras eram removidas e estocadas a 4°C, tendo sido

separadas das amostras de pré - PCR e reagentes.

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

Antes de iniciarmos o processo de verificagdo da amplificacdo as amostras que
estavam estocadas a 4 ° C, foram deixadas a temperatura ambiente durante
aproximadamente 5 minutos, homogeneizadas no vortex por 15 segundos e centrifugadas
a 13000 rpm por 5 segundos. Apos isso, foi adicionado 6 uL de cada produto de PCR
relacionado a cada amostra, em tubos separados a 4 uL de tampao de amostra,
homogeneizados e centrifugados a 13000 rpm por 5 segundos, imediatamente antes da
aplicacado no gel. A eletroforese ocorreu em gel de agarose 2,0%, preparado conforme
SAMBROOK (1989). Foi adicionado 5uL de brometo de etidio [10 mg/mL] para cada 100
mL de gel, o volume preparado variou conforme o nimero de amostras analisadas.

A eletroforese foi iniciada com uma voltagem de 40 V e ap0s as amostras terem
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penetrado no gel a voltagem foi aumentada para 100V. O tampé&o utilizado foi TBE 1X.
Apos aproximadamente 30 minutos, eletroforese foi interrompida e o gel foi submetido a
visualizacdo em transiluminador de luz UV (Ultra-Violeta) para verificar se tinha ocorrido
amplificacdo das amostras. Aguelas que se apresentavam amplificadas foram separadas
para serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. As amostras néo
amplificadas foram desprezadas e oportunamente foi realizada nova amplificagdo a partir
da aliquota 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: Verificacdo de resultado de amplificacdo de microssatélites em gel de agarose
2%, demonstrando trés bandas, que correspondem a trés locos (Sistema Multiplex). Esse
tipo de gel ndo permite discriminar os alelos. Preparacdo das placas de vidro para

eletroforese em gel de poliacrilamida

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112

.1 e ol D -

A placa maior foi preparada com uma solucdo repelente (Repel) para prevenir a
aderéncia do gel a esta. A placa menor foi tratada com metacriloxipropiltrimetoxisilane para
aderir o gel a placa.

As placas foram mantidas separadas para evitar a contaminagdo cruzada entre
elas; identificadas do lado ndo-tratado com as soluc¢des de aderéncia e repelente. A placa
menor foi tratada todas as vezes antes de ser utilizada e a maior, a cada 3 géis. Para
limpeza, foram submersas em solucéo de hidroxido de sédio 0,2M durante 2h.

ApOs 0 que as placas eram enxaguadas em agua corrente e, a seguir, com agua
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 preparagao da placa maior foi aplicado 5 mL de solugdo Repel sobre a
superficie ndo-identificada. A solucdo foi espalhada sobre toda a superficie com papel
toalha. Apos secar durante cinco minutos, foram removidos os excessos com papel toalha
umido com agua deionizada e secada com papel toalha seco. Retirado o excesso

repetindo o procedimento trés vezes;

3) A placa menor foi preparada utilizando uma solucao aderente. Essa foi preparada
no interior da capela adicionando 3 uL de metacriloxipropiltrimetoxisilane a 3 mL de &cido
acético 0,5% em etanol 95% (15 uL de acido acético em 2985 uL de etanol). A solucéo foi
homogeneizada e aplicada sobre a superficie da placa que nao estava identificada.
Espalhada a solucdo com papel toalha sobre toda a superficie. Foi deixado secar durante
cinco minutos. As placas foram limpas por trés vezes com papel toalha umida com etanol
95% para remover 0 excesso da solugcéo de aderéncia;

4) As placas foram separadas com espacadores de 0,4 mm colocados entre a placa
maior e menor. Inicialmente, os espacadores foram fixados na extremidade com fita.
Foram colocados grampos de metal no meio e em uma das extremidades para manter os
espacadores no lugar. O gel em fase liquida era colocado sobre a superficie da placa
maior, a medida que o gel era adicionado a superficie da placa maior, este era espalhado
com a placa menor sendo empurrada contra a maior, e de maneira rapida e sem levantar

para evitar a formacao de bolhas.
3.12. Preparacédo de gel de poliacrilamida

Para a realizagcédo da eletroforese foi preparado gel de poliacrilamida devido ao seu
elevado nivel de resolucdo para fragmentos na faixa de 100 até 1000 pb. Como foi
utilizada uma cuba de eletroforese prépria para sequenciamento manual e analise de
polimorfismos de microssatélites e minissatélites, o volume final de gel preparado para
cada placa foi de 75 mL para uma dimenséo de 31,0 cm de largura, por 38,5 cm de altura
e 0,4 mm de espessura.

A preparagdo do gel com caracteristica desnaturante e concentracdo a 4% foi com
7,50 mL de solucao 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 agua miliQ.

A preparagéo do gel com caracteristica desnaturante e concentragéo a 6% foi com
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11,25 mL de solucéo de acrilamida:bis-acrilamida 40% (19:1), 3,75 mL de TBE 10X, 31,59
de Uréia e qg.s.p para 75 mL com agua miliQ.

A preparacao do gel com caracteristica desnaturante e concentracdo a 8% foi com
15 mL de solucéo 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 &gua miliQ. Todas as solu¢cdes foram misturadas e
homogeneizadas tomando-se cuidado para ndo ocorrer a formacao de bolhas no momento
de aplicar o gel sobre a placa de vidro. Para ocorrer a polimerizacdo de cada gel foi
adicionado 40 uL de TEMED e 400uL de persulfato de aménio 10% preparado no
momento de utiliza-lo, sendo que o tempo médio para essa reacao foi de 2 h.

ApoOs a polimerizacdo e remocao dos grampos, as placas foram colocadas na cuba
de eletroforese. A camara superior foi preenchida com aproximadamente 700 mL e a
inferior com aproximadamente 300 mL do tampéao de corrida TBE 1X. Cuidadosamente, os
pentes foram colocados, sendo removidas as impurezas utilizando uma pipeta de 1,0 mL.

As condi¢des de pré-corrida foi de uma poténcia inicial de 60W, durante 10 minutos.
3.13. Preparacgéo das amostras

A preparacao das amostras foi de 3,0 uL do produto de PCR e 3,0 uL do tampéo de
amostra (loading buffer). Em média a cada 10 amostras foi utilizado 1,5 uL de escada

alélica misturada a 1,5 uL de tampao de amostra.
3.14. Eletroforese

Foram utilizados géis desnaturante 6%, sendo que foi aplicado uma poténcia inicial
de 80W durante 5 min. até as amostras entrarem no gel, logo apés a poténcia foi reduzida

para 40W. O tempo de corrida foi em média de 55 min.
3.15. Coloragédo com Nitrato de Prata

A coloracao do DNA por nitrato de prata € um método considerado rapido e sensivel
(BASSAM et alli 1991). Logo apds 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 solugdo de fixacdo com acido acético 10%.

