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RESUMO

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo consideradas um problema de
salde publica, prejudicando o quadro clinico de pacientes e repercurtindo diretamente nas altas
taxas de morbimortalidade e aumento dos gastos hospitalares. Para identificar o agente
patogénico responsavel pelo processo infeccioso, muitos laboratorios utilizam as técnicas
microbiol6gicas convencionais, conhecidas como “padrao-ouro”, porém a liberacdo do
resultado dos exames é demorada. Com o intuito de agilizar os resultados e contribuir no
desfecho clinico do paciente, as técnicas moleculares sdo consideradas promissoras, em que a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) tem se mostrado um método
importante para auxiliar no rapido diagnostico de bactérias patogénicas e selecdo de
antibioticoperapia adequada. Desta maneira, 0 objetivo desta dissertacdo foi realizar um
levantamento epidemioldgico das infeccBes da corrente sanguinea (ICS) nas Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) do hospital em estudo, bem como desenvolver métodos de gPCR para
discriminacdo molecular de Gram e de genes envolvidos na resisténcia antimicrobiana. No
Artigo I, apresentam-se os resultados das ICS em pacientes internados na UTI neopediatrica,
em que foi possivel analisar o perfil epidemiol6gico, microbioldgico e os distdrbios crénicos
maternos e/ou complicacBes obstétricas. Realizou-se um estudo retrospectivo através do
levantamento de pacientes neopediatricos (<1 ano de idade) com hemoculturas positivas, no
ano de 2016. Foram analisados dados dos pacientes, da internacdo hospitalar e maternos, bem
como a bactéria patogénica responsavel pela ICS e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana.
Dentre os resultados encontrados, 33 pacientes foram acometidos pela ICS, em que 66,7% eram
do sexo feminino, 81,8% apresentavam faixa etaria de 0-28 dias, 36,4% pesaram entre 1.501-
2.500 gramas ao nascer e 72,7% nasceram com idade gestacional <34 semanas. Referente aos
dados maternos, a idade media das mées foi de 27+7,3 anos e 87,9% apresentavam algum
disturbio crénico ou intercorréncia durante a gestacdo, resultando em partos prematuros
(p=0,012). Nas 43 hemoculturas positivas, a bactéria mais associada a ICS foi o Staphylococcus
coagulase negativa (SCoN), presente em 53,5% dos casos, sendo 82,6% resistentes a oxacilina.
Por fim, observou-se que os recém-nascidos prematuros foram os mais acometidos pela ICS,
em que a prematuridade foi associada com a presencga de fator de risco materno. Além disso, o
SCoN foi a bactéria mais isolada nas hemoculturas e apresentou alta resisténcia frente a
oxacilina. Conhecer o perfil dos agentes patogénicos responsaveis pelas infecgdes é uma
ferramenta importante para tracar planos e estratégias que visam garantir a sobrevida dos

pacientes internados. No artigo Il sdo apresentados dados das ICS em UTI adulto, sendo



possivel verificar os fatores de risco e os perfis epidemioldgicos e microbiol6gicos. Foi
realizado um levantamento de hemoculturas positivas em pacientes adultos (>14 anos)
internados na UTI, no ano de 2016. Coletou-se informacgdes do paciente, da internacéo
hospitalar, da bactéria patogénica responsavel pela ICS e seu mecanismo de resisténcia
fenotipico. Dos 22 pacientes com hemoculturas positivas, 59,1% possuiam idade >60 anos,
54,5% eram do sexo masculino e 90,9% apresentavam historico de comorbidades prévias, em
que a doenca cardiaca, em pacientes com diagnastico de ICS, foi considerada um fator de risco
para desfecho clinico desfavoravel (p=0,035). Foram isolados SCoN em 54,2% hemoculturas
e destes, 76,9% foram resistentes a oxacilina. A taxa de ICS foi baixa na populacéo estudada,
porém foi possivel conhecer os perfis epidemiolégicos e microbiolégicos, auxiliando no
monitoramento do controle de infeccbes e seguranca do paciente. No Artigo 11l sdo
apresentados os resultados das padronizagdes de gPCR, utilizando-se o sistema TagMan para a
discriminacdo molecular do Gram bacteriano. A gPCR Gram especifica foi realiza, utilizando
primers universais e probes especificas, em oito isolados clinicos e trés cepas padrdo. A
sensibilidade analitica foi determinada através de diluicbes com quantidade de DNA de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli que variaram de 1 ng/uL a 1 pg/uL. A especificidade
analitica das probes também foram testadas utilizando cepas padrdo de Candida albicans e
Candida tropicalis. Com o sistema TagMan, através da especificidade analitica, foi possivel
discriminar molecularmente todas as bactérias testadas pelo Gram, havendo emissdo de
fluorescéncia nas amostras Gram positivas e negativas para as suas respectivas probes; para
amostras de fungos, ndo houve amplificacdo. Quanto a sensibilidade analitica, observou-se que
o limite de deteccdo de DNA para S. aureus e E. coli foi de 10 pg/uL, em que a eficiéncia foi
de 93,055 (R?= 0,99) e de 69,592 (R?= 0,998), respectivamente. Sendo assim, foi possivel
padronizar reacdes de gQPCR TagMan Gram especifica, a qual obteve-se eficiéncia satisfatoria
nos ensaios de especificidade e sensibilidade analitica. No Artigo IV sdo apresentados 0s
resultados das padronizacdes de gPCR, utilizando-se o fluoréforo o Syber Green para a
deteccdo de genes envolvidos na resisténcia bacteriana. Foram testados primers em reacoes
uniplex para dois genes de resisténcia de bactérias Gram positivas (blameca € blavana) € sete
genes resisténcia em bactérias Gram negativas, em que quatro deles foram testados em reagao
uniplex (blactx-m, blaskv, blatem, blaviv e blakec) e trés em reagdo multiplex (blauve, blaspm €
blanom). Através desta técnica, foi possivel detectar a presenca de genes de resisténcia
estudados, cujos resultados expressos pela temperatura de melting (Tm) foram: blameca
(75,7 °C), blavana (85,3 °C), blactx-m (88,9 °C), blasnv (91,2 °C) blatem (85,5 °C), blamve (81,3
°C), blaspm (84,1 °C), blavim (87,3 °C), blakec (89,8 °C) e blanom (89,3 °C). Sendo assim, foi



possivel padronizar reacdes, uniplex e multiplex, para deteccéo genes envolvidos na resisténcia
antimicrobiana utilizando o fluor6foro o Syber Green. Estas podem ser consideradas

reprodutiveis e importantes para auxiliar na escolha da antibioticoterapia adequada.

Palavras-chave: Técnicas de Diagnéstico Molecular; Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real; Bacteremia; InfeccGes por Bactérias Gram-Positivas; Infeccdes por Bactérias

Gram-Negativas; Genes Bacterianos; Genes MDR



ABSTRACT

Health Care-Related Infections (HAISs) are considered a public health problem, damaging the
clinical situation of patients and directly affecting the high rates of morbidity and mortality and
increased hospital expenses. To identify the pathogen responsible for the infectious process,
many laboratories use conventional microbiological techniques, known as the "gold standard",
but the release of test results is time-consuming. In order to speed up the results and contribute
to the patient's clinical outcome, molecular techniques are considered promising, in which real-
time Polymerase Chain Reaction (PCR) has been shown to be an important method to aid in
the rapid diagnosis of pathogenic bacteria and selection of appropriate antibiotic therapy. In this
way, the objective of this dissertation was to conduct an epidemiological survey of bloodstream
infections (BSI) in the Intensive Care Units (ICU) of the hospital under study, as well as to
develop real-time PCR methods for molecular discrimination of Gram and genes involved in
antimicrobial resistance. Article I presents the results of the BSI in patients hospitalized in the
neopediatric ICU, in which it was possible to analyze the epidemiological, microbiological
profile and the maternal chronic disorders and/or obstetric complications. A retrospective study
was carried out through the survey of the neopediatric patient (<1 year of age) with positive
blood cultures was carried out in 2016. Patient, hospital and maternal data, as well as the
pathogenic bacterium responsible for BSI and the antimicrobial susceptibility profile. Among
the results found, 33 patients were affected by BSI, in which 66.7% were female, 81.8% were
between 0-28 days old, 36.4% were between 3.309-5.512 pounds at birth and 72.7% were born
with gestational age <34 weeks. Regarding maternal data, the mean age of the mothers was 27
+7.3 years and 87.9% had some chronic disorder or intercurrence during gestation, resulting in
premature births (p= 0.012). In the 43 positive blood cultures, the bacterium most associated
with BSI was coagulase negative Staphylococcus (CoNS), present in 53.5% of the cases, being
82.6% resistant to oxacillin. Finally, it was observed that preterm infants were the most affected
by BSI, in which prematurity was associated with the presence of a maternal risk factor. In
addition, CoNS was the most isolated bacterium in blood cultures and presented high resistance
against oxacillin. Knowing the profile of the pathogens responsible for infections is an
important tool to draw up plans and strategies that aim to guarantee the survival of hospitalized
patients. In Article 11, data from BSI in adult ICU are presented, is possible to verify the risk
factors and the epidemiological and microbiological profiles. A survey of positive blood
cultures in adult patients (>14 years) hospitalized in the ICU in the year 2016 was carried out.

Patient information about the pathogenic bacteria responsible for BSI and its mechanism of
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phenotypic resistance was collected from hospital admission. Of the 22 patients with positive
blood cultures, 59.1% were aged >60 years, 54.5% were male, and 90.9% had a history of
previous comorbidities, in which heart disease in patients with a diagnosis of BSI was
considered a risk factor for an unfavorable clinical outcome (p= 0.035). CoNS was isolated in
54.2% of blood cultures and 76.9% were resistant to oxacillin. The BSI rate was low in the
study population, but it was possible to know the epidemiological and microbiological profiles,
helping to monitor infection control and patient safety. Article 111 presents the results of PCR
standardizations in real time, using the TagMan system for molecular discrimination of
bacterial Gram. Specific Gram-PCR was performed, using universal primers and specific
probes, in eight clinical isolates and three standard strains. The analytical sensitivity was
determined by dilutions with an amount of Staphylococcus aureus and Escherichia coli DNA
ranging from 1 ng/uL to 1 pg/uL. The analytical specificity of the probes was also tested using
standard strains of Candida albicans and Candida tropicalis. With the TagMan system, through
the analytical specificity, it was possible to discriminate molecularly all the bacteria tested by
Gram, with fluorescence emission in Gram-positive and Gram-negative isolates for their
respective probes; for fungal isolates, there was no amplification. As to analytical sensitivity,
the detection limit of S. aureus and E. coli was 10 pg/uL, where the efficiency was 93.055 (R*=
0.99) and 69.592 (R?= 0.998), respectively. Thus, it was possible to standardize specific
TagMan Gram-specific real-time PCR reactions, which obtained satisfactory efficiency in the
analytical sensitivity and specificity assays. Article IV presents the results of PCR
standardizations in real time, using the fluorophore Syber Green for the detection of genes
involved in bacterial resistance. We tested primers in uniplex reactions for two Gram-positive
bacterial resistance genes (blameca € blavana) and seven resistance genes in Gram-negative
bacteria, in which four of them were tested in uniplex reaction (blacTx-m, blasnv, blatem, blavim,
and blakec) and three in multiplex reaction (blame, blasem, and blanom). The melting
temperature (Tm) was: blameca (75.7 °C), blavana (85.3 °C), blactx-m (88.9 °C), blashv
(91.2 °C), blatem (85,5 °C), blaime (81.3 °C), blaspm (84.1 °C), blavim (87.3 °C), blakec (89.8
°C) e blanowm (89.3 °C). Thus, it was possible to standardize reactions, uniplex and multiplex, to
detect genes involved in antimicrobial resistance using the fluorophore Syber Green. These can

be considered reproducible and important to help in choosing the appropriate antibiotic therapy.

