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Introducdo



Introducio

O uso de cateteres tem sido de grande utilidade clinica j4 que permitem o acesso
rapido da corrente sanguinea. Sdo utilizados para inumeras finalidades como a administracdo
de fluidos endovenosos, medicamentos, nutricdo parenteral total, hemodidlises, entre outras.
No entanto estes dispositivos ndo estdo isentos de riscos como complicagdes mecénicas e
infecciosas (Garcia et al., 2003, Warren et al., 2006).

Infec¢des da corrente sanguinea relacionada a cateteres (ICSRC) sdo infeccdes
nosocomiais comuns, sendo responsdveis por mais de 60% dos episddios de bacteremias
nosocomiais em hospitais europeus. As altas taxas de ICSRC associadas ao crescente
aumento das taxas de resisténcia tornam essas infec¢des particularmente preocupantes (Bouza
et al., 2004). Sdo considerados, como relacionados ao cateter venoso, tanto os episodios de
infec¢do local, evidenciados pela colonizagdo do cateter, quanto os episodios de infecgdo
sist€émica que ocorrem como resultado direto da presenca do dispositivo. Varias condigdes
tém sido apontadas como fatores de risco para o desenvolvimento de ICSRC, tais como a
dura¢do do cateterismo, a colonizacdo cutanea no local da introdu¢do do cateter, a
manipulagdo freqiiente da linha venosa, sua utilizagdo para medir a pressdo venosa central, o
tipo de curativo utilizado, a doenga basica e a gravidade do estado clinico (Diener et al.,1996).
Associados a esses fatores, mecanismos imunoldgicos imaturos e uso de sistemas de suporte
de vida invasivos fazem com que neonatos e prematuros sejam particularmente susceptiveis a
infeccdes nosocomiais. Aproximadamente 20% dos neonatos prematuros com peso de
nascimento muito baixo (inferior a 1.500g) experimentam uma infecc¢ao sistémica durante sua
estada inicial no hospital (Kaufman & Fairchild, 2004).

Pessoa-Silva et al. (2004) em um estudo epidemioldgico de infec¢des nosocomiais

relacionadas a neonatos no Brasil, revelaram que assim como a pneumonia, as infeccdes da



corrente sanguinea constituem as principais infecgdes nosocomiais que acometem neonatos, €
isso se torna substancialmente preocupante ao se tratar de neonatos com peso de nascimento
muito baixo. As infec¢des da corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateteres venosos
centrais (CVC) alcangaram nesse estudo a taxa de aproximadamente 35% dos casos
diagnosticados e 60% das mortes entre criangas em seu primeiro ano de vida ocorrem durante
o periodo neonatal.

As infecgcdes da corrente sanguinea (ICS) sdo as mais frequentes infecgdes
nosocomiais em pacientes de Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTINs) (Mahieu et al.,
2001). A incidéncia acumulada aumentou como resultado da maior taxa de sobrevivéncia
entre recém-nascidos e de uma maior utilizagdo de cateteres venosos centrais (Gladstone et
al., 1990). Essas infeccdes em UTIN contribuem significantemente para a morbidade
hospitalar, bem como o aumento de custo devido a prolongada hospitaliza¢do sendo, portanto
a complicagdo mais comum e grave relacionadas a cateteres intravenosos (Leroyer et al.,
1997; Mabhieu et al., 2001).

De 1992 a 2004, a incidéncia de infec¢des sanguineas associadas a cateteres em UTIs
pediatricas segundo o National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS 2004) foi de 6,6
por 1000 cateteres/dia (Tabela 2). Em UTINs a taxa de infeccdo é inversamente proporcional
ao peso de nascimento do recém-nascido variando de 9,1 por mil cateteres dias em criangas
com peso ao nascimento <1000g a 3,5 por 1000 cateteres dias em criangas com peso de
nascimento >2500 g (Tabela 1).

Tabela 1: Incidéncia de ICSRC em neonatos de acordo com o peso ao nascimento.

Peso (g) Taxa média 1000 cateteres/dia
<1000 9.1
1001 - 1500 5.4
1501 - 2500 4.1
>2500 3.5

Fonte:NNIS (2004)



A mortalidade é trés vezes maior em neonatos e prematuros com peso de nascimento
muito baixo que desenvolvem sepse do que aqueles que ndo desenvolvem. Na verdade, a
sepse € responsavel por aproximadamente metade dos 6bitos de neonatos e prematuros com
peso de nascimento muito baixo e em média na segunda semana de vida (Kaufman &

Fairchild, 2004).

Patogénia das ICSRC

As quatro vias pelas quais os microrganismos podem acessar os cateteres
intravasculares sdo: extraluminal, intraluminal, hematogénica ou via infusos contaminados
(Figura 1). A pele ¢ a principal fonte para colonizacdo e infec¢do de cateter de curta durago.
As bactérias que estdo na pele do paciente migram ao longo de sua superficie, colonizando a
extremidade distal, resultando em infec¢do (Maki, 1991). Entretanto, esses microrganismos
também podem colonizar a superficie interna do cateter, onde esses se aderem e podem
tornar-se incorporados a um biofilme que permite a sustentacdo da infec¢do local e a
disseminagdo hematogénica. Essa colonizagdo intraluminal pode ocorrer através da
manipulagdo da conexdo e abertura do sistema pelo paciente ou por profissionais da area da
saude. Quando cateteres sdo utilizados por longos periodos, a colonizacdo intraluminal &
maior do que a extraluminal. Por outro lado, a contaminagdo por via hematogénica ou infusao
de substancias contaminadas ¢ relativamente incomum (Elliot, 1993; Mermel et al., 2001;
Donlan e Costerton, 2002). A contaminag¢do pela via hematogénica ocorre a partir de um foco
infeccioso a distancia (por exemplo, pneumonia, infec¢do gastro-intestinal ou do trato
urindrio), ndo é uma causa importante de colonizagdo de cateter, e raramente ¢ comprovada

(Pettigrew et al.,1985; Kovalevich et al.,1986). As solugdes de nutricdo parenteral e emulsdes



lipidicas promovem o crescimento de muitas bactérias e fungos, como Candida parapsilosis e

Malassezia furfur (CDC, 1971; Maki et al., 1976).

_"’ ddos da mquipe
A - e sEide

Cemlaminacsa na Dissaminagio
Insercio hemalogérica

Figural: Vias de acesso dos microrganismos aos cateteres intravasculares.

O material com o qual € feito o cateter e a viruléncia intrinseca do microrganismo
infectante sdo fatores patogénicos importantes. Os cateteres feitos com PVC e poliuretano sao
menos resistentes a aderéncia microbiana em relacdo aos que sdo construidos com Teflon ®
ou silicone. Irregularidades em sua superficie favorecem a aderéncia de varios
microrganismos, como os Estafilococos Coagulase-Negativa (ECN), Acinetobacter
calcoaceticus € Pseudomonas aeruginosa (CDC, 2002). Além disso, certos materiais sdo mais
trombogénicos do que outros, uma caracteristica que também pode predispor a colonizag¢do do
cateter. O S. aureus pode aderir a fibronectina, produzida pelo paciente, que recobre o
dispositivo. Além disso o polissacarideo extracelular (biofilme) produzido por ECN e
espécies de Candida, pode atuar como barreira a fagocitose e bloquear a penetragdo dos
antibidticos (CDC, 2002).

A Tabela 2 demonstra os dados apresentados pelo NNIS de Janeiro de 1992 a Junho

de 2004 quanto a incidéncia de infeccdes associadas a cateteres de acordo com o tipo de

Unidade de Terapia Intensiva (UTI).



Tabela 2: Incidéncia de ICSRC de acordo com o tipo de UTI.

Tipo de UTI Taxa média 1000 cateteres/dia
Coronariana 3.5
Cardiotoraxica 2.7
Neurocirurgia 4.6
Pediatrica 6.6
Cirurgica 4.6
Trauma 7.4
Queimadura 7.0
Respiratoria 4.8

Fonte: NNIS (2004).

Etiologia das Infec¢des da Corrente Sanguinea Relacionadas a Cateter

Os ECN sdo os agentes freqiientemente isolados em ICSRC em neonatos, seguidos por
S. aureus e Candida parapsilosis. Das espécies de ECN, o S. epidermidis tem sido o mais
frequentemente isolado de infecgdes em neonatos e seu principal fator de viruléncia € a
capacidade de aderir a instrumentos médicos e de formar biofilmes (Villari et al., 2000;
Cunha et al.,2002; Cerca et al., 2005). O S. haemolyticus é a segunda espécie mais
frequentemente isolada entre os ECN, e em seguida as espécies S. hominis, S. lugdunensis, S.
warneri e S. capitis (Van der Zwet et al., 2002; Center et al., 2003 ;Nancy Tee et al., 2003;
Chavez et al., 2005).

Os ECN s3o capazes de permanecerem vidveis no ambiente hospitalar e em
equipamentos médicos por semanas a meses. O aumento da incidéncia de bacteremia
nosocomial por ECN em neonatos nas ultimas décadas tem sido associado ao aumento da
sobrevivéncia de neonatos com peso de nascimento muito baixo, a sua longa permanéncia no
ambiente hospitalar e ao aumento do desenvolvimento de resisténcia a antibidticos. A maior
freqliéncia desse microrganismo ¢ devido a sua predomindncia na microbiota dos recém-

nascidos. Contudo, a interpretacdo de hemoculturas positivas para os ECN ¢ particularmente



dificil devido ao fato desses microrganismos colonizarem a pele e as membranas mucosas
durante a coleta de sangue. A esse respeito, investigadores tém usado uma variedade de
critérios clinicos e laboratoriais para distinguir contaminacdo de bacteremia. Assim, o
diagnostico de bacteremia tem sido feito com base nos dados clinicos dos pacientes e no
isolamento de microrganismos idénticos em duas ou mais hemoculturas. (Cunha e Lopes,
2002; Cunha et al., 2002; Agvald-Ohman et al., 2004; Cerca et al., 2005; Garland et al., 2005;

Kashu et al., 2006).

Diagnostico das Infec¢does da Corrente Sanguinea Relacionada a Cateter

Os marcadores clinicos apresentam uma pobre correlacdo, ndo sendo em muitos casos
suficiente para estabelecer o diagnéstico, em virtude da sua pouca sensibilidade e
especificidade. Febre, associada ou ndo a calafrios, ¢ um marcador bastante sensivel, porém,
pouco especifico, especialmente em pacientes graves para predizer se esta infec¢do esta
relacionada ao cateter vascular em UTIs (Eggimann e Pittet, 2002). Sendo assim ¢ de grande
importancia a utilizagcdo de técnicas microbioldgicas para confirmagao deste tipo de infecgio.

Quando o paciente apresenta bacteremia, se questiona se o cateter ¢ a fonte primaria
dos microrganismos presentes no sangue. A incapacidade de obter as culturas e de abordar
esta questdo pode levar a um diagnostico falso-negativo ou falso-positivo. Um diagndstico
falso-negativo certamente pode aumentar a morbidade, enquanto um falso positivo pode
resultar na remocao desnecessaria do cateter ou na inadequada prescri¢do de antibidticos. Este
resultado € particularmente perigoso porque promove o aparecimento de patdgenos resistentes

aos antibidticos e gera custos excedentes (Hall e Farr, 2004).



Para realiza¢do do diagnostico de infec¢do relacionada ao uso de cateter devem-se

definir algumas categorias dos diferentes fenomenos infecciosos (Elliot, 1993; Garcia et al.,

2003):

Colonizagdo do cateter: crescimento significativo de um microrganismo
em cultura quantitativa (= 1000 UFC/ml) ou semiquantitativa (> 15
UFC) da ponta do cateter, do segmento subcutaneo ou da conexao, esse
fendomeno ndo implica bacteremia e nem requer tratamento.

Infeccdo localizada: Com isolamento de microrganismo ou nao,
podendo ser associada com eritema, edema e exudato purulento,
podendo associar-se a outros sintomas e sinais de infec¢do como febre,
com ou sem a presenca de infeccdo da corrente sanguinea
concomitante.

Infecgdo sistémica associada com cateter: Bacteremia ou fungemia em
paciente com cateter com uma ou mais hemoculturas periféricas
positivas, com presenca de dois ou mais dos seguintes sinais e
sintomas: febre (> 38 °C), hipotermia (< 36°C), apnéia, bradicardia ou
sinais de choque, além da presenca de pelo menos uma hemocultura
positiva em paciente cujo cateter vascular apresentou cultura
semiquantitativa ou quantitativa positiva e sem outra fonte aparente de
infeccdo além do cateter, apresentando 0 mesmo microrganismo no

cateter € na hemocultura.



Diagnostico Molecular das Infec¢des da Corrente Sanguinea Relacionadas a

Cateter

Para a elucidag¢@o das ICSRC ¢ fundamental determinar a similaridade das linhagens
de microrganismos isoladas das pontas de cateteres e das hemoculturas. Os testes bioquimicos
podem determinar o género e a espécie do microrganismo em questdo, e o antibiograma pode
determinar a similaridade das amostras isoladas de cateter e hemocultura a partir do perfil de
resisténcia da bactéria presente nas amostras, auxiliando ndo s6 no tratamento das ICSRC,
mas também no diagnostico dessas infecgdes. Em estudo comparativo entre técnicas
moleculares e métodos microbioldgicos na determinacio das fontes de infec¢des nosocomiais
Martin-Lozano et al. (2002) avaliaram a utilidade do antibiograma para estudos
epidemiologicos e concluiram que o diagndstico da fonte de bacteremia utilizando-se de
critérios clinicos convencionais e/ou microbiologicos, incluindo antibiograma, nem sempre
sdo precisos e suficientes.

Buscando-se metodologias com especificidade e sensibilidade mais refinadas e que
sejam capazes de estabelecer relagdes genéticas entre os isolados obtidos de cateteres e
hemoculturas no diagnostico de ICSRC, surgiram técnicas de tipagem molecular que podem
representar um potencial discriminatdrio adicional, principalmente em infec¢des onde o
patdgeno pode fazer parte da microbiota normal, e o entendimento das relagdes entre esses
microrganismos ¢ fundamental para a elucidagdo das ICSRC.

Os sistemas de tipificacdo molecular podem ser empregados para investigacdo de
surtos, confirmagdo e delineamento dos padrdes de transmissdo de um ou mais clones, testes
de hipdteses sobre a origem e veiculos de transmissdo destes clones e monitoramento de seus

reservatorios. A analise molecular também ¢é util para a realizacdo de levantamentos



epidemioldgicos e avaliagdo de medidas de controle por meio da documentag@o da ocorréncia
de determinadas cepas ao longo do tempo e circulagdo de clones em populacdes infectadas
(Nouwen et al., 1998, Santos, 2004).

A aplicagdo e a interpretagdo de ferramentas de tipagem microbiana em estudos
epidemioldgicos requerem a compreensdo das limitagdes das técnicas. Além da
confiabilidade, uma técnica ¢ considerada valida quando sua habilidade de discriminagdo
entre cepas ¢ satisfatoria e uma base bioldgica para o agrupamento de cepas com tipos
aparentemente distintos ¢ possivel (Foxman et al., 2005).

Existem vérias técnicas de tipagem molecular que se fundamentam na diferenciagdo
de padroes de perfis genotipicos analisados em amostras de DNA total ou digeridos através de
enzimas que fragmentam o DNA em diferentes partes e que podem ser analisados por meio de
seus diferentes perfis de restri¢do. Contudo, os padrdes de perfis sdo nitidamente complexos e
os isolados necessitam ser separados através de eletroforese (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Baseado nos principios da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) o avango da tipagem
molecular foi facilitado, surgindo varias técnicas: o RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphic DNA based PCR), REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence
based PCR), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence PCR),
AFLP (Amplified-Fragment-Length Polymorphism) e mais recentemente a técnica de Sau-
PCR (Restriction Endonuclease Sau3Al Fragment Polymorphism), que podem ser utilizadas

na analise do polimorfismo bacteriano.

Método de RAPD-PCR

Em 1990 foi apresentada a técnica de RAPD, Polimorfismo de DNA Amplificado ao

acaso, e foi imediatamente adotada pela sua simplicidade e baixo custo, por ndo requerer
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marcadores radioativos e utilizar quantidades minimas de DNA em relag@o a técnica classica
de PCR (Enrech, 2000).

O RAPD-PCR ¢ basicamente uma variacdo do protocolo de PCR, com duas
caracteristicas distintas: utiliza um “primer” Gnico ao invés de um par de “primers” e o primer
unico tem sequéncia arbitrdria, e portanto sua sequéncia alvo ¢ desconhecida (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). O primer unico desta reagdo contém apenas 10 oligonucleotideos, com
um conteudo minimo de 60% de citosina e guanina que ¢ anelado em uma temperatura > 37°C
durante a reagdo de PCR. Ao usar primers diferentes, pode ser detectado o polimorfismo entre
individuos (Williams et al., 1990).

No RAPD-PCR o polimorfismo detectado pode ser devido a uma simples troca de um
par de bases, insercdes ou delecdes, que modificam ou eliminam o sitio de inser¢do do
indicador; ou também inser¢des na sequéncia gendOmica que separam os sitios de inser¢do do
indicador a uma distancia que ndo permite a amplificacdo (Erench, 2000).

A técnica de RAPD quando comparada com outras metodologias, apresenta algumas
vantagens. Diferentemente de outros métodos, a técnica de RAPD nao necessita de trabalhos
preliminares, como a constru¢do de bancos gendmicos, pois ndo requer o desenvolvimento
prévio de uma biblioteca de sondas especificas para o microrganismo de interesse. Os
segmentos RAPD uma vez amplificados e separados por eletroforese podem ser isolados do
gel, mantidos na forma de uma biblioteca gendmica in vitro sem necessidade do uso de
vetores, e amplificados via PCR, sempre que necessario. Apresenta um custo mais baixo e
uma relativa facilidade metodologica, quando comparada com outras técnicas (Reiter et al.,
1992; Haymer & Mcinnis, 1994). A técnica de RAPD necessita de apenas uma pequena

quantidade de DNA para a andlise genotipica de um individuo. Consequentemente,
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numerosas reagdes podem ser feitas a partir do DNA de um tnico individuo (Wilkerson et al.,
1995).

Outra vantagem desta técnica é que ela permite gerar uma grande quantidade de
polimorfismo de segmentos de DNA, distribuidos pelo genoma e inclusive mostrar regides de
DNA repetitivo, uma vez que os primers utilizados para a detec¢do de variacdo sdo
arbitrarios, ndo havendo discriminacdo entre as regides codificadoras e ndo-codificadoras do
genoma. A taxa de mutacdo neste tipo de DNA pode ser elevada; teoricamente qualquer
modifica¢do nucleotidica que ocorrer nos segmentos de DNA repetitivo ndo codificadores
tem a chance de ser mantida, se tal mutagdo for neutra. Assim, estas seqiiéncias de DNA
constituem um imenso reservatorio de variabilidade genética. Os polimorfismos de DNA
produzidos pela técnica de RAPD podem se originar a partir de seqiiéncias repetidas, como
podem também ser derivados de seqiiéncias de copias unicas (Kazan ef al., 1992; Haymer &
Mcinnis, 1994).

O sucesso desta metodologia a sua repetibilidade podem ser dificultadas devido a
problemas relacionados com a padronizagdo de condigdes de amplificacdo como a
temperatura de anelamento dos primers (Ellsworth et al., 1993; Levi et al.,1993) e um alto
nimero de varidveis envolvidas, incluindo a concentracdo e a qualidade do DNA molde a ser
amplificado (Muralidharan & Wakeland , 1993), a concentragdo de cloreto de magnésio; a
seqiiéncia e a concentragdo do primer utilizado (Pan et al.,1997), a concentracdo do dNTP
(Stevens & Wall, 1997), a marca comercial da Taq polimerase utilizada, bem como a presenga
de possiveis contaminantes na mesma (Meunier & Griomont,1993) e, ainda, o termociclador e

o numero de ciclos térmicos que sera utilizado na reacdo da PCR (Penner et al.,1993).
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Portanto um alto nivel de padronizag@o e controle interno no laboratério € necessario
para que os dados obtidos por esta metodologia possam ser analisados com confiabilidade e

sejam reproduziveis por outros laboratdrios (Black et al., 1992).

Método de REP-PCR

A aplicagdo de elementos repetitivos de DNA bacteriano (REP-PCR) € tida como
uma PCR simples. Apresenta caracteristicas como: um alto poder discriminatorio,
reprodutivel, de baixo custo e ¢ considerada uma técnica confiavel para visualizacdo de
fingerprint de uma série de bactérias gram-negativas e gram-positivas. Esta técnica faz uso de
primers de DNA complementares aqueles de ocorréncia natural, altamente conservados, com
seqiiéncias repetitivas e ndo codificadoras (geralmente 30 a 500pb) espalhadas pelo genoma
bacteriano. Sendo uma estratégia estabelecida para a classificagdo de subespécies e para o
delineamento de cepas das bactérias.  Os multiplos amplicons do DNA de diferentes
tamanhos e de varias quantidades (intensidades) sdo gerados durante o PCR (Healy et al.,
2005; Shutt et al., 2005; Gevers et al., 2001).

Os elementos de REP constituem uma familia de seqiiéncias repetitivas bem
conservadas de 30 a 40 bases em Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Essas
sequéncias sdo sempre extragenicas € ocorrem no meio ou no final de operons transcritos em
sequéncias ndo traduzidas. Eles ocorrem frequentemente em grupos de dois a quatro copias,
essas copias ocorrem em tandem. Estima-se, que ha cerca de 500 a 1.000 seqiiéncias REP por
genoma, organizados em cerca de 100 elementos REP, o que representa cerca de 0,5 a 1,0%
do genoma total (Stern et al., 1984).