Foi utilizada para coloracdo uma solucdo de prata 0,1% (2,0 g de nitrato de prata
em 2000 mL de agua).
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Imediatamente antes do uso, adicionou-se 3 mL de formaldeido e 400 uL de
tiossulfato de sodio (10mg/mL) a solucdo de revelacdo (60g de carbonato de sédio em
2000 mL de &gua), a qual estava guardada em geladeira entre 4 °C e 8 °C.

Assim que as placas foram separadas a placa pequena contendo o gel aderido
sobre sua superficie foi colocada no interior de uma bandeja de plastico contendo a
solucéo fixadora de acido acético 10% e mantida em um agitador orbital durante 20 min
ou, se necessario, durante a noite. Em todos os passos houve necessidade de leve
agitacao.

O gel foi lavado com &gua durante 2 min, essa etapa foi repetida por 3 vezes,
descartando todas as vezes a agua utilizada. Apds o descarte da ultima agua adicionada,
foi colocada a solucéo de coloracéo de prata; o gel foi, entdo, deixado em uma sala escura
de fotografia durante 30 min, ap6s o que a solucdo de coloracao foi descartada em um
recipiente para coleta de material toxico. A reacado da solucdo com o gel foi interrompida
com agua, tendo sido lavado brevemente durante 5 a 10 segundos, sendo em seguida
colocada a solugdo reveladora, e o gel mantido novamente em uma sala escura de
fotografia; o gel ficou em agitacdo em plataforma orbital até as bandas correspondentes

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

A solucéo reveladora foi substituida por solucéo de fixacéo e o gel foi ai mantido por

pelo menos durante 5 minutos, antes de ser colocado em agua.
Outro método de coloracdo com prata e revelagdo com NaOH foi utilizado:

1 - solucéo fixadora — 10% etanol, 0,5 % acido acético por 3 minutos
2 — solucéo 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 adgua mQ
4 - solucdo reveladora (3% NaOH + 0,5% formaldeido) até aparecer bandas (cerca 5
minutos)
5 — solugéo fixadora pro 5 minutos
6 — H,O por 10 minutos
Solucéo Fixadora (500 ml)

50 ml etanol

2,5 ml de acido acético glacial
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447,5 ml de H,O mQ

Solucéao Fixadora + Prata (250 ml)

25 ml de etanol

1,25 ml de &cido acético

223,7 ml H,O mQ

0,5 g de AgNOs; (prata) - adicionar por ultimo
Solucéo Reveladora

7,5 g NaOH

248,75 ml de H,O mQ

1,25 ml de formaldeido — colocar por ultimo

3.16. Técnica de hemocultura

Para a realizacdo da hemocultura, primariamente sera dividida em duas etapas: a
primeira a da coleta do material e a segunda o cultivo da amostra em culturas especificas
para os agentes etioldgicos.

Primeiramente, a técnica da coleta € subdivida em seis etapas, como abaixo,
seguindo-se (ELMOR et al, 2012):

1) Identificacdo no frasco contendo o nome do paciente, leito, hora, data e sitio
anatomico da coleta, imediatamente ao procedimento.

2) Escolher o melhor local de puncdo para a coleta de sangue, levando em
consideracao acessibilidade do sitio anatdémico, estado geral do paciente e auséncia
de comorbidades cutaneas no local do procedimento.

3) Fazer a antissepsia, preferencialmente, com clorexidine alcoélico 0,5%, friccionando
a pele em circulos semi-abertos a partir do ponto a ser puncionado e em direcao as
bordas, de forma continua. Deixar secar por 30 segundos.

4) Colocar o garrote e puncionar a veia mais calibrosa e menos moével. Em seguida
soltar o garrote. Isso pode ser realizado com uma seringa ou dispositivo para coleta
a vacuo, tomando cuidado para nao tocar diretamente no local de puncgao.

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

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

no frasco anaerdbio (sem troca de agulhas).
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4. DISCUSSAO E RESULTADOS

No que concerne o quadro clinico, (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 inspec¢éo do
aparelho respiratorio foi observado que 68% dos pacientes apresentaram taquipneia e a
dispneia como as alteracdes semioldgicas de maior frequéncia. No quesito desconforto
respiratorio reconhecido por: retrac@o intercostal; utilizagdo da musculatura acessoria e
batimento de asa de nariz, somente 22% dos pacientes foram acometidos. Além disso,
vomitos e diarreia presentes em 4% dos pacientes, também, foi ao encontro do

preconizado por BRAMAN sendo esses 0s sintomas menos usuais.

Tabela 1 )
QUADRO CLINICO

Idade Tosse Febre Vamitos/ Desconforto Taquipneia/ Queda de Estado = Saturacgdo

Diarreia Respiratorio Dispneia Geral < 05%
041 | 9(18%) | 9(18%) | 1(2%) [ 4(8%) | 93(18%) | 4.(8%) | 31(6%)
142 11(22%)  10(20%) 1 (2%) 6 (12%) 9 (18%) 1 (2%) 2 (4%)
243 | s(12%) | 7(14%) | 0 | s(0%) | a(s%) | 4 (8%) | o
3{a 3 (6%) 2 (4%) 0 3 (6%) 3 (6%) 2 (4%) 1 (2%)
445 | 3(6%) | 3(6%) [ 0 [ 3(6%) | 3(6%) | 2 (4%) | 102%)
546 0 1 (2%) Q [ 1 (2%) 1(2%) ]
647 | o | o | 0 | L(2%) | 1(2%) | i e
748 0 [ 0 [ [ 0 0
849 | 4(8%) | 2(4%) [ 0 | 9 | 2% | 2 (4%) | 9
910 0 [ [ [ [ 0 ]
10411 | 2(4%) [ 1(2%) | 0 | 0 | L(2%) | i e
112 0 1 (2%) 0 0 1 (2%) 0 0

Durante a fase da ausculta do aparelho respiratério (TABELA 2) o murmdrio
vesicular foi identificado como diminuido em 38% dos pacientes. Enquanto as alteracfes
nos ruidos adventicios foram: 34% de creptacdes; 22% de sibilos e 8% de roncos. Nesse
quesito as alteracbes eram esperadas, mas em uma propor¢do maior como dito por
PARLAFOX. Podemos inferir que essa proporcdo foi menor devido a dois principais
fatores. O primeiro de que a maioria todos 0s pacientes apresentava uma infecgdo em um
estagio mais inicio, no qual tais altera¢des na ausculta seriam menos comuns. O segundo
fator seria que essa semiotécnica é examinador dependente o que pode favorecer ou

desfavorecer um achado.