Keyword: Molecular Diagnostic Techniques; Real-Time Polymerase Chain Reaction; Gram-
Positive Bacterial Infections; Gram-Negative Bacterial Infections; Genes, Bacterial; Genes,
MDR.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo estd em conformidade com o Regimento do Programa de Pos-
Graduagdo em Promocdo da Saude da Universidade de Santa Cruz do Sul. A mesma encontra-
se estruturada em seis partes: Introdugdo, objetivos e marco tedrico; quatro artigos, em que dois
sdo artigos cientificos originais, um artigo original breve e uma comunicacéo breve; conclusdes
gerais; nota a imprensa com divulgacdo da importancia desta pesquisa e seus principais
achados; relatorio do trabalho de campo; e anexos.

O artigo I apresentado nesta dissertagdo ¢ intitulado “INFECCAO DE CORRENTE
SANGUINEA EM UMA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA NEOPEDIATRICA:
epidemiologia, microbiologia e fatores de risco obstétricos”, o artigo Il € intitulado
“INFECC}@ES DA CORRENTE SANGUINEA EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA:
estudo retrospectivo em um hospital de ensino”, o artigo Il é intitulado “Real-time PCR
standardization for bacterial cell wall discrimination” e o artigo IV ¢ intitulado “DETECTION
OF BACTERIAL RESISTANCE GENES: standardization of a molecular method”.

Cabe ressaltar que o artigo | ja se encontra submetido para a Revista Brasileira Saude
Materno infantil (Qualis B1 interdisciplinar). O artigo Il j& foi aprovado para publicacdo na

primeira edi¢do, do ano de 2019, da Revista Enfermagem Atual (Qualis B2 interdisciplinar).
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INTRODUCAO, OBJETIVOS E MARCO TEORICO
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1 INTRODUCAO

Considerado um importante problema para a saude publica, as Infec¢des Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) sdo eventos indesejados que vém ameagando mundialmente a
seguranca dos pacientes internados em unidades hospitalares. Sao causas comuns de morbidade
e mortalidade, estando relacionadas com o aumento do tempo de internacdo e com elevados
gastos de procedimentos diagnésticos e medicamentosos (KAYE et al, 2014,
NOUETCHOGNOU et al., 2016).

Devido ao uso indiscriminado da terapia antimicrobiana, o nUmero de microrganismos
resistentes frente aos antibiéticos disponiveis no mercado farmacéutico esta aumentando,
gerando um grande desafio para as comissdes de controle de infec¢do hospitalar (LAU et al.,
2017; MORAES et al., 2013). Como reflexo das infeccbes por bactérias nosocomiais resistentes
podera ocorrer o prolongamento da internagédo hospitalar, com possiveis reinternacdes, aumento
dos gastos hospitalares e morte (AGARWAL; SHIAU; LARSON, 2018; KAYE et al., 2014;
KRAKER et al., 2011).

Dentre as IRAS que podem acometer os pacientes internados, as infec¢fes da corrente
sanguinea, também conhecidas como bacteremia, possuem grande importancia epidemioldgica
devido aos notaveis riscos relacionados a morbimortalidade dos pacientes (DE LA ROSA;
LEON; JAIMES, 2016; PHIL et al., 2016). As infeccBes de corrente sanguinea geralmente séo
decorrentes do uso de dispositivos médicos, como o cateter venoso central, as quais acontecem
no local de insercdo do cateter pelos microrganismos colonizantes da pele humana, ou pelo uso
de solucBes contaminadas infundidas no dispositivo (RODRIGUES et al., 2016; STOCCO et
al., 2016; VERGARA; VELIZ; FICA, 2016).

Ao longo dos anos, a incidéncia das infec¢fes da corrente sanguinea estdo aumentando,
principalmente quando associada ao uso de cateteres, provocadas por microrganismos Gram
positivos, como o Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus sp. e outros cocos Gram positivos; e microrganismos Gram
negativos, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae e outros bacilos Gram
negativos (DE LA ROSA; LEON; JAIMES, 2016).

Para os pacientes com suspeita ou diagnostico de infeccdo da corrente sanguinea, o inicio
da terapia antimicrobiana é fundamental; quanto mais precoce o seu inicio, melhor serd o
prognostico e as chances de sobrevida do paciente (DIAMENT et al., 2011; POOLE; KIDD;

SAEED, 2018). Normalmente, a presenca de microrganismos viaveis no sangue do paciente é
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determinada através da hemocultura, um exame critico e de grande importancia para avaliar
uma terapia medicamentosa adequada (OPLUSTIL et al., 2010).

Apesar de ser considerada um padréo-ouro no diagnostico de bacteremia, o resultado da
hemocultura demora de 1 a 5 dias ou mais, dependendo do microrganismo causador da infeccéo.
Para tentar amenizar o quadro clinico dos pacientes, medicamentos antimicrobianos s&o
prescritos de maneira empirica, sem os dados de susceptibilidade, aumentando as chances para
resultados terapéuticos inadequados, como a toxicidade e a resisténcia bacteriana (ECKER et
al., 2010; OBENG-NKRUMAH et al., 2016; SITNIK et al., 2014).

Além disso, as técnicas convencionais de microbiologia para isolamento bacteriano
normalmente ndo excedem 25% dos achados clinicos e laboratoriais indicativos de infeccdo
bacteriana invasiva. Cabe ainda ressaltar que em 40% dos casos de populacdo pediatrica com
diagnostico clinico de sepse, ndo é possivel detectar os microrganismos patogénicos pelas
técnicas microbioldgicas convencionais (SANTOLAYA et al., 2011).

Diante disso, novos métodos que possibilitam identificar o agente patogénico e seu
respectivo perfil de susceptibilidade antimicrobiana estdo sendo desenvolvidos. Com o objetivo
de reduzir o tempo de diagnostico, a técnica de Reacdo da Cadeia de Polimerase em tempo real
(gPCR) possibilita detectar a bactéria patogénica e a sua resisténcia em amostras bioldgicas em
um curto periodo de tempo, facilitando o inicio para um tratamento adequado (CHUNG et al.,
2016; QUILES et al., 2015; ZBOROMYRSKA et al., 2016).

Em relacdo ao exposto, 0 objetivo deste estudo foi estudar a epidemiologia das infeccbes
da corrente sanguinea e desenvolver técnicas moleculares, utilizando métodos de gPCR, para

auxiliar na rapida identificacdo bacteriana e dos genes envolvidos na resisténcia antimicrobiana.
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2 INFECCAO DA CORRENTE SANGUINEA E NOVAS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO

2.1 InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

As infeccdes hospitalares, atualmente denominadas de IRAS, sdo definidas no Brasil

conforme a Portaria n® 2.616 de 12 de maio de 1998 como:

Aquela adquirida apés a admisséo do paciente e que se manifeste durante a internacéo
ou apo6s a alta, quando puder ser relacionada com a internacdo ou procedimentos
hospitalares. [...] quando se desconhecer o periodo de incubacdo do microrganismo e
ndo houver evidéncia clinica e/ou dado laboratorial de infeccdo no momento da
internacdo, convenciona-se infec¢do hospitalar toda manifestacao clinica de infec¢do
que se apresentar a partir de 72 (setenta e duas) horas ap6s a admissao. S&o também
convencionadas infeccBes hospitalares aquelas manifestadas antes de 72 (setenta e
duas) horas da internacdo, quando associadas a procedimentos diagnésticos e/ou
terapéuticas, realizados durante este periodo. As infeccBes no recém-nascido sdo
hospitalares, com exce¢do das transmitidas de forma transplacentaria e aquelas
associadas a bolsa rota superior a 24 (vinte e quatro) horas (BRASIL, 1998, Anexo

1.

Por ser uma das principais complicacdes que pode vir acometer os pacientes hostalizados,
as IRAS sdo consideradas um grande problema de salde publica devido as altas taxas de
morbimortalidade e aos gastos relacionados a internagdo (BAMMIGATTI et al.,, 2017,
NOUETCHOGNOU et al., 2016). Cabe lembrar que esses indices podem se agravar quando se
trata de microrganismos que apresentam um perfil de resisténcia aos medicamentos
antimicrobianos (KRAKER et al., 2011).

Em pacientes em estado critico de salde, as IRAS sdo importantes, pois podem estar
influenciando diretamente em seu desfecho clinico. E notavel que aqueles pacientes que estdo
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UT1) acabam se tornando propensos para adquirir
estas infeccOes, devido ao seu grave quadro clinico e pela realizacdo de intervencGes médicas,
cirargicas e uso de dispositivos invasivos como, por exemplo, cateter venoso central, ventilador
mecéanico e outros (RUTKOWSKA; PRZYBYLA; MISIOLEK, 2013; YUE et al., 2017).

Outra preocupacdo que envolve o ambiente hospitalar € a contaminacdo de superficies
inanimadas, a qual contribui para disseminacdo de patdgenos através da contaminagao cruzada.
Esse fendmeno ocorre devido a transferéncia de bactérias, que séo transmitidas pelas maos dos
profissionais de saude ou pelo contato direto do paciente com material ou ambiente
contaminado. Dentre as superficies inanimadas que podem ocasionar contaminagdo cruzada,
citam-se 0s equipamentos médicos (estetoscopio, equipamento de ultrassom) e os locais de alto
contato (telefones, teclado, prontuarios) (BRIXNER; RENNER; KRUMMENAUER, 2016;
GALVIN etal., 2012; RUSSOTTO et al., 2015).
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Ressalta-se, entdo, a importancia da higienizagdo das maos nestas unidades de internagéo,
que € considerada a estratégia mais eficaz para prevencdo de infeccBes nosocomiais. E
necessario validar uma metodologia adequada e treinar a equipe de salde, bem como 0s
visitantes e/ou cuidadores para higienizacdo das maos e, desta maneira, visa diminuir o risco de
contaminagdo cruzada através da propagacao de microrganismos nestes ambientes de cuidados
criticos (FOA et al., 2017; NEO, 2017).

2.2 Sangue e infeccBes da corrente sanguinea

O sangue é um dos locais do organismo considerado estéril (OLUYEGE et al., 2015) e
qguando ha presenca de bactérias e/ou fungos viaveis circulantes € sugestivo que o individuo
esteja com uma infeccdo da corrente sanguinea. A entrada de microrganismos viaveis na
corrente sanguinea ocorre de duas maneiras distintas, sendo classificadas como: infec¢do da
corrente sanguinea primaria, quando ocorre a entrada do microrganismo no sangue de uma
maneira direta, seja via agulha, através de infusdes ou equipamentos vasculares contaminados;
e, infeccdo da corrente sanguinea secundaria, quando a bactéria ou fungo, causador de uma
infeccdo primaria, sdo drenados através dos vasos linfaticos para o sangue (OPLUSTIL et al.,
2010).