Estudos comparando os métodos de RAPD-PCR e REP-PCR concluem que a validade

do método de epidemiologia molecular depende do microrganismo estudado, por exemplo,
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segundo Cartelle et al. (2004), para amostras de Acinetobacter baumannii a melhor técnica de

tipagem foi o REP-PCR.
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Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi analisar por meio de uma tipagem molecular o perfil

gendmico de microrganismos relacionados a processos infecciosos isolados de cateteres e

hemoculturas obtidos de recém-nascidos (RN) através de técnicas baseadas em PCR e

comparar através do agrupamento por coeficientes de similaridade as amostras isoladas de

cateteres e hemoculturas para o diagndstico de infec¢do da corrente sanguinea relacionada

com cateteres (ICSRC) em recém-nascidos.

Objetivos Especificos

Verificar a etiologia das infec¢des relacionadas a cateter em recém-
nascidos da Unidade Neonatal do Hospital da FMB.

Analisar o perfil gendmico de microrganismos isolados de cateteres e
hemoculturas obtidos de recém-nascidos pelas técnicas baseadas na reagao
de PCR: RAPD-PCR e REP-PCR, agrupados através do coeficiente de
similaridade (Sab), na avaliagdo de infeccdes da corrente sanguinea
relacionada a cateter (ICSRC).

Comparar os métodos genotipicos com o perfil fenotipico de similaridade
na avaliacdo de ICSRC em recém-nascidos.

Comparar a técnica de tipagem molecular baseada em RAPD-PCR com a
técnica de REP-PCR na andlise do perfil gendmico de microrganismos

isolados de cateteres e hemoculturas obtidos de recém-nascidos, agrupados
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através do coeficiente de similaridade (Sab), na avaliagdo de infecgdes da

corrente sanguinea relacionada a cateter (ICSRC).

e Verificar a presenca de clones envolvidos com as ICSRC na UTIN do

Hospital da FMB.



Capitulo 1
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Abstract

Introduction

Catheter-related infections constitute one of the main causes of bacteremia in neonatal ICUs.
The aim of the present study was to analyze, by means of molecular typing techniques, the
similarity between microorganisms isolated from catheters and blood cultures for the

diagnosis of catheter-related bloodstream infection in newborns.

Methods

The evaluation included 124 catheter tips and 155 concomitant blood cultures from 107
newborns in a Neonatal Unit. For the catheter culture, the semiquantitative and qualitative
method or the semiquantitative and quantitative method was used, as well as blood cultures
kept by the automated system Bactec. For the phenotypic analysis of similarity between
isolates from catheter tips and blood cultures, the test of sensitivity to antimicrobial drugs
using the technique of drug diffusion in agar was adopted. For the genotypic analyses of
similarity profiles between isolates from catheter and concomitant blood culture and for the
clonal profile design of S. epidermidis samples isolated from blood cultures, the techniques
RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-based PCR) and REP-PCR (Repetitive

Extragenic Palindromic Sequence-based PCR) were employed.
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Results

Of the 107 studied newborns, 45 had the same microorganism in the catheter tip and in the
blood culture concomitantly; of this total, 86.7% were colonized with coagulase-negative
Staphylococcus, 4.4% with Staphylococcus aureus, 4.4% with Candida parapsilosis, 2.2%
with Enterococcus faecalis, and 2.2% with Pseudomonas aeruginosa. The assessment of
similarity between isolates indicated that, of the 45 newborns, 46.7% had catheter-related
bloodstream infections according to the agar disk diffusion method, and 68.9% had catheter-
related bloodstream infections according to RAPD-PCR using group-1 primers (RAPD1 for
Staphylococcus spp., RAPD 7 for Enterococcus faecalis, ERIC 1 for Pseudomonas
aeruginosa, and OPR13 for Candida parapsilosis). The use of RAPD-PCR with group-2
primers (M13 for Staphylococcus spp., OP13 for Enterococcus faecalis, ERIC 2 for
Pseudomonas aeruginosa, and OPR18 for Candida parapsilosis) indicated that 64.4%
newborns had catheter-related bloodstream infection, whereas REP-PCR revealed 62.2%. The
analysis of the clonal profile of S. epidermidis samples isolated from blood cultures indicated
that all major clusters (similarity coefficient > 70) were associated with catheter-related
infection; in addition, the presence of clones persistent to S. epidermidis was detected in the

neonatal ICU for up to 7 years.

Conclusions

S. epidermidis was the microorganism most frequently present in catheter-related bloodstream
infections. The genotypic methods yielded the best results in the determination of similarity
between microorganisms relative to the phenotypic method in the comparison of profiles of
sensitivity to antimicrobials. Clones persistent to S. epidermidis were detected and caused

catheter-related bloodstream infection in the neonatal ICU of the Clinical Hospital of
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Botucatu Medical School. Both techniques, RAPD-PCR and REP-PCR, had a good
discriminating capacity; however, RAPD-PCR yielded the best results when compared to

REP-PCR in the determination of bloodstream infections and S. epidermidis clonal profile.
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Resumo

Introducio

As infecgdes relacionadas a cateteres constituem uma das principais causas de bacteremias em
UTIs neonatais. O objetivo do presente estudo foi analisar por meio de técnicas de tipagem
molecular a similaridade dos microrganismos isolados de cateteres ¢ hemoculturas para o

diagndstico de infecgdo da corrente sanguinea relacionada com cateteres em recém-nascidos.

Métodos

Foram avaliadas 124 pontas de cateteres ¢ 155 hemoculturas concomitantes de 107 recém-
nascidos da Unidade Neonatal. Foram utilizados para cultura de cateter o método
semiquantitativo e qualitativo ou método semiquantitativo e quantitativo, e as hemoculturas
cultivadas pelo sistema automatizado Bactec. Para a analise fenotipica da similaridade dos
isolados de pontas de cateteres e hemoculturas foi utilizado o teste de sensibilidade as drogas
antimicrobianas pela técnica da difusdo da droga em é4gar. Para anélise genotipica do perfil de
similaridade dos isolados de cateter e hemocultura concomitantes e para o delineamento do
perfil clonal das amostras de S. epidermidis isoladas de hemoculturas foram utilizados as
técnicas de RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA based PCR) e REP-PCR

(Repetitive Extragenic Palindromic Sequence based PCR).

Resultados

Dos 107 recém-nascidos estudados, 45 apresentaram o mesmo microrganismo na ponta de
cateter e na hemocultura concomitantemente, desse total 86.7% apresentaram colonizagdo por

Staphylococcus coagulase-negativa, 4.4% por Staphylococcus aureus, 4.4% por Candida
iphy
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parapsilosis, 2.2% por Enterococcus faecalis e 2.2% por Pseudomonas aeruginosa. A
determinagdo da similaridade dos isolados revelou que dos 45 recém-nascidos, 46.7%
apresentaram infec¢des da corrente sanguinea relacionadas a cateter pelo método de disco
difusdo em agar, 68.9% apresentavam infec¢des da corrente sanguinea relacionadas a cateter
com a utilizagdo da técnica de RAPD-PCR com os primers do grupo 1 (RAPDI1 para
Staphylococcus spp., RAPD 7 para Enterococcus faecalis, ERIC 1 para Pseudomonas
aeruginosa e OPR13 para Cdandida parapsilosis). A utilizagdo de RAPD-PCR com os primers
do grupo 2 (M13 para Staphylococcus spp., OP13 para Enterococcus faecalis, ERIC 2 para
Pseudomonas aeruginosa e OPRI18 para Cdndida parapsilosis) revelou 64.4% dos recém-
nascidos com infeccdo da corrente sanguinea relacionada a cateter, enquanto a técnica de
REP-PCR revelou 62.2%. A andlise do perfil clonal das amostras de S. epidermidis isoladas
de hemoculturas demonstrou que todos os clusters majoritarios (coeficiente se similaridade >
70) estavam associados com infeccdo relacionada a cateter, além disso, foi verificada a
presencga de clones persistentes de S. epidermidis na UTI neonatal por um periodo de até 7

anos.

Conclusdes

O S. epidermidis foi o microrganismo mais presente em infec¢des da corrente sanguinea
relacionada a cateter. Os métodos genotipicos apresentaram melhores resultados na
determinagdo da similaridade dos microrganismos em relagdo ao método fenotipico de
compara¢do do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. Foi identificada a existéncia de
clones persistentes de S. epidermidis ocasionando infec¢do da corrente sanguinea relacionada
a cateter na UTI neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Ambas as técnicas RAPD-PCR e REP-PCR apresentaram um bom poder discriminatorio,
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porém a técnica RAPD-PCR apresentou melhores resultados quando comparada com a
técnica REP-PCR para determinagdo de infec¢des da corrente sanguinea e determinagdo do

perfil clonal de S. epidermidis
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Introducio

O uso de cateteres vasculares representou um grande avango no diagnostico € na
terapéutica em medicina, pois muitos procedimentos clinicos e cirargicos puderam ser
realizados a partir do desenvolvimento desta tecnologia. Entretanto o dispositivo apresenta
um facil acesso dos microrganismos para a corrente sanguinea por ser um contato direto do
meio externo com o meio interno [1]. As infec¢des relacionadas a cateteres constituem uma
das principais causas de bacteremia nosocomial priméria [2,3].

As altas taxas de Infeccdes da Corrente Sanguinea Relacionada a Cateter (ICSRC)
associado ao crescente aumento das taxas de resisténcia tornam essas infecgdes
particularmente preocupantes [4]. Véarias condi¢des t€ém sido apontadas como fatores de risco
para o desenvolvimento de ICSRC, tais como a duragdo do cateterismo, a colonizagdo cutanea
no local da introdugdo do cateter, e a manipulagdo frequente da linha venosa. Associados a
esses fatores, os mecanismos imunolégicos imaturos dos recém-nascidos (RN) principalmente
prematuros, fazem com estes sejam particularmente susceptiveis a essas infecgdes [5].

Em um estudo realizado em Hospital de Ensino do Brasil [6] analisou-se a frequéncia
e o perfil das infecgdes hospitalares em neonatos para avaliagdo dos principais fatores de risco
e obito em 2.402 recém-nascidos, sendo encontrado uma taxa média de infec¢des hospitalares
neonatais de 18,3%. A infeccdo mais freqiiente foi a sepse (49,1%), que esteve relacionada ao
tempo de hospitalizacdo superior a 60 dias e aos procedimentos invasivos como o cateterismo
vascular, que aumentou trés vezes o risco para sepse € 2,5 vezes o risco de obito.

O peso do recém-nascido ¢ um fator predisponente para o desenvolvimento das
ICSRC. Em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTINs) a taxa de infeccdo ¢
inversamente proporcional ao peso de nascimento do recém-nascido variando de 9,1 por mil

cateteres dias em criangas com peso ao nascimento <1000g a 3,5 por 1000 cateteres dias em
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criangas com peso de nascimento >2500 g. Aproximadamente 20% dos neonatos prematuros
com peso de nascimento muito baixo (inferior a 1.500g) experimentam uma infec¢do
sistémica durante sua estada inicial no hospital. [7]

Os Estafilococos coagulase-negativa (ECN) sdo importantes agentes etioldgicos das
bacteremias em UTINs, liderando em levantamento realizado pelo NNIS entre 1992 e 1999
[8], com 37% dos casos das infec¢des relacionadas com cateteres. Esses microrganismos siao
reconhecidos como essencialmente oportunistas, pois fazem parte da microbiota cutanea, e em
pacientes imunodeprimidos como os neonatos podem causar graves infeccdes .

O material com o qual é feito o cateter e a viruléncia intrinseca do microrganismo
infectante sdo fatores patogénicos importantes. Irregularidades em sua superficie favorecem a
aderéncia de varios microrganismos, sendo que os cateteres mais trombogénicos também
favorecem a infeccdo. O S. aureus pode aderir na fibronectina, produzida pelo paciente, que
recobre o dispositivo. Um polissacarideo extracelular ¢ produzido por alguns microrganismos
como os ECN, Candida e outros microrganismos formando o biofilme, que atua como
barreira a fagocitose e bloqueia a penetragdo dos antibidticos [9].

Os marcadores clinicos apresentam uma pobre correlagdo, ndo sendo em muitos casos
suficiente para estabelecer o diagndstico de ICSRC, em virtude da sua pouca sensibilidade e
especificidade. Febre, associada ou ndo a calafrios, ¢ um marcador bastante sensivel, porém,
pouco especifico, especialmente em pacientes graves para predizer se esta infec¢do esta
relacionada ao cateter vascular em UTIs [10]. Portanto € de grande importancia a utilizagdo de
técnicas microbiologicas para confirmagdo deste tipo de infecgao.

Para a elucidagdo das ICSRC ¢ fundamental determinar a similaridade das linhagens
de microrganismos isoladas das pontas de cateteres e das hemoculturas. Os testes bioquimicos

podem determinar o género e a espécie do microrganismo em questdo, € o antibiograma pode
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determinar a similaridade das amostras isoladas de cateter e hemocultura a partir do perfil de
sensibilidade da bactéria, auxiliando ndo sé no tratamento das ICSRC, mas também no
diagndstico dessas infec¢des. Entretanto, muitas vezes o diagndstico utilizando-se de critérios
clinicos convencionais e/ou microbioldgicos, incluindo antibiograma, nem sempre sdo
precisos e suficientes. Varios dos problemas s3o resultantes da expressdo variavel de
caracteristicas fenotipicas que sdo utilizadas como parametros.

Por essas razdes, significantes esfor¢os tem sido realizados no sentido de desenvolver
métodos alternativos que combinam facilidade, confiabilidade e baixo custo. Surgiram entdo
as técnicas de tipagem molecular que podem representar um potencial discriminatorio
adicional, principalmente porque ndo dependem da expressdo de genes para avaliacdo. Alguns
desses métodos sdo baseados nos principios da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tais
como o RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA based PCR) ¢ o REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic Sequence based PCR). O RAPD-PCR ¢ basicamente uma
variagdo do protocolo de PCR, com duas caracteristicas distintas: utiliza um “primer” unico
ao invés de um par de “primers” e o primer Unico tem sequéncia arbitraria e, portanto sua
sequéncia alvo ¢ desconhecida [11]. O REP-PCR faz uso de primers de DNA complementares
aqueles de ocorréncia natural, altamente conservado, com seqiiéncias repetitivas e nao
codificadoras (geralmente 30 a 500pb) [12]. Esses métodos apresentam a vantagem de um
custo mais baixo e uma relativa facilidade metodologica, quando comparada com outras
técnicas.

Buscando-se metodologias com especificidade e sensibilidade mais refinadas e que
sejam capazes de estabelecer relagdes genéticas entre os isolados obtidos de cateteres e
hemoculturas, esse trabalho objetivou analisar por meio de técnicas de tipagem molecular o

perfil gendmico de microrganismos isolados de cateteres e hemoculturas através de técnicas
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baseadas em PCR e comparar através do agrupamento por coeficientes de similaridade as
amostras isoladas de cateteres e hemoculturas para o diagndstico de ICSRC em recém-

nascidos.

Material e Métodos

Microrganismos

Para o presente estudo foram estudados microrganismos isolados de pontas de cateteres e
hemoculturas provenientes de recém-nascidos internados na Unidade Neonatal do Hospital
das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), no periodo de outubro de

2001 a novembro de 2009.

Critérios de inclusao

Foram incluidas no presente estudo pontas de cateteres isoladas de RN que possuiam

hemoculturas coletadas préximas a data de remocgao dos cateteres.

Critérios de exclusio

Foram excluidas do estudo pontas de cateteres isoladas de RN que ndo apresentaram
hemoculturas coletadas proximas a data de remogao dos cateteres ou hemoculturas negativas.

Cultura de cateter

Todas as de pontas de cateteres coletadas de 2001 a 2009 foram cultivadas pelo

método semiquantitativo proposto por Maki et al.[13]. As pontas coletadas de 2001 a 2005
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também foram cultivadas pelo método qualitativo e as pontas coletadas de 2005 a 2009 foram
cultivadas pelo método quantitativo segundo Brun-Buisson [14].

Os cateteres foram removidos assepticamente pela equipe médica e foram coletadas
duas pontas de aproximadamente 5 cm, colocadas em tubo seco estéril e transportadas
imediatamente para o laboratdrio para serem processadas. Na técnica semiquantitativa os
seguimentos distais foram rolados na superficie da placa de dgar sangue e incubados a 37°C
por 72 horas. As placas foram examinadas diariamente e contadas assim que detectado o
crescimento, com o resultado expresso em UFC.

As pontas de cateteres proximais foram cultivadas pelo método quantitativo,
passando-se ImL de 4gua destilada estéril pelo lumen do catéter, agitando por um minuto em
vortex e espalhando em seguida 0,1 mL na superficie da placa de dgar sangue com o auxilio
de uma al¢a de drigalski. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas, examinadas
diariamente e contadas assim que detectado o crescimento, com o resultado expresso em

UFC.

Hemocultura

As hemoculturas foram colhidas e cultivadas pelo sistema automatizado Bactec,

conforme as normas descritas por Koneman et al. [15].

Identificacio dos microrganismos

Os microrganismos que se desenvolveram nas culturas foram submetidos a coloragéo
de Gram objetivando-se sua pureza e a observacdo de sua morfologia e colorag¢do especifica.

Apos a confirmacgdo dessas caracteristicas, foram feitas as provas de identificacdo conforme
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preconizado por Koneman et al. [15]. Apds identificacdo os isolados foram armazenados em
caldo nutriente acrescido de 10% de glicerol e mantidos a -70°C para posterior analise

genotipica.

Identificacido de Estafilococos coagulase-negativa (ECN)

Para essa identificagdo foram utilizados os critérios propostos por Cunha et al. [16],
conforme esquema simplificado de provas bioquimicas, o qual estabelece a realizagdo das
provas de catalase, coagulase e de testes de utilizagcdo de acucares: xilose, arabinose, sacarose,
trealose, manitol, maltose, lactose, xylitol, ribose e frutose, bem como da caracterizacdo de
hemolisinas, redugdo de nitrato, urease, ornitina descarboxilase e sensibilidade a novobiocina.
Ap6s identificagdo os isolados foram armazenados em caldo nutriente acrescido de 10% de

glicerol e mantidos a -70°C para posterior analise genotipica.

Sensibilidade as drogas antimicrobianas

O teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas foi realizado pela técnica da difusao
da droga em 4gar a partir de discos impregnados conforme critérios recomendados pelo
Clinical Laboratory Standards Institute [17]. Para o preparo dos in6culos foram utilizadas
culturas em caldo BHI dos microrganismos isolados das pontas de cateteres e hemoculturas,
previamente incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da escala 0.5
de McFarland.

Os discos utilizados para as amostras de Staphylococcus foram: Penicilina G (10U),
Oxacilina (1pg), Tetraciclina (30pg), Eritromicina (15pg), Cefalotina (30png), Gentamicina

(30ng), Rifampicina (5ug) e Vancomicina (30ug). Para as amostras de Enterococcus faecalis
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foram utilizados discos de Penicilina G (10U), Ampicilina (10pg), Ciprofloxacina (5ug),
Vancomicina (30pg), Estreptomicina (10pg), Tetraciclina (30pg), Teicoplanina (30ug),
Gentamicina (30pg) e Nitrofurantoina (300ug); para Pseudomonas aeruginosa foram
utilizados discos de Levofloxacina (5pg), Sulfametoxazol/Trimetoprim (23,75ug /1,25ug),
Ticarcilina/Acido  clavulanico  (75pug/10pg),  Piperacilina/Tazobactam  (100pg/10pg),
Imipenem (10pg), Ceftazidima (30ng), Ceftriaxone (30png), Gentamicina (30png), Amicacina
(30pg), Cefepime (30pg), Ampicilina/Sulbactam (10pg/10pg), Tobramicina (10pg),
Meropenem (10pg), Ciprofloxacina (5ug) e para Candida parapsilosis discos de Fluconazol

(25ng) e Anfotericina B (100 pg).