Tabela 2

EXAME DO APARELHO RESPIRATORIO

ldade Murmirio Vesicular Creptos Sibilos Roncos
Dimunuido
041 4 (8%) 4 (8%) 3 (6%) 2 (4%)
1]2 5 (10%) 3(6%) | 4(8%) 0
243 2 (4%) 3 (6%) 0 2 (4%)
344 3 (6%) a(8%) | 3(6%) 0
445 0 0 0 0
516 2 (4%) 1% | 1(2%) 0
647 2 0 2 g
748 0 0 0 0
349 2 (4%) 0 [ 0
9410 0 0 0 0
10411 1(2%) 2 (4%) 1(2%) g
1412 0 0 1 (2%) 0
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De acordo com KORPPI as pneumonias bacterianas podem apresentar alteracdes

radiologicas tanto de condensacgdo alveolar quanto de infiltrado intersticial. CARVALHO,

por sua vez, descreve na mesma vertente de pensamento que o padrao radiolégico pode

ser variavel e vai além ao afirmar que € influenciado, também, pela idade, possivelmente

em decorréncia de diferencas nas respostas inflamatorias dos individuos mais jovens

quando comparados com os mais velhos. Sendo assim, a presenca de sinais radiologicos

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

tendo associacdo com etiologias bacterianas, mas a auséncia deles nao significa que a

etiologia ndo seja bacteriana. Nossos dados (TABELA 3) vao ao encontro desse raciocinio,

tendo em vista as alteracdes radioldgicas de 34% de condensacdes e de 36% de

infiltrados. Confirmando uma pré-disposi¢do a um diagndstico de pneumonia bacteriana.

Tabela 3
RADIOGRAFIA
Idade | Condensacdo | Infiltrado | Derrame | Derrame Pleural/ Derrame Condensacdo
Pleural Condensagdo Pleural/Infiltrado/ e Infiltrado
Condensagdo

01 2 (103%) 3 (10%) 0 1 (2%) 0 1(2%)
142 4 (8%) 6(12%) [ 1(2%) 1 (2%) (] 2 (4%)
243 4 (8%) 1(2%) 0 Q Q 0
344 1 (2%) 3 (6%) ] ) 1 (2%) 1 (2%)
a5 1 (2%) 0 1(2%) 0 0 0
546 1(2%) 1(2%) ) () (1) 0
647 ) 1(2%) ) g ) 0
748 0 0 0 0 0 0
849 1 (2%) 0 0 0 1 (2%) 0
9410 0 0 0 0 0 0
10411 Q Q 0 Q Q 0
11412 0 1 (2%) 0 0 0 0
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Quanto a questdo da antibioticoterapia (TABELA 4) observamos que 94% dos
pacientes ndo tinham sido submetidos a tratamento. Houve duas situagdes comumente
encontradas que levaram a esse numero. Primeiro, 0s pacientes que se encontravam em
um quadro grave de pneumonia e vinham encaminhados de outro hospital do Sistema
Publico de Saude do DF ou até mesmo do Brasil, por conseguinte ja haviam sido
submetido a tratamento por outros médicos. Segundo, 0s proprios pais ou responsaveis ja
haviam administrado algum tipo de antibiético. Durante o dado estudo observamos, entéo,
que a variavel de pacientes sem utilizar algum tratamento seria virtualmente impossivel
visto essas praticas de uso de medicamentos sem orientacao pelos pais ou mesmo aquela
realizada por outros médicos antes de encaminharem os pacientes.

De acordo com GUSMAN-BLANCO esse artificio de direcionamento do tratamento
empirico se deve pelo conhecimento dos patégenos, mais comumente encontrados nas
comunidades, que infectam o trato respiratério. Tendo isso em vista foi elencado que cada
espécime possui um espectro com sensibilidade e um com resisténcia. Por exemplo, os
pneumococos sao resistentes, principalmente, a penicilina e, em menor frequéncia, aos
macrolideos e ao cotrimoxazol. Sendo esses sensiveis as cefalosporinas de terceira
geracdo. Por sua vez, os Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae, 0s
microorganismo encontrados nesse trabalho séo sensiveis a penicilina G cristalina.

Tendo esse Ultimo dado em mente observamos que na pratica médica do HMIB esse
fato acabou nédo sendo pertinente. Na rotina desse hospital o antibiético 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 Salde Publico e também pela
dificuldade de aquisicdo desse material no mercado mundial. Isso pode ser averiguado na
nota informativa conjunta n°® 68/2016 do Ministério da Saude, dessa forma ficou acordado
que a partir de 31 de marco de 2017 o uso desse medicamento seria prioritariamente para

sifilis seja em adultos ou em recém-nascidos.



Tabela 4 ]
ANTIBIOTICOTERAPIA PREVIA TOTAL
Sim Nio

Idade | Ceftriaxona/Oxacilina | Amoxilina/Clavulonato | Ampiciliana/Sulbactam Outros

0q1 0 0 10 (20%) 1(2%) | 2(6%) | 14 (28%)
142 0 1(2%) 6(12%) 3 (6%) 0 | 10(20%)
243 1(2%) 0 7(14%) 0 0 | s(6%)
344 1(2%) 1(2%) 1(2%) g ] 3 (6%)
a5 1 (2%) ] 3 (6%) 1(2%) ] 3 (10%)
546 0 1(2%) 1(2%) ] 9 2 (4%)
647 0 0 2 (4%) ) 0 2 (4%)
78 g 9 ) a ) 0
849 0 1(2%) 1(2%) 1(2%) 0 | 3(6%)
9410 Q 2 g Q g Q
0{n 0 0 1(2%) 1(2%) 0 | 204%)
11412 Q 1(2%) Q Q Q 1 (2%)
TOTAL 3 (6%) 5 (10%) 32 (64%) 7 (14%) | 3(6%) 50
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As figuras 4 e 5 demonstram as amostras amplificadas que foram submetidas a

processo de digestdo com as enzimas de restricdes Hae Ill, Mnl, Alu |, Dde | e BstB |.

Figura 4: Analise do perfil de digestdo com a enzima de restricdo Hae Il do produto de
amplificagcdo bacteriano contido no sangue periférico de pacientes com suspeita de

pneumonia adquirida na comunidade.

MM1 2 3 45 6 7 8 CP

Nota: 1350 bp -

Amostra (1) Controle Positivo com DNA bacteriano ndo o1y

digerido com enzima de restricdo Hae lll;

Amostras (3), (5), (7) produto de PCR intacto para os
pacientes com Oano e 6 meses, 2 anos e 6 meses e 8 anos e
O0om;

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

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

Amostra (8) com DNA da bactéria Streptococcus pyogenes;

(CP) controle positivo (Escherichia coli); (MM) marcador de
peso molecular (New England Biolabs).

100 bp -

50 bp -
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Figura 5: Analise do perfil de digestdo com as enzima de restricbes Mnl, Alu |, Dde | e

BstB | do produto de amplificagéo bacteriano contido

) _ MM 9 10 11 12 13 14 15 CP
no sangue periférico de pacientes com suspeita de

pneumonia adquirida ha comunidade. 1350 bp -

Nota: NGy

Amostra (9) Controle Positivo com DNA bacteriano ndo
digerido com enzimas de restricbes Mnl, Alu I, Dde | e
BstB |;

Amostras (11), (13) e (15) produto de PCR intacto para
0s 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 utiliz m ntrole;
eningitidis utilizado como controle; 100 bp -

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

de peso molecular (New England Biolabs). S
) -

Foi constatado, assim como na literatura, que um dos principais problemas nas
emergéncias hospitalares, quando se trata de diagnostico de infec¢bes bacterianas, é a
falta de eficiéncia, de rapidez e de especificidade no processo. Isso se deve,
principalmente, a ndo especificidade do quadro clinico e a uma analise laboratorial
demorada. Tendo em vista que o padrao-ouro para o diagnéstico das pneumonias
adquiridas na comunidade seria a cultura microbiana, o qual, por sua vez, demorou de trés
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 ja que ele delimita que

para a obtencdo de uma amostra positiva de hemocultura deve-se utilizar um frasco para
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pacientes pediatricos de até 13 kg e coletar uma ou mais amostras acima desse peso,
visto que o0s contaminantes geralmente crescem somente em mais de uma amostra.
Portanto, demonstrando que o numero substancial de bactérias necesséarias para a
discriminacao de possiveis contaminantes € verdadeiramente maior do que o realizado no
Sistema Publico de Saude.