Para a obtencdo de um tratamento antimicrobiano adequado, leva-se em consideracao a
presenca ou ndo de hemocultura positiva, sinais e sintomas da infec¢do, quando o paciente
apresenta alguma outra infeccdo de foco primario e quando esta utilizando algum tipo de
dispositivo médico invasivo. Deve-se levar em consideracdo o resultado da hemocultura
negativo, quando o paciente apresentar sintomas clinicos de infeccdo da corrente sanguinea;
isto pode ocorrer com 0 uso prévio de antibioticoterapia, dificultando o crescimento e
identificacdo do microrganismo causador do processo infeccioso. Em pacientes pediatricos
(menores de 1 ano), os critérios clinicos sdo a febre (>38°C), a hipotermia (<36°C) ou a
bradicardia/taquicardia, ambos ndo relacionados com infeccéo de sitio priméario; nos demais,
considera-se a febre (>38°), os tremores, a oligdria e a hipotenséo, ambos néo relacionadas com
outra infeccdo (MANGINI et al., 2013).

2.3 Epidemiologia

Dentre as diversas patologias infecciosas que podem vir a acometer um paciente
internado, a bacteremia é uma das mais relevantes, sendo responsavel por causar desfechos
clinicos desfavoraveis, como a sepse (DAL-BO; SILVA; RUTKOWSKA; PRZYBYLA;
MISIOLEK, 2013; SAKAE, 2012; SCERBO et al., 2016). Em UTI, devido ao estado critico
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dos pacientes e a necessidade de utilizar dispositivos médicos invasivos, as taxas de infeccéo
de corrente sanguinea podem alcancar taxas de até 90%, quando relacionado ao uso do cateter
venoso central (CVC) (SALAMA et al., 2016). Um estudo realizado na Tailandia encontrou
uma densidade de incidéncia de 7,5/1000 infeccdo de corrente sanguinea/CVC/dia (SRISAN;
JUHONG; KANJANAPATANAKUL, 2014).

Nos ultimos anos, diversos estudos discutiram sobre as infec¢bes de corrente sanguinea,

tanto a nivel mundial como no Brasil, conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 - Alguns estudos de ICS a nivel nacional e internacional.

ESTUDOS NO BRASIL
Autor (ano) Estado Amostra Bacterias cl?:ussadoras da Principais achados
68 pacientes Acinetobacter spp.; A idade avancada estéa
Sousa et al. Piaui idosos internados Klebsiella pneumoniae; associada com um
(2015) em clinica Pseudomonas aeruginosa; risco aumentado para
cirlrgica. SCoN; Escherichia coli. desenvolver ICS.
ICS por XDR-ABC
Pacientes possui alta
oncologicos mortalidade
Freire et al. x internados na UTI . . relacionada a
Séo Paulo P Acinetobacter baumannii. . L
(2016) e com diagnostico pacientes oncoldgicos,
de ICS por XDR- apresentando taxa de
ABC. mortalidade de 30 dias
de 83,7%.
Microrganismos Gram
Staphylococcus aureus; pqsmvos foram os
SCON: ENterococeus mais frequentemente
i) H 0 .
faecalis; Streptococcus isolados (72,8%); S.
T aureus (32,1%), com
agalactiae; Streptococcus 38.50% resistentes 4
pyogenes; Staphylococcus L
. haemolyticus: gxacmna. Reforca,
162 pacientes (81 ! ainda, que devem ser
Staphylococcus i
casos e 81 - adotadas medidas
Fram et al. x lugdunensis; Enterobacter -
Séo Paulo controles) em ) S . preventivas para as
(2015) X o spp; Escherichia coli; ;
unidade satélite Klebsiella pneumoniae: ICS relacionada ao
de hemodialise. ap ! uso de cateter venoso
Serratia marcescens; central devem ser
Proteus mirabilis; fortalecidas e
Acinetobacter baumanni; . .
. ) aplicadas de maneira
Pseudomonas aeruginosa; .
Stenotrophomonas efet|va_ e correta em
maltophilia, unidades de
tratamento de
hemodialise.
. 67% casos de ICS foi
Staphylococcus aureus; or BGN. A
1.468 pacientes SCoN; Enterococcus spp.; spazonali dé de
internados em Acinetobacter baumannii; . . )
Fortaleza et al. x : ; | influencia na ICS; em
Séo Paulo hospital e que Pseudomonas aeruginosa;
(2014) . . meses quentes se teve
desenvolveram Klebsiella spp.; aumento de 1CS por
ICS (2005-2010). Enterobacter spp; P
Escherichia coli Enterobacter spp. e A.
' baumannii.
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ESTUDOS EM OUTRO PAISES
Autor (ano) Pais Amostra Bacterias (I:?:ussadoras da Principais achados
A incidéncia de ICS
de inicio tardio (4-120
R . Escherichia coli; SCoN; dias de vida) foi de
Bebés nascidos > ) L
Staphylococcus aureus; 2,7/1000 admissoes.
37 semanas de o .
. x Streptococcus agalactiae; Resultado importante
Testoni et al. Estados gestacdo e i .
. s Enterococcus sp.; para ICS tardia em
(2014) Unidos admitidos na UTI : i
; ; Klebsiella sp.; Enterobacter lactentes sem
em até 120 dias : X . .
de vi sp.; Pseudomonas sp.; anomalias congénitas.
e vida. . .
Serratia sp. Fator de risco
independente para o
obito.
Staphylococcus aureus; A incidéncia foi de
Py 'eUS: | 5,3/1000 ICS/dia. H4
Enterococcus faecium; ass0ciacio de ICS
129 Pacientes Acinetobacter spp.; SCoN; 6do
; S " . com a mortalidade nos
. internados em Escherichia coli; Klebsiella ;
Limetal. . L pacientes em estado
Coréia UTl e com pneumoniae; P .
(2014) A critico admitidos na
diagndstico de Stenotrophomonas
N UTI e, um controle de
ICS. maltophilia; Enterococcus infeccio adequado
faecalis; Pseudomonas ¢ ~q
) pode reduzir essa
aeruginosa. AT
incidéncia.
330 pacientes ICS adquirida na UTI
. P BGN, Staphylococcus esta associada a maior
Prowle et al. . internados na UTI ) ; - )
Austrélia o aureus; SCoN; mortalidade, porém
(2011) e com diagnostico .
Enterococcus spp. complica apenas 5%
de ICS. ] ~
destas internagdes.
Staphylococcus aureus; Alta taxa de patégenos
251 neonatos . . .
G/Eyesus et al. Eti6pia internados no Streptococcus pyogenes; bacterianos isolados
(2017) P hospital Escherichia coli; SCoN; na sepse. 70% dos
pital. Klebsiella pneumonia. isolados eram MDR.
- Das ICS identificadas,
Bactérias pertencentes a
. g . . 5eramESBL e 1
Pacientes menores | familia Enterobacteriaceae; :
. KPC, confirmando a
Venturini et al. - de 18 anos Stenotrophomonas . S
Italia . o disseminacéo de
(2016) internados no maltophilia; Enterococcus bactérias
hospital. spp.; Staphylococcus U
) multirresistente nas
aureus; SCoN. . ~ .
infecgdes em criancas.

Legenda: ICS (Infeccdo da Corrente Sanguinea); UTI (Unidade de Terapia Intensiva); XDR-ABC (Complexo
Acinetobacter baumannii e Acinetobacter calcoaceticus extensivamente resistentes aos antibidticos); SCoN
(Staphylococcus coagulase negativa); BGN (Bacilos Gram negativo); MDR (Multidroga resistente); ESBL (B-
lactamase de espectro estendido); KPC (Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapanémicos).

Algumas patologias estdo associadas a um risco elevado para o desenvolvimento da

infeccdo de corrente sanguinea, como por exemplo, os pacientes em hemodialise e os com

diagnostico de cancer. Na hemodialise, 0 que aumenta o fator de risco para o surgimento de
bacteremia € o uso de CVC (SUZUKI et al., 2016). Um estudo realizado nos Estados Unidos,

indicou que o crescimento bacteriano em hemoculturas de pacientes em uso de CVC apresentou

uma taxa de 1,86/1000 infeccdo/dia, situagdo que pode ser reduzida ao se utilizar outros

métodos, como a fistula arteriovenosa (0,08/1000 infecgdo/dia) e enxerto arteriovenoso
(0,31/1000 infeccédo/dia) (ZHANG et al., 2016). Quando comparado pacientes em dialise com
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a populacdo em geral, é notdvel o aumento da incidéncia dos casos de bacteremia sendo,
respectivamente, de 13,7/100 individuo/ano e 0,53/100 individuo/ano (SKQV et al., 2015).

Em pacientes oncoldgicos, a bacteremia € considerada uma grande complicacéo, sendo a
patologia mais comumente associada com a septicemia, podendo ser evidenciada em quase 17%
dos casos (MARTIN et al., 2003). Em um estudo realizado nos Estados Unidos, a taxa de
incidéncia de sepse estimada foi de 160/1000 casos de pacientes oncoldgicos/ano (WILLIAMS
et al., 2004), sendo que em pacientes hematologicos a incidéncia de bacteremia € maior do que
quando confrontado aos com tumores sélidos (GUDIOL; AGUADO; CARRATALA, 2016).
Em estudo realizado no Reino Unido, a incidéncia geral de infeccdo de corrente sanguinea foi
de 5,5/1000 internacdes de paciente com cancer, sendo que para 0s com neoplasia hematolégica
estimou-se uma incidéncia de 10,9/1000 internacdo e para 0os com tumores sélidos, 3,6/1000
internacbes (SCHELENZ; NWAKA; HUNTER, 2013).

Outra populacdo vulneravel sdo os pacientes neonatais, principalmente os prematuros
internados em UTI, cujas chances de desenvolver infeccdo da corrente sanguinea aumentam
devido aos inumeros procedimentos invasivos realizados (G/EYESUS et al., 2017; GRAHAM,;
2010; TESTONI et al., 2014). O uso de CVC esta associado a complica¢gbes no quadro clinico
dos neonatais, em que a infeccdo da corrente sanguinea associada ao uso de cateteres sdo as
mais comuns (DUESING; FAWLEY; WAGNER, 2016; GARCIA et al., 2019; GRAHAM;
2010). Em um estudo realizado em UTI neonatal na Cidade do México, a taxa de incidéncia de
infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao uso de CVC foi de 14,1/1000 dias de cateter
(GARCIA; MARTINEZ; PEREGRINO, 2014). J4 em outro estudo, realizado em todos os
hospitais estaduais da Grécia, encontrou uma taxa de incidéncia de infeccdo da corrente
sanguinea relacionada ao uso de linha central de 6,02/1000 dias de uso de CVVC nas UTlIs
neonatais (KOUNI et al., 2019).