Definicoes

e (olonizagdo significativa dos cateteres: Este termo foi empregado para pontas de
cateteres com crescimento nas placas de agar sangue de > 15 UFC pela cultura
semiquantitativa € 21000 UFC/mL pela cultura quantitativa.

e Infeccdo da corrente sanguinea relacionada a cateteres (ICSRC): Foi definida na
presenca de pelo menos uma hemocultura positiva em paciente com cateter vascular e
crescimento de > 15 UFC na cultura semiquantitativa de cateter e/ou > 1000 UFC/mL
na cultura quantitativa, com isolamento do mesmo microrganismo (espécie e perfil de
sensibilidade antimicrobiana) encontrado em hemocultura periférica. Pelos testes
genotipicos foram definidas como ICSRC o isolamento de microrganismos da mesma
espécie e com coeficiente de similaridade > 70 no cateter e na hemocultura

concomitante.
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Extracdo do DNA gendomico

O 4cido nucéico total foi extraido a partir das linhagens cultivadas em 4gar sangue e
inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI) e incubadas a 37°C
por 24 h. A extracdo foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare) que consiste na digestao
inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20 mg/mL).
Apds a digestdo inicial das células com os tampdes descritos acima, 500 pl da solugdo de
extracdo foi adicionada a mistura e esta foi centrifugada a 10.000 x g por 4 min. Em seguida o
sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O
liquido coletado foi descartado ¢ 500 ul de solu¢do de extragdo foi adicionado novamente a
coluna. Apds a centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500 ul da solugdo de lavagem foi
adicionada a coluna e esta submetida a centrifuga¢do a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a
coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 pl de dgua Milli Q aquecida a 70 °C foi
utilizada para a eluicdo. Posteriormente foi feita a leitura espectrofotométrica nos
comprimentos de onda de Ay € Azgo de uma diluicdo 1:100 do acido nucléico extraido,
utilizando os seguintes calculos para avaliagdo da quantidade e determinacdo da

qualidade/pureza:

Concentragdo (ng/ml) = Asg x 50 x fator de dilui¢do

Determinacao Qualidade/Pureza: Ajgy/ Azeo> 2,0 ideal
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Selecio dos primers

Foram testados primers aleatérios da Operon Technology Inc. (OPT13, OPRIS,
OPR13, OPKI18 ¢ OPERON21) e da Invitrogen (RAPD1, RAPD7, M13, 1026, Random
primer, ERIC1 e ERIC2 ) para padronizag@o das reacdes de RAPD. Foram selecionados para
o estudo os primers mais reprodutiveis, com maior capacidade de diferencia¢do e com bandas
mais bem definidas e fortes para cada grupo de microrganismos. Para a avaliacdo da
capacidade de diferenciacdo dos primers, foram utilizadas linhagens de padrdo internacional
(ATCC), incluindo Staphylococcus epidermidis ATCC 35983, Staphylococcus aureus ATCC
33591, Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970, Staphylococcus simulans ATCC 27851,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida
parapsilosis ATCC 22019. Também foram utilizadas amostras da mesma espécie das
estudadas, mas nao relacionadas, como por exemplo amostras provenientes de outro hospital.
Procurou-se selecionar primers que apresentavam no minimo seis bandas bem definidas. Para
melhor reprodutibilidade da técnica de RAPD-PCR foram selecionados dois primers para

cada género ou espécie de microrganismo estudado (Tabela 1).
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Tabela 1: Primers selecionados para a técnica de RAPD-PCR

Microrganismo Primers (grupo) N° de Sequéncia das bases
bases
Staphylococcus sp. RAPDI(1) 10 5"-CAATCG CCGT-3’
M13(2) 12 5 -GAG GTT GGC GGT- 3°
C. parapsilosis OPR13(1) 10 5’ -GGA CGA CAAG-3¥
OPR18 (2) 10 5’ -GGC TTT GCC A- 3’
E. faecalis RAPD7 (1) 10 5 -GTG GAT GCG A-3’
OPT13 (2) 10 5’- AGG ACT GCC A- 3’
P. aeruginosa ERIC 1 (1) 22 5°- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C- 3’
ERIC 2 (2) 22 5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’

Otimizacao do protocolo das reacées baseadas em RAPD-PCR

A otimizagdo do protocolo das reagdes baseadas em RAPD-PCR teve por objetivo
definir as concentragdes ideais de cada componente das reagdes baseadas em PCR, para cada
grupo de microrganismo em estudo, a fim de se obter bandas com concentragdes de DNA
genomico consideraveis para realizagdo da tipagem.

Para as reagdes de RAPD-PCR foram utilizadas reag¢des iniciais baseadas segundo
recomendacdes de Cartelle et al [18]. A 1* reagdo de otimizag¢do realizada foi o
estabelecimento da concentragdo ideal de Enzima Taq DNA Polimerase, sendo testadas as
seguintes concentragdes: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.5 Unidades.
Na segunda reagdo de otimizagao realizada foi feito o estabelecimento da concentragdo ideal
de Cloreto de Magnésio, onde foram testadas as seguintes concentragdes: 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,
3.0, 3.5, 4.0, 45, 50 e 5.5 mM. Na terceira reacdo foi realizado o estabelecimento da

otimizacdo da concentragdo ideal do DNA alvo, sendo testadas as seguintes concentracdes: 5,
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10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 ng/uL. Finalmente na quarta reagdo de otimizagdo foi
realizado o estabelecimento da concentracio ideal do primer onde foram testadas as seguintes
concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ng/uL.

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados obtidos na otimizagdo das reagdes de

RAPD-PCR para Staphylococcus spp., C. parapsilosis, E. faecali e P. aeruginosa.

Tabela 2: Padronizagdo das reagdes de RAPD-PCR para Staphylococcus spp.

ECN S. aureus
Primers Primers
Master mix RAPDI1 M13 RAPDI1 M13
RAPD-PCR (ul) () (D) ()
Agua 16,35 15,05 13,95 13,35
Buffer 10X 3 3 3 3
DNTPs 0,75 2,4 0,75 3
(10 mM)
MgCL, 1,2 0,75 1,5 0,75
(50 mM)
Primer (10ng/ul) 5 5 7 7
Taq DNA 0,7 0,8 0,8 0,9
polimerase
(5U/ ul)
DNA (5 ng/ ul) 3 3 3 2

Total 30 30 30 30
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Tabela 3: Padronizacdo das reagdes de RAPD-PCR para C. parapsilosis, E. faecalis e P.

aeruginosa.
C. parapsilosis E. faecalis P. aeruginosa
Primers
Master mix OPR13 OPR18 OPT13 RAPD7 ERIC1 ERIC2
RAPD-PCR (uh) (uh) (uh) () () ()
Agua 15,35 15,65 12,55 12,35 18,8 17,8
Buffer 10X 3 3 3 3 3,0 3,0
DNTPs 0,75 0,75 0,75 0,75 1,5 1,5
(10 mM)
MgCL, 1,5 1,2 3 1,2 1,2 1,2
(50 mM)
Primer 6 6 7 9 2,0 3,0
(10ng/ul)
Taq DNA 0,4 0,4 0,7 0,7 0,5 0,5
polimerase
(5U/ul)
DNA 3 3 3 3 3 3
(5 ng/ pl)
Total 30 30 30 30 30 30

Foram testadas diferentes temperaturas de anelamento em termociclador (Modelo

PTC-100, MJ Researcher Inc. Watertown, MA, USA). Para os primers RAPD1, RAPD?7,

ERIC1, ERIC2, OPT13, OPR13 e OPR18 a condi¢do de amplificagdo mais adequada foi de

um 1° ciclo de desnaturag@o a 94 °C por 2 min., anelamento a 40°C por 1 min. e extensdo a

72°C por 2 min., seguidos por 33 ciclos a 94 °C por 10 seg., anelamento a 40°C por 20 seg.,

extensdo a 72°C por 2 min. e uma extensdo final a 72 °C por 5 min. Para o primer M13 a

condi¢do de amplificacdo foi de um 1° ciclo de desnaturag@o a 94 °C por 2 min seguidos de

35 ciclos a 94°C por 1 min., 25°C por 1 min, 72°C por 4 min e um ciclo final de 94°C por 1

min, 25°C por 1 min e 72°C por 8 min.
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Protocolo das reacées baseadas em REP-PCR

Para a reagdo de REP-PCR foi utilizado 12pl de dgua, 9ul de Master Mix Kit (1,5mM
MgCl), 6 pl de primer RW3a e 3ul de DNA.

Para a reacdo de REP-PCR a melhor condi¢do de amplificacdo foi de um ciclo de
desnaturacdo a 94°C por 3min, seguidos de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 54°C por 1 min, 72°C

por 2 min e uma extensao final a 72°C por 5 min.

Obtencio por eletroforese dos produtos amplificados

O DNA amplificado pelos métodos genotipicos utilizados (RAPD-PCR, REP-PCR)
foi separado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Vivantis) em tampao TBE 1x (Tris
90mM, acido borico 90mM, EDTA 2mM pH 8,0) durante 2 horas e 40 minutos a 80 volts.
Em todos os géis foram utilizados marcadores de peso molecular 100 bp (Norgen Biotek
Corporation) para analises das posi¢des dos fragmentos amplificados. Os produtos de
amplificacdo, separados no gel, foram corados com Gel Red e, posteriormente fotografados

sob luz ultravioleta.

Analises dos perfis obtidos pelos métodos genotipicos

Os dendogramas foram gerados usando coeficientes da similaridade (S,,) baseados nas
posicdes das bandas analisadas com o programa BioNumerics, Applied Maths versdo 5.10
utilizando para andlise o coeficiente de Sorensen-Dice/UPGMA com otimizagdo de 1.5 e

tolerancia 2.0, considerando para analise valores de similaridade S, > 70 € S, > 80 [19].
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O coeficiente S,, mede a propor¢do das bandas com os mesmos pesos moleculares pelas
seguintes formulas: S,,= 2E/(2E + a + b) para Coeficiente Sorensen-Dice, que desconsidera a
auséncia conjunta de bandas, onde E ¢ o numero de bandas comuns em A e B, a ¢ o numero
de bandas somente no isolado A e b é o numero de bandas encontradas somente no isolado B.

Para a verificagdo do coeficiente de Sorensen-Dice entre os isolados de cateter e
hemocultura foram gerados 3 dendogramas para cada um dos 45 pacientes que apresentaram a
mesma espécie de microrganismo no cateter e na hemocultura. Dois desses dendogramas
eram provenientes de amostras processadas pelo método de RAPD-PCR, e o outro pelo

método de REP-PCR.

Determinacdo do perfil clonal das amostras de Staphylococcus epidermidis

isoladas de hemoculturas

Para a determinagdo do perfil clonal das amostras de Staphylococcus epidermidis
isoladas de hemoculturas de recém-nascidos da UTI neonatal do Hospital das Clinicas (HC)
da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) foi utilizada a técnica de RAPD-PCR com
primer RAPD1, RAPD-PCR com primer M13 e o método de REP-PCR. Foram incluidas as
amostras de S. epidermidis isoladas de hemoculturas dos 45 recém-nascidos que no periodo
de outubro de 2001 a novembro de 2009 apresentaram o mesmo microrganismo no cateter e
hemocultura Para isso foi construido um dendograma para cada uma das técnicas e primers
utilizados. Para andlise foi utilizado o coeficiente de Sorensen-Dice considerando para essa

analise valores de similaridade S,; > 70 € S, > 80.
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Analise estatistica
Os dados obtidos foram analisados pelo teste X* ou teste exato de Fisher. O nivel de

significancia para todos os testes foi p<0,05.

Resultados

Cultura de Cateter

Foram cultivadas 124 pontas de cateteres isoladas de 107 recém-nascidos da Unidade
Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu no periodo de 2001
a 2009. Dessas 124 pontas 70 foram isoladas no periodo de 2001 a 2005 e cultivadas pelas
técnicas semiquantitativa e quantitativa concomitantemente, enquanto 54 foram isoladas no
periodo de 2005 a 2009 e cultivadas simultaneamente pelas técnicas semiquantitativa e
quantitativa. Para a avaliagdo de ICSRC foram analisadas 155 hemoculturas coletadas

proximas a data de remocao das pontas de cateteres.

Identificacdo dos microrganismos

Dos 107 recém-nascidos 45 (42,0%) apresentaram pontas de cateteres com
crescimento significativo da mesma espécie de microrganismo isolada nas hemoculturas.
Desse total 39 (86.7%) apresentaram coloniza¢do por ECN, 2(4.4%) por Staphylococcus
aureus, 2 (4.4%) por Candida parapsilosis, 1(2.2%) por Enterococcus faecalis € 1(2.2%) por

Pseudomonas aeruginosa (Figura 1). A andlise desses resultados mostrou um isolamento
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significativamente maior de ECN (p< 0,0001) quando comparado com os outros

microrganismos encontrados.

BECN BS. aureus W C. parapsilosis ME. faecalis M P. aeruginosa
Figura 1: Distribui¢cdo dos microrganismos isolados de pontas de cateteres e hemoculturas

de recém-nascidos da Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina de Botucatu.

Dos 39 (86.7%) isolados de ECN, a espécie S. epidermidis foi significativamente a
mais encontrada (p<0,0001), com 36 (80%) das amostras identificadas como S.

epidermidis, 2 (4.4%) S. haemolyticus e 1(2.2%) S. simulans (Figura 2).
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S. simulans I 2.2%

S. haemolvticus i 4,4%

S. epidermidis 80%

Figura 2: Distribui¢do dos ECNs isolados de pontas de cateteres e hemoculturas de recém-
nascidos da Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Botucatu.

Sensibilidade as drogas antimicrobianas

Para a andlise fenotipica da similaridade dos isolados de pontas de cateteres e
hemoculturas foi utilizado o teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas pela técnica da
difusdo da droga em 4gar, sendo observado que do total de 45 recém-nascidos com a mesma
espécie de microrganismo no cateter e na hemocultura 21(46.7%) apresentaram
microrganismos com o mesmo perfil de sensibilidade aos antimicrobianos testados. Desses
pacientes, 14(66,7%) apresentaram microrganismos com o mesmo perfil nas amostras obtidas
a partir das duas culturas de cateter e da hemocultura, enquanto 7 (33,3%) apresentaram

1solados com o mesmo perfil apenas em uma das culturas do dispositivo e na hemocultura.
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Analises dos perfis obtidos pelos métodos genotipicos

Através da técnica de RAPD-PCR utilizando os primers do grupo 1 (RAPDI para
Staphylococcus spp., RAPD 7 para Enterococcus faecalis, ERIC 1 para Pseudomonas
aeruginosa e OPR13 para Candida parapsilosis ) foi possivel avaliar que dos 45 RNs com a
mesma espécie de microrganismo isolada de cateter e hemocultura, 31 (68.9%) apresentavam
ICSRC, enquanto a utilizacdo de RAPD-PCR com os primers do grupo 2 (MI3 para
Staphylococcus spp., OP13 para Enterococcus faecalis, ERIC 2 para Pseudomonas
aeruginosa e OPR18 para Cdndida parapsilosis) foram diagnosticadas 29 (64.4%) RNs com
ICSRC (Tabela 4 a 8 e Figuras 3 a 6).

A técnica de REP-PCR revelou que dos 45 pacientes com a mesma espécie de
microrganismo isolada do cateter e hemocultura, 28(62.2%) apresentaram ICSRC (Tabela 4 a
8 e Figuras 3 a 6).

O método de RAPD-PCR utilizando os primers do grupo 1 revelou maior frequéncia
de ICSRC em relacdo ao método de RAPD-PCR com os primers do grupo 2 e ao método de
REP-PCR, porém o método de RAPD-PCR com os primers do grupo 1 agrupou os isolados
responsaveis pelas ICSRC com coeficientes de similaridade mais baixos (p=0,03745) em
relacdo ao método de RAPD-PCR com os primers do grupo 2 e ao método de REP-PCR

(Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo dos Coeficientes de similaridade (S,,) que indicaram Infec¢do da

Corrente Sanguinea Relacionada a Cateter (ICSRC).

RAPD-PCR REP-PCR

Sab (%) N° de isolados N° de isolados N° de isolados  Valor de

(%) (%) (%) p
Primers 1 Primers 2 Primer RW3a
100 2(6.5) 6(20.7) 2(7.1) 0,1540
90-99 4(12.9) 7(24.2) 4(14.3) 0,4587
80-89 13(41.9) 13(44.8) 13(46.4) 0,9395
70-79 12(38.7) 3(10.3) 9(32.2) 0,03745
Total 31 29 28 0,7957

Primers 1: RAPD1, OPR13, RAPD7, ERIC 1

Primers 2: M13, OPR18, OPT13, ERIC2

RAPD-PCR: Random Amplified Polymorphic DNA based PCR
REP-PCR :Repetitive Extragenic Palindromic Sequence based PCR

A utilizagdo da técnica de RAPD-PCR com o primer RAPDI revelou maior frequéncia
de ICSRC por ECN em relacdo a utilizagao da técnica de RAPD-PCR com o primer M13 e o
método de REP-PCR. Entretanto, o método de RAPD-PCR utilizando o primer M13 agrupou
maior nimero de isolados de cateter e hemocultura com coeficientes de similaridade de 100%
e de 90 a 99% (Tabela 5), embora ndo tenha mostrado diferenca estatistica significativa (p>

0,05).
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Tabela 5: Coeficientes de similaridade (S,p) que indicaram Infec¢des da Corrente Sanguinea

Relacionadas a Cateter (ICSRC) por ECN e S. aureus

ECN S. aureus Staphylococcus spp
S.(%) RAPD1  M13  RW3a RAPD1 Ml13 RW3a Valor de p
100 1 6 1 1 0 0 0,06712
90-99 3 4 4 0 1 0 0,6731
80-89 11 11 10 0 0 1 0,9780
70-79 10 2 7 1 1 1 0,06262
Total 25 23 22 2 2 2 0,7858

Tabela 6: Coeficientes de similaridade (S.») que indicaram Infec¢do da Corrente Sanguinea

Relacionada a Cateter (ICSRC) por Enterococcus faecalis

E. faecalis
Sab (%) RAPD7 OPT13 RW3A
100 0 0 1
90-99 1 0 0
80-89 0 1 0
70-79 0 0 0

Total 1 1 1
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Tabela 7: Coeficientes de similaridade (S,,) que indicaram Infec¢do da Corrente Sanguinea

Relacionada a Cateter (ICSRC) por Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa

Sab (%) ERIC1 ERIC2 RW3A
100 0 0 0
90-99 0 0 0
80-89 1 1 1
70-79 0 0 0
Total 1 1 1

Em relagdo a C. parapsilosis, os dois isolados encontrados associados com ICSRC
agruparam com o mesmo coeficiente (90 a 99%) com o primer OPR18 na técnica de RAPD,
porém na mesma técnica com o primer OPR13 e na técnica de REP-PCR uma agrupou com o

coeficiente de 80 a 89% e a outra com o coeficiente de 70 a 79% (Tabela 8).

Tabela 8: Coeficientes de similaridade (S,,) que indicaram Infec¢do da Corrente Sanguinea

Relacionada a Cateter (ICSRC) por Candida parapsilosis.

C. parapsilosis

Sab (%0) OPR13 OPR18 RW3A
100 0 0 0
90-99 0 2 0
80-89 1 0 1
70-79 1 0 1

Total 2 2 2
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Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(Rapd1) RAPD-PCR(Rapd1) Pacientes

L B .] 431505 08/11/2001 Cateter semi S. aureus
i 1 . BB 431505 08/11/2001 Cateter quali S. aureus A
3 ' BB H-2584 09/11/2001 Hemocultura S. aureus

100

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)]
RAPD-PCR(M13) RAPD-PCR(M13)
o AT LRI

24 I 582067 29/04/2009 Cateter semi S. epidermidis
l 582067 29/04/2009 Cateter Quali  S. epidermidis B

| H-313  18/05/2009 Hemocultura  S. epidermidis

8
PE——

100

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
REP-PCR REP-PCR

487670 05/11/2004 Cateter semi E. faecalis
3 f_ 487670 05/11/2004 Cateter quali E. faecalis C

m g ] ' H-33604 04/11/2004 Hemocultura E. faecalis

o
o
|

Figura 3: Dendogramas obtidos pela técnica de RAPD-PCR com o primer RAPD1 (paciente

A), RAPD-PCR com M13 (paciente B) e REP-PCR (paciente C), com coeficiente de

similaridade 100%.



Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
RAPD-PCR(Rapd1) RAPD-PCR(Rapd1)

< © © =)
442706
100,
923 H-2212
" 442706

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(M13) RAPD-PCR(M13)
—m{ z Il | 540528

w2 I ] 540528
. u | H-1874

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
REP-PCR REP-PCR

H-1874

26/07/2002 Cateter quali  S.
01/08/2002 Hemocultura S.
26/07/2002 Cateter semi S

02/05/2007 Cateter Semi  S.
02/05/2007 Cateter Quant S.
17/05/2007 Hemocultura S.

o < © =] ‘%
E ; | l : 540528 02/05/2007 Cateter Semi S.
%03 i i 540528 02/05/2007 Cateter QuantS.

17/05/2007 Hemocultura S.

Pacientes

epidermidis
epidermidis D

. epidermidis

epidermidis
epidermidis E
epidermidis

epidermidis
epidermidis E
epidermidis
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Figura 4: Dendogramas obtidos pela técnica de RAPD-PCR com o primer RAPD 1(paciente

D), RAPD-PCR com o primer M13 (paciente E) ¢ REP-PCR (paciente E), com

coeficiente de similaridade entre 90 e 99,9%.
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Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(Rapd1) RAPD-PCR(Rapd1) Pacientes
SR S
941 [l )1 494204 17/02/2002 Cateter Semi  S. epidermidis
856 ' | 494204 17/02/2002 Cateter Quali S. epidermidis F

) : H-30357  04/02/2005 Hemocultura S. epidermidis

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
RAPD-PCR(M13) RAPD-PCR(M13

o
) =3 0 S
<] > o -
SR NN I A— |
100

546903 17/08/2007 Cateter Semi S. epidermidis G

833 HI 546903 17/08/2007 Cateter Quant S. epidermidis

. l[l H-4184  24/08/2007 Hemocultura S. epidermidis

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
REP-PCR REP-PCR

440171 02/05/2002 Cateter semi S. epidermidis

120
613 ] ] lll 440171  02/05/2002 Cateter quali S. epidermidis

H-1173  25/04/2002 Hemocultura S. epidermidis

Figura 5: Dendogramas obtidos pela técnica de RAPD-PCR com o primer RAPD 1 (paciente
F), RAPD-PCR com MI13 (paciente G) e REP-PCR (paciente H) respectivamente,

com coeficiente de similaridade entre 80 e 89,9%.
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Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(Rapd1 - .
(Rapd1) RAPD-PCR(Rapd1) Pacientes
2 2 g
624 [} | | 476454  31/03/2004 Cateter semi S. epidermidis
784 B H-31378 02/04/2004 Hemocultura S. epidermidis I

476454  31/03/2004 Cateter Quali S. epidermidis

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(M13) RAPD-PCR(M13)
g g &
o] EEET ) 494835  18/03/2005  Cateter Semi  S. epidermidis
70 TR | 494835  18/03/2005  Cateter Quali S. epidermidis J
B 3 H-3088  18/03/2005  Hemocultura  S. epidermidis

Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

REP-PCR REP-PCR
3.8, .8.8.F%
o ) 494835 18/03/2005 Cateter Semi S. epidermidis
775 ] l 494835 18/03/2005 Cateter Quali S. epidermidis J
] ] H-3088 18/03/2005 Hemocultura S. epidermidis

Figura 6: Dendogramas obtidos pela técnica de RAPD-PCR com o primer RAPD 1 (paciente
I), RAPD-PCR com M13 (paciente J) e REP-PCR (paciente J), com coeficiente de

similaridade entre 70 € 79,9%.
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Comparacio dos métodos genotipicos com o perfil fenotipico de similaridade

A comparagdo dos métodos genotipicos (RAPD e REP-PCR) na avaliagdo de ICSRC
com a determinag@o da similaridade dos isolados pela técnica de disco difusdo em agar esta
apresentada na Tabela 9.