Além disso, como a maioria dos pacientes estava em vigéncia 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 diagnésticos em infecgbes 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 ) )
METODOLOGIA DE DIAGNOSTICO ETIOLOGICO
PCR/RFLP Hemocultura

Amplificado N3o amplificado Positiva Megativa

Idade Streptococcus Streptococcus
pneumoniae agalactioe

Q—l 1 6 (12%) 7 (14%) 1(2%) 1] 14 (28%)
142 3 (6%) 3 (10%) 2 (4%) 9 10 (20%)
23 3 (10%) 2 (4%) 1(2%) ) 8 (16%)
344 3 (6%) 0 9 9 3 (6%)
a5 ] 4 (8%) 1 (2%) ] 3 (10%)
546 1 (2%) 1 (2%) ) ) 2 (4%)
647 ] 1 (2%) 1 (2%) ] 2 (4%)
78 0 0 0 0 0
849 1 (2%) 2 (4%) 9 ) 3 (6%)
910 0 0 0 0 0
10411 1 (2%) 1 (2%) 9 ] 2 (4%)
11412 1 (2%) 0 ) ) 1 (2%)
TOTAL 21 (42%) 23 (46%) B (12%) 1] a0




Tabela 6

Paciente (Ildade) | Hemocultura |  Extracio | PCR | RFLP

Qanose 2 meses | Megativa | Dngpresente | Amplificado®* | Streptococcus ggalactios

Qanose5 meses | Megativa | [napresente | Amplificado®

E
i

0 anos e B meses

Megativa | Dngpresente | Amplificado®

)

Qanose 9 meses | Megativa | Dngpresente ! Amplificado®

%
|

Janose 11
MEesSes

Negativa [ng presente Amplificado®

|

0anose 11 Amplificado®

meses

Megativa Bng presente

0anose 11 Amplificado®

MEses

Megativa Dng presente Streptococcus ggalgctios

1 ano e 0 meses Megativa Dng presente Amplificado® Strentocooous

l

1 anos e 8 meses Megativa Dna presente Mdo Mo digerido®**

Amplificado®*

1 anos e & meses | i Negativa Dnga presente : Amplificado* | Strepfococcus ggalociioe

Amplificado®

1anose 10
Meses

Megativa Bna presente

E'

Amplificado**

Mo digerido***

30



Nota:

(Continuacéao da Tabela 6...)

2 anos e 0 meses Megativa Dna presente Amplificado® Streptococcus
POEUMONNIE
2 anos e 0 meses Megativa Ding presente Amplificado® Streptococcus ggalachioe
2 anos e 5 meses Megativa Oing presente Amplificado® Strepfacoccus
DOELNMOnas.
2 anos e 6 meses Megativa Ding presente Amplificado® Streptococcus
BOELmMonias
2 anos e 6 meses Megativa Dng presente MEo MNdo digerido®**
Amplificado®*
2 anos e 7 meses Megativa [ing presente Amplificado® Strepfococcus
DoELmManias.
2anose 11 Megativa Ding presente Amplificado® Streptococcus
MEeses gneumaniae.
3 anos e 4 meses Megativa [ing presente Amplificado® Strepfococcus
DOELNMOnaes.
3 anos e 10 Megativa Ding presente Amplificado® Streptococcus ggalgchios
meses
4 anos e 1 més Megativa [ing presente Amplificado® Streptococcus goalactioe
4 anos e 3 meses Megativa [ing presente Mio Mo digerido®*#
Amplificado™*
4 anos € 3 meses Megativa Dna presente Amplificado® Streptococcus ggalgctioe
4 anos e 5 meses Megativa [Ing presente Amplificado® Strepfococcus
DREUmonias
4 anos € 9 meses Megativa Dng presente Amplificado® Streptococcys goalgotioe
5 anos e 4 meses Megativa [Ing presente Amplificado® Strepfococcus
BOELmonias.
5 anos e 10 Megativa Ding presente Amplificado® Strepfococcys goalgotios
meses
B anos e 3 meses Megativa [ing presente Amplificado® Strentococcus ggaloctioe
£ anos e & meses Megativa Dng presente Mao Mdo digerido®**
Amplificado®*
£ anos e 0 meses Megativa Ding presente Mao Mao digerido***
Amplificado®*
B anos e 3 meses Megativa [ing presente Amplificado® Streptococcys goalactioe
£ anos e 4 meses Megativa Ding presente Amplificado® Shreptococcys
BOELmonige
10 anose 9 Megativa [ing presente Amplificado® Streptococcys goalactioe
meses
10 anos e 11 Megativa Ding presente Amplificado® Shreptococcys
meses pneumonigs
11 anos e f Megativa [na presente Amplificado® Strepfococcy s
meses pReumonias

*Utilizado primer de sequéncia bacteriana universal.

**Havia presenca do DNA na amostra. Porém, ndo houve amplificacido deste com a sequéncia de primer universal
para bactéria.
***A amostra ndo foi digerida com as enzimas de restri¢coes Hae III, Dde I, Alu I, Mnl I e BtstB 1.
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5. CONCLUSAO

A hemocultura, que possui grau de evidéncia C para diagndéstico etioldgico,
apesar de ter menor custo e mais facil acesso, pode apresentar menor sensibilidade
e especificidade que a PCR/RFLP, a qual, por sua vez, € mais cara inicialmente
devido a infraestrutura e treinamento dos recursos humanos, porém, o custo tende a
diminuir ap0s essas etapas serem atingidas, ocorrendo uma diminuicdo essencial
desses dados.

Tendo isso em vista, por muitas vezes a metodologia escolhida € a
hemocultura, o que pode comprometer o diagndstico etiologico 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 presenca bacteriana em 44 pacientes (88 %) das amostras, sendo em
21 pacientes (42 %) a presenca de Streptococcus pneumoniae e 23 pacientes (46
%) de Streptococcus agalactiae.

Em 6 pacientes (12 %) ndo houve alteracdo do DNA extraido seja por
amplificacdo, seja por restricdo enzimatica, podendo sugerir desde a auséncia de
bactéria, assim como, pode existir DNA de outros espécimes, tais como virus,
fungos entre outros.

Além do acesso e da acuracia, o fator tempo até a definicdo do diagndstico
etiologico é extremamente importante para o progndéstico do paciente, visto que,
guanto mais especifica e direcionada a terapia for, maior sera a probabilidade de
resposta do paciente.