2.4 Microrganismos Gram positivos e resisténcia
2.4.1 Staphylococcus sp.

Sédo bactérias cujas caracteristicas morfologicas se apresentam em formato de cocos Gram
positivos esféricos. O Staphylococcus aureus é a espécie que possui prova positiva para
coagulase e suas infecgdes podem ser classificadas como superficiais (aquelas que causam
danos na pele e no tecido celular subcutaneo, sendo normalmente ocasionadas decido a invasao
direta dos tecidos por esta bactéria que coloniza a pele e mucosas) e profundas (decorrente de

bacteremias que se originaram de outra infeccéo superficial ou, de maneira eventual, de uma


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kouni%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30059747
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pneumonia por aspiracdo). Apesar do S. aureus ser um dos patdgenos mais relacionados a
bacteremia, devido a sua associa¢do ao uso de cateter intravenoso, outro microrganismo deste
género, o Staphylococcus epidermidis, também esta relacionado com o uso desse dispositivo
invasivo e infeccdo da corrente sanguinea (LEVINSON, 2010a; TEIXEIRA et al., 2008;).

Em relacdo ao mecanismo de resisténcia bacteriana, sabe-se que as cepas de S. aureus
meticilina resistente (MRSA), sdo intercedidas principalmente pelo o gene mecA, veiculado a
um elemento genético movel, conhecido como cromossomo mec de cassette estafilocdcica
(SCCmec); em pacientes internados e que apresentam fatores de risco, geralmente se encontra
os tipos SCCmec I, Il e Ill, os quais sdo considerados multirresistentes frente a terapia
antimicrobiana (DEURENBERG et al., 2007; OTTER; FRENCH, 2010).

O gene mecA codifica a proteina resistente a meticilina, produzindo uma proteina 2a de
ligacdo a penicilina (PBP2a), diferente das outras proteinas de ligacdo com a penicilina que ndo
sofreram mudanca de conformacao, dificultando a ligacdo da meticilina no sitio ativo. Assim,
a PBP2a inativa a acdo antimicrobiana da meticilina e de outros antibi6ticos B-lactdmicos
(HAVAEI et al., 2015; KIM et al., 2013; XIA et al., 2013).

2.4.2 Enterococcus sp.

Sdo cocos Gram positivos e, dentro deste género, destaca-se o Enterococcus faecalis e 0
Enterococcus faecium devido aos casos relacionados deste patdgeno com as IRAS
(HAMMERUM et al., 2017). S&o bactérias encontradas na flora intestinal de individuos
saudaveis e, as infec¢bes ocorrem devido a migracdo desta bactéria para os érgdos ou locais
sensiveis; desta maneira, estd muito relacionado com infeccdes do trato urinario, de feridas e
da corrente sanguinea (O'DRISCOLL; CRANK, 2015; TEIXEIRA; MERQUIOR; TRABULSI,
2008).

No ambiente hospitalar é considerado um patdégeno importante, devido a sua resisténcia
progressiva aos antimicrobianos, principalmente os Enterococcus resistentes a vancomicina
(VRE). Além disso, os Enterococcus spp. possuem a capacidade de transferir essa resisténcia
para outros géneros e espécies bacterianas como, por exemplo, para o S. aureus (SHOKOUHI
et al., 2017). A resisténcia a vancomicina pode ser codificada por diversos clusters, como o
vanA e vanB, encontrados nos plasmideos conjugativos e o vanC, encontrado no cromossomo.
A presenca do gene vanA manifesta a resisténcia da bactéria para vancomicina e teicoplanina,
diferentemente do gene vanB, o qual demonstra resisténcia para a vancomicina e sensibilidade
para a teicoplanina (IWERIEBOR; OBI; OKOH, 2015).
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2.5 Microrganismos Gram negativos e resisténcia
2.5.1 Enterobacteriaceae

Uma das mais importantes familias bacterianas de importancia médica, cujos géneros sao
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos e fermentadores de glicose, muito deles séo
frequentemente encontrados no trato gastrointestinal de individuos saudaveis (MARTINEZ;
TRABULSI, 2008).

Dentro dessa familia encontram-se as espécies de Escherichia spp. (infeccdo do trato
urinario, diarreia e meningite neonatal), Shigella spp. (disenteria), Salmonella spp. (febre
tifoide, enterocolite e septicemia), Enterobacter spp., Serratia spp. e Klebsiella spp. (ambas
causando pneumonia, infecdo urinaria e bacteremia), Proteus spp., Providencia spp., e
Morganella spp. (ambos originando principalmente infecgdo urinaria) (LEVINSON, 2010b).

Referente aos mecanismos de resisténcia que estas bactérias podem desenvolver frente a
antibidticos B-lactamicos, citam-se as B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL), através dos
genes blages-1, blactx-m, blaces, blarer, blashv e blatem; AMPc mediada por plasmideos (FOX-5
e CMY-2), produtoras de carbapanemase (blamve, blactm-x, blasnv, blakec, blaces e blanowm) €
Metalo-p-lactamases (MBL), através dos genes blaime e blavim (IOVLEVA; DOI, 2017;
KOMATSU etal., 2018; SAMPAIO; GALES, 2016). Além disso, ja se tem descrito mecanismo
de resisténcia codificados por cromossomos, seja em decorréncia das alteragdes enzimaticas da
topoisomerase (gyrA, gyrB, parC e parE), alteracdo na permeabilidade da membrana,
modificando a expressao das proteinas/Porina (OmpF e OmpC) e por bomba de efluxo (AcrA,
AcrB e TolC) (YANAT; MARTINEZ; TOUATI, 2017).

2.5.2 Pseudomonas sp.

Este género bacteriano é classificado como bacilos Gram negativos e é encontrado nos
ambientes (JEUKENS et al., 2017). A Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria encontrada no
solo e muito relacionada com infec¢Ges oportunistas em pacientes imunodeprimidos e em
estado critico de satde, como as infec¢fes pulmonares agudas (ALBUQUERQUE et al., 2016;
VENTO; CAINELLI; TEMESGEN, 2008) e bacteremias (TOFAS et al., 2017) em pacientes
oncoldgicos, infecgdes pulmonares cronicas em pacientes com fibrose cistica (MOORE;
MASTORIDIS, 2017), além de infec¢cdes em feridas de pacientes queimados (EVERETT et al.,
2017) e em pé diabético (PARSA; SAMANI, 2015).

Devido a sua notoria habilidade em desenvolver genes de resisténcia, a P. aeruginosa é

considerada um grande problema quando associada a IRAS, podendo adquirir mecanismos de
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resisténcia intrinsecos e extrinsecos (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009; LIVERMORE,
2002). Das resisténcias intrinsecas, cita-se a superexpressao da bomba de efluxo
(mexAB, mexCD, mexEF e mexXY) e através de enzima codificada cromossomicamente
(AMPc); a extrinseca ocorre através da obtencdo plasmidial de genes de resisténcia, como as
ESBL, através dos genes blashv, blatewm, blaves, blarer, blaoxa e blactx-m € as carbapenemases,
através dos genes blaces, blakec, blaivpe, blaspm, blaviv e blanom (BOKAEIAN et al., 2015;
DREIER; RUGGERONE, 2015; POOLE, 2011; RIZEK et al., 2014).

2.5.3 Acinetobacter sp.

Género bacteriano cujas caracteristicas morfologicas sdo cocobacilos Gram negativos,
aerobicos e imoveis (LIN; LAN, 2014). O Acinetobacter baumannii € a espécie mais
importante deste género, devido as graves IRAS que este patdgeno pode ocasionar, tais como:
bacteremia (BALLOUZ et al., 2017; FREIRE et al., 2016), pneumonia associada a ventila¢éo
mecanica (GALAL; YOUSSEF; IBRAHIEM, 2016; OZGUR et al., 2014), infeccdo de pele e
tecidos moles (LOB et al., 2016), feridas decorrente de queimadura (ASATI; CHAUDHARY,
2017; GAO et al., 2014), infecgdo urinaria e meningites (DOI; MURRAY; PELEG, 2015).

E preocupante o acumulo de diferentes mecanismos de resisténcia que o A. baumannii
pode adquirir. Atualmente, ndo ha muitas opcBes de antibioticoterapia disponiveis para tratar
infeccbes ocasionada pela bactéria multirresistente, pois ocorre uma reducdo gradual na agédo
dos antibidticos (LEE et al., 2017). Os mecanismos de resisténcia descritos para este género
sdo: (1) inativacdo enzimatica ou modificacdo de antimicrobianos (AMPc; Oxacilinases sem
carbapenemase (blaoxa); MBL, através dos genes blawpe, blavim, blasim e blanowm;
Carbapenemases ndo MBL, através dos genes blaoxa e blakec € ESBL, através dos genes
blaskv, blatem, blarer, blaves, blaces e blactx-m); (2) Modificacdo do sitio de acdo dos
antimicrobianos (mutacdes gyrA e parC; alteracdo do local de ligacdo ribossomal (RmtB,
ArmA); alteragdo do lipido A do lipopolissacarideo bacteriano e perda de lipopolissacarideo
(IpxA mutado, IpxC, IpxD)); (3) alteragdo na permeabilidade de membrana, através da perda de
proteina de membrana externa/Porina e (4) Bombas de efluxo (AdeABC, AdeFGH, AdelJK,
AbeM) (DOI; MURRAY; PELEG, 2015; LYNCH; ZHANEL; CLARK, 2017; POTON;
POIREL; NORDMANN, 2015).

2.6 Hemocultura versus reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Atualmente, o exame laboratorial considerado padréo-ouro para detectar a presenca de

bacterias viaveis no sangue € a hemocultura. A cultura de sangue possui baixa sensibilidade e,
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além disso, a técnica de diagndstico é lenta, pois os frascos de hemocultura necessitam um
longo periodo de incubagdo, podendo variar de 24 a 72 h para resultados positivos e, até 5 dias
para resultados negativos (ECKER et al., 2010; MARCO et al., 2016; MAURO et al., 2012;
SITNIK et al., 2014).

Para melhor a sensibilidade deste método, devem ser seguidas algumas recomendacdes
que melhoram as chances de isolamento bacteriano, tais como: coletar um volume de sangue
apropriado (20 mL em adultos, 1 a5 mL em criancas e 0,5 a 1 mL em recém-nascidos); coletar
0 sangue durante a elevacdo da temperatura corporal do paciente; coletar o sangue antes de
iniciar a terapia antimicrobiana; de preferéncia, coletar duas amostras de sangue em locais
diferentes (uma hemocultura para cada amostra) e evitar coletar amostras em cateteres
(DELLINGER et al., 2013; OPLUSTIL et al., 2010). Esses cuidados devem ser realizados para
evitar que a carga de microrganismos no sangue seja baixa e intermitente, devendo considerar
ainda o volume sanguineo, o nimero de culturas, os meios de culturas, o0 método de deteccéo e
0 tempo de incubacdo como fatores que comprometem os resultados das hemoculturas
(JACOBS et al., 2017).