Todas as amostras positivas para ICSRC no teste fenotipico (21, mesmo perfil de
sensibilidade entre os isolados de cateter e hemocultura) foram também positivas para ICSRC
pelos métodos genotipicos. Entretanto 10 amostras foram positivas em todos os testes
genotipicos e negativas no teste fenotipico, sendo que dessas, 7 foram positivas na técnica de
RAPD com os primers dos grupos 1 e 2 e na técnica de REP-PCR e trés foram positivas na
técnica de RAPD com o primer RAPD 1, e dessas somente uma foi positiva com o primer
M13. Entretanto ndo foi verificada diferenca estatistica significativa entre os resultados
obtidos no teste de disco difusdo com a técnica de RAPD com os primers do grupo 1

(p=0,05476), RAPD com os primers do grupo 2 (p=0,1376) e REP-PCR (p=0,2041).
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Tabela 9: Comparacdo dos métodos genotipicos com o perfil fenotipico de similaridade na

avaliagdo de Infec¢do da Corrente Sanguinea Relacionada a Cateter.

Métodos genotipicos Método Fenotipico
Pacientes RAPD-PCR RAPD-PCR REP-PCR ATB
Primer1 Primer2
1 + + + +*
2 + + + +*
3 + + + +
4 + + + -
5 - - - -
6 - - - -
7 + + + -
8 - - -
9 + + + -
10 - - - -
11 + - - -
12 + - - -
13 + + + +*
14 + + + -
15 - - - -
16 + + + -
17 + + + +
18 + + + -
19 + + + +
20 - - - -
21 + + + +*
22 + + + +
23 + + + +
24 - - - -
25 - - - -
26 + + + +
27 - - - -
28 - - - -
29 - - - -
30 - - - -
31 + + + +
32 + + + +
33 + + + +
34 - - - -
35 + + + +*
36 + + - -
37 + + + +
38 + + + +*
39 - - - -
40 + + + +%
41 + + + +
42 + + + +
43 + + + +
44 + + + -
45 + + + +
Total 31 29 28 21

* Isolados com o mesmo perfil apenas em uma das culturas do dispositivo e na hemocultura
ATB- teste de disco difusdo em agar, RAPD-PCR: Random Amplified Polymorphic DNA based PCR, REP-PCR: Repetitive
Extragenic Palindromic Sequence based PCR
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Dos 21 pacientes que apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos nos isolados de cateter € hemocultura, ou seja, que apresentaram episddio de
ICSRC, 18 pacientes apresentaram Staphylococcus spp, 2 C. parapsilosis, 1 P. aeruginosa.
Dos pacientes que apresentaram Staphylococcus spp, 14 apresentaram a espécie
Staphylococcus epidermidis, 1 S. haemolyticus , 1 S. simulans e 2 S. aureus,

Dos 31 pacientes que apresentaram o mesmo perfil genotipico nos isolados de cateter
e hemocultura pelo método de RAPD-PCR com os primers do grupo 1, 27 pacientes
apresentaram Staphylococcus spp., 2 C. parapsilosis, 1 P. aeruginosa e 1 E. faecalis. Dos
pacientes que apresentaram Staphylococcus spp, 22 apresentaram a espécie Staphylococcus
epidermidis , 2 S. haemolyticus , 1 S. simulans e 2 S. aureus,

Dos 29 pacientes que apresentaram o mesmo perfil genotipico nos isolados de cateter
e hemocultura pelo método de RAPD-PCR com os primers do grupo 2, 25 pacientes
apresentaram Staphylococcus spp., 2 C. parapsilosis, 1 P. aeruginosa ¢ 1 E. faecalis. Dos
pacientes que apresentaram Staphylococcus spp, 20 apresentaram a espécie Staphylococcus
epidermidis , 2 S. haemolyticus , 1 S. simulans € 2 S. aureus,

Dos 28 pacientes que apresentaram o mesmo perfil genotipico nos isolados de cateter
e hemocultura pelo método de REP-PCR, 24 pacientes apresentaram Staphylococcus spp, 2 C.
parapsilosis, 1 P. aeruginosa e 1 E. faecalis. Dos pacientes que apresentaram Staphylococcus
spp, 19 apresentaram a espécie Staphylococcus epidermidis , 2 S. haemolyticus , 1 S. simulans
e 2 S. aureus,

As Figuras 7 e 8 demonstram a distribuicdo dos microrganismos associados com
ICSRC, sendo observado uma deteccdo significativa de bactérias do género Staphylococcus

em todos os métodos utilizados para avaliagdo de ICSRC (p<0,0001). Em relagdo as espécies
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de Staphylococcus, a andlise dos resultados revelou uma freqii€ncia maior de S. epidermidis

associadas a essas infecgdes (p< 0,0001).

N° de

Pacientes

primer 1

B E faecalis M P.aeruginosa W C. parapsilosis W Staphvlococcus spp.

Figura 7: Distribui¢do dos microrganismos associados com infe¢des da corrente sanguinea

relacionadas a cateter de acordo com o método utilizado.

N° de 1
Pacientes 10
5

RAPD  RapD
P primer 2 REPPCR

BS. aureus MS. simulans B S. haemolvticus WMS. epidermidis

Figura 8: Distribuicdo dos Staphylococcus spp. associados com infe¢des da corrente

sanguinea relacionadas a cateter de acordo com o método utilizado.
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Determinacio do perfil clonal das amostras de Staphylococcus epidermidis

isoladas de hemoculturas

Os dendogramas das amostras de S. epidermidis isoladas de hemoculturas de RNs da
UTI neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu no periodo de
outubro de 2001 a novembro de 2009, genotipadas pelo método de RAPD-PCR com primer
RAPDI1, mostraram a distribuicdo em 10 grupos utilizando o coeficiente S, > 70% (A, B, C,
D,E, F, G, H, I eJ), sendo que o grupo mais frequente foi o cluster chamado de Grupo A (Sus
= 70.5%) com 6 isolados, sendo que 3 isolados se agruparam com coeficiente de 90,9%. Os
isolados dos grupos A foram isolados em 2002 e 2009, mostrando ser clones persistentes, ja
que foram coletados em um intervalo de 7 anos.

O Grupo F apresentou 4 isolados (2 isolados subgrupo F1) que também agruparam
com coeficiente superior a 90% e persistiram de 2002 a 2005. Enquanto os grupos B, H e |
agregaram 3 isolados, sendo que o grupo H apresentou dois isolados subgrupo HI com
coeficiente de 94,7%. Os clusters grupos C, D, E, G e J apresentaram 2 isolados cada grupo.
Os grupos B, E, I e J também foram persistentes com os isolados coletados com diferenca de
3 a 5 anos (Figura 9).

A amostra de S. epidermidis ATCC 35983 e o controle externo (isolado da mesma
espécie, mas sem relacdo com as amostras estudadas) apresentaram coeficiente de
similaridade < 70 em relacdo aos clones isolados de hemocultura, demonstrando que a técnica
de RAPD-PCR com RAPD 1 foi adequada para diferenciar clones de amostras de S.

epidermidis (Figura 9).



Dice (Opt:0.80%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-PCR(Rapd1)

50
—60

—80
~90
—=100

27/04/2009
23/04/2009
08/10/2002
15/04/2009
01/08/2002
12/07/2002

Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.

60

epidermidis
epidermidis}Al
epidermidis

epidermidis
epidermidis
epidermidis

24/05/2002
24/08/2007
17/05/2007

Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.

epidermidis
epidermidis
epidermidis

10/10/2008
28/11/2008

Hemocultura S.
Hemocultura S.

04/01/2005
20/09/2004
03/11/2006
30/07/2007

Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.

epidermidis
epidermidis
epidermidis

epidermidis

H-239
i_ H-2977
94.7,
| - H-1173
46.4] 82.1 H-31280

429

Controle.

42

H-4556

H-3994

|
48.9| i
i

H-1842

H-2333 19/09/2008

25/01/2003
12/07/2006

25/04/2002
23/03/2004
06/04/2005

05/05/2004
18/03/2005

30/06/2004
04/02/2005
02/10/2006
02/04/2004
23/03/2007

H-32636302/08/2004

16/10/2008
14/08/2007
28/06/2002

Hemocultura S.
Hemocultura S.

Hemocultura S.

H-30958 24/037/2005 Hemocuftura’S. epidermidis

Hemocultura S.
Hemocultura S.

Hemocultura S.

Hemocultura S.

Hemocultura S.

Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.

epidermidis
epidermidis

epidermidis

epidermidis} Fl

epidermidis F2

epidermidis __ F3
epidermidis

epidermidis T —G
epidermidis

epidermidis} """""
epidermidis HI H
epidermidis H2

epidermidis

epidermidis I

epidermidis o

Controle S. epidermid.

Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
Hemocultura S.
ATCC 35983 S.

epidermidis
epidermidis
epidermidis
epidermidis
epidermidis

09/11/2001
14/08/2007

Hemocultura S.
Hemocultura S.

epidermidis
epidermidis

27/07/2007
18/05/2009

Hemocultura S.
Hemocultura S.

epidermidis
epidermidis

Figura 9: Dendograma gerado pela anélise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) dos

perfis RAPD-PCR com primer RAPD1 das 41 amostras de

Staphylococcus

epidermidis isoladas de hemocultura que apresentaram o mesmo microrganismo no
cateter distribuidos dentro dos 10 grupos formados (similaridade > 70%)
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Analisando as amostras de S. epidermidis isoladas de hemoculturas que se
apresentaram positivas para ICSRC pelo método de RAPD-PCR com primer RAPDI (Figura
10), pode-se observar que essas foram distribuidas em 6 grupos (S,5 > 70%), sendo que os
clusters de S. epidermidis prevalentes nas hemoculturas permaneceram como agentes de
ICSRC, sendo que o mais freqliente foi o Grupo F com S, 72,1% com 4 isolados (2 isolados
subtipo F1). Também foi possivel perceber que as amostras com esse perfil foram
persistentes, ja que foram coletadas em um intervalo superior a 1 ano. Os Grupos I ¢ H
apresentaram 2 isolados, sendo que os clones do grupo I também foram persistentes, com
amostras isoladas em 2004 e 2007. Todos os clusters prevalentes isolados de hemoculturas
(Grupos A, B, F, I e H) foram também encontrados como clones também prevalentes
associados com ICSRC. Dos grupos com somente 2 isolados (C, D, E e G), somente o grupo

E foi associado com ICSRC (Figuras 9 e 10).
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Figura 10: Dendograma gerado pela andlise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) dos
perfis RAPD-PCR com primer RAPDI1 das 22 amostras de  Staphylococcus
epidermidis isoladas de hemocultura que causaram ICSRC distribuidos dentro dos 6
grupos formados (similaridade > 70%) .
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Na analise das amostras de hemoculturas que apresentaram a mesmo espécie de
microrganismo isolada do cateter e que foram tipadas pelo método de RAPD-PCR com o
primer M13, observou-se 8 grupos (K, L, M, N, O, P, Q, R) com §,; > 70. O cluster chamado
de Grupo P foi o mais freqiiente apresentando 8 isolados (S,5= 70,4%), sendo 3 do subtipo P1
com coeficiente de similaridade de 100% e 3 do subtipo P3 com similaridade de 90 a 100%.
No grupo P também foi possivel perceber que as amostras foram persistentes, ja que foram
coletadas em um intervalo de quatro anos. Outros dois clusters prevalentes foram os grupos M
e R, apresentando 4 isolados, também persistentes, com amostras isoladas em intervalos de 3
a 7 anos. Os isolados dos grupos L e O se apresentaram persistentes pois foram coletados
com diferenca de 2 a 3 anos (Figura 11).

A cepa de S. epidermidis ATCC 35983 e o controle externo (amostra de S. epidermdis
sem relacdo com as amostras de hemocultura) apresentaram coeficiente de similaridade < 70
em relacdo aos clones isolados de hemocultura, demonstrando que a técnica de RAPD-PCR

com primer M13 diferencia clones de S. epidermidis (Figura 11).
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Figura 11: Dendograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) dos
perfis RAPD-PCR com primer M13 das 41 amostras de Staphylococcus
epidermidis isoladas de hemocultura que apresentaram o mesmo microrganismo
no cateter distribuidos dentro dos 7 grupos formados (similaridade > 70%)) .
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Analisando as amostras de S. epidermidis isoladas de hemocultura que se
apresentaram positivas para ICSRC pelo método de RAPD-PCR com primer M13, pode-se
observar que essas amostras foram distribuidas em 5 grupos (M, N, O, P, Q) com S, > 70. Os
resultados mostraram que todos os clusters prevalentes isolados de hemoculturas foram
agentes de ICSRC (M, P, R), sendo que cada um desses clusters apresentou 3 isolados
relacionados com infec¢cdo associada a cateter. Todos os grupos foram persistentes com os

isolados coletados com diferenca de 3 a 5 anos (Figural2).
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Figura 12: Dendograma gerado pela andlise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) dos
perfis RAPD-PCR com primer M13 das 20 amostras de Staphylococcus epidermidis
isoladas de hemocultura que causaram ICSRC distribuidos dentro dos 5 grupos
formados (similaridade > 70%) .
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O dendograma de similaridade das amostras de hemoculturas que apresentaram a
mesma espécie de microrganismo isolada no cateter e que foram genotipadas pelo método
REP-PCR, revelou 8 grupos (S, T, U, V, W, X, Y e Z) com S, > 70%. O cluster majoritario
chamado de Grupo S com S, 70,3% apresentou 8 isolados, sendo 2 isolados subtipos S1, 2
isolados subtipo S3 e dois isolados subtipo S4, sendo que os subtipos S1 e S3 apresentaram
100% de similaridade. No grupo S também foi possivel perceber que as amostras foram
persistentes, ja que foram coletadas em um intervalo de 2 a 7 anos. Foi observado a presenga
de mais dois grandes clusters, grupo T com 4 isolados e o grupo U com 5. O grupo T
apresentou 4 isolados persistentes de 2002 a 2007 com um subgrupo T2 com dois isolados e
90,9% de similaridade. O grupo U também apresentou isolados persistentes com amostras
isoladas com intervalo de 7 anos. Os grupos V, W, X, Y e Z apresentaram somente dois
isolados cada um, sendo que desses o grupo V foi o que apresentou isolados mais persistentes,
pois esses foram coletados com diferenga de 6 anos, sendo que os dois isolados do grupo V
apresentam 100% de similaridade (Figura 13).

A cepa de S. epidermidis ATCC 35983 e o controle externo (amostra de S. epidermdis
sem relacdo com as amostras de hemocultura) apresentaram coeficiente de similaridade <
70% em relagdo aos clones isolados de hemocultura, demonstrando que a técnica de REP-

PCR ¢ adequada para diferenciar clones de S. epidermidis (Figura 13).
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Figura 13: Dendograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths)
dos perfis REP-PCR com primer RW3a das 41 amostras de Staphylococcus
epidermidis isoladas de hemocultura que apresentaram o mesmo microrganismo
no cateter distribuidos dentro dos 7 grupos formados (similaridade > 70%) .
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Analisando as amostras de S. epidermidis isoladas de hemocultura que se
apresentaram positivas para ICSRC pelo método de REP-PCR com primer RW3a, pode-se
observar que essas amostras foram distribuidas em 2 grupos (S e U) com S, > 70%. Os
resultados mostraram que os clusters mais prevalentes isolados de hemoculturas foram
agentes de ICSRC (U e S), sendo que esses clusters apresentaram 4 isolados relacionados com
infeccdo associada a cateter. Todos os grupos foram persistentes com os isolados coletados

com diferencga de 5 a 7 anos (Figura 14).
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Figura 14: Dendograma gerado pela andlise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) dos
perfis REP-PCR com primer RW3A das 19 amostras de Staphylococcus epidermidis
isoladas de hemocultura que causaram ICSRC distribuidos dentro dos 2 grupos
formados (similaridade > 70%) .
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Em relag¢do as técnicas genotipicas quanto a sua utilizagdo para o delineamento do
perfil clonal das 22 amostras de S. epidermidis provenientes das hemoculturas associadas com
ICSRC pelo método de RAPD-PCR com o primer RAPDI1 (Figura 10), 17 foram agrupadas
em 6 clusters e 5 apresentaram perfis policlonais (S,; < 70%). Dos 20 isolados de S.
epidermidis de hemoculturas associados com ICSRC pelo método de RAPD-PCR com primer
M13 (Figura 12), 14 foram agrupados em 5 clusters e 6 apresentaram perfis policlonais. Dos
19 isolados associados com ICSRC pelo método de REP-PCR (Figura 14), 8 formaram 2

clusters e 11 apresentaram perfis policlonais.

Discussao

O uso dos cateteres representa um grande avango no diagnostico e na terapéutica em
medicina. Muitos procedimentos clinicos e cirurgicos puderam ser realizados a partir do
desenvolvimento desta tecnologia. Entretanto, com este advento, houve também uma grande e
crescente preocupagdo com a infec¢do hospitalar, pois esse dispositivo representa um acesso
direto do meio exterior com o intravascular [1]. O contato direto do CVC com a corrente
sangiiinea oferece um risco iminente de disseminacdo, principalmente de bactérias para o
sangue, podendo desencadear posterior bacteremias ou até sepse [20].

As infecgdes hospitalares, em geral sdo mais freqlientes e graves em recém-nascidos
do que em criancas maiores e adultos. As deficiéncias imunoldgicas desta fase da vida, que
levam a maior susceptibilidade as infec¢des, a sobrevivéncia de um numero crescente de
neonatos prematuros de extremo baixo peso anteriormente incompativeis com a vida, a custa
de longos periodos de hospitalizacdo, associado ao uso de antimicrobianos de amplo espectro

e ao uso de procedimentos invasivos, sdo os responsaveis por esta problematica.
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Os ECN sdo importantes agentes etiologicos das bacteremias em UTIs neonatais, mas
geralmente s3o considerados como contaminantes de hemoculturas, pois esses agentes sio
parte da microbiota cutdnea, ¢ podem ser coletados junto com o sangue, ndo estando
associado a nenhum processo infeccioso. Entretanto, esses microrganismos podem também
colonizar superficies de cateteres ou outros dispositivos e migrar para a corrente sanguinea,
estando diretamente associados a sérios processos infecciosos. Dessa forma, cria-se a grande
davida para os médicos na hora da interpretacio dos resultados de processo infeccioso
ocasionados por essas bactérias [21]. Os resultados totais das culturas de cateter e
hemoculturas concomitantes avaliadas nesse estudo revelaram que os ECN (86,7%) foram os
microrganismos predominantes em ICSRC na UTI Neonatal do Hospital da FMB. Devido ao
isolamento freqiiente de ECN ¢ de grande importancia a ateng¢do aos sinais clinicos e ao
método de diagnostico para confirmagao das ICSRC. Cunha et al [22] em um estudo sobre a
significancia clinica de estafilococos coagulase-negativa verificaram que de 117 amostras de
ECN, 60 foram consideradas de significancia clinica, incluindo 35 (58,3%) isoladas a partir
de hemoculturas e 21 (35%) de corpos estranhos. Varios outros autores como Drews et al.
[23], Gaynes et al. [24], Gongora-Rubio et al. [25] e Leroyer et al. [26], tem relatado a
importancia de ECN em infec¢des relacionadas a cateteres e outros dispositivos.

Entre os ECN a espécie Staphylococcus epidermidis ¢ mais frequentemente isolada e
nesse estudo representou 80% do total de microrganismos presentes nos cateteres e nas
hemoculturas concomitantes. Das 39 amostras de ECN isoladas, 25 (64,1%) foram associadas
com ICSRC por pelos uma das técnicas genotipicas utilizadas no estudo, sendo 22 (88%)
causadas por S. epidermdis, 2(8%) por S. haemolyticus e 1(4%) por S. simulans. Infeccdes
por Staphylococcus epidermidis associadas a cateter geralmente se relacionam com os

cuidados de assepsia utilizados no procedimento de colocagdo dos cateteres ¢ ao tempo de
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permanéncia do dispositivo [27]. Esta maior freqtiéncia do S. epidermidis nesta intercorréncia
¢ esperada ja que, segundo D’Angio [28] esta € a espécie predominante na flora do RN por
volta do quarto dia de vida. Esta predomindncia na coloniza¢do dos individuos e a maior
patogenicidade de algumas cepas podem explicar o fato do S. epidermidis ser a espécie mais
comumente associada aos processos infecciosos em RNs. Outros autores [22] relatam o S.
haemolyticus como a segunda espécie mais frequentemente isolada entre os ECN, estando de
acordo com o encontrado nesse estudo.