Nesse caso a PCR/RFLP possui vantagens sobre a hemocultura, visto que
essa Ultima pode demorar até duas semanas. Assim, é importante estabelecer a
melhor metodologia diagnéstica do agente etioldgico para poder aumentar as
chances de bom prognostico do paciente, além de viabilizar o uso de uma
terapéutica direcionada e especifica, 0 que pode favorecer o paciente e diminuir o
custo de internagcbes, podendo diminuir a selecdo de microrganismos mais
resistentes.

Desta forma, ficou evidente que as metodologias moleculares associadas ao
quadro clinico dos pacientes podem de forma substancial proporcionar uma rapida e
eficaz identificacdo bacteriana, favorecendo um diagndstico mais preciso e um

tratamento mais especifico dessa patologia.
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7. ANEXO 1
=
Centro Universitario de Brasilia
CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - UNICEUB
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
BRASILIA- DF - BRASIL
Convidamos o (a) , cujo
responsavel legal € o (a) Sr (a). 3

para participar da Pesquisa Comparagao da Acuracia Entre os Métodos de Diagnostico
Etiologico por Hemocultura e PCR em Pacientes Pediatricos com Pneumonia Adquirida
na Comunidade, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Nivaldo Pereira Alves, a
qual pretende definir um método de diagnostico etiologico mais adequado para pacientes
pediatricos com Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC), visto que a acuracia do
PCR ¢ maior e seu tempo de resultado ¢ menor em relagdo ao usualmente utilizado,
hemograma.

O paciente com caso clinico suspeito de infecgdo de vias aéreas inferiores e sem
antibioticoterapia sera escolhido para coleta de material para realizacao dos exames de
PCR e hemocultura. Com base nos resultados, terd uso de tratamento mais adequado. A
realizagao dos exames ndo atrasara no inicio do tratamento.

Além de melhorar o tratamento, os resultados visam uma coleta de dados para
reavaliagdo do perfil epidemiologico e etiologico da PAC no cenério do Hospital Materno
Infantil de Brasilia - HMIB (visto que atende pacientes de varios estados). Isso, por sua
vez, auxiliara na escolha de uma antibioticoterapia mais eficiente e menos onerosa para o
estado, visto que, ira definir melhor os agentes causadores da PAC no HMIB.

Sua participagdo na pesquisa inclui disponibilizar o seu prontuario para
verificagdo dos dados clinicos e epidemiologicos, além da concessdo de material
biologico (sangue periférico) para realizagdo dos exames laboratoriais hemocultura e
PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase. Visto isso, o (a) sr (a) pode modificar a sua
decisdo de participar, em qualquer momento da pesquisa, se assim o desejar, sem nenhum
6nus vinculado a isso.

Para tanto, iremos triar os pacientes em quatro momentos distintos, os quais
serviram de pré-requisito para participa¢ao na pesquisa. Na primeira etapa de inclusdo dos
pacientes na pesquisa consiste na faixa etaria, ou seja, paciente de 0 dias até 12 anos
completos. Esses pacientes serdo divididos, portanto, em grupos, segundo suas faixas
etarias:

Neonatos — até¢ 28 dias

Lactentes — de 29 dias até 24 meses

Pré-escolares — de 24 meses e um dia até cinco anos
Escolares — de cinco anos e um dia até 12 anos

Pl S e

Rubrica do responsavel legal do participante
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Essa distingcao sera feita para comparar os métodos diagnosticos nas diferentes
faixas etarias.

A segunda etapa de inclusao sera feita semanalmente no pronto socorro do HMIB,
sendo escolhidos aqueles pacientes com anamnese e quadro clinico sugestivo de PAC e
virgens de tratamento.

A sintomatologia esperada para inclusao do paciente no estudo deve compreender
os seguintes sintomas: em recém-nascidos e lactentes (febre ou hipotermia, tosse seca ou
produtiva, falta de ar e dor ao respirar); em pré-escolares e escolares (tosse seca ou
produtiva, febre, falta de ar e dor ao respirar por um periodo de tempo mais prolongado
(superiores a 48 horas). Também estdao inclusos achados radioldgicos, como areas de
enegrecimento dos pulmdes ou diminui¢do de seu tamanho usual. Isso sera levado em
consideracao independente da idade, por ser extremamente util ao diagndstico.

A terceira etapa de inclusdo sera a verificacdo e a avaliagao, por meio da entrevista
clinica e exame fisico de doengas relacionadas ou ndo a PAC, por exemplo: criangas com
diabetes, pressdo alta, alergias, asma ou outros doengas. Esta etapa servird apenas para a
catalogacao dos diferentes resultados encontrados.

Por fim, a quarta etapa de escolha do espectro amostral sera a realiza¢do dos
exames de hemocultura e reagdo de cadeia da polimerase (PCR), confirmando o
diagnostico etiolégico de pneumonia adquirida na comunidade (PAC).

Os riscos relacionados com este trabalho sdo: extravasamento de sangue para a
pele, infecgdo local e espasmo venoso. Todos esses riscos estdo relacionados com o
método de coleta de uma amostra de sangue periférico através do antebrago, utilizando
para tal uma agulha acoplada a uma seringa. A fim de minimizar tais riscos, utilizaremos
luvas de procedimento, faremos a antissepsia do local da coleta com alcool 70% e
algoddo, além de utilizar agulhas, seringas e tubos estéreis. Ao final do procedimento
colocaremos um curativo para evitar contaminagdes do ponto de acesso venoso.

O desfecho primario dessa pesquisa seria a comparacdo entre os métodos
diagnodsticos (Hemocultura e Reacdo de cadeia da polimerase), confirmando a eficacia
de cada um dos métodos.

O desfecho secundario seria tanto o tratamento mais direcionado para cada
paciente, uma vez confirmado o agente etiolégico; quanto os dados adquiridos para a
reavaliagd@o do perfil epidemiologico para a pneumonia adquirida da comunidade (PAC).

Todas as despesas tidas com a pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador
responsavel/ patrocinador, isto €, o participante da pesquisa ndo arcara com nenhum custo
referente ao estudo.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, e o
Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagido que possa resultar deste estudo.

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para o aperfeicoamento do
conhecimento sobre esta doenga, bem como um melhor conhecimento do seu perfil

Rubrica do responsavel legal do participante
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epidemiologico vigente no HMIB e também uma escolha mais segura e especifica para o
tratamento dessa doenga.

Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o
pesquisador no enderego SGAS 915, Edificio Office Center Bloco D, Salas 101 e 11 Asa
Sul, Brasilia/DF. Cep: 70.390-150, pelo telefone (61) 3443-4480, por email:
nipeal@gmail.com.

Podera ainda entrar em contato com Comité de Etica em Pesquisa/FEPECS-SES-
DF, SMHN - Quadra-03 — Conjunto A Bloco 1 — Edificio FEPECS, Brasilia-DF. CEP:
70710-907, telefone (061) 3325-4955. E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com.
Horario de atendimento: periodo matutino das 8h30 as 11h30.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP
UniCEUB, SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar, UNICEUB, Setor Universitério,
Brasilia/DF. E-mail: comite.bioetica@uniceub.br. Tel: (61)3966-1200. Fax: (61)3966-
1511. Horéario de atendimento: segunda a quinta-feira das 8h30 as 11h30 - 14h30 as
17h30; quinta e ter¢a feira, das 18h30 as 20h30; sexta-feira: ndo ha atendimento ao
publico.