Visando melhorar/agilizar o resultado de diagnostico através de frascos para hemocultura
convencional, surgiram metodologias automatizadas que podem positivar nas primeiras 24
horas de incubacdo, minimizando o tempo para inicio de antibioticoterapia. A técnica consiste
na deteccdo automatica da producdo de CO: originado pelo metabolismo de crescimento
microbiano no meio de cultivo. Apds essa positividade, € necessario a realizacdo de outros
procedimentos manuais para a identificacdo e perfil de sensibilidade bacteriana (Figura 1) (LIN
etal., 2013; OPLUSTIL et al., 2010; SURASE et al., 2016).

Em pacientes pediatricos é fundamental o rapido diagnostico de infeccdo da corrente
sanguinea e, a metodologia automatizada atende este requisito, sendo também mais sensivel
guando comparado com a metodologia convencional. Além da identificacdo precoce dos
microrganismos, auxilia na reducdo da internacdo hospitalar e o paciente recebe a terapia
antimicrobiana adequada (AHAMAD et al., 2017).

Atualmente, os exames moleculares sdo considerados ferramentas importantes para o
répido diagnostico de de infecgdo da corrente sanguinea (POOLE; KIDD; SAEED, 2018).
Dentre esses, a técnica da PCR & bastante promissora, a qual consiste na amplificacdo das
sequencias do DNA bacteriano quando presente em amostra sanguinea de pacientes, de maneira
rapida e altamente sensivel (GUPTA et al., 2016; PUNIA et al., 2017). Diversos estudos

(Quadro 2) ja descrevem as vantagens desta metodologia molecular.
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!

l

Semear em AS e CHOC*

Incubar 35+ 2°C em CO2 por 24 horas

|

"

Resultado Resultado

negativo positivo
Recolocar o Emitir

fraco no resultado
equipamento parcial

Situacdo rara. Sugere-se a

colocacdo e Gram

uma coloracdo de Giemsa

e fazer

AS/CHOC (-) AS/CHOC (-)
Resultado Resultado
negativo do positivo do
Gram Gram
l |
Reincubar Semear em
placas anaerobiose

*Na presenca de bacilos Gram negativos, semear também em
CHOC (4gar chocolate). Adaptado de OPLUSTIL et al., 2010.

l

l

AS/CHOC (+)
Resultado
positivo do
Gram

l

Identificar e realizar
testes de avaliacdo da
sensibilidade aos
antimicrobianos

Identificar e realizar
testes de avaliacdo da

sensibilidade aos
antimicrobianos

30

Sugestdes de procedimentos para diagnostico de bacteremia apds positividade de método automatizado.

Frascos positivos

&gar MacConkey. Legenda: AS (agar sangue);



Quadro 2 - Estudos utilizando PCR como técnica de diagndstico de bacteremia.

Autor (ano) thlzgg dzeersla?(;)o Zﬁfg{;g Tipo de diagnéstico Principais achados
Sensibilidade e especificidade para bactéria Gram negativas (86,4 e
x 03/2006 — Neonatal/ 99,0%, respectivamente) e Gram positivas (73,7 e 98,5%,
Chan et al. (2009) Japao 06/2008 UTI QPCR respectivamente). A QPCR se mostrou um ensaio confiavel, especifico
e rdpido para identificagdo de bactérias no sangue.
Reino SeptiFast multiplex Quando comparada a hemocultura, a técnica de PCR é melhor, devido
Dark et al. (2011) - - Adulto/UTI ao curto tempo para a realizacdo da técnica e a especificidade e
Unido QPCR - )
sensibilidade do método.
Repiblica | 12/2011- A sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, de 99,6% e
Wang et al. (2014) q ” - TagMan QPCR 89,5%. A QPCR ¢ mais eficaz para o répido rastreio de ICS do que o
a Coréia 01/2013 S ; S .
diagnostico microbioldgico convencional.
Em comparagdo com a cultura de sangue, a PCR/ pirosequenciamento
obteve valores de 90,9% de sensibilidade e 99,6% especificidade.
McCann et al. (2015) ESt?dOS US/2009° Adulto/UTI . QPCR_e Identificacdo de bactérias no sangue mais rdpida que 0s exames
Unidos 06/2012 pirosequenciamento fenotini . PR L .
enotipicos disponiveis e escolha de tratamento antimicrobiano
adequado.
A sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, de 80% e 69%.
. . 03/2012- LightCycler SeptiFast | Apesar destes resultados serem considerados moderados, o LightCycler
Ding et al. (2016) Turquia 11/2012 Adulto/UT! multiplex QPCR SeptiFast QPCR pode ser util quando adicionado & hemocultura no
diagnéstico de sepse.
. 03/2011- _ TagMan e Sybr As técnicas de QPCR identificam rapidamente os microrganismos
Carlesse et al. (2016) Brasil 03/2012 Pediatria Green QPCR patogénicos e seus respectivos genes de resisténcia antimicrobiana.
Magicplex Sepsis em | O Magicplex permitiu um aumento de 143% no diagndstico das
09/2012- tempo real hemoculturas. A hemocultura continua sendo o padrdo-ouro para o
Marco et al. (2016) Italia 06/2013 Pediatria diagnéstico de ICS, mas o Magicplex pode ser um importante teste
adjuntivo para identificacdo rapida de patégenos em criancas,
especialmente quando imunocomprometidas.
) 2007- SeptiFast QPCR permitiu uma rapida deteccdo de patdgenos
Korber et al. (2017) Austria 2010 - SeptiFast QPCR clinicamente importantes que ndo foi possivel ser identificados na
hemocultura.
2013- A TagMan QPCR possui alta sensibilidade e especificidade. E um
Liu et al. (2018) China 2015 - TagMan QPCR método rapido e preciso para detectar os patégenos, sendo promissor no

diagnostico de sepse.

Legenda: UTI (Unidade de Terapia Intensiva); ICS (Infeccdo da Corrente Sanguinea)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a epidemiologia das infeccGes da corrente sanguinea e desenvolver métodos
moleculares de diagndstico de infeccGes bacterianas e de genes envolvidos na resisténcia

antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar um levantamento epidemioldgico das infeccGes de corrente sanguinea
notificadas no ano de 2016 nas UTIs adulto e neopediatrica do hospital em estudo;

- Padronizar técnicas baseadas em biologia molecular para a identificacdo de bactérias
Gram negativas e Gram positivas em cepas padrao e isolados clinicos;

- Padronizar técnicas de identificacdo de genes de resisténcia antimicrobiana em bactérias
Gram negativas (p-lactamase de espectro estentido (ESBL), metalo-f-lactamase (MBL) e KPC)

e Gram positivas (mecA, vanA).
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INTENSIVA NEOPEDIATRICA: epidemiologia, microbiologia e fatores de risco

obstétricos

BLOODSTREAM INFECTION IN A NEOPEDIATRIC INTENSIVE CARE UNIT:

epidemiology, microbiology and obstetric risk factors

Betina Brixner!, Nayanna Dias Bierhals!, Caio Fernando de Oliveiral, Jane Dagmar Pollo

Renner!

1Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC

RESUMO

Objetivo: avaliar a frequéncia das infec¢bes de corrente sanguinea (ICS) de pacientes
neopediatricos e relaciona-las com o perfil epidemiologico, microbiolégico e complicagdes
obstétricas em uma unidade de terapia intensiva neopediatrica (UTI-NEOPED), na regido sul
do Brasil.

Meétodos: Estudo transversal e retrospectivo, realizado através do levantamento de dados das
hemoculturas com crescimento bacteriano em pacientes internados na UTI-NEOPED, no ano
de 2016, utilizando o sistema informatizado (MV2000®) do hospital. Foram coletadas
informacBes dos pacientes e sua internagdo, microrganismos e seu perfil de susceptibilidade
antimicrobiano e dados maternos e gestacionais.

Resultados: Dos 33 pacientes acometidos pela ICS, 66,7% eram meninas, 81,8% estavam na
faixa etaria de 0-28 dias e 36,4% pesaram entre 1.501-2.500 gramas ao nascer. As maes
possuiam em média de 27+7,3 anos e 87,9% apresentavam alguma complicacdo obstétrica.
72,7% dos pacientes nasceram com menos de 34 semanas gestacionais. Nas hemoculturas
foram isoladas 9 espécies bacterianas, em que 53,5% eram Staphylococcus coagulase negativa

e 82,6% eram resistentes a oxacilina.
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Conclusbes: O sexo feminino e recém-nascidos prematuros foram os mais acometidos pela
ICS. A prematuridade foi associada com a presenca de fator de risco obstétrico. A bactéria mais
isolada nas hemoculturas foi o Staphylococcus coagulase negativa com alta resisténcia a
oxacilina.

Palavras-chave: Unidade de Terapia Intensiva; Pediatria; Fatores de Risco; Bacteremia

ABSTRACT

Objective: to evaluate the frequency of bloodstream infections (BSI) in neopediatric patients
and to relate them to the epidemiological, microbiological profile and obstetric complications
in a neopediatric intensive care unit (ICU-NEOPED) in southern Brazil.

Methods: A cross-sectional and retrospective study carried out through the collection data from
blood cultures with bacterial growth in patients hospitalized at the ICU-NEOPED in 2016, using
the computerized system (MV2000®) of the hospital. Information about the patients and their
hospitalization, microorganisms and their antimicrobial susceptibility profile and maternal and
gestational data were collected.

Results: Of the 33 patients affected by BSI, 66.7% were girls, 81.8% were in the age group O-
28 days, and 36.4% weighed between 3.309-5.512 pounds at birth. Mothers had a mean age of
27 = 7.3 years and 87.9% had some obstetric complication. 72.7% of the patients were born
with less than 34 gestational weeks. 9 bacterial species were isolated in blood cultures, in which
53.5% were Coagulase negative Staphylococcus and 82.6% were oxacillin-resistant.
Conclusions: Females and preterm infants were the most affected by BSI. There was an
association of prematurity with the presence of obstetric risk factor. Coagulase negative
Staphylococcus was the most isolated bacteria in blood cultures and presented high oxacillin

resistance.

Key words: Intensive Care Units, Pediatrics, Risk Factors, Bacteremia.
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INFECCOES DA CORRENTE SANGUINEA EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA:

estudo retrospectivo em um hospital de ensino

BLOODSTREAM INFECTIONS IN INTENSIVE CARE UNIT: retrospective study in a teaching
hospital

Betina Brixner!, Nayanna Dias Bierhals', Caio Fernando de Oliveiral, Jane Dagmar Pollo Renner?

1Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar os fatores de risco e perfil epidemioldgico dos pacientes
diagnosticados com infecgdo de corrente sanguinea, bem como 0s microrganismos responsaveis pela
infeccdo. Estudo transversal, em que foi realizado um levantamento das hemoculturas e dados dos
pacientes internados em unidade de terapia intensiva adulto com diagndstico de infeccéo de corrente
sanguinea, durante o ano de 2016. Foram coletadas informacdes referentes ao paciente e sua
internacdo, bem como ao agente responsavel pela infecgdo e seu mecanismo de resisténcia fenotipico.
Foram incluidas 24 hemoculturas positivas para crescimento bacteriano. A média de idade dos
pacientes foi de 53,9+21,1 anos e 54,5% dos pacientes acometidos pela infec¢do eram homens. Dos
pacientes, 59,1% apresentavam historico de doenca cardiaca, sendo que destes, 63,6% foram a 6bito.
As bactérias Gram positivas foram mais relacionadas com a infecgdo, em que 54,2% eram
Staphylococcus coagulase negativa e destes, 76,9% foram resistentes meticilina. Identificou-se que o
sexo masculino, individuos idosos e com historico de alguma comorbidades prévia, com destaque
para as doencas cardiacas, foram os mais acometidos com bacteremia. Quanto ao agente bacteriano
responsavel pela infec¢do, o Staphylococcus coagulase negativa foi o mais relacionado aos casos

diagnosticados, bem como o seu alto perfil de resisténcia deste microrganismo frente a meticilina.
Palavras-chave: Bacteremia; Fatores de Risco; Diagnostico; Unidade de Terapia Intensiva.

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the risk factors and epidemiological profile of the patients
diagnosed with bloodstream infection, as well as the microorganisms responsible for the infection. A
cross-sectional study was carried out in which blood cultures were collected and data were collected

from patients admitted to an adult intensive care unit with a diagnosis of bloodstream infection during
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the year 2016. Information about the patient and hospitalization was collected, as well as the agent
responsible for the infection and its mechanism of phenotypic resistance. 24 blood cultures positive
for bacterial growth were included. The mean age of the patients was 53.9+21.1 years and 54.5% of
the patients affected by the infection were men. Of the patients, 59.1% had a history of heart disease,
of which 63.6% died. Gram positive bacteria were more related to infection, in which 54.2% were
coagulase negative Staphylococcus and of these, 76.9% were resistant to methicillin. It was identified
that the male sex, elderly individuals and with history of some previous comorbidities, especially
heart diseases, were the most affected with bacteremia. As for the bacterial agent responsible for the
infection, Coagulase negative Staphylococcus was the most related to the diagnosed cases, as well as

its high resistance profile of this microorganism against methicillin.

Keywords: Bacteremia; Risk factors; Diagnosis; Intensive Care Unit.
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Real-time PCR standardization for bacterial cell wall discrimination

Betina Brixner!, Nayanna Dias Bierhals*, Carolina Marques Corréa’, Karoline Schroder da Silval, Caio
Fernando de Oliveiral?, Jane Dagmar Pollo Renner!
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Introduction: Molecular methods are being widely implemented and are considered very promising in
the early diagnosis of critical patients with infectious processes. These methods are recognized for
speed, reliability, sensitivity and specificity. The aim of this study was to standardize a rO eal-time
Polymerase Chain Reaction (PCR) for discrimination of bacterial cell wall.

Methodology: An experimental study in which the bacterial deoxyribonucleic acid (DNA) was
extracted by the alkaline lysis washing method. Determination of the analytical specificity of the
bacterial cell wall discrimination was performed by real-time PCR using the TagMan system. Universal
primers and specific probes were used in clinical isolates and standard strains, including 4 Gram-positive
pathogens, 7 Gram-negative pathogens, and 2 pathogenic fungi. The analytical sensitivity was
determined by 1:10 dilutions (1 ng/ul to 1 pg/ul) with Staphylococcus aureus and Escherichia coli DNA.
Results: With this TagMan system it was possible to classify the bacterial cell wall according to its
Gram stain. The DNA detection limit for S. aureus and E. coli was 10 pg / ul, where the efficiency was
93.055 (R?= 0.99) and 69.592 (R? = 0.998), respectively.

Conclusions: We standardize a Real-time PCR with the TagMan system able to discriminate bacteria
according to its Gram stain.

Running title
gPCR standardization for bacterial sample

Key words
Molecular Diagnostic Techniques; Real-Time Polymerase Chain Reaction; Gram-Positive Bacterial
Infections; Gram-Negative Bacterial Infectio
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DETECTION OF BACTERIAL RESISTANCE GENES: standardization of a molecular
method
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ABSTRACT

Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques are considered promising in detecting
genes involved in bacterial resistance, since they are fast and reliable methodologies, helping the
ideal choice and early onset of adequate therapy. The aim of this study was to standardize real-
time PCR reactions for detection of main resistance genes of Gram-positive and negative bacteria.
Bacterial DNA was extracted by the alkaline lysis washing method. The real-time PCR technique
using the fluorescence compound Sybr Green was standardized for resistance genes of Gram-
positive bacteria (resistance to methicillin (blameca) and vancomycin (blavana) and resistance genes
of Gram-negative bacteria class A Serine-p-lactamases (blactx-m, blasnv, blatem; blakec) and the
Metallo-B-lactamases (blaviv, blaime, blaspm e blanowm). It was possible to standardize the real-time
PCR technique for the detection of resistance genes blameca and blavana 0f Gram-positive bacteria

and Gram-negative producing class A Serine-p-lactamases and Metallo-p-lactamases. In addition,
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it was possible to standardize a multiplex reaction for three resistance genes of Gram-negative
producing Metallo-B-lactamases, in order to optimize the technique to reduce costs.
Key words

Molecular Diagnostic Techniques; Real-time PCR; Bacterial Genes; MDR genes.
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CONCLUSOES GERAIS

- Foi possivel realizar o levantamento epidemioldgico das ICS em pacientes internados na
UTI neopediatrica do Hospital Santa Cruz, no ano de 2016, observou-se que as ICS foram
prevalentes em recém-nascidos prematuros (<34 semanas de gestacdo), com até 28 dias de vida
(neonatais), do sexo feminino e com baixo peso ao nascer (média de 1.619,42 gramas); foi possivel
verificar que houve associacao entre a prematuridade do bebé com a presenca de fatores de risco
maternos, tais como comorbidades prévias e/ou intercorréncia durante a gestacdo; o agente
patogénico mais associado as ICS foi o Staphylococcus coagulase negativa, 0s quais apresentaram
alta taxa de resisténcia a oxacilina;

- Foi possivel realizar o levantamento epidemioldgico das ICS em pacientes internados na
UTI adulto do Hospital Santa Cruz, no ano de 2016, observou-se que as ICS ocorreram em maior
frequéncia em pacientes idosos (>60 anos) ¢ do sexo masculino; a presenca de patologia cardiaca
prévia foi associada ao desfecho clinico desfavoravel, para aqueles pacientes que foram
acometidos por ICS na UTI adulto; a maioria das ICS foram de origem nosocomial, porém néo
foram associadas com o uso de dispositivos médicos invasivos, sugerindo ser em decorréncia de
contaminacdo cruzada; o agente patogénico mais associado as ICS foi o Staphylococcus coagulase
negativa, 0s quais apresentaram alta taxa de resisténcia a oxacilina;

- Foi possivel padronizar técnica de QPCR uniplex Gram especifica, pelo sistema TagMan,
em cepas padrdo e em isolados clinicos; a QPCR TagMan apresentou especificidade e
sensibilidade analitica nos ensaios realizados;

- Foi possivel padronizar técnicas de QPCR uniplex, com o fluoréforo Sybr Green, para dois
genes de resisténcia em bactérias Gram positivas (blameca € blavana) € cinco genes em bactérias
Gram negativas (blactx-m, blaswv, blatem, blavim e blakec); foi possivel padronizar técnicas de
QPCR multiplex para trés genes de bactérias Gram negativas produtoras de metalo-p-lactamase

(blaimp, blaspm € blanowm), utilizando o composto fluorescente Sybr Green.
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A AMEACA DAS BACTERIAS RESISTENTES E TECNICAS MOLECULARES PARA
AUXILIAR NO DIAGNOSTICO

As infeccbes hospitalares, hoje conhecidas como
infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS),
prejudicam muito o quadro clinico dos pacientes, resultando
em grande numero de mortes. De acordo com dados da |
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no Brasil, 14% das

internacbes evoluem para alguma IRAS. A estimativa
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mundial é que aproximadamente 234 milhdes de individuos
realizam algum procedimento cirtrgico por ano, em que um milhdo morrem em decorréncia de
algum processo infeccioso. Alem disso, 0 nimero de bactérias resistentes aos antibioticos é
crescente, originando infecgdes bacterianas graves e aumentando, ainda mais, as taxas de dbitos,
uma vez que estamos ficando sem opcdes de antibiéticos para tratamento eficaz.

Diante deste preocupante cenario, foi realizado, na Universidade de Santa Cruz do Sul, um
estudo que teve como objetivo verificar a epidemiologia das infecgdes da corrente sanguinea e
desenvolver métodos moleculares no diagndstico de infeccdes e de genes envolvidos na resisténcia
antimicrobiana. A pesquisa é resultado da dissertacdo na mestranda Betina Brixner, sob orientacéo
da Dra. Jane Dagmar Pollo Renner e divulga os resultados de um estudo maior, intitulado

“Desenvolvimento de métodos moleculares no diagndstico de microrganismos e genes envolvidos

na resisténcia bacteriana”.

— Através dos resultados obtidos, foi possivel
verificar que as infeccBes da corrente sanguinea nas
unidades de terapia intensiva adulto e neopediatrica, de
um hospital de ensino no interior do Rio Grande do Sul,

foram causadas, na maioria das vezes, pelo

il Staphylococcus coagulase negativa resistente. Esta é
uma bactéria encontrada na microbiota normal da pele dos individuos, mas que possui
envolvimento com casos de IRAS e, por isso, grande importancia clinica. Além disso, através de
metodologias moleculares, foi possivel discriminar onze isolados microbiologicos e dez genes de
resisténcia em curto periodo de tempo. Os pesquisadores destacam que esta metodologia possui
alta sensibilidade e especificidade, auxilia no rapido diagndstico e contribui para a segurancga dos
pacientes, ajudando na escolha do antibidtico adequado, na redugdo da resisténcia bacteriana, bem

como reduzindo o tempo de internacdo e dos gastos hospitalares.
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RELATO DE CAMPO

O presente estudo abrange caracteristicas interdisciplinares. Na coleta de dados
epidemioldgicos (etapa 1), contamos com o apoio de profissionais farmacéutico, enfermeiro e
graduandos do curso de medicina. J&, na etapa 2, a extracdo de DNA e realizagdo da PCR, bem
como as demais andalises e processamento dos resultados, foram realizadas por farmacéuticos,
bidlogos e graduandos dos cursos de farmacia, biologia e biomedicina.

No intuito de alcancar os objetivos propostos no projeto de pesquisa, este estudo foi dividido
em duas partes: 1) Estudo epidemiolédgico e microbiolégico, a fim de verificar qual o perfil das
infeccOes de corrente sanguinea, bem como os fatores de risco dos pacientes criticos que podem
predispor a desenvolver esta infecdo; 2) Padronizacdo/desenvolvimento de técnicas de QPCR para
identificacdo de bactéria Gram positivas e negativas (sistema TagMan) e deteccdo dos genes
envolvidos na resisténcia antimicrobiana (Sybr Green).