Em menor propor¢@o outros géneros e espécies de microrganismos também foram
isolados de pontas de cateteres e hemoculturas concomitantes dos pacientes da UTI neonatal
do Hospital das clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, sendo que 4,4% dos RNs
apresentaram Staphylococcus aureus, 4,4% Candida parapsilosis, 2,2% Enterococcus
faecalis e 2,2% Pseudomonas aeruginosa. Todos esses isolados foram confirmados como
agentes de ICSRC através das técnicas genotipicas. Esses resultados estdo de acordo com o
CDC [8] que relata as bactérias Gram positivas como os principais agentes isolados nessas
infecgdes e os ECN lideram em levantamento realizado pelo National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) entre 1992 e 1999 [8], com 37% dos casos, seguido pelo Enterococcus
com 13,5%. Também o S. aureus se destaca correspondendo a 12,6% e os bacilos Gram
negativos como as enterobactérias Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella pneumoniae e
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii correspondem a 14% dos microrganismos isolados. A Candida spp. representa 8%
dos achados, sendo a maioria das espécies ndo-albicans, incluindo a Candida parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei.

A aderéncia de microrganismos na superficie de cateter ¢ dependente da interacdo de

trés fatores, hospedeiro, microrganismos e o material do cateter. O hospedeiro reage contra o
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cateter, considerado corpo estranho, e forma ao seu redor uma cobertura de fibrina e
fibronectina. Esses componentes protéicos do hospedeiro que estdo recobrindo a superficie do
cateter permitem a aderéncia de S. aureus. Esses microrganismos sdo produtores de
coagulase, promovendo a trombogénese, além de varias outras proteinas que estdo em sua
superficie e tem receptores para proteinas liberadas pelo hospedeiro, como fibrinogénio e
fibronectina que permitem a aderéncia e coloniza¢do do cateter [29]. Os estafilococos
coagulase-negativa podem colonizar a superficie nativa do cateter como superficies
condicionadas por essas proteinas do hospedeiro. Uma vez aderidas, essas bactérias
proliferam, formando multiplas camadas e produzem um polissacarideo extracelular,
conhecido como s/ime ou biofilme, que potencializa sua patogenicidade. O biofilme ndo s6
favorece a aderéncia dos microrganismos como também sua manuten¢do, atuando como
barreira ao ataque dos antibidticos, neutrdfilos, fagdcitos, macrofagos e anticorpos. A
concentracdo de antibidtico requerida para destruir bactérias em um biofilme ¢ 100 a 1000
vezes maior do que a necessaria para destruir as mesmas espécies em suspensio, dificultando
o tratamento e aumentando a possibilidade de infec¢des recorrentes, uma vez que as bactérias
ficam protegidas do sistema imune do hospedeito [30].

A Candida também figura como microrganismo preocupante um vez que ha estudos
mostrando ser responsavel por cerca de 80% das infec¢des flingicas no ambiente hospitalar.
Em adig@o, algumas espécies, na presenca de solugdes contendo glicose, podem produzir o
biofilme similar ao bacteriano, o que explica o aumento da propor¢do de ICSRC devido a
patdgenos fingicos especialmente em pacientes recebendo nutri¢do parenteral [31].

No presente estudo dos 39 pacientes com ECN isolados de pontas de cateter e
hemoculturas concomitantes, 18 pacientes (46,1%) tiveram seus isolados associados com

ICSRC na avaliagdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, 27 (69,2%) tiveram suas
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amostras associadas com ICSRC pelo método de RAPD-PCR utilizando-se do primer
RAPDI1, 25 (64,1%) tiveram suas amostras associadas com ICSRC pelo método de RAPD-
PCR com primer M13 e 24(61,5%) tiveram suas amostras associadas com ICSRC pelo
método de REP-PCR. Embora ndo tenha sido constatada diferenca estatisticamente
significativa entre os métodos, foi observada uma diferenca entre os resultados dos métodos
genotipicos e a utilizacdo do perfil fenotipico de sensibilidade dos isolados na avaliacdo de
ICSRC. Essa discrepancia pode ser explicada pelo fato de que cepas de S. epidermidis
apresentam resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, e a mesma cepa pode
apresentar variacdo frente a algumas classes de antimicrobianos. Os resultados desse trabalho
demonstraram que em alguns casos o mesmo perfil genotipico apresentou variacdo de
susceptibilidade frente aos antibidticos. Cepas de S. epidermidis constituindo organizagdes em
biofilme sdo mais resistentes a antimicrobianos quando comparadas com as mesmas cepas em
formacdo planctonica, e que esta resisténcia pode ser aumentada pela presenga de outros
microrganismos, inclusive agentes fungicos [32]. Porém o mecanismo de resisténcia de cepas
organizadas em biofilme ndo estd associado aos mecanismos de resisténcia usualmente
descritos para células planctonicas como: mutacdes alvo, baixa permeabilidade celular,

superexpressdo ou modificagdo de proteinas sitio alvo [33]. Mecanismos de repressdao

(¢]
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superexpressdo de genes essenciais a fisiologia celular estdo diretamente relacionados
resisténcia em biofilme [34]. Como a expressdo de biofilme ¢ uma condicdo varidvel, a
susceptibilidade antimicrobiana agregada a este mecanismo também se faz instavel. Villari et
al. [35] relataram através de uma andlise comparativa que a utilizacdo dos padrdes de
resisténcia as drogas como perfis fenotipicos ndo sdo satisfatérias, uma vez que algumas
cepas monoclonais diferem em seus padrdes de resisténcia as drogas, e algumas cepas

policlonais tinham o mesmo fendtipo de resisténcia.
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Os resultados obtidos também estdo de acordo com Martin-Lozano et al. [36] em
estudo comparativo entre técnicas moleculares e métodos microbiologicos na determinacdo
das fontes de infec¢des nosocomiais, onde esse autores avaliaram a utilidade do antibiograma
para estudos epidemioldgicos e concluiram que o diagnoéstico da fonte de bacteremia
utilizando-se de critérios clinicos convencionais e/ou microbioldgicos, incluindo
antibiograma, nem sempre sdo precisos e suficientes.

Estudos comparando os métodos de RAPD-PCR e REP-PCR concluem que a validade
do método de epidemiologia molecular depende do microrganismo estudado, por exemplo,
segundo Cartelle et al. [18], para amostras de Acinetobacter baumannii a melhor técnica de
tipagem foi o REP-PCR. Entretando, segundo Wieser e Busse [37] no método de REP-PCR
para amostras de Staphylococcus spp. os padrdes de bandas formadas nesse método nao foram
suficientes para identificagdo de Staphylococcus spp. Os resultados encontrados no presente
trabalho ndo estdo de acordo com o estudo realizado por Wieser e Busse [37], pois os padrdes
de bandas formadas pelo método de REP-PCR foi suficiente para diferenciar as amostras de
Staphylococcus spp., apesar de ndo ter sido considerado o melhor método para genotipagem
desses microrganismos.

O método de RAPD-PCR utilizando o primer RAPD 1 para genotipagem de
Staphylococcus spp. revelou maior frequéncia de ICSRC em relagdo ao método de RAPD-
PCR com o primer M13 e ao método de REP-PCR, porém agrupou as amostras associadas
com ICSRC com coeficientes de similaridade mais baixos (p=0,03745) em relagdo aos outros
métodos. Portanto, para uma maior confiabilidade no diagnético das ICSRC por
Staphylococcus spp aconselha-se a utilizagdo do método de RAPD-PCR utilizando os primers

RAPD1 e M13 simultaneamente em duas diferentes reagdes, ja que o primer RAPDI agrupou
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uma quantidade maior de amostras e o primer M13 agrupou a maioria dos isolados com
coeficientes maiores.

Segundo Tenover et al.[38], a combinacdo de dois ou mais métodos de tipagem
proporciona maior possibilidade de discriminag¢@o dos padrdes das estirpes estudadas. Neste
sentido, observou-se que apesar das diferencas encontradas nas técnicas, a realizagdo das
técnicas de RAPD-PCR e de REP-PCR foi importante para a seguranca na confirmacdo das
ICSRC, além disso, devido a baixa reprodutibilidade do método de RAPD-PCR a realizagao
de duas reacdes RAPD-PCR com diferentes primers auxilia em atenuar esse problema.

A determinag¢do do perfil clonal das amostras de Staphylococcus epidermidis isoladas
de hemoculturas demonstrou clones de Staphylococcus epidermidis persistentes de 1 a 7 anos
na UTI neonatal da Faculdade de Medicina de Botucatu. Todos os clusters majoritarios
apresentaram isolados que foram associados com ICSRC e, em algumas situagdes clusters
menores também apresentaram isolados associados com ICSRC. Dos 6 clusters observados
pelo método de RAPD-PCR com primer RAPD 1 na avaliagdo de clones associados com
ICSRC, 4 clusters apresentaram clones persistentes de 3 a 7 anos; dos 5 clusters formados
pelo método de RAPD-PCR com primer M13 na avaliagdo de clones associados com ICSRC,
5 clusters apresentaram clones persistentes de 3 a 5 anos; e dos 2 clusters formados pelo
método de REP-PCR na avaliagdo de clones associados com ICSRC, os 2 clusters
apresentaram clones persistentes de 5 a 7 anos. Trabalhos realizados por Villari et al. [35] ,
Huebner et al. [39], Neumeister et al [40] também revelaram clones persistentes de
Staphylococcus epidermidis em ambiente hospitalar. Villari et al. [35] sugerem que a uma
parcela significativa de infeccdes por S. epidermidis pode ser atribuida a transmissdo entre

pacientes e que certas cepas podem tornar-se endémicas durante longos periodos.
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Estes resultados confirmam a importancia da infec¢do cruzada dos ECN na UTIN. O
sucesso dos clones predominantes nestes e outros estudos podem estar relacionadas a fatores
ainda ndo caracterizados que fornecem os microrganismos, vantagens na colonizagdo ou na
sua capacidade de infectar pacientes, sendo que possivelmente entre esses fatores estdo a
formag@o de biofilme e a resisténcia a antibidticos.

Tenover [38] em estudo para comparagdo de métodos moleculares para a tipificagdo
de isolados de Staphylococcus aureus apresentou alguns padrdes para validade de boas
técnicas moleculares, como reprodutibilidade, poder discriminatdrio, facilidade de uso e a
facilidade de interpretacdo das técnicas, além disso, uma intensidade maior das bandas pode
auxiliar na interpretacdo dos resultados [41]. No presente estudo as técnicas RAPD-PCR e
REP-PCR apresentaram um bom poder discriminatério, pois diferenciaram as amostras
estudadas das cepas ATCC e de isolados nao relacionados com um valor de coeficiente de
similaridade < 70. Entretanto, o método de RAPD-PCR com os primers RAPDI1 e M13 para
amostras de Staphylococcus spp. apresentou melhores padrdes da bandas quando comparados
com o REP-PCR, facilitando assim a interpretagdo dos resultados. Também foi possivel
verificar na determina¢do do perfil clonal das amostras de S. epidermidis isoladas de
hemoculturas um maior agrupamento dos isolados associados com ICSRC, além da maior
facilidade de aplicagdo do método de RAPD-PCR quando comparado com método de REP-
PCR. Apesar de relatos de baixa reprodutibilidade na técnica de RAPD-PCR [42] ndo foi
verificada dificuldade referente a esse aspecto nesse estudo.

As técnicas de tipagem molecular apresentaram um poder discriminatdrio adicional,
principalmente nas infec¢des causadas por ECN, sendo esse resultado de grande importancia,
uma vez que esses microrganismos fazem parte da microbiota normal, e o entendimento das

relagdes entre esses microrgansimos ¢ fundamental para a elucidagao das ICSRC.
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Conclusao

O S. epidermidis foi o microrganismo mais associado com ICSRC na UTI neonatal
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Os métodos genotipicos (RAPD-PCR e REP-PCR) empregados nesse estudo
apresentaram melhores resultados na determinagdo da similaridade das amostras no
diagnostico de ICSRC em relagdo ao método fenotipico de comparacdo do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados.

Foi identificada a existéncia de clones persistentes de S. epidermidis ocasionando
ICSRC na UTI neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Ambas as técnicas RAPD-PCR e REP-PCR apresentaram um bom poder
discriminatorio, pois diferenciaram as amostras estudadas das cepas ATCC e isolados ndo
relacionados, porém a técnica RAPD-PCR apresentou melhores resultados quando comparada
com a técnica REP-PCR para o diagnostico de ICSRC e determinagdo do perfil clonal de S.

epidermidis.



78

Referéncias Bibliograficas

1. Beghetto M, Victorino J, Teixeira L: Fatores de risco para infeccio relacionada a
cateter venoso central. Revi Bras de Terapia Intensiva 2002, 14:107-113.

2. Garcia PC, Paya EG, Olivares RC, Cotera EF, Rodriguez JT, Sanz MR: Diagnéstico de
las infecciones asociadas a catéteres vasculares centrals. Rev Chil Infect 2003,
20:41-50.

3. Warren DK, Yokoe DS, Climo MW, Herwaldt LA, Noskin GA, Zuccotti G, Tokars JI,
Perl T M, Fraser V J: Preventing catheter-associated bloodstream infections: a
survey of policies for insertion and care of central venous catheters from
hospitals in the prevention epicenter program./nfect Control Hosp Epidemiol 2006,
27:8-13.

4. Bouza E, San JR, Munoz P, Pascal J, Voss A, Desco M: A European perspective on
intravascular catheter-related infections: report on the microbiology workload,
etiology and antimicrobial susceptibility. Clin Microbiol and Infect 2004, 10:838-
842.

5. Kaufman D, Fairchild KD: Clinical microbiology of bacterial and fungal sepsis in
very-low-birth-weight infants. Clin Microbiol Rev 2004, 17:638-680.

6. Lopes GK, Rossetto EG, Belei RA, Capobiango JD, Matsuo T: Estudo epidemiolégico
das infeccdes neonatais no Hospital Universitirio de Londrina, Estado do Parana.
Acta Sci Health Sci 2008, 30:55-63.

7. National Nosocomial Infections Surveillance System: National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) System report, data summary from January 1992 to June
2004, Am J Infect Control 2004, 32:470-485.

8. CDC: National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System report, data
summary from January 1990-May 1999. 4m J Infect Control 1999, 27:520-532.

9. CDC: Guidelines for the prevention of intravascular catheter-related infections.
MMWR 2002, 5:1-29.

10. Eggimann P, Pittet D: Overview of catheter-related infections with special
emphasis on prevention based on educational programs. Clin Microbiol Infect
2002, 8:295-309.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

79

Healy M, Huong J, Bittner T, Lising M, Frye S, Raza S, Schrock R, Manry J,
Renwick, A, Nieto R, Woods C, Versalovic J, Lupski JR. Microbial DNA typing
automated repetitive-sequence-based PCR. J Clin Microbial. 2005, 43:199-207

Ferreira ME, Grattapaglia DG: Introducio ao uso de marcadores moleculares em
analise genética. 3° ed. Brasilia-DF: Embrapa-Cenargen,1998.

Maki DG, Weise CE, Sarafin HW: A semiquantitative culture method for
identifying intravenous-catheter-related infection. N Engl J Med 1977, 296:1305-
1309.

Brun-Buisson C, Abrouk F, Legrand P, Huet Y, Larabi S, Rapin M: Diagnosis of
central venous catheter-related sepsis. Critical level of quantitative tip cultures.
Arch Intern Med 1987, 147:873-877.

Koneman EW: Color atlas and textbook of diagnostic microbiology. 5 ed.
Philadelphia: Lippincott 1997, 500-530.

Cunha MLRS, SInzato YK, Silveira LVA: Comparison of methods for the
identification of coagulase-negative Staphylococcus. Mem Inst Oswaldo Cruz 2004,
99:855-860.

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute: Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing; Nineteenth Informational Supplement
(M100-S19). Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute 2009, 29.

Cartelle M, Tomas M, Pertega S, Beceiro A, Dominguez MA, Velasco D, Molina F,
Villanueva R, Bou G: Risk factors for colonization and infection in a Hospital
outbreak caused by a strain of Klebsiella pneumoniae with reduced susceptibility
to expanded-spectrum cephalosporins. J Clin Microbiol 2004, 42:4242-4249.

Soll DR: The Ins and Outs of DNA Fingerprinting the Infectious Fungi. Clin
Microb Rev 2000, 13:332-370.

Menezes EA, Favali CBF, Cunha FA, Salviano MNC, Angelo MRF: Caracterizacio
bacteriana em culturas de ponta de cateter no hospital geral de Fortaleza. Rev
Bras de An Clin 2002, 34:151-154.

Silbert S, Rosa DD, Matte U, Goldim JR, Barcellos SH, Procianoy RS:
Staphylococcus sp. coagulase-negativa em hemoculturas de pacientes com menos
de sessenta dias de idade: infecciio versus contaminacio./ Pediatr 1997, 73

Cunha MLRS, Lopes CAM, Rugolo LMSS, Chalita LVAS: Significancia clinica de
estafilococos coagulase-negativa isolados de recem-nascidos. J Pediatr 2002,
78:279-288.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

80

Drews MB, Ludwig AC, Leititis JU, Daschner FD: Low birth weight and
nosocomial infection of neonates in a neonatal intensive care unit. J Hosp Infect
1995, 30:65-72

Gaynes RP, Edwards JR, Jarvis WR, Culver DH, Tolson JS, Martone WIJ:
Nosocomial infections among neonates in high-risk nurseries in the United
States. Pediatrics 1996,98:357-361.

Gongora-Rubio F, Pignatari ACC, Costa LMD, Bortolloto VI, Machado AM,
Gongora DVN: Significincia clinica, epidemiologia e microbiologia das
bacteremias por estafilococos coagulase-negativos em Hospital de Ensino. Rev Ass
Med Brasil 1997, 43:9-14.

Leroyer A, Bedu A, Lombrail P, Desplanques L, Diakite B, Bingen E . Prolongation
of hospital stay and extra costs due to hospital-acquiredinfection in a neonatal
unit. J Hosp Infect 1997, 35:37-45.

Michelim L, Lahude M, Aratjo PR, Giovanaz DSH, Miiller G, Delamare APL, Costa
SOP, Echeverrigaray S: Pathogenic factors and antimicrobial resistance of
Staphylococcus epidermidis associated with nosocomial infections occurring in
intensive care units. Braz J Microbiol 2005, 36:17-23

D’Angio CT, McGowan KL, Baumgart S, St Geme J, Harris MC: Surface
colonization with coagulase-negative staphylococci in premature neonates. J
Pediatr 1989, 114:1029-1034.

Vaudaux P, Pittet D, Haeberli A, Lerch PG: Fibronectin is more active than fibrin

or fibrinogen in promoting Staphylococcus aureus adherence to inserted
intravascular catheters. J Infect Dis 1993, 167:633-641.

Cunha MLRS, Lopes CAM: Estudo da produciio de B-lactamase e sensibilidade as
drogas em linhagens de estafilococos coagulase-negativos isolados derecém-
nascidos. J de Ped. 2002, 38:281-290.

Andes D, Nett J, Oschel P, Albrecht R, Marchillo k, Pitula A: Development and
Characterization of an In Vivo Central Venous Catheter Candida albicans
Biofilm Model. /nfect and Immun 2004, 72:6023-6031.

Adam B, Baillie GS, Douglas J: Mixed species biofilms of Candida albicansand
Staphylococcus epidermidis. ] of Med Microb 2002, 51: 344-349.

Stewart PS: Mechanisms of antibiotic resistance in bacteria biofilms. J of Med
Micr 2002, 292:107-113.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

81

Yao Y, Sturdevant DE, Otto M: Genomewide analysis of gene expression
inStaphylococcus epidermidis biofilms: insights into the pathophysiology of S.
epidermidisbiofilms and the role of phenol-soluble modulins in formation of
biofilms. J of Infec Dis 2005, 191:289-298.

Villari P, Sarnataro C, lacuzio L: Molecular epidemiology of Staphylococcus
epidermidis in a neonatal intensive care unit over a three-year period. J Clin
Microbiol 2000, 38:1740-1746

Martin-Lozano D, Cisneros JM, Becerril B, Cuberos L, Prados T, Ortiz-Leyba C,
Canas E, Pachon, J: Comparison of a Repetitive Extragenic Palindromic
Sequence-Based PCR Method and Clinical and Microbiological Methods for

determining strain sources in cases of nosocomial Acinetobacter baumannii
bacteremia. J Clin Microbial 2002, 40:4571-4575.

Wieser M, Busse H: Rapid identification of Staphylococcus epidermidis. Intern J of
Syst and Evol Microbiol 2000, 50:1087-1093.

Tenover FC, Arbeit R, Archer G, Biddle J, Byrne S, Goering R, Hancock G, Hébert
GA , Hill B, Hollis R: Comparison of traditional and molecular methods of typing
isolates of Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol 1994, 32:407-415.

Huebner J, Pier GB, Maslow JN, Muller E, Shiro H, Parent M, Kropec A, Arbeit RD,
Goldmann DA: Endemic nosocomial transmission of staphylococcus epidermidis
bacteremia isolates in a neonatal intensive care unit over 10 years. J Infect Dis
1994,169:526-31.