Vale rescaltar ane o Comité de Ftica em Pecanica — CFP é nm coleoiado mnlti e
trancdiceinlinar  indenendente ane deve exictir nac inctitniedes ane realizam necanica
envolvendo ceres himanng no Rracil eriado nara defender og interesces dos snieitos da
necanica em ena inteoridade e dionidade e nara contribnir no decenvanlvimento da pcsquisa
dentro de nadraec Aticnc (Recnlneidn n® 46A/12 Concelhn Nacianal de QSanide)

Ac atrihnicdec do CFP cdn de nanel conanltivo e educativa vicando contribhnir nara
a mmalidade dac necanicac hem comn a wvaloarizacan do pcsquisador, que recebe o
reconhecimento de que sua proposta ¢ eticamente adequada.

Consentimento Pos Informacao

Eu, i portador do
documento de identidade , responsavel legal de
, fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragdo no estudo “Comparagao
da Acuracia Entre os Métodos de Diagnostico Etiologico por Hemocultura e PCR em
Pacientes Pediatricos com Pneumonia Adquirida na Comunidade”, e entendi a
explicagao. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndao vou ganhar
nada e que a qualquer momento poderei solicitar novas informag¢des e modificar a minha
decisdo de participar se assim o desejar.

Este documento ¢ emitido em duas vias que serao ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nos. Sendo que cada pagina devera conter
minha rubrica e a rubrica do pesquisador responsavel.

Brasilia, DF

Data: ___/ /

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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Rubrica do pesquisador:
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8. ANEXO 2

>
UniCEUB

Centro Universitario de Brasilia

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - UNICEUB
TERMO DE ASSENTIMENTO
BRASILIA- DF - BRASIL

A presente pesquisa se acha Comparagdo da Acuracia Entre os Métodos de
Diagnostico Etiologico por Hemocultura e PCR em Pacientes Pediatricos com
Pneumonia Adquirida na Comunidade, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr.
Nivaldo Pereira Alves, médico, com ajuda dos seus alunos, estudantes de medicina,
Henrique de Lacerda Pereira, Gustavo Albergaria Brizida Bichtold, Gabriel do Amaral
Cavalcante e Matheus Moreno de Oliveira.

Vocé sabe o que ¢ assentimento? Significa que vocé concorda com algo. No caso
desse documento, significa que concorda em participar dessa pesquisa.

Antes de decidir se quer ou ndo participar, ¢ importante que entenda o estudo que
esta sendo feito e o que ele envolvera para vocé.

Apresentamos esta pesquisa aos seus pais ou responsaveis e eles sabem que
também estamos pedindo sua concordancia. Vocé é livre para fazer parte ou nao desta
pesquisa, mesmo se seus pais ou responsaveis concordarem. Nao tenha pressa de decidir.

Também podera conversar com seus pais, amigos ou qualquer um com quem se
sinta a vontade para decidir se quer participar ou nao, e¢ nao ¢ preciso decidir
imediatamente. Pode haver algumas palavras que ndo entenda ou situagdes que vocé
queira que eu explique mais detalhadamente, porque ficou mais interessado(a) ou
preocupado(a). Nesse caso, por favor, pegca mais explicagoes.

Natureza, objetivos e procedimentos do estudo

O objetivo dessa pesquisa ¢ saber qual ¢ o melhor exame para definir qual ¢ o
microorganismo que esta causando a doenga que vocé tem, assim poderemos trata-lo
mais rapido e com menos remédios. Além disso, definir quais os microorganismo mais
comuns nessa doenga. A sua participag@o sera nos deixar coletar um pouco de sangue e
avaliar seus dados do hospital.

A partir dessa amostra de sangue, nos iremos fazer dois exames. O primeiro se
chama hemocultura a outra se chama PCR. Além disso, a partir dos seus dados do
hospital poderemos ver qual é o perfil de criangas que tem a mesma doenga que vocé e
relacionar com os resultados dos exames antes citados. A amostra de sangue que vamos
coletar devera ser pelo brago, serdo somente dois ou trés pequenos tubos.

Os riscos relacionados com este trabalho sdao: extravasamento de sangue para a
pele e infecgao local. Para minimizar esses riscos, vamos utilizar luvas de procedimento,
limpar bem o local da coleta com alcool 70% e algodao, além de usar agulhas, seringas e
tubos estéreis. Ao final colocaremos um curativo para evitar contaminagdes do ponto de
acesso venoso.

Essa pesquisa vai acontecer no Hospital Materno e Infantil de Brasilia, o exame
hemocultura vai ser realizado no proprio hospital, porque ja ¢ uma rotina. Mas, o exame
PCR vai ser realizado em um laboratério particular, porque esse exame precisa de
equipamentos e pessoas especializadas que possam fazé-lo.

Rubrica do responsavel legal do participante
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Vocé ndo fara nada além do que estamos explicando.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo

Sua participagdo poderd ajudar que outras criangas tenham seus tratamentos
mais rapidos, além de definir quais os microorganismo mais comuns para essa doenga.

Sua participacdo ¢ voluntaria, ou seja, vocé so participa se quiser e, de acordo com
as leis brasileiras, nao recebera dinheiro nem presentes pela sua participagao neste estudo.
Ninguém vai cobrar dinheiro de vocé ou de seus pais/responsavel, ou vai tratéd-lo(a) mal se
nao quiser participar. Vocé podera deixar a pesquisa a qualquer momento, bastando para
isso falar com um dos pesquisadores responsaveis.

Conforme as normas brasileiras sobre pesquisa com a participacdo de seres
humanos, vocé ndo recebera dinheiro nem presentes pela sua participagdo neste
estudo.

Confidencialidade

Seus dados ficardo somente com os pesquisadores e ndo sera permitido o
acesso a outras pessoas.

Os resultados deste trabalho poderao ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas. Entretanto, ele mostrard apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituigdo a qual pertence ou qualquer informagdo que esteja
relacionada com sua privacidade.

Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o
pesquisador pelo telefone (61) 3443-4480, por email: nipeal(@gmail .com.

Poderi ainda entrar em contato com Comité de Etica em Pesquisa/FEPECS-SES-
DF, SMHN - Quadra-03 — Conjunto A Bloco 1 — Edificio FEPECS, Brasilia-DF. CEP:
70710-907, telefone (061) 3325-4955. E-mail: comitedeetica.secretarial@gmail.com.
Horério de atendimento: periodo matutino das 8h30 as 11h30.

Poderd também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP
UniCEUB, SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar, UNICEUB, Setor Universitario,
Brasilia/DF. E-mail: comite.bioetica@uniceub.br. Tel: (61)3966-1200. Fax: (61)3966-
1511. Horario de atendimento: segunda a quinta-feira das 8h30 as 11h30 - 14h30 as
17h30; quinta e terga feira, das 18h30 as 20h30.

ale lemhrar ane o Comité de Ftica em Pecamica — CFEP & wm enleciadn
multidiseinlinar indenendente e deve existir nas instituigdes que realizam pesquisa
envolvendo seres humanos no Brasil.