Saliento que as coletas dos dados retrospectivos, de pacientes com diagndstico de ICS no
hospital em estudo, ocorreram conforme programado com o0 cronograma, sem nenhum
contratempo ou dificuldade. Porém, deixo aqui registado a complexidade das padronizacGes das
técnicas propostas no projeto de pesquisa, bem como o meu grande empenho, assim como de
minha orientadora, bolsistas e demais profissionais envolvidos neste projeto, para alcancar seu

éxito.
Primeira etapa

Para este estudo transversal e retrospectivo ndo foi encontrado nenhuma intercorréncia
durante a coleta dos dados e ndo foi necessario nenhum ajuste no projeto de pesquisa. A pesquisa
foi realizada no segundo semestre de 2017, com inicio em junho e término em novembro. Além
disso, a mestranda reservou de um a dois turnos semanais, conforme disponibilidade de
computador, para coleta de dados na Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH).

Inicialmente, o Laboratorio Santa Cruz disponibilizou uma lista com todas as hemoculturas
realizadas no ano de 2016, apds foram identificadas e destacadas somente aquelas que eram de
origem das UTI Adulto e Neopediatrica do hospital. Através do sistema informatizado (MV
2000®) do hospital, foi realizada uma busca ativa utilizando a identificacio do paciente no Sistema
de Gerenciamento de Unidades (PAGU) e Sistema de Controle de Infecgdo Hospitalar (PSIH). As
informacdes coletadas foram descritas em um checklist, previamente elaborado no projeto de

pesquisa. Por fim, os dados foram tabulados no Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
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versdo 23.0, em que foram analisadas a estatistica descritiva das varidveis (frequéncias, médias e
desvio padrdo) e associagdes entre as variaveis categdricas, através do teste de Qui Quadrado.
Cabe ressaltar que, dos dados coletados nesta etapa, foi possivel redigir dois manuscritos,

gue ambos se encontram submetidos.

Segunda etapa

Esta etapa foi iniciada no més de outubro de 2017. Para iniciar a etapa de padronizacdo do
método de QPCR, precisamos, antecipadamente, realizar as técnicas microbioldgicas com a
preparacdo de meios de cultivos, coloracdo de Gram e provas bioguimicas, para auxiliar na correta
identificacdo das bactérias e verificar se ndo havia presenca de contaminantes nas amostras. Apos
a semeadura e isolamento de diversas bactérias, optou-se por trabalhar inicialmente com cepas
padrdo de Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Escherichia coli (Gram negativa), a fim de
verificar se os primers e probes funcionavam corretamente, para posteriormente seguir as analises
com outras bactérias. Ja, para a resisténcia bacteriana, foram utilizadas amostras clinicas que
possuiam a presenca de genes estudados. A seguir serdo descritas todas as etapas de padronizagdo
e desenvolvimento das técnicas de QPCR.

Padronizacdo do protocolo de extracdo de DNA de cepas padréo

A padronizacdo deste protocolo foi desafiadora, na qual foram testadas quatro diferentes
formas de extracdo, buscado identificar um DNA em quantidade suficiente para a realizacéo das
técnicas e de boa qualidade. Testou-se inicialmente a técnica de extragdo por fervura, porém foi
possivel observar em gel de agarose 1% e quantificacio no Qubit® e NanoDrop® que o DNA
extraido estava degradado, com impurezas e de ma qualidade. O segundo método testado foi a
extracdo por lise alcalina, a qual apresentou, ap6s algumas modifica¢es no método, um DNA com
maior qualidade e, apesar da quantificacdo de DNA ter sido menor quando comparado com a
primeira técnica de extragdo, o DNA encontrava-se com menos impurezas. A terceira técnica
testada foi o Kit de extracdo in house CPTBIo e os padrdes foram semelhantes ao encontrado com
0 segundo método, porém o DNA degradava mais rapidamente quando descongelado para uso nas
reacOes de QPCR. Por fim, realizamos a tentativa de extragdo do DNA pelo Kit comercial Purelink
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher®), obtendo uma quantidade menor de DNA, quando
comparado ao método de lise alcalina, porém mais integro e de boa qualidade.

Como o intuito do projeto era desenvolver uma técnica de baixo custo, optou-se por trabalhar

com a extracdo de lise alcalina, uma vez que apresentou bons resultados nas reacfes de QPCR.
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Além disso, é uma técnica bem mais barata quando comparada ao Kit comercial testado, cujo valor
para 50 preparagdes custa aproximadamente 660,00 reais.

Ressalta-se que para a padronizacdo da técnica de extracdo de DNA, foram necessarios
meses até a definicdo do melhor método. Para cada técnica foi necessario realizar ajustes, buscando
alcancar uma melhor extragdo de DNA bacteriano, em que alguns casos as etapas se diferenciaram
para bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Padronizacdo da QPCR pelo sistema TagMan de cepas padrao

Esta etapa iniciou na segunda quinzena de dezembro de 2017 e demandou muito esforco,
tempo e tentativas para conseguir alcancar seu éxito. Durante a padronizacdo desta técnica houve
diversos erros que desafiaram os pesquisadores, sendo necessario buscar ajuda com outros
professores e, até mesmo, a assisténcia cientifica da empresa Thermo Fisher®, a qual produz os
reagentes utilizados nesta reacao de QPCR.

O primeiro desafio foi a escolha do método da configuracdo do aparelho StepOne Plus®.
Como a literatura utilizada como base para padronizacao da técnica ndo descrevia a configuragéo
do aparelho, depois de conversa com professores, optou-se pelo método de “presenga/auséncia”.
Apds meses de tentativa, com DNA extraidos pelos trés primeiros métodos de extracdo, com
quantidades diferentes de DNA, primers e probes, conseguiu-se a padronizacdo da reacao uniplex.
Em seguida, iniciou-se os testes para reacdo multiplex, em que foram realizadas diversas tentativas
de padronizacgdo, com as mesmas mudancas de quantidade de reagentes e DNA que as realizadas
na uniplex, porém sem sucesso. A fim de verificar o porqué da impossibilidade desta técnica
multiplex, entramos em contato com a assessoria cientifica da Thermo Fisher®, a qual indicou uma
nova configuracéo para realizar as analises.

Passadas algumas semanas realizando as PCRs pela configuragdo multiplex
“presenga/auséncia”, iniciamos com a técnica de padronizagdo pela nova configuracdo “curva
padrdao”. Foram necessarias tentativas com quantidades diferentes de DNA extraidos pelo método
de lise alcalina e diferentes concentracbes de primers e probes, até que conseguissemos a
padronizacdo da reagdo uniplex.

Apos, prosseguimos a padronizacdo da técnica multiplex, em que as concentracdes dos
reagentes e quantidade de DNA foram os mesmos que na uniplex. Prosseguiu-se para as analises
de sensibilidade (variando de 10 ng/pL até 1 pg/uL) e especificidade (cepas de Candida albicans
e Candida glabrata). Nesta etapa, encontramos um grande empecilho que atrasou muito as

andlises. A probe FAM (que identifica bactérias Gram positivas) parou de amplificar na reacdo de
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PCR multiplex, sendo necessério verificar e realizar uma nova padronizacdo desta PCR. Novas
probes e primers foram diluidos, a agua foi trocada, concentragdes de reagentes alteradas,
confeccdo de novo kit de extracdo de lise alcalina e, apds semanas de tentativas e erros, ndo foi
possivel verificar a amplificacdo dessa probe na reacao multiplex, amplificando somente quando
se encontrava em uma reagdo uniplex.

Neste mesmo periodo chegou o Kit comercial, que haviamos encomendado meses antes,
sendo realizada uma nova extracdo. Realizamos novas reacdes, com diferentes concentracdes de
reagentes, porém também ndo obtivemos éxito na padronizacdo multiplex. Apos discussdo com
orientadora e, em virtude curto periodo que haviamos até a defesa da dissertacdo e gastos dos
reagentes, optou-se por trabalharmos com a técnica de PCR uniplex, previamente padronizada.
Além disso, a reacdo com somente uma probe foi mais sensivel do que quando haviam dois alvos

diferentes na mesma reacao.

Padronizacado do protocolo de extracdo de DNA do sangue

A padronizacédo deste protocolo de dificil execugdo, uma vez que tivemos que nos deter
principalmente na extracdo do DNA bacteriano e ndo do DNA humano. Foram necessarios
voluntarios saudaveis para de doacdo de sangue para posterior contaminacdo, na escala de 0,5 de
McFarland, com as cepas ATCC (American Type Culture Collection) de bactérias Gram positiva
e negativa. As extracdes de DNA foram realizadas por dois métodos. Foram extraidos DNA por
lise alcalina modificada e pelo Kit comercial Purelink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher®).
Quando o sangue foi contaminado com col6nias bacterianas, o kit comercial apresentou a melhor
extracdo, com um DNA integro, sem impurezas e de boa qualidade, verificado em gel de agarose
1% e quantificacdo no Qubit® e NanoDrop®. Desta maneira, optou-se por testar o DNA extraido
do plasma e do sangue total para posterior analise na PCR de qual seria 0 melhor e com menos
interferéncia do DNA presente no sangue humano, na reacdo de QPCR.

Além disso, foram extraidas amostras de hemoculturas positivas de pacientes internados
na UTI adulto, cedidas gentilmente pelo Laboratério Santa Cruz. Para essas amostras, também
foram testados os dois métodos de extracdo descritos anteriormente. Verificou-se através do gel
de agarose 1% e quantificagdo no Qubit® e NanoDrop®, que a extracdo por lise alcalina foi o

melhor método para extrair DNA dessa amostra.
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Padronizacdo da QPCR pelo sistema TagMan do sangue

Esta etapa iniciou na segunda quinzena de agosto de 2018, a qual demandou trabalho &rduo
e um desafio enorme para a equipe de pesquisa. Testamos primeiramente por PCR convencional,
para verificarmos se aquele DNA extraido continha DNA bacteriano. Apds seguimos paraa QPCR
uniplex, utilizando a probe NED (controle enddgeno), com a FAM e a VIC; porém, ndo obtivemos
sucesso com as amostras extraidas do plasma e, também, do sangue total. Foram realizadas
diversas tentativas, com diferentes concentracdes de primers e probes, diferentes temperaturas de
anelamento e, até 0 momento, ndo foi possivel concluir a padronizacdo da QPCR no sangue com
amostras de sangue total/plasma.

Verificando na literatura, realizamos a tentativa de padronizacdo da técnica com amostras
de hemoculturas positivas. Utilizando este material, foi possivel identificar bactérias Gram
positivas, ndo sendo executado os testes para Gram negativas devido a falta de amostras de

hemoculturas positivas para essas bactérias.

Padronizacdo da QPCR utilizando fluoréforo Sybr Green para genes de resisténcia

Iniciada em setembro de 2018, as técnicas de padronizacdo dos genes de resisténcia
bacteriana (blactx-m, blacshv, blatem, blakec, blaime, blasem, blanom, blaviv, blameca € blavana),
foram realizadas sem grande dificuldade. Primeiramente, a técnica foi padronizada utilizando
isolados clinicos previamente semeados em placas de Mller Hinton. Ja no sangue, até o momento,
conseguiu-se padronizar através de hemocultura positiva a presenca do gene mecA para amostra
previamente identificada como Gram positiva.