Neumeister B, Kastner S, Conrad S, Klotz G, Bartmann P: Characterization of

coagulase-negative Staphylococci causing nosocomial infections in preterm
infants. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1995, 14:856-63.

Kremer K, Van Soolingen D, Frothingham R, Haas WH, Hermans PWM, Martin C,
Palittapongarnpim P, Plikaytis BB, Riley LW, Yakrus MA, Musser JM, Van Embde
JDA: Comparison of methods based on different molecular epidemiological
markers for typing of Mpycobacterium tuberculosis complex strains:
interlaboratory study of discriminatory power and reproducibility. Clin Microbiol
1999, 37:2607-2618.

Penner GA, Bush A, Wise R, Kim W, Domier L, Kasha K,Laroche A, ScoleS G,
Molnar SJFedak G: Reproducibilityof random amplified polymorphic DNA
(RAPD) analysis among laboratories. PCR Methods Appl 1993, 2:341-345.



Capitulo 2



82

Infeccées Sanguineas Relacionadas a Cateter Vascular com Enfase em Unidade de

Terapia Intensiva Neonatal
Leticia T Pazzini', Maria de Lourdes R.S. da Cunha'
'UNESP- Univ Estadual Paulista, Departamento de Microbiologia e Imunologia - Instituto de

Biociéncias, Botucatu, SP, Brasil.

Autor correspondente: Maria de Lourdes R. S. da Cunha
Departamento de Microbiologia e Imunologia-Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu,

SP, Brasil.Caixa Postal 510, CEP 18618-970.

Artigo conforme normas do Jornal de Pediatria



&3

Abstract

Intravascular catheters are indispensable in modern-day medical practice to obtain
intravenous access for the administration of fluids and medications, particularly in intensive
care units; however, these catheters are an important source of bloodstream infection in these
units. The infection associated with the use of intravascular devices represents from 10 to
20% of the total nosocomial infections and is one of the most frequent causes of morbidity
and mortality, which represents a source of bacteremia and sepsis in hospitalized patients and
increases the costs of hospital admission and the time of hospital stay. In Neonatal Intensive
Care Units the rate of infection is inversely proportional to the newborn birth weight.
Approximately 20% of the premature neonates with very low birth weight (less than 1,500g)
experience a systemic infection during their stay in hospital. Gram-positive agents are the
main organisms isolated in these infections, of which Coagulase-Negative Staphylococci
(CNS) were the most frequent ones, followed by Enterococcus and Staphylococcus aureus.
Gram-negative bacilli are also isolated, with emphasis to the increasing participation of
enterobacteria that produce extended-spectrum [-lactamase. Species of Candida with
increasing resistance to fluconazole are also frequently isolated. In all of these
microorganisms, the low microbial sensitivity is a worrying and increasing phenomenon.
Catheter-related bloodstream infections are diagnosed when identical microorganisms are
isolated from catheter cultures and hemocultures without apparent source of infection, except
for its catheter. The reliability of catheter culture for Catheter-related bloodstream infections
diagnosis depends on the culture technique applied. Molecular techniques can help diagnose
and understand these infections because some of these techniques are capable of establishing
phylogenetic relationships between catheter-tip isolates and hemoculture. It is of great

importance to have a special attention to the good practices of catheter insertion and
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maintenance to help prevent infections caused by these devices. The aim of this paper was to
review the several aspects of Catheter-related bloodstream infections as for pathogenesis,
etiology, diagnosis and new prevention strategies based on the knowledge of mechanisms of
bacterial adhesion and biofilm formation. Biofilm is a virulence factor of several
microorganisms involved in these infections and its formation is regulated by the exchange of
chemical signals between cells in a process known as quorom-sensing. A new way to prevent
the colonization of catheters and reduce infections related to these devices is to interfere with
this cell-cell communication that gives microorganisms the capacity of organizing themselves
in complex biofilms that protect them from the host immune system and provide more

resistance to antimicrobials.
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Resumo

Os cateteres intravasculares sdo indispensaveis na pratica da medicina moderna para
obter acesso intravenoso para administragdo de fluidos e medicamentos, particularmente em
Unidades de Terapia Intensiva, sendo, no entanto, importante fonte de infec¢do da corrente
sanguinea nestas unidades. A infeccdo associada ao uso de dispositivos intravasculares
representa 10 a 20% de todas as infec¢des nosocomiais e € uma das causas mais frequentes de
morbidade e mortalidade, representando uma fonte de bacteremia e sepse em pacientes
hospitalizados, aumentando os custos de internagdo e tempo de permanéncia hospitalar. Em
Unidades de Cuidados Intensivos Neonatais a taxa de infeccdo € inversamente proporcional
ao peso de nascimento do recém-nascido. Aproximadamente 20% dos neonatos prematuros
com peso de nascimento muito baixo (inferior a 1.500g) experimentam uma infeccdo
sist€émica durante sua estada inicial no hospital. Os Gram-positivos sdo os principais agentes
isolados nessas infec¢des, sendo os Estafilococos coagulase-negativa os mais frequentes,
seguido pelo Enterococcus e Staphylococcus aureus. Os bacilos Gram-negativos também sio
isolados, com destaque para crescente participacdo das enterobactérias produtoras de [3-
lactamase de espectro estendido. Espécies de Candida com resisténcia crescente ao
fluconazol, também sdo isoladas com frequéncia. Em todos estes microrganismos, a baixa
sensibilidade microbiana aos antibidticos tradicionalmente empregados ¢ um fendmeno
preocupante e crescente. As infeccdes da corrente sanguinea relacionadas a cateter sdo
diagnosticadas quando microrganismos idénticos sdo isolados de culturas de cateteres e das
hemoculturas sem fonte aparente de infec¢do, exceto o cateter. A confiabilidade da cultura de
cateter para o diagnodstico de infeccdes da corrente sanguinea relacionadas a cateter depende
da técnica de cultura empregada. As técnicas moleculares podem auxiliar no diagnostico e

entendimento destas infec¢des, pois algumas dessas técnicas sdo capazes de estabelecer as
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relagdes filogenéticas entre os isolados da ponta do cateter ¢ hemocultura. E de grande
importancia que haja atencdo especial as boas praticas de inser¢do e manutencdo do cateter
para auxiliar na prevencdo das infecgcdes ocasionadas por esses dispositivos. O objetivo desse
trabalho foi revisar varios aspectos das infec¢des da corrente sanguinea relacionadas a cateter
quanto a patogénese, etiologia, diagndstico e novas estratégias de prevencdo, baseadas no
conhecimento dos mecanismos de adesdo bacteriana e formacao de biofilme. O biofilme ¢ um
fator de viruléncia de muitos microrganismos envolvidos nessas infec¢des, sendo sua
formacdo regulada pela troca de sinais quimicos entre as células, num processo conhecido
como “quorom-sensing”. Uma nova forma de prevenir a colonizacdo de cateteres e diminuir
as infecgdes relacionadas a esses dispositivos € interferir com essa comunicagdo célula-célula
que confere a esses microrganismos a capacidade de se organizar em biofilmes complexos
que os protege do sistema imune do hospedeiro e confere maior resisténcia aos

antimicrobianos.
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Introducio

O uso de cateteres tem sido de grande utilidade clinica j4 que permitem o acesso
rapido da corrente sanguinea, sendo utilizados para intimeras finalidades como a
administracdo de fluidos endovenosos, medicamentos, nutricdo parenteral total, hemodialises,
entre outras. No entanto estes dispositivos ndo estdo isentos de riscos de complicag¢des
mecanicas e infecciosas. As infecgdes relacionadas a cateteres constituem uma das principais
causas de bacteremia nosocomial priméria.'”

As Infeccdes da corrente sanguinea relacionada a cateteres (ICSRC) sdo responsaveis
por mais de 60% dos episddios de bacteremias nosocomiais em hospitais europeus. As altas
taxas de ICSRC associadas ao crescente aumento das taxas de resisténcia bacteriana tornam
essas infecgdes particularmente preocupantes.’ Sdo considerados, como relacionados ao
cateter venoso, tanto os episodios de infec¢do local, evidenciados pela colonizagdo do cateter,
quanto os episodios de infecgdo sistémica que ocorrem como resultado direto da presenca
dele. Varias condigdes tém sido apontadas como fatores de risco para o desenvolvimento de
ICSRC, tais como a durag¢do do cateterismo, a coloniza¢do cutanea no local da introdugdo do
cateter, a manipulagdo frequente da linha venosa, sua utilizagdo para medir a pressdo venosa
central, o tipo de curativo utilizado, a doenca bésica e a gravidade do estado clinico.*
Associados a esses fatores, mecanismos imunoldgicos imaturos € uso de sistemas de suporte
de vida invasivos fazem com que recém-nascidos (RN) principalmente prematuros sejam
particularmente susceptiveis a essas infec¢des. Aproximadamente 20% dos neonatos
prematuros com peso de nascimento muito baixo (inferior a 1.500g) experimentam uma
infeccdo sistémica durante sua estada inicial no hospital”.

Pessoa-Silva et al.® em um estudo epidemiologico de infeccdes nosocomiais

relacionadas a neonatos no Brasil, revelaram que assim como a pneumonia, as infeccdes da
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corrente sanguinea constituem as principais infecgdes nosocomiais que acometem neonatos, €
isso se torna substancialmente preocupante ao se tratar de neonatos com peso de nascimento
muito baixo. As infec¢des da corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateteres venosos
centrais (CVC) alcangaram nesse estudo a taxa de aproximadamente 35% dos casos
diagnosticados.

Segundo Pessoa-Silva et al.® 60% das mortes entre criangas em seu primeiro ano de
vida ocorrem durante o periodo neonatal. A mortalidade ¢ trés vezes maior em neonatos e
prematuros com peso de nascimento muito baixo que desenvolvem sepse do que aqueles que
ndo desenvolvem. Na verdade, a sepse ¢ responsavel por aproximadamente metade dos dbitos
de neonatos e prematuros com peso de nascimento muito baixo e em média na segunda
semana de vida.’

Em vista da importancia das ICSRC este trabalho de revisdo bibliografica tem como
objetivo abordar a patogenia, etiologia, diagndstico e prevencgdo destas infec¢des, com énfase

as infecgdes relacionadas a esses dispositivos em neonatos.

Patogenia e etiologia das infec¢des sanguineas relacionadas a cateter vascular

Os tipos de cateteres intravasculares sdo: cateter venoso periférico (CVP), cateter
central inserido perifericamente (PICC), cateter venoso central ndo tunelizado (¢ o tipo de
CVC mais utilizado), cateter venoso central tunelizado, cateter totalmente implantavel (CAT),
flebotomia, cateter da artéria pulmonar e cateter umbilical. Os CVCs podem ser classificados
quanto ao tempo de uso, tipo de material utilizado, tipo de implantag@o, pela presenga ou ndo
de valvulas e pelo nimero de lumens e vias.

As quatro vias pelas quais os microrganismos podem acessar 0s cateteres

intravasculares sdo: extraluminal, intraluminal, hematogénica ou via infusos contaminados



89

(Figura 1). A pele € a principal fonte para colonizacdo e infec¢do de cateter de curta duracio.
As bactérias que estdo na pele do paciente migram ao longo de sua superficie, colonizando a
extremidade distal, resultando em infec¢do.” Entretanto, esses microrganismos também
podem colonizar a superficie interna do cateter, onde esses se aderem e podem tornar-se
incorporados a um biofilme que permite a sustentacdo da infeccdo local e a disseminag@o
hematogénica. Essa colonizacdo intraluminal pode ocorrer através da manipulagido da conexao
e abertura do sistema pelo paciente ou por profissionais da area da saude. Quando cateteres
sdo utilizados por longos periodos, a colonizacdo intraluminal ¢ maior do que a extraluminal.
Por outro lado, a contaminacdo por via hematogénica ou infusio de substancias contaminadas

. . . 8,9,10
¢ relativamente incomum. ™
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Figural: Vias de acesso dos microrganismos aos cateteres intravasculares.

O material com o qual € feito o cateter e a viruléncia intrinseca do microrganismo
infectante sdo fatores patogénicos importantes. Os cateteres feitos com PVC e poliuretano sdo
menos resistentes a aderéncia microbiana em relagdo aos que sdo construidos com Teflon ®
ou silicone. Irregularidades em sua superficie favorecem a aderéncia de varios
microrganismos, como os Estafilococos Coagulase-Negativa (ECN), Acinetobacter

. . 11 , . .. - .
calcoaceticus e Pseudomonas aeruginosa.”” Além disso, certos materiais sdo mais



90

trombogénicos do que outros, uma caracteristica que também pode predispor a colonizagdo do
cateter. O S. aureus pode aderir a fibronectina, produzida pelo paciente, que recobre o
dispositivo. Além disso o polissacarideo extracelular (biofilme) produzido por ECN e
espécies de Candida, pode atuar como barreira a fagocitose e bloquear a penetragdo dos
antibiticos."!

As bactérias Gram positivas s@o os principais agentes isolados nessas infec¢des e os
ECN lideram em levantamento realizado pelo National Nosocomial Infections Surveillance
(NNIS) entre 1992 ¢ 1999'%, com 37% dos casos, seguido pelo Enterococcus com 13,5%, dos
quais 25,9% foram resistentes a vancomicina. Também o S. aureus se destaca correspondendo
a 12,6%, sendo mais da metade resistente a oxacilina. Os bacilos Gram negativos
correspondem a 14% dos microrganismos isolados, com destaque para crescente participagcdo
das enterobactérias produtoras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL). Espécies de
Candida spp. sdo responsaveis por 8% das ICSRC, sendo a Candida albicans associada com
48% dos casos, cedendo espaco a C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei com resisténcia
crescente ao fluconazol.

Através dos dados da Tabela 1, pode-se verificar a etiologia das infec¢cdes da corrente
sanguinea (ICS) nos anos de 1986 a 1989 e 1992 a 1999, com uma maior frequéncia de ECN

nos dois periodos analisados.
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Tabela 1: Microrganismos mais isolados em infec¢des nosocomiais da corrente sanguinea.

Microrganismo 1986-1989 1992-1999
(%) (%)
ECN 27 37
Staphylococcus aureus 16 13
Enterococcus 8 13
Bacilos gram-negativos 19 14
Escherichia coli 6 2
Enterobacter 5 5
Pseudomonas aeruginosa 4 4
Klebsiella pneumoniae 4 3
Candida spp. 8 8

Fonte: CDC"".

A Tabela 2 demonstra os dados apresentados pelo NNIS de Janeiro de 1992 a Junho

de 2004 quanto a incidéncia de infec¢des associadas a cateteres de acordo com o tipo Unidade

de Terapia Intensiva (UTI).
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Tabela 2: Incidéncia de ICSRC de acordo com o tipo de UTL

Tipo de UTI Taxa média 1000 cateteres/dia
Coronariana 3.5
Cardiotoréaxica 2.7
Neurocirurgia 4.6
Pediatrica 6.6
Cirurgica 4.6
Trauma 7.4
Queimadura 7.0
Respiratéria 4.8
Fonte: NNIS™

Mais de 90% das ICSRC estdo associadas com cateteres vasculares centrais.’ Estima-
se que 248.000 infec¢des sanguineas ocorrem em hospitais dos E.U.A. e acredita-se que uma
grande parte destas infeccdes estd associada com a presenca de um CVC.'* Os CVC inseridos
em veia jugular estdo associados com duas vezes e meia mais infeccdo que cateteres inseridos
em veia subclavia.”” A taxa de mortalidade atribuida a utilizacdo de cateter venoso central é de
12% a 25%, prorrogando a hospitalizacdo por 10 a 40 dias, onde se acrescenta custos para o

tratamento em torno de US$ 33.000-35.000 por paciente.'®"”

ICSRC em UTI neonatal

A maior susceptibilidade a infec¢do durante o periodo neonatal se deve as

deficiéncias no desenvolvimento do sistema de defesa no RN, tanto local como

A s 18,19,20,21
sistémica.'™!*2"
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A aquisi¢do da microbiota neonatal ¢ influenciada pela flora genital materna, o tipo
de aleitamento, o pessoal em contato, o ambiente onde o bebé nasce e permanece, pela flora
dos objetos e de outros RN desse ambiente. A coloniza¢do normal do RN inicia-se durante o
nascimento, com o contato com a mie € com o ambiente, até atingir um equilibrio e ser
estabelecida a flora normal enddgena neonatal *>>>>42>2¢

A pele s6 se torna madura por volta das 32° a 34° semanas de gestagdo, portanto os
recém-nascidos pré-termos (RNPT) sdo mais suscetiveis as infecgdes. As superficies epiteliais
da pele e mucosas do trato gastrintestinal e respiratdrio podem perder sua integridade com a
manipulacdo rotineira e agressiva dentro das unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN)
por meio de pungdes venosas, instalagdo de dispositivos invasivos, sondas nasogastricas,
tubos endotraqueais e outros, facilitando a entrada de microrganismos na corrente
sanguinea.”” O corddo umbilical, pelo aumento da permeabilidade e a coloniza¢do por
patogenos, também pode ser a porta de entrada para o agente infeccioso, principalmente pela
proximidade do sistema circulatério. Portanto criangas criticamente doentes que recebem
cuidados em UTIN tém risco aumentado de adquirir infec¢do hospitalar, devido a imaturidade
imunoldgica e uma série de diagndsticos invasivos e procedimentos terapéuticos.®

As ICS sdo as mais frequentes infecgdes nosocomiais em pacientes de UTINs.” A
incidéncia acumulada aumentou como resultado da maior taxa de sobrevivéncia entre recém-
nascidos e de uma maior utilizagdo de cateteres venosos centrais.”® Essas infec¢des em UTIN
contribuem significantemente para a morbidade hospitalar, bem como o aumento de custo
devido a prolongada hospitalizacdo sendo, portanto a complicagdo mais comum e grave
relacionadas a cateteres intravenosos.”'*’

De 1992 a 2004, a incidéncia de infec¢des sanguineas associadas a cateteres em UTIs

pediatricas segundo o NNIS" foi de 6,6 por 1000 cateteres/dia (Tabela 2). Em UTINS a taxa
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de infecgdo ¢ inversamente proporcional ao peso de nascimento do recém-nascido variando de
9,1 por mil cateteres dias em criangas com peso ao nascimento <1000g a 3,5 por 1000

cateteres dias em criangcas com peso de nascimento >2500 g (Tabela 3).

Tabela 3: Incidéncia de ICSRC em neonatos de acordo com o peso ao nascimento.

Peso (g) Taxa média 1000 cateteres/dia
<1000 9.1
1001 - 1500 5.4
1501 - 2500 4.1
>2500 3.5
Fonte: NNIS"

A disponibilidade de um acesso venoso seguro que possa permanecer durante periodo
de tempo prolongado ¢ muito importante em criangas em UTIs. Os CVC s3o usados
preferencialmente em UTINs por tempo mais prolongado, ao contrario do CVP, que ¢
indicado por um curto periodo de tempo, e possuem limitagdes como a dificuldade de acesso
e o tipo de medicamento que podem ser neles infundidos. Por isso, em UTIN ¢ geralmente
necessario o CVC que além de permitir infusdo de uma vasta gama de medicamentos, permite
infusdo de nutri¢do parenteral e pode ser até utilizado para monitorizacdo hemodinimica.**~>

Os PICCs sdo usados no tratamento de neonatos ha quase trés décadas e sdo os mais
utilizados ultimamente por apresentarem algumas vantagens: procedimento rapido, a veia
continua visivel apds a cateterizagdo, medicagdo irritante ou de alta osmolaridade pode ser
seguramente administrada, permitindo melhor controle de risco de contaminacdo. Também
deve ser lembrado que diminui a necessidade de varias tentativas de puncdo periférica
eliminando a dor e a instabilidade psicoldgica, e sdo recomendados para pacientes que

: : A 4
requerem acesso por mais de sete dias e menos de trés meses.>*’



95

No entanto, o acesso vascular central através dos vasos umbilicais em muitos casos
ainda se mantém como primeira op¢do. O uso desse cateter ¢ muitas vezes limitado pelas
graves complica¢des que pode ocasionar, incluindo trombose, perfuracdo vascular, necrose
hepética, perfuragdo cardiaca, enterocolite necrosante.’®?’ Entretanto, seguem tendo suas
indicagdes e podem ser muito uteis, sobretudo em situagdes de emergéncia (reanimagio) e em
recém-nascidos de muito baixo peso ao nascimento nos primeiros dias de vida. Os CVCs
inseridos cirurgicamente (flebotomia) apresentam maior risco de infec¢do quando comparados
aos demais tipos cateteres.’®

Dados sobre o risco de infeccdo sanguinea relacionados com PICC em pacientes
internados sdo limitados. Um estudo prospectivo realizado por Safdar e Maki'’ mostraram
que PICCs utilizados em pacientes de alto risco estdo associados com uma taxa de ICSRC
semelhante ao CVC convencional colocado na jugular interna ou veias subclavia (2 a 5/ 1.000
cateteres-dia), muito superiores as taxas de infec¢do com PICCs utilizados exclusivamente no

ambulatério (cerca de 0,4/1.000 cateteres-dia) e também superior as taxas de ICSRC com

CVCs tunelizados (cerca de 1/1.000 cateteres-dia).

Prevaléncia dos microrganismos isolados em ICSRC

Os ECN sdo os agentes freqiientemente isolados em ICSRC em neonatos, seguidos por
S. aureus e Candida parapsilosis. Das espécies de ECN, o S. epidermidis tem sido o mais
frequentemente isolado de infec¢des em neonatos e seu principal fator de viruléncia € a
capacidade de aderir a instrumentos médicos e de formar biofilmes.***** O S. haemolyticus
¢ a segunda espécie mais frequentemente isolada entre os ECN, e em seguida as espécies S.