Eu, :
RG , (se ja tiver o documento), fui esclarecido(a) sobre a
presente pesquisa, de maneira clara e detalhada. Fui informado(a) que posso solicitar
novas informagdes a qualquer momento e que tenho liberdade de abandonar a pesquisa
quando quiser, sem nenhum prejuizo para mim. Tendo o consentimento do meu(minha)

responsavel ja assinado, eu concordo em participar dessa pesquisa. Os(As)
pesquisadores(as) deram-me a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Participante

Pesquisador responsavel

40
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPARAGCAO DA ACURACIA ENTRE OS METODOS DE DIAGNOSTICO
ETIOLOGICO POR HEMOCULTURA E PCR EM PACIENTES PEDIATRICOS COM
PNEUMONIA ADQUIRIDA NA COMUNIDADE

Pesquisador: Nivaldo Pereira Alves

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 63462116.6.0000.5553
Instituicao Proponente: Hospital Materno Infantil de Brasilia - HMIB

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Centro Universitario de Brasilia - UNICEUB

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.961.013

Apresentacao do Projeto:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Objetivo da Pesquisa:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Conforme Parecer n°: 1.896.815

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Conforme Parecer n°: 1.896.815

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Recomendacoes:

Pendéncias anteriores:

1. Elaborar um Termo de assentimento ( utilizando uma linguagem muito simples, pois esse sera
apresentado as criangas que participarao da pesquisa). No TCLE apresentado aos pais ou

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com
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Continuagéo do Parecer: 1.961.013

responsaveis,também evitar termos técnicos da medicina traduzindo-os para uma linguagem compreensivel
aos pais (ex:taquipnéia, dispnéia, murmurio vesicular,creptacoes e submacicez a percussao podem ser
referidas como anormalidades na respiracao da crianga quando o médico a avalia, ou cansago, ou chiado
no peito,entre outros...Fazer isso em todo o texto apresentado no TCLE). Também acrescentar o contato do
CEP FEPECS nesse termo, uma vez que a SES-DF também estara também envolvida no projeto.

2. Pesquisador informa que havera retencao de amostras para armazenamento em bancos. Se assim for o
pesquisador devera informar na metodologia do projeto: A INTENCAO DA COLETA, A INTENCAO DO
ARMAZENAMENTO APOS PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO, O PROPRIETARIO DA
AMOSTRA, O RESPONSAVEL PELA GUARDA DO MATERIAL BIOLOGICO, O RESPONSAVEL PELO
GERENCIAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO, O PRAZO DE ARMAZENAMENTO, A INFORMACAO DE
QUE HAVERA CONSENTIMENTO PARA USO DO MATERIAL BIOLOGICO (E APRESENTACAO DESSE
CONSENTIMENTO NA PLATAFORMA BRASIL) E O COMPROMISSO DE SUBMISSAO DE PROTOCOLO
DE PESQUISA A ANALISE DO CEP A CADA NOVA PESQUISA VISANDO ESTUDOS FUTUROS
(Resolugcao CNS n° 441 de 2011, itens 2.1l e 6;Portaria MS n°2201 de 2011, Capitulo 11, artigos 5° ,capitulo
1I, artigo 8° e capitulo IV, sec¢ao I, artigos 17,18 e 22)

3.0s riscos devem ser descritos adequadamente conforme a resolugcao CNS n° 466 de 2012.Eles nao
devem ser apenas informados, ou seja, o pesquisador também devera descrever a forma como esses
poderao ser minimizados.

Recomendagoes anteriores:

1. Preenchimento do formulério da plataforma Brasil informa que "HAVERA RETENCAO DE AMOSTRAS no
campo de conclusoes.

2. No orgamento indica-se que "os materiais necessarios para a PCR foram custeados pelo UniCeub
através do seu financiamento para o PIC e os equipamentos e mao de obra especializada para realizagao
da técnica sera feita pelo laboratério Tecnogene Diagnésticos Moleculares".Nesse caso, apresentar também
o termo de Co-participacao do UNICEUB assim como se fez com o Termo apresentado pelo Laboratério
Tecnogene. No entanto, se o UNICEUB for a instituicao proponente e a SES a instituicao Co-participante,
corrigir o formulario da plataforma Brasil, pois nesse se indica o UNICEUB como instituicao Co-participante
(passando entao a ser a proponente).

3. Como havera recurso financeiro proveniente de fonte externa, corrigir o campo no formulario da
plataforma Brasil (uma vez que foi indicado que se trata de financiamento préprio, ou seja, da

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com
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equipe de pesquisa)PARA ARMAZENAMENTO EM BANCOS". Se assim for, responder as pendéncias

citadas

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

1. Termo de Concordancia do UNICEUB como co-participante apresentado

2. Apresentou Termo de assentimento em conformidade com o preconizado pelo sistema CEP-CONEP

3.Novo TCLE foi apresentado e também esta em conformidade com o preconizado

4. Informacgodes basicas do projeto foi reavaliada e anexada com as devidas corregoes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgoes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 02/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_823747.pdf 20:49:00
Projeto Detalhado / |PIC_Pneumonia_ RESPOSTA_AS_PEN | 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Brochura DENCIAS.pdf 20:47:34
Hovestigador

TCLE / Termosde |TCLE_PAC_RESPOSTA_AS_PENDEN/| 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Assentimento / CIAS.pdf 20:43:27

Justificativa de
|Auséncia

TCLE / Termos de  |Assentimento_ PAC_RESPOSTA_AS_P | 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Assentimento / ENDENCIAS .pdf 20:43:12

Justificativa de
|Auséncia

Declaracao do Termo_de_concordancia_UniCeub_RES| 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
| Patrocinador POSTA_AS_PENDENCIAS .pdf 20:40:32

Outros Curriculum_Vitae_Nivaldo_Alves.pdf 08/12/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito

21:04:33

Declaracao de Termo_de_anuencia_de_coparticipacao.| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Instituicao e pdf 18:36:05

Declaracao de Termo_de_concordancia_Tecnogene.pd| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Instituicao e f 18:35:03

Declaracao de Termo_de_compromisso_do_Pesquisad| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
| Pesquisadores or.pdf 18:29:48

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito

18:27:08
TCLE / Termos de |TCLE_PAC.pdf 16/11/2016 |Nivaldo Pereira Aceito

Endereco:
Bairro: ASANORTE
UF: DF

Telefone: (61)3325-4955

SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

CEP: 70.710-904

Municipio: BRASILIA

Fax: (33)3325-4955 E-mail:

comitedeetica.secretaria@gmail.com
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Assentimento /
Justificativa de

‘ Projeto Detalhado /

& weoionsns PESQUISA EM CIENCIAS DA ‘%"W“M -
R SAUDE/ FEPECS/ SES/ DF
TCLE_PAC .pdf 11:04:10 |Alves Aceito
MODELO_PIC_2016_Pneumonia_FINA | 16/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
L.pdf 11:03:29

Brochura
|Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 13 de Marco de 2017

Assinado por:

Helio Bergo
(Coordenador)

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE

CEP: 70.710-904

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3325-4955

Fax: (33)3325-4955 E-mail:

comitedeetica.secretaria@gmail.com
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPARACAO DA ACURACIA ENTRE OS METODOS DE DIAGNOSTICO
ETIOLOGICO POR HEMOCULTURA E PCR EM PACIENTES PEDIATRICOS COM
PNEUMONIA ADQUIRIDA NA COMUNIDADE

Pesquisador: Nivaldo Pereira Alves

Area Temética: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 63462116.6.0000.5553
Instituicao Proponente: Hospital Materno Infantil de Brasilia - HMIB

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Centro Universitario de Brasilia - UNICEUB

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.961.013

Apresentacao do Projeto:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Objetivo da Pesquisa:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Conforme Parecer n°: 1.896.815

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Conforme Parecer n°: 1.896.815

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Conforme Parecer n°: 1.896.815

Recomendacoes:

Pendéncias anteriores:

1. Elaborar um Termo de assentimento ( utilizando uma linguagem muito simples, pois esse sera
apresentado as criangas que participarao da pesquisa). No TCLE apresentado aos pais ou

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com
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responsaveis,também evitar termos técnicos da medicina traduzindo-os para uma linguagem compreensivel
aos pais (ex:taquipnéia, dispnéia, murmario vesicular,creptagées e submacicez a percussao podem ser
referidas como anormalidades na respiragao da crianga quando o médico a avalia, ou cansago, ou chiado
no peito,entre outros...Fazer isso em todo o texto apresentado no TCLE). Também acrescentar o contato do
CEP FEPECS nesse termo, uma vez que a SES-DF também estara também envolvida no projeto.

2. Pesquisador informa que havera retengao de amostras para armazenamento em bancos. Se assim for o
pesquisador devera informar na metodologia do projeto: A INTENCAO DA COLETA, A INTENCAO DO
ARMAZENAMENTO APOS PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO, O PROPRIETARIO DA
AMOSTRA, O RESPONSAVEL PELA GUARDA DO MATERIAL BIOLOGICO, O RESPONSAVEL PELO
GERENCIAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO, O PRAZO DE ARMAZENAMENTO, A INFORMAGCAO DE
QUE HAVERA CONSENTIMENTO PARA USO DO MATERIAL BIOLOGICO (E APRESENTAGAO DESSE
CONSENTIMENTO NA PLATAFORMA BRASIL) E O COMPROMISSO DE SUBMISSAO DE PROTOCOLO
DE PESQUISA A ANALISE DO CEP A CADA NOVA PESQUISA VISANDO ESTUDOS FUTUROS
(Resolugao CNS n° 441 de 2011, itens 2.1l e 6;Portaria MS n°2201 de 2011, Capitulo Il, artigos 5° ,capitulo
Il, artigo 8° e capitulo IV, secao Il, artigos 17,18 e 22)

3.0s riscos devem ser descritos adequadamente conforme a resolucao CNS n° 466 de 2012.Eles nao
devem ser apenas informados, ou seja, o pesquisador também devera descrever a forma como esses
poderao ser minimizados.

Recomendacoes anteriores:

1. Preenchimento do formulario da plataforma Brasil informa que "HAVERA RETENCAO DE AMOSTRAS no
campo de conclusoes.

2. No orcamento indica-se que "os materiais necessarios para a PCR foram custeados pelo UniCeub
através do seu financiamento para o PIC e os equipamentos e mao de obra especializada para realizagao
da técnica sera feita pelo laboratorio Tecnogene Diagnosticos Moleculares".Nesse caso, apresentar também
o termo de Co-participacao do UNICEUB assim como se fez com o Termo apresentado pelo Laboratério
Tecnogene. No entanto, se o UNICEUB for a instituicao proponente e a SES a instituicao Co-participante,
corrigir o formulario da plataforma Brasil, pois nesse se indica o UNICEUB como instituicao Co-participante
(passando entao a ser a proponente).

3. Como havera recurso financeiro proveniente de fonte externa, corrigir o campo no formulario da
plataforma Brasil (uma vez que foi indicado que se trata de financiamento proprio, ou seja, da

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com

Pagina 02de 04

46



47

FUNDAGAO DE ENSINO E
PESQUISA EM CIENCIAS DA
SAUDE/ FEPECS/ SES/ DF

‘ Platafor
SRR beeet. %aﬂ i

Continuacao do Parecer: 1.961.013

equipe de pesquisa)PARA ARMAZENAMENTO EM BANCOS". Se assim for, responder as pendéncias

citadas

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

1. Termo de Concordancia do UNICEUB como co-participante apresentado

2. Apresentou Termo de assentimento em conformidade com o preconizado pelo sistema CEP-CONEP

3.Novo TCLE foi apresentado e também esta em conformidade com o preconizado

4. Informagoes basicas do projeto foi reavaliada e anexada com as devidas corre¢oes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 02/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_823747.pdf 20:49:00
Projeto Detalhado / |PIC_Pneumonia_RESPOSTA_AS_PEN | 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Brochura DENCIAS.pdf 20:47:34
| Investigador
TCLE / Termosde |TCLE_PAC_RESPOSTA_AS_PENDEN/| 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Assentimento / CIAS .pdf 20:43:27
Justificativa de
|Auséncia

TCLE / Termos de |Assentimento_PAC_RESPOSTA_AS_P | 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Assentimento / ENDENCIAS .pdf 20:43:12

Justificativa de

Auséncia

Declaracao do Termo_de_concordancia_UniCeub_RES| 02/02/2017 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Patrocinador POSTA_AS PENDENCIAS.pdf 20:40:32

Outros Curriculum_Vitae_Nivaldo_Alves.pdf 08/12/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito

21:04:33

Declaracao de Termo_de_anuencia_de_coparticipacao.| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Instituicao e pdf 18:36:05

 Infraestrutura

Declaracao de Termo_de_concordancia_Tecnogene.pd| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
Instituicao e f 18:35:08

Declaracao de Termo_de_compromisso_do_Pesquisad| 27/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
| Pesquisadores or.pdf 18:29:48

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 27/11/2016 [Nivaldo Pereira Alves| Aceito

18:27:08

TCLE / Termos de |TCLE_PAC.pdf 16/11/2016 |Nivaldo Pereira Aceito
Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASANORTE
UF: DF
Telefone:

CEP: 70.710-904

Municipio: BRASILIA
(61)3325-4955

Fax: (33)3325-4955 E-mail:

comitedeetica.secretaria@gmail.com
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| Auséncia

Brochura
LInvestigador

Assentimento / TCLE_PAC.pdf 11:04:10 |Alves Aceito

Justificativa de

Projeto Detalhado/ |MODELO_PIC_2016_Pneumonia_FINA | 16/11/2016 |Nivaldo Pereira Alves| Aceito
L.pdf 11:03:29

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 13 de Margo de 2017

Assinado por:

Helio Bergo
(Coordenador)

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE

CEP: 70.710-904

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3325-4955

Fax: (33)3325-4955 E-mail:

comitedeetica.secretaria@gmail.com
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