Cabe ressaltar que, para ambas padronizacgdes, foram utilizados o DNA extraido pelo método
de lise alcalina e que para os genes blame, blasem, blanom j& se tem uma reacdo multiplex

padronizada.

Solucdes reagentes

Apesar de alguns percalgos que tivemos ao longo da pesquisa, saliento que houve grande
demora no recebimento de diversas solucdes reagentes. A grande maioria levada aproximadamente
4 meses para chegar ao laboratorio apds encomenda, 0 que atrasou a pesquisa e as padronizagoes
das técnicas sugeridas no projeto de pesquisa.

Cabe ressaltar que os Kits de extracdo comercial chegaram com o prazo de validade muito

proximo do vencimento. Com isso, foram devolvidos dois Kits de extracdo, o que limitou a
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extracdo de DNA para 50 amostras. Além disso, durante os experimentos de bancada houve
término e demora na entrega nos seguintes itens: solucdo Master Mix TagMan, DNAse I, lisozima,
reagentes para quantificacdo de DNA no Qubit®, tubos do tipo strip e tiras de tampa para estes

tubos.
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Numero do Parecer: 1.540.110

Apresentagdo do Projeto:

Atualmente, as InfecgOes Relacionadas a Assisténcia @ Saude (IRAS) s&o consideradas um dos grandes
problemas de saude publica, com impacto no tempo de internacéo, na morbimortalidade e gastos com
procedimentos terapéuticos e diagnosticos. Acrescenta-se a 1550 as repercussdes para o paciente, sua
familia e a comunidade em geral, tal como o afastamento do trabalho e da vida social, com consequente
comprometimento

psicologico, econdmico e social. A infecg@o ou colonizag&o por microrganismos resistentes em pacientes
hospitalizados tem merecido crescente atencéo dos servigos de controle de infeccéo hospitalar. O impacto
dessa complicacéo infecciosa no ambiente hospitalar se traduz por prolongamento da hospitalizagéo,
incapacidade para o trabalho, reinternagfes aumento de custo, sequelas e obito. Nao ha estimativas exatas
do impacto mundial dessas infeccdes, mas nos Estados Unidos, mais de 70% das bactérias isoladas nos
hospitais s&o resistentes a pelo menos um antibiotico comumente utilizado no tratamento da infe¢do. O
isolamento bacteriano utilizando técnicas microbioldgicas convencionais raramente ultrapassa 25% com
sinais clinicos e achados laboratoriais sugestivos de infec¢éo bacteriana invasiva. Também & interessante
notar que em 40% das criancas que tém um diagnostico clinico de sepse e 75% dos casos de neutropenia

febril de alto risco, ndo pode ser detectado os
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microrganismos por técnicas microbioldgicas convencionais. As técnicas moleculares que detectam os
acidos nucleicos para a identificac&o de patogenos tornaram-se cada vez mais disponiveis. Estas técnicas
séo sensiveis na deteccdo do DNA viral, bacteriano e fungico no sangue periférico. Entre as técnicas
moleculares mais promissores esta a reac&o em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). A mudanca
de padrbes de susceptibilidade antimicrobiana continua a ser uma das tarefas mais importantes de
laboratorios de microbiologia clinica. A terapia antimicrobiana

eficaz dos pacientes de doencas infecciosas & constantemente desafiado pelo rapido aumento da
prevaléncia de agentes patogénicos resistentes e até mesmo resistentes a multiplas drogas em todo o
mundo. Em resposta as limitagdes dos métodos fenotipicos, outros testes de susceptibilidade antimicrobiana
e antifungica s&o continuamente desenvolvidos. Estes métodos podem identificar um agente patogénico e o
seu perfil de

susceptibilidade antimicrobiana dentro de um curto periodo de tempo. Por exemplo, PCR em tempo real
quantitativo (gPCR), que torna possivel detectar o microrganimo e a resistencia em uma amaostra biologica
dentro de algumas horas, portanto, isso facilita iniciar o tratamento e controle de medidas adequadas para o
paciente. Neste contexto, justifica-se o desenvolvimento de testes de PCR em tempo real (qPCR) para a
deteccéo de microrganismos relevantes e genes de resisténcia em ambientes hospitalares e em pacientes
criticos, e assim, facilitar o tratamento reduzindo o tempo de permanéncia do paciente no hospital e a
melhoraria da gestao de antimicrobianos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Desenvolver métodos moleculares no diagnéstico de doencas infecciosas e de genes envolvidos na
resisténcia antimicrobiana.

Objetivo Secundario:

1. Identificar a prevaléncia de doencas infecciosas e de microrganismos resistentes isolados no ambiente
hospitalar e ambulatorial na regido de

Santa Cruz do Sul;

2. Realizar testes fenotipicos para identificac&o presuntiva de resisténcias de microrganismos isolados de
amostras biolégicas e do ambiente;

3. Padronizar técnicas baseadas em biologia molecular para a identificacédo em amostras biologicas e
isolados de bactérias Gram

negativas como Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e Gram positivas como
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Staphylococcus sp., Streptococcus sp e

Enterococcus sp;

4. Padronizar técnicas de identificacéo de genes de resisténcias de bactérias Gram negativas (ESBL, AMPc,
MBL e KPC) & Gram

positivas (MecA, VanA e VanB)

5. Padronizar técnicas baseadas em biologia molecular para a identificac&o de isolados de Acanthamoeba
spp e

seus genotipos dos ambientes como agua e poeira do climatizador de ar hospitalar.

6. Identificar e caracterizar endossimbiontes, como

Legionella spp & Pseudomonas spp, presentes em Acanthamoeba em amostras de agua e poeira de
ambientes hospitalar;

7. Padronizar técnicas

baseadas em biologia molecular para a identificacdo de fungos emergentes como Candida albicans e
Candida n&o albicans;

8. Padronizar

técnicas baseadas em biologia molecular para a identificag&o do CMV

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Né&o ha riscos para os sujeitos da pesquisa, ja que serdo usadas uma parte das amostras bioldgicas que
serao coletados para exames laboratoriais.

Beneficios:

Conhecer a microbiota existente nas mé&os e mucosa nasal dos profissionais da saude; padronizar um
método que possibilite o diagnostico

microbiologico (bactérias, fungos e virus) e sua resisténcia mais precocemente em pacientes internados,
facilitar o tratamento reduzindo o tempo de

permanéncia do paciente no hospital e a melhoraria da gestéo de antimicrobianos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de importancia impar sobre identificacéo de bactérias, fungos e virus e que auxiliara a padronizar

procedimentos no HSC.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
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Consideracdes Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado e em condigcdes de ser executado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 20/04/2016 Aceito
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Investigador
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ANEXO B - Ficha UTI adulto

PESQUISA: Prevaléncia de infeccdes da corrente sanguinea e perfil epidemioldgico dos pacientes

internados em Unidades de Terapia Intensiva Adulto.

1. Registro Paciente: n.° | 2. Atendimento: n.°

3. Nome do Paciente:

4. ldade: \ 5. Nasc.: / / \ 6. Sexo: (1) Feminino (2) Masculino

7. Tipo de internacdo: (1) Clinica (2) Cirargica eletiva (3) Cirargica de urgéncia

8. Data de internacao: / / 9. Tempo de internacdo pré-UTlI: dias

10. Data de internagdo na UTI: | 11. Tempo de internacdo em UTI:
/ / dias

12. Data de internagéo p6s UTI: 13. Tempo TOTAL de internagédo:

/ / dias

14. Data da alta/ transferéncia/Obito: 15. Desfecho Clinico: (1) Alta (2) Transferéncia

/ / outro hospital (3) Obito

16. Sinais clinicos de infec¢do da corrente sanguinea: (1) Sim (2) Ndo

17. Comorbidades: (1) Cardiaca (2) Pulmonar (3) Neurolégica (4) Malignidade (5) Endocrinoldgica
(6) Renal Aguda (7) Renal Cronica (8) Hepatica (9) Imunodeficiéncia
Observacao:

18. Uso de ATB antes da coleta da amostra: (1) Sim (2) Ndo

19. Hemocultura positiva (12 amostra): 20. Hemocultura positiva (22 amostra):
(1) Sim (2) Nédo / / (1) Sim (2) N&o / /

21. Microrganismo isolado:

22. Drogas resistentes:

23. Drogas sensiveis:

24. Mecanismo de Resisténcia: (1) ESBL (2) KPC (3) NDM (4) MBL (5) MRSA (6) VRE

25. Infecgdo ligada a dispositivo invasivo: (1) Sim (2) Nao

26. Infeccdo de origem: (1) Comunitaria (2) Nosocomial

27. Observacoes:

Fonte: autora
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ANEXO C —Ficha UTI neopediéatrica

PESQUISA: Prevaléncia de infec¢des da corrente sanguinea e perfil epidemioldgico dos pacientes

internados em Unidades de Terapia Intensiva Neopediatrica

1. Registro Paciente: n.° | 2. Atendimento: n.°

3. Nome do Paciente:

4. ldade: | 5. Nasc.: / / 6. Sexo: (1) Feminino (2) Masculino

7. Data de internacgéo: / / 8. Tempo de internagdo pré-UTl: dias

9. Data de internacdo na UTI:|10. Tempo de internacdo em UTI:
/ / dias

11. Data de internacdo pos UTI: 12. Tempo TOTAL de internacao:

/ / dias

13. Data da alta/ transferéncia/Obito: 14. Desfecho Clinico: (1) Alta (2) Transferéncia
/ / outro hospital (3) Obito

15. Sinais clinicos de infec¢do da corrente sanguinea: (1) Sim (2) Ndo

16.

Comorbidades: (1) Cardiaca (2) Pulmonar (3) Neuroldgica (4) Malignidade (5) Endocrinolégica

(6) Renal Aguda (7) Renal Cronica (8) Hepatica (9) Imunodeficiéncia (10) Prematuridade

17. Peso do bebé:

18. Uso de ATB antes da coleta da amostra: (1) Sim (2) Nédo

19. Hemocultura positiva (12 amostra): 20. Hemocultura positiva (22 amostra):
(1) Sim (2) Nao / / (1) Sim (2) Nao / /

21. Microrganismo isolado:

22. Drogas resistentes:

23. Drogas sensiveis:

24. Mecanismo de Resisténcia: (1) ESBL (2) KPC (3) NDM (4) MBL (5) MRSA (6) VRE
25. Infeccdo ligada a dispositivo invasivo: (0) Ndo (1) Sim, qual:

26.

Infeccdo de origem: (1) Comunitéria (2) Nosocomial

27. Atendimento mae: n°

28. Nome da mée:

29. ldade da mée: 30. Pré natal: (0) Nao (1) Sim, quantos?
31. Idade gestacional: 32. Tipo de parto: (1) Normal (2) Cesaria
33. M&e com Comorbidade: (0) N&o (1) Sim, quais:

34.

Observagdes do RN ou mae:

Fonte: autora
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ANEXO F - Gréficos com as amplificacdes resultantes das padronizagdes do Artigo I11

Resultados das analises da QPCR TagMan Gram especifica.
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ANEXO G - Gréficos com as amplificacdes resultantes das padronizacées do Artigo IV

Resultados das anélises da QPCR Syber Green para detec¢do de genes de resisténcia.
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