. . . . .. 41424344
hominis, S. lugdunensis, S. warneri e S. capitis.” "=
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Os ECN s3o capazes de permanecerem viaveis no ambiente hospitalar e em
equipamentos médicos por semanas a meses. O aumento da incidéncia de bacteremia
nosocomial por ECN em neonatos nas ultimas décadas tem sido associado ao aumento da
sobrevivéncia de neonatos com peso de nascimento muito baixo, a sua longa permanéncia no
ambiente hospitalar e ao aumento do desenvolvimento de resisténcia a

e, 45,46,47,40,48,49
antibidticos. T

A maior freqiiéncia desse microrganismo ¢ devido a sua
predominancia na flora dos recém-nascidos. Atualmente os ECN sdo reconhecidos como
microrganismos essencialmente oportunistas que se prevalecem de inimeras situacdes
orgénicas para produzir graves infec¢des. Contudo, a interpretacdo de hemoculturas positivas
para os ECN ¢ particularmente dificil devido ao fato desses microrganismos colonizarem a
pele e as membranas mucosas durante a coleta de sangue. A esse respeito, investigadores tém
usado uma variedade de critérios clinicos e laboratoriais para distinguir contaminagdo de
bacteremia. Assim, o diagnostico de bacteremia tem sido feito com base nos dados clinicos
dos pacientes e no isolamento de microrganismos idénticos em duas ou mais hemoculturas.
Entretanto, como o volume sangiiineo é pequeno em recém-nascidos prematuros com baixo

peso, somente uma hemocultura é geralmente realizada para se evitar a necessidade e os

riscos de transfusdes devido a venopungdes constantes.

Diagnostico das ICSRC

Os marcadores clinicos apresentam uma pobre correlagdo, ndo sendo em muitos casos
suficiente para estabelecer o diagndstico, em virtude da sua pouca sensibilidade e
especificidade. Febre, associada ou ndo a calafrios, ¢ um marcador bastante sensivel, porém,

pouco especifico, especialmente em pacientes graves para predizer se esta infec¢do esta
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relacionada ao cateter vascular em UTIs.”® Sendo assim é de grande importincia a utiliza¢io

de técnicas microbioldgicas para confirmagdo deste tipo de infec¢ao.

Quando o paciente apresenta bacteremia, se questiona se o cateter ¢ a fonte primaria
dos microrganismos presentes no sangue. A incapacidade de obter as culturas e de abordar
esta questdo pode levar a um diagnodstico falso-negativo ou falso-positivo. Um diagnostico
falso-negativo certamente pode aumentar a morbidade, enquanto um falso positivo pode
resultar na remog¢ao desnecessaria do cateter ou na inadequada prescri¢do de antibidticos. Este
resultado € particularmente perigoso porque promove o aparecimento de patdgenos resistentes
aos antibioticos e gera custos excedentes.”!

Para realiza¢do do diagnostico de infecg¢do relacionada ao uso de cateter devem-se
definir algumas categorias dos diferentes fendémenos infecciosos:*'

e (Colonizag¢do do cateter: crescimento significativo de um microrganismo
em cultura quantitativa (= 1000 UFC/ml) ou semiquantitativa (> 15
UFC) da ponta do cateter, do segmento subcutaneo ou da conexao, esse
fendmeno ndo implica bacteremia e nem requer tratamento.

e Infeccdo localizada: Com isolamento de microrganismo ou nio,
podendo ser associada com eritema, edema e exudato purulento,
podendo associar-se a outros sintomas e sinais de infec¢do como febre,
com ou sem a presenca de infeccdo da corrente sanguinea
concomitante.

e Infeccdo sistémica associada com cateter: Bacteremia ou fungemia em
paciente com cateter com uma ou mais hemoculturas periféricas
positivas, com presenca de dois ou mais dos seguintes sinais e

sintomas: febre (> 38 °C), hipotermia (< 36 °C), apnéia, bradicardia ou
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sinais de choque, além da presenca de pelo menos uma hemocultura
positiva em paciente cujo cateter vascular apresentou cultura
semiquantitativa positiva.com manifesta¢des clinicas de infec¢do (febre
(> 38 °C), hipotermia (< 36 °C), hipotermia, apnéia, bradicardia ou
sinais de choque) e sem outra fonte aparente de infec¢do além do
cateter, apresentando 0 mesmo microrganismo no cateter € na
hemocultura no diagnostico microbioldgico.

A referéncia dos métodos de diagnostico das ICSRC ¢ baseada em técnicas de cultura
da ponta do cateter apds a sua remogdo. No entanto, nem todos os CVC removidos por causa
de uma suspeita de infec¢do provam realmente estar infectados, e o diagndstico € sempre
retrospectivo. Esta é a razdo porque novas técnicas diagnosticas que ndo exigem a retirada do

. 52
cateter foram desenvolvidas.

Métodos de diagndsticos baseados na remocgdo do cateter

As técnicas microbiologicas mais comuns sdo as técnicas baseadas na remogdo do
cateter: cultura qualitativa, cultura semiquantitativa (Maki) e cultura quantitativa. O
procedimento qualitativo baseia-se na cultura da ponta do cateter em um meio de cultura
liquido, sendo o resultado positivo indicado pela turvagcdo do meio. Esse método ndo estd em
uso atualmente, devido a baixa especificidade (75%), apesar de sua alta sensibilidade
(100%).7

55 . . ..
1.>° ainda é a referéncia

O método semiquantitativo proposto por Maki et a
internacional de diagnoéstico, e ¢ utilizado como o padrdo em qualquer estudo que avalia

diferentes métodos diagndsticos. Esse método consiste em rolar a ponta distal do cateter (3-5

cm) na superficie da placa de agar sangue por no minimo quatro vezes. O crescimento > 15
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unidades formadoras de colénias (UFC) indica colonizagdo significativa do cateter®.
Marconi et al.”’ para determinagdo do melhor ponto de corte para o diagndstico de ICSRC em
neonatos da Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu verificaram que o ponto de corte de 122 UFC, apresentou uma sensibilidade de
91%, especificidade de 81,1%, com um valor preditivo positivo (VPP) de 41,7% e um valor
preditivo negativo (VPN) de 98,4%, comparado com a sensibilidade de 91,0%, especificidade
de 71,6%, e VPP de 32,3% com o ponte de corte de 15 UFC, como recomendado pelo
cpc."

Para evitar a falta de deteccdo de microrganismos presentes no limen do cateter um
sistema de cultivo foi desenvolvido por Cleri et al.”® onde as culturas quantitativas sdo obtidas
por lavagem da por¢do interna do cateter com meio de cultura. O numero de unidades
formadoras de colonias ¢ determinado pela semeadura de dilui¢des desse caldo e contagem do
numero de coldnias. Os autores definiram o valor > 10° UFC/ml como sendo significativo,
sendo esta definicdo baseada na comparagdo desses resultados com a evidéncia de bacteremia
associada ao cateter. Esse procedimento foi modificado por Brun-Buisson et al.** para uso em
rotina, o qual consiste na lavagem da superficie interna da ponta do cateter com 1,0 ml de
agua estéril, seguida de agitacdo em vortex por 1 minuto e semeadura de uma aliquota de
100ul na superficie de uma placa de agar sangue. A contagem apds incubagdo a 37°C por até
72h de 100 coldnias (ponto de corte > 10> UFC/ml) indica colonizagdo significativa do
cateter. Este teste apresentou em uma Meta-analise um uma sensibilidade de 100%,
especificidade de 92%, VPP de 45% e um VPN de 100%.>

O valor preditivo dessas culturas pode variar dependendo do tipo e local do
dispositivo endovenoso ¢ da fonte da colonizagdo. Para aqueles inseridos ha mais de uma

semana, onde a disseminag¢do intraluminal da bactéria ocorre a partir da conexao do cateter, o
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método semiquantitativo € menos sensivel quando comparado com os métodos quantitativos
que detectam amostras das superficies internas e externas do cateter.”

Uma desvantagem dessas metodologias de cultura semiquantitativa e quantitativa ¢ a
necessidade de retirada do cateter para a realizagdo da cultura, de forma que outras
metodologias de diagndstico de ICSRC que dispensam a retirada do dispositivo devem ser
consideradas. Os métodos mais promissores sdo aqueles que permitem a manuten¢do do
acesso. Esta vantagem ¢ particularmente marcante em pacientes criticos, com dificuldade de
acesso, ¢ naqueles com cateteres de longa permanéncia. Isso tem levado ao uso de novas

técnicas para o diagndstico de ICSRC sem remogéo do cateter.

Métodos baseados na permanéncia do cateter

Os procedimentos para a avaliagdo das ICSRC sem a remogdo do cateter incluem a
escovacdo intraluminal do cateter proposta por Markus et al.° onde se utiliza uma escova
estéril que ¢ passada na por¢do intraluminal do cateter. Essa escovacdo pode capturar
biofilme, microrganismos e trombos de fibrina. Os poucos estudos desta técnica tém mostrado
resultados discordantes quanto a sensibilidade, especificidade e riscos para o paciente.®

Rusforth et al.*’ descreveram uma nova técnica em 1993, onde aproximadamente 1 ml
de sangue ¢ aspirado pelo cateter e colocado em um tubo contendo 1,2 ml de solugdo salina
hipotdnica e submetido a centrifugacdo. Posteriormente o sobrenadante ¢ descartado e corado
em uma ldmina com laranja de acridina (0,001%) e examinado sob luz ultravioleta para
visualizacdo dos microrganismos. Esta ¢ uma técnica simples, rdpida (30 min) e barata e
apresenta uma sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 87%, 94%, 87% e 93%,

. 1 . 59
respectivamente, segundo uma meta-analise realizada por Safdar et al.
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As hemoculturas quantitativas diferenciais de amostras colhidas simultaneamente do
cateter ¢ de uma veia periférica sdo também utilizadas para o diagnostico das ICSRC. Esse
método € considerado positivo quando culturas sdo positivas em ambos as amostras e a
concentragdo de microrganismos presentes na cultura da amostra coletada a partir do
dispositivo ¢ de 3 a 5 vezes maior que a cultura da amostra periférica. Por outro lado, quando
a fonte da bacteremia ndo € o cateter, a contagem de microrganismos ¢ semelhante nas duas
amostras. A sensibilidade deste método varia de 79 a > 80% e especificidade de 94 a
100%.°% Esta técnica pode facilitar o acompanhamento da eficicia do tratamento
antibacteriano que deve ser efetuado se o cateter ¢ deixado no local, porém normalmente, os
hospitais ndo t€ém metodologias para hemoculturas quantitativas e essa técnica ndo ¢ utilizada
rotineiramente na pratica clinica.®®>°

Outra metodologia que pode ser utilizada sem a remoc¢do do cateter foi descrita por
Blot et al.®” na qual o tempo de positividade diferencial (DTP) de amostras pareadas,
coletadas através do cateter e pela pungdo venosa indicam ICSRC. O DTP ¢ obtido a partir
dos métodos de monitorizagdo continua de crescimento de microrganismos no sangue
(BACTEC, BactAlert). Esse método € considerado positivo para ICSRC quando a amostra de
sangue coletada do cateter torna-se positiva 2 horas antes da hemocultura coletada por veia
periférica. O valor desta técnica provavelmente ¢ maior em pacientes com CVC de longa
permanéncia, em virtude da via endoluminal ser a rota predominante de colonizagdo destes
cateteres, enquanto nos CVCs de curta permanéncia ha o predominio da superficie externa do
cateter como via de colonizacgdo e infec¢do. Outra questdo frequente ¢ quanto a necessidade
de coleta de amostras de todas as vias do CVC quando este apresenta multiplos limens.
Dobins et al.®® estudando CVCs de triplo limen, observaram que na coleta randomica de

apenas um dos lumens foi detectado apenas 60% dos CVCs colonizados e associados com
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ICSRC. Portanto para estes autores cada lumen deveria ser considerado como possivel fonte
de ICSRC. Em estudo de Safdar et al.”’ esse método apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 94% e 99%, respectivamente ¢ um VPP e VPN de 94% e 91%,

respectivamente.

Meétodos genotipicos no diagnostico das ICSRC

Para a elucidag¢do das ICSRC ¢ fundamental determinar a similaridade das linhagens
de microrganismos isoladas das pontas de cateteres e das hemoculturas. Os testes bioquimicos
podem determinar o género e a espécie do microrganismo em questdo, e o antibiograma pode
determinar a similaridade das amostras isoladas de cateter ¢ hemocultura a partir do perfil de
resisténcia da bactéria presente nas amostras, auxiliando ndo s6 no tratamento das ICSRC,
mas também no diagnostico dessas infeccdes. Em estudo comparativo entre técnicas
moleculares e métodos microbioldgicos na determinagdo das fontes de infec¢cdes nosocomiais
Martin-Lozano et al.*” avaliaram a utilidade do antibiograma para estudos epidemioldgicos e
concluiram que o diagnostico da fonte de bacteremia utilizando-se de critérios clinicos
convencionais e/ou microbiologicos, incluindo antibiograma, nem sempre sdo precisos €
suficientes.

Buscando-se metodologias com especificidade e sensibilidade mais refinadas e que
sejam capazes de estabelecer relagdes genéticas entre os isolados obtidos de cateteres e
hemoculturas no diagnostico de ICSRC, surgiram técnicas de tipagem molecular que podem
representar um potencial discriminatdrio adicional, principalmente em infec¢des onde o
patégeno pode fazer parte da microbiota normal, e o entendimento das relagdes entre esses

microrganismos ¢ fundamental para a elucidagdo das ICSRC.
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Os sistemas de tipificacdo molecular podem ser empregados para investigagdo de
surtos, confirmagdo e delineamento dos padrdes de transmissdo de um ou mais clones, testes
de hipoteses sobre a origem e veiculos de transmissdo destes clones e monitoramento de seus
reservatorios. A andlise molecular também ¢é util para a realizacdo de levantamentos
epidemioldgicos e avaliagdo de medidas de controle por meio da documentag@o, da ocorréncia
de determinadas cepas ao longo do tempo e circulagio de clones em populagdes
infectadas.”®”!

A aplicagdo e a interpretagdo de ferramentas de tipagem microbiana em estudos
epidemioldgicos requerem a compreensdo das limitagdes das técnicas. Além da
confiabilidade, uma técnica ¢ considerada valida quando sua habilidade de discriminagdo
entre cepas ¢ satisfatdria e uma base bioldgica para o agrupamento de cepas com tipos
aparentemente distintos é possivel.”” Existem vérias técnicas de tipagem molecular que se
fundamentam na diferencia¢do de padrdes de perfis genotipicos analisados em amostras de
DNA total ou digeridos através de enzimas que fragmentam o DNA em diferentes partes e
que podem ser analisados por meio de seus diferentes perfis de restricdo. Contudo, os padrdes
de perfis sdo nitidamente complexos e os isolados necessitam ser separados através de
eletroforese.”

Baseado nos principios da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) o avango da tipagem
molecular foi facilitado, surgindo varias outras técnicas: o RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphic DNA based PCR), REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence
based PCR), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence PCR),
AFLP (Amplified-Fragment-Length Polymorphism) e mais recentemente a técnica de Sau-
PCR (Restriction Endonuclease Sau3Al Fragment Polymorphism), que podem ser utilizadas

na analise do polimorfismo bacteriano.
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Em 1984, Schwartz ¢ Cantor’* descreveram a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), introduzindo uma nova maneira de separar o DNA, onde o tamanho limite de
separacdo de DNA em agarose foi ampliado de 30-50 kb para bem mais de 10 Mb (10.000
kb). Em vez da clonagem de um grande nimero de pequenos fragmentos de DNA, o PFGE
permite a clonagem e andlise de um niimero menor e de grandes dimensdes de partes de um
genoma. O método de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ¢é a ferramenta de tipagem
molecular mais difundida e utilizada no mundo e é considerada como método de escolha para
diversos microrganismos, como por exemplo, S. aureus resistente a meticilina (MRSA).”>"
Em geral, PFGE ¢ a técnica de tipagem molecular mais reprodutivel e discriminatoria
disponivel. As maiores dificuldades relacionadas ao PFGE sdo a dificuldade da técnica de
implementag¢do e o custo inicial do equipamento. A preparacdo de uma amostra de DNA
genomico apropriado requer em meédia de 1 a 3 dias, dependendo do organismo testado.
Entretanto, uma vez que o método ¢ implementado no laboratério, ele pode ser prontamente
aplicado a uma grande quantidade de microrganismos com apenas algumas modificagdes
minimas.”’

Gori et al.”®, em estudo comparativo entre as técnicas de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e PFGE para tipagem de cepas Klebsiella pneumoniae ESBL, verificaram
que ambas as técnicas demonstraram concordancia de resultados e discriminagdo de grupos
epidemiologicamente relatados dessas cepas. Mais variantes subclonais foram determinadas
entre os clones epidémicos pela analise do PFGE do que a técnica de RAPD. Sendo assim,
ambos sdo Uteis para tipagem de cepas de K. pneumoniae em investigagdes epidemioldgicas,
entretanto o método de RAPD mostrou-se mais eficiente em relagdo a sua viabilidade e custo.
Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por Renders et al.”’ para cepas de P.

aeruginosa que concluiram que a técnica de RAPD pode ser usada com confianga como
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primeira triagem nos estudos epidemioldgicos e ndo como Unica técnica de tipagem
microbiana, entretanto, a habilidade na avaliagdo das taxas de evolugdo molecular das cepas
depende da escolha das enzimas de restri¢do e dos primers, tanto se tratando de RAPD quanto
PFGE. Outros estudos recomendam a utilizagdo de ambas as técnicas de RAPD e PFGE
visando aumentar o poder discriminatorio.*™*®" O método de REP-PCR usa primers
especificos que se liga a multiplas seqiiéncias repetitivas ndo-codificadoras (geralmente 30 a
500pb) espalhadas pelo genoma bacteriano. Sendo uma estratégia estabelecida para a
classificagdo de subespécies e para o delineamento de cepas das bactérias. Os multiplos
amplicons do DNA de diferentes tamanhos e de varias quantidades (intensidades) sdo gerados
durante o PCR.**™

SAU-PCR ¢ uma técnica baseada na digestdo do DNA gendémico com a endonuclease
de restri¢do Sau3Al e subsequente amplificacdo com seqii€ncia de primers que ¢ baseado no
reconhecimento Sau3Al. O método foi testado em cepas de bactérias lacticas, mas poderia ser
proposto para praticamente qualquer organismo cultivavel. O Sau-PCR pode ser considerado
uma possivel alternativa para a técnica de RAPD, nos casos em que os niveis de
reprodutibilidade e polimorfismo ndo sdo satisfatérios, e também como uma alternativa mais
viavel economicamente quando a abordagem for a utilizacdo de enzimas de restri¢do e
amplificacdo em relacdo a técnica de AFLP. Seu sitio de ligagdo, GATC, ¢ de 4 pb de
comprimento com valores percentuais de G+C de 50, o que a torna capaz de produzir um
grande numero de pequenos fragmentos da digestdo total do DNA da maioria dos
microrganismos. Esta enzima gera cortes coesivos (sticky-ends) com 4 pares de bases nas
extremidades. Além disso, todos os primers sdo dotados de 7 nucleotideos de cadeia longa
CCGCCGC na extremidade 5°, que ndo participa do anelamento inicial (fase de baixa

estringéncia), com o objetivo de conferir, através apenas do uso de C e G, uma temperatura de
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anelamento convenientemente alta para amplificacdo dos sucessivos ciclos de alta
estringéncia.®

A técnica de ERIC-PCR ¢ baseada na andlise de seqiiéncias cromossomais repetidas,
que tem sido usada para a caracteriza¢do clonal de diferentes espécies de enterobactérias e
para o estudo da relagdo genética entre isolados. Entretanto, o ERIC-PCR tem sido utilizado
com éxito para a diferenciagdo clonal de cepas de Shigella sonnei, Salmonella typhimurium e
Vibrio cholerae®®®’ | e no estudo de variabilidade genética de E. coli patogénicas para aves.*®

Estudos comparando os métodos de RAPD-PCR, REP-PCR e ERIC-PCR concluem
que a validade do método de epidemiologia molecular depende do microrganismo estudado,
por exemplo, segundo Cartelle et al.** apesar das técnicas de ERIC-PCR e RAPD-PCR
apresentarem os mesmos numeros de gendtipos para Klebsiella pneumoniae, a técnica de
ERIC foi o melhor método baseado em PCR para tipagem desse microrganismo, entretanto
para amostras de Acinetobacter baumannii a melhor técnica de tipagem foi o REP-PCR.

A técnica de REP-PCR possui grande capacidade discriminatéria e reprodutivel em
relacdo ao PFGE para diversas espécies de enterobactérias e também para algumas
leveduras.**%+%*

Uma excelente correlag@o foi obtida entre os resultados das analises com RAPD-PCR
e ERIC-PCR para tipagem de Aeromonas spp., sendo que todas as cepas apresentaram mesmo
perfil tanto nas andlises com RAPD-PCR quanto nas andlises nas andlises com ERIC-PCR,
confirmando o bom poder discriminatério dessas técnicas para essa espécie. Entretanto, os
autores ndo recomendam a técnica de REP-PCR para tipagem de Aeromonas spp., pois
através dela ndo foi possivel analisar todas as cepas, demonstrando a presenca de baixo
nimero de produtos amplificados, sugerindo que seqiiéncias palindromicas extragénicas

repetitivas podem ndo estar amplamente distribuidas no genoma de Aeromonas spp.”°
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Prevencao das ICSRC

As medidas para minimizar o risco de infeccdo associada com terapias intravasculares
devem encontrar um equilibrio entre a seguranca do paciente e a relagdo custo-beneficio."!
Esforgos intensivos tém sido dispensados com vista a prevengao e controle dessas infecgdes,
por meio de agéncia local, estadual e federal, sociedades de profissionais, universidades,
institutos de pesquisa, organizagdes nacionais e internacionais. Assim, programas
educacionais baseados em evidéncias, juntamente com estratégias que reforcem o
comportamento profissional desejado, figuram como instrumento valioso para modificar as
atitudes dos profissionais de cuidado a saude.”

A Europa e os Estados Unidos sdo destaque na utilizacdo das estratégias educacionais
como instrumentos facilitadores para diminui¢do das taxas de infec¢do relacionadas a
cateteres vasculares, nesse sentido nos Estados Unidos o Guideline publicado pelo CDC',
recomenda a prevenc¢do de ICSRC em varias categorias baseadas em evidéncias, ou seja,
utiliza resultados de pesquisas, envolvendo estudos experimentais, estudos clinicos ou
epidemioldgicos para recomendar a implementacdo de uma determinada medida de prevengao

(Tabela 4).
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Tabela 4: Categorias segundo CDC."!

Categorias Natureza do Estudo
IA Fortemente recomendado para implementacdo e fortemente embasado por
estudos experimentais, clinicos ou epidemioldgicos bem elaborados.
IB Fortemente recomendado para implementagdo e embasado por alguns

estudos experimentais, clinicos ou epidemioldgicos e uma racionalidade
teodrica forte.

IC Exigido por regulamentacdes, regras ou padronizacdes estatais ou
federais.
II Sugerido para a implementacdo embasada por estudos clinicos sugestivos

ou epidemioldgicos ou uma racionalidade teorica.
Nao resolvido  Préticas para as quais a evidéncia ndo ¢ suficiente ou ndo ha consenso em
relacdo a existéncia de eficacia.

Fonte: CDC'".

Segundo o CDC, formag¢do e educacdo da equipe de saude, incluindo técnicas de
passagem, cuidados de manuten¢@o e inser¢do de cateteres vasculares sdo classificadas como
IA. Sherertz et al.”* relataram que um programa de educagdo de médicos em formacdo pode
diminuir o risco de ICSRC. Um curso de 1 dia em praticas de controle de infecg¢do e sobre os
procedimentos de inser¢do de acesso vascular demonstrou reduzir a taxa de infec¢do em 73%,
de 3.3 para 2.4 por 1000 cateteres/dia.

Yilmaz et al.”, observaram melhora significativa (p = 0,004) na taxa de ICSRC
apds um periodo de treinamento. A taxa de infec¢@o foi baixa durante os primeiros 3 meses de
treinamento, mas aumentou 2,08 vezes apds o terceiro més. Os autores concluiram que o
treinamento regular dos profissionais que estdo no comando da inser¢do e manutencdo de
cateteres € altamente eficaz na reduc¢éo das taxas ICSRC.

Com relagdo a técnica de inser¢do do cateter, diversas recomendacdes baseadas em
evidéncias IA estdo disponiveis, incluindo as técnicas de inser¢do asséptica. De acordo com

as orientacdes, a inser¢do € a manutengao dos cateteres venosos centrais, exigem uma atengao
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especial a rigorosa higiene das maos, portanto a pun¢do do acesso deve ser sempre precedida
pela higienizacdo das maos. A limpeza das mios deve ser realizada com agua e sabdo ou um

At . 94,95
antisséptico como o alcool’*’

e o uso de luvas ndo ¢ considerado um substituto para uma boa
higiene das maos.

As diretrizes recomendam uma desinfec¢do da pele do paciente com um produto a
base de clorexidina 2% antes da inser¢@o do cateter. Outros antissépticos sdo aceitdveis para a
utilizacdo na pele, como a tintura de iodo, lodéforos, e solugdes de 4lcool 70%.
Antissépticos contendo iodo podem prejudicar a glandula tiredide do recém-nascido e ndo
devem ser utilizados com cateter umbilical.”*” A literatura ¢ vasta no que tange a avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos antisséticos; e, tem demosntrado a eficacia da utiliza¢do de
clorexidina 2% quando comparada com preparacdes a base de tintura de iodo 10% ou alcool
70%. Em um estudo de meta-analise com 08 ensaios clinicos controlados randomizados,
Chaiyakunapruk et al.”’ demonstraram que a incidéncia de ICSRC foi significantemente
menor em pacientes cuja antissepsia do sitio de inser¢do ocorreu com clorexidina. Young et
al.”® avaliaram o uso de cloroxedina 2% na insercdo de CVC comparado com solu¢do a base
de iodo na concentragdo de 10%, e comprovaram redug¢do de ICSRC de 11,3 por 1000
CV(C/dia para 3,7 por 1000 cateteres/dia.

Quanto a técnica de insercdo do cateter, especialistas recomendam a utilizacdo de
barreiras maximas estéreis, que incluem o uso de avental, luvas e campos estéreis, além de
gorro e méscara visando a prevengdo de infecgdes associadas ao dispositivo.'”®

Além das competéncias profissionais, a escolha do local de inser¢do deve também
levar em consideragdo fatores inerentes ao paciente, como deformidades anatomicas,

. L A . 11
traqueostomia, complicagdes mecanicas € o risco de sangramento, entre outros.
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Ainda quanto aos fatores de risco envolvidos, a utilizagdo de CVC de multiplos
lumens resulta em vantagens para pacientes que necessitam de diversas medicagdes
intravenosas, testes laboratoriais, transfusdes de hemoderivados e nutri¢do parenteral. Desde a
sua introdugdo, esses cateteres tém sido preferidos para pacientes que exigem um acesso
central. No entanto, podem induzir a taxa mais altas de colonizacdo e ICSRC devido a
freqliéncia de manipula¢do, com possibilidade de inoculagdo de microrganismos, portanto a
utilizagdo de CVC com o niimero minimo de lumens ¢ essencial para o tratamento do paciente
conforme recomendagio com grau de evidéncia IB do CDC."!

De acordo com o CDC'' o uso de antibidticos tépicos (polimixina, bacitracina e
neomicina) no sitio de insercdo do cateter ndo ¢ recomendado. Os estudos realizados em
relagdo a esse aspecto ndo foram capazes de determinar seu efeito profilatico, além disso,
pode promover infec¢des fungicas e resisténcia antimicrobiana.

Pelas recomendagdoes da categoria IA também ndo é apropriada a utilizacdo de
frascos com multiplas doses de medicag@o. O acesso ao diafragma do recipiente de multiplas
doses deve se manter estéril e ser limpo com uma solucdo alcoolica 70% antes da retirada do
fluido. Apenas dispositivos estéreis devem ser utilizados para retirar o conteudo do frasco e, o
frasco deve ser eliminado se héd suspeita da contamina¢do do conteudo. Uma vez aberto, o
recipiente de multiplas doses deve ser colocado na geladeira apenas se recomendado pelo
fabricante.”®' 1!

Em se tratando de curativos no local de inser¢do do cateter, os mais utilizados nos
cateteres vasculares sdo os transparentes semipermedveis de poliuretano, assim como os
realizados com gaze e fita adesiva (categoria IA'). A taxa de coloniza¢do de curativos
transparentes ¢ compardvel aqueles com gaze. Em estudo realizado por Maki e Ringer102 a

colonizag¢do de cateteres com curativos transparentes foi de 5.7%, e a com curativos feitos
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com gaze de 4.6%, ndo revelando diferenga significativa na incidéncia de colonizagdo do
cateter ou flebites. E importante destacar que aspectos relacionados a curativos sio complexos
e controversos, todos t€ém vantagens e desvantagens.103 O curativo transparente promove a
visualizag¢do do sitio de inser¢do e as trocas sdo menos frequentes, porém, pode favorecer a
formacdo de umidade, ndo sendo recomendado em pacientes que apresentam intensa saida de
exsudato. Nos casos que houver drenagem (sangue ou fluido corporal) o curativo com gaze é
preferido.'®!!

Cateteres cobertos com agentes antimicrobianos ou antissépticos podem diminuir o
risco de ICSRC e potencialmente diminuir os custos hospitalares associados com o tratamento
dessas infecgdes, apesar do custo desses dispositivos. Esses cateteres tém sido aprovados pelo
FDA para uso em pacientes com peso > 3 Kg“. A decisdo do uso de cateteres impregnados
com antimicrobianos e ou antissépticos deve ser baseada na melhora da prevencdo de ICSRC
ap6s os procedimentos padrdes terem sido implementados, tais como a educagdo da equipe,
precaucdes de barreira maxima, e uso de 2% de clorexidina na antissepsia da pele.''

Com a infusdo de heparina e vancomicina em CVC, Schwartz et al.”* diminuiram a
freqiiéncia de bacteremia relacionada ao cateter por microrganismos sensiveis a vancomicina,

que colonizam o lumen de cateter. Em um estudo realizado por Garland et al.*®

0 Uuso
profiladtico de vancomicina-heparina para a prevengdo de ICSRCs em UTIN reduziu
acentuadamente a incidéncia de ICSRC em neonatos de alto risco e ndo promoveu a
resisténcia a esse antimicrobiano, mas foi associado com hipoglicemia assintomatica.
Entretanto, Segundo recomendagdo do CDC (categoria IA) ndo é aconselhdvel o uso rotineiro
de solucdes antimicrobianas, especialmente aquelas que contém vancomicina para a

preven¢do de infec¢des sanguineas. A lavagem do cateter com uma solug¢@o antimicrobiana

pode ser considerada em circunstancias especiais, tais como quando um paciente tem uma
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historia de multiplas infecgdes sanguineas e a utilizagdo de cateter por longos periodos, € a
instituicdo ja aderiu a um rigoroso processo de controle de infecgdo (CDC,2002). O uso de
vancomicina como agente profildtico na prevencdo de ICSRC ¢ um fator de risco
independente para aquisicdo de enterococos resistentes a vancomicina, bem como, 0 uso
prolongado desse antimicrobiano pode levar a emergéncia de estafilococos com resisténcia
intermedidria a vancomicina.

A remocdo dos dispositivos intravasculares assim que seu uso ndo for necessario ¢

recomendacio com grau de evidéncia IA do CDC."

Novas perspectivas no controle das infec¢des relacionadas a cateteres

O biofilme ¢ responsavel pela maioria das infeccdes bacterianas e por 65% das
infec¢des relacionadas ao cateter vascular. A formacdo de biofilme foi considerada como
resultado de adesdo, formagao de microcolonias e producdo de polissacarideos extracelulares
pelos microrganismos. Apos 24 horas de inser¢do, a maioria dos CVC pode se tornar
colonizado por microrganismos envolvidos em um biofilme sobre a superficie do cateter, e
apos oito dias de permanéncia, dentro do lumen do cateter. Em alguns casos os
microrganismos proliferardo em nimero suficiente resultando em ICSRC. Nesse contexto, a
determinagdo da producdo de biofilme por microrganismos isolados dessas hemoculturas
colhidas do cateter pode contribuir para a tomada de decisdo de retirada ou ndo do dispositivo,
pois o biofilme contribui com a sobrevivéncia do microrganismo presente no cateter, pois
impedem a penetragdo dos antimicrobianos conferindo maior resisténcia aos
microrganismos.”’

Atualmente s3o utilizados diversos métodos para deteccdo de biofilmes em

Staphylococcus e ainda em complemento a esses métodos sdo utilizados os moleculares
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(Reacdo em Cadeia da Polimerase, PCR), que fornece evidéncia direta das bases genéticas da
producdo de biofilme. Entretanto existem métodos mais simples disponiveis, que poderiam
ser utilizados na rotina de um laboratoério clinico, como os métodos qualitativos descrito por
Christensen et al.'™ ¢ 0 método Agar Vermelho Congo (AVC) descrito por Freeman et al.'®®
O mais comumente usado ¢ o método de aderéncia ao tubo descrito por Christensen et al *°**.
Varios autores utilizaram esse método obtendo resultados confiaveis, € mostrando ser
eficiente com excelente sensibilidade e adequada especificidade, fornecendo diagndstico
confiavel e adequado para uso em rotina ."!

Virios sistemas reguladores estdo envolvidos na determinag¢do da viruléncia de S.
aureus, de todos esses sistemas regulatorios existentes, os mais caracterizados sdo o agr € o
sar'®. O sistema agr engloba dois operons transcritos em dire¢do oposta. O operon transcrito
a partir de P2 codifica a molécula de RNA II, que regula a expressdao dos genes agrB, agrD,
agrC e agrA que interagido com o sitema sar controla a transcrigdo de um RNAm, chamado
RNAIII que controla a expressdo dos genes de viruléncia de S. aureus. Na fase logaritmica de
crescimento bacteriano ocorre a expressdo dos genes que codificam adesinas, enquanto na
fase estaciondria a molécula de RNAIII inibe a expressdo dos genes que codificam adesinas e
induz a expressdo dos genes que codificam toxinas. O sistema agr ¢ controlado pelo quorom
sensing, linguagem utilizada pelas bactérias que quando estdo em alta densidade celular
podem “sentir” qual o melhor momento para expressar os fatores de viruléncia e garantir que
o ataque conjunto ao hospedeiro seja eficiente. O principio do quorom-sensing é simples,
quando uma Unica bactéria libera um auto-indutor no ambiente, sua concentragdo ¢ muito
baixa para ser detectada; no entanto, quando um nimero suficiente de bactérias estd presente a

concentracdo de auto-indutores alcanga um nivel suficiente para fazer com que as células

respondam ao estimulo, ativando ou inibindo genes alvo.
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Uma nova forma de prevenir a colonizagio e formagao de biofilme por S. aureus e S.
epidermidis ¢ interferir com essa comunicacdo célula-célula que leva ao fendtipo de
viruléncia. A sintese de RNAIII é regulada por um mecanismo de quorom-sensing e pode ser
inibida por um peptideo inibidor de RNAIII (RIP). O RIP ¢ um peptidio linear de sete
aminoacidos produzido por estafilococos coagulase-negativa (sugerido ser S. warneri ou S.
xylosus) e tem a seqiiéncia YSPXTNF, onde X pode ser uma cisteina, um triptofano, ou um
aminoéacido modificado.'””'® Ambos, RIP natural ¢ um analogo sintético YSPXTNF sio
extremamente efetivos na inibi¢do da sintese de RNAIII in vitro e in vitro. Estudos mostram
que quando S. aureus ¢ pré-incubado na presenca de RIP, o potencial patogénico da bactéria é
grandemente reduzido. Varios estudos com modelos animais tém verificado forte atividade na
prevencgdo de infec¢des por S. aureus, incluindo aquelas causadas por linhagens resistentes as
drogas, como S. aureus meticilina resistentes (MRSA) e S. aureus vancomicina
intermediarios (VISA).'"1%®

Estes resultados suportam a hipétese que RIP poderia ser usado para cobrir cateteres
para prevenir a colonizagdo e conseqiientes infecgdes relacionadas a esses dispositivos. A
prevencao de formagao de biofilme por RIP pode portanto ndo s6 diminuir a taxa de infec¢@o,

mas também preservar a suscetibilidade das bactérias aos antibidticos (Cunha, 2009).

Conclusoes

As ICSRC sdo responsdveis por grande parte dos episodios de bacteremias
nosocomiais e constituem uma das principais infeccdes que acometem neonatos prematuros
de baixo peso. A maioria das infec¢des sanguineas relacionadas com cateteres vasculares
(ICSRC) ¢ causada pelos Estafilococos coagulase-negativa (ECN), sendo a patogénese dessas

infeccdes complexa e especula-se estar diretamente relacionada a aderéncia dos
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microrganismos, que se tornam capazes de colonizar o dispositivo, formando o biofilme, que
potencializa sua patogenicidade.

O diagnostico definitivo das ICSRC ¢ estabelecido quando o cateter ¢
significativamente colonizado com o mesmo microrgansimo encontrado na hemocultura. Vale
acrescentar que a falta de padronizagdo de critérios clinicos, diagndsticos e a diversidade de
conceitos de infec¢cdo, comprometem os sistema de vigilancia epidemioldgica das infeccdes,
bem como, dificulta a generalizacdo dos resultados de pesquisas realizadas. Os marcadores
clinicos apresentam uma pobre correlacdo nas ICSRC, ndo sendo em muitos casos suficiente
para estabelecer o diagnostico, sendo assim de grande importancia a utilizagdo de técnicas
microbioldgicas para confirmagdo deste tipo de infeccdo. A tipagem molecular pode
representar um potencial discriminatério adicional, principalmente em infec¢des onde o
patogeno pode fazer parte da microbiota normal, e também pode proporcionar o entendimento
das relacdes entre esses microrganismos que ¢ fundamental para a elucidagdo das ICSRC.

O treinamento e educagcdo da equipe de satde abordando técnicas na passagem,
cuidados na manutengdo ¢ inser¢do dos cateteres vasculares, bem como o uso racional de
antimicrobianos e aten¢do aos protocolos de uso de cateteres, ¢ de grande importincia na
prevencao das ICSRC.

A hipotese de que um peptideo inibidor de RNAIII (RIP) possa ser utilizado para
revestimento de cateteres, a fim de prevenir a formacdo de biofilme e consequentes infec¢des
relacionadas a esses dispositivos ¢ uma perspectiva futura para auxiliar na prevengdo das
ICSRC. Novos estudos sobre a prevencdo de ICSRC sdo necessarios para esclarecer questdes
ainda sem resposta e ajudar na tomada de decisdes tendo em vista as controvérsias existentes

e apoiar a implementacdo de novas tecnologias e sua aplicagdo na pratica clinica, o que
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certamente sera refletido na qualidade do atendimento prestada aos pacientes com cateteres

VEnosos centrais.
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Otimizacio da reacio de RAPD-PCR

Otimizacdo de Taq DNA polimerase com o primer M13 para Staphylococcus

epidermidis e Staphylococcus aureus.

Eletroforese em gel de agarose: linhas 1 a 6 (S. epidermidis) e linhas 7 a 12 (S.
aureus) com diferentes concentracdes de Taq DNA polimerase: linhas 1 e 7 (2,5U), 2 e 8

(3,0U),3¢9(3,5U),4¢ 10 (4,0U), 5¢ 11(4,5U) 6e 12 (5,0U).

Para S. epidermidis observou-se uma melhor reacdo em uma concentracdo de 4U

(0,8ul) de Taqg DNA polimerase e para S. aureus uma concentracdo de 4,5U (0,9 ul) .
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Reacdo de otimizagao, Cloreto de Magnésio, para o primer M 13

1 213|4 5 6 7 8 9 10 11 1213} 14|15 16 17 18 19 20

Eletroforese em gel de agarose: linhas 1 a 10 (S. epidermidis) e 11 a 20 (S. aureus) ,
com diferentes concentragdes de cloreto de magnésio: linhas 1 e 11 (1,0 mM), 2 e 12 (1,5
mM), 3 e 13 (2,0 mM), 4 e 14 (2,5 mM), 5 e 15 (3,0mM), 6 e 16 (3,5mM), 7 e 17 (4,0 mM),

8e18(4,5mM),9e19(5,0mM )e 10e20(5,5mM).

As concentracdes ideais de Cloreto de Magnésio encontradas foram para S.

epidermidis 2,0mM (2,4ul) e para S. aureus 2,5 mM (3,0ul).
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Otimizagdo para concentracio ideal de DNA de S. epidermidis e S. aureus para reagao

com o primer M13.

Eletroforese em gel de agarose (S. epidermidis), com diferentes concentragdes de
DNA: linha 1 (5 ng/ul), 2 (10 ng/pl), 3 (15 ng/pl), 4 (20 ng/ul), 5 (25 ng/ ul), 6 (30 ng/ul), 7

(35 ng/ ), 8 (40 ng/ul), 9 (45 ng/ul), 10 (50 ng/ ul).
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1 3 4 5 6 78 910

Eletroforese em gel de agarose (S. aureus) com diferentes concentragdes de DNA:
linha 1 (5 ng/ul), 2 (10 ng/pl), 3 (15 ng/ul) 4 (20 ng/ul), 5 (25 ng/ ul), 6 (30 ng/ul), 7 (35 ng/

ul), 8 (40 ng/ul), 9 (45 ng/ul),10 (50 ng/ pl).

A melhor concentracdo de DNA para S. epidermidis foi de 15 ng/pl e para S. aureus foi de 10

ng/ ul .
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Otimizagdo para concentracido do primer M13 para S. epidermidis e S. aureus

1 2 3 46 7 8 9 10 11 12 1314 151618 19 20

Eletroforese em gel de agarose: linhas 1 a 10 (S. epidermidis) e linhas 11 a 20 (S.
aureus) com diferentes concentragdes de primer M1: linhas 1 e 11 (10 ng/ul), 2 e 12 (20
ng/ul), 3 e 13 (30 ng/ul), 4 e 14 (40 ng/ul), 5 e 15 (50 ng/ul), 6 ¢ 16 (60 ng/ul) 7 ¢ 17 (70

ng/ul), 8 e 18 (80 ng/ul), 9 €19 (90 ng/ul), 10 e 20 (100ng/pl) .

As melhores concentragdes encontradas de primer M13 foram para S. epidermidis 50

ng/ul (5ul), e para S. aureus 70ng/ul (7ul).
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