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RESUMO

Cateteres venosos centrais (CVC) sdo utilizados com a finalidade de facilitar o diagnostico e o
tratamento de pacientes hospitalizados. Entretanto, o uso destes oferece riscos de infec¢ao
local e sistémica. Staphylococcus aureus e S. epidermidis sao agentes etiologicos de infecgdes
relacionadas a CVC e possuem a capacidade de produzir biofilme. A formacdo do biofilme
depende da producdo de uma substancia chamada Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA)
sintetizada pelo operon ica. O presente trabalho teve por objetivos isolar e identificar
microrganismos de pontas de CVC de pacientes internados entre junho de 2003 a junho de
2004, no Hospital Universitdrio (HU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Estabelecer o perfil de resisténcia dos isolados frente a anti-sépticos, desinfetantes, e
antimicrobianos e realizar a ribotipagem de cepas de S. aureus ¢ S. epidermidis através da
técnica Ribosome Spacer-Polymerase Chain Reaction (RS-PCR). Investigar a presenga dos
genes icaA e icaD nessas cepas através do método da Polymerase Chain Reaction (PCR),
verificar a expressdo fenotipica de biofilme através dos testes em Microplaca de Poliestireno
(MP) e em Agar Vermelho Congo (AVC) e avaliar a eficacia desses métodos utilizados na
detecgao de cepas produtoras de biofilme. Neste estudo, 198 pontas de CVC foram avaliadas
e 105 (53%) foram consideradas positivas, pois apresentaram crescimento microbiano igual
ou superior a 15 Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Os microrganismos mais isolados
foram: Estafilococos coagulase-negativa (ECN) (35,2%), S. aureus (25,7%), Klebsiella
pneumoniae (8,5%), Acinetobacter baumannii (7,6%), Pseudomonas aeruginosa (7,6%), e
Candida albicans (4,7%). Todas as bactérias estudadas foram sensiveis ao PVP-I degermante
10%, Clorexidina alcoodlica 0,5%, Clorexidina degermante 2%, e ao Acido peracético 0,5%.
Duas (4%) cepas de Staphylococcus sp. foram resistentes ao PVP-I topico 10% e 3 (6%)
resistentes ao Hipoclorito de sodio 1%. Entre as bactérias Gram-negativas, 1 (4%) foi
resistente ao PVP-I topico 10% e 4 (16%) resistentes ao Hipoclorito de sddio 1%. O perfil de
resisténcia de cepas de ECN e S. aureus aos antimicrobianos foi: ciprofloxacina (81,5 e
91,3%), eritromicina (81,5 e 100%), gentamicina (81,5 e 91,3%), oxacilina (96,3 e 95,7%),
penicilina (100%), respectivamente. Nenhuma cepa apresentou resisténcia a vancomicina. O
perfil de resisténcia apresentado por A. baummannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae foi:
amicacina (100, 75 e 60%), ampicilina-sulbactam (50, 62,5, ¢ 100%) cefotaxima (100%),
ceftazidima (100%), ciprofloxacina (100, 87,5, e 40%), gentamicina (100, 100 e 80%),
respectivamente. A. baumannii e P. aeruginosa apresentaram 37,5% e 75% de resisténcia ao
imipenem, e todas as cepas de K. pneumoniae foram sensiveis. Cem por cento (100%) das
cepas de A. baumannii foram sensiveis ao meropenem e 37,5% das cepas de P. aeruginosa
foram resistentes a0 meropenem, mas sensiveis a colistina. A tipagem molecular mostrou 6
diferentes perfis de ribotipagem para S. aureus. O perfil I foi verificado em 21 (80,8%) das
cepas que também foram multiresistentes a antimicrobianos. Destas, 18 (69,2%) cepas de S.
aureus apresentaram a mesma biotipagem, perfil de resisténcia a antimicrobianos e
ribotipagem. Observou-se que os outros perfis de ribotipagem encontrados (perfil II-VI)
estavam associados com cepas de S. aureus que mostraram uma menor resisténcia a
antimicrobianos. S. epidermidis apresentaram Dbiotipagem e perfil de resisténcia a
antimicrobianos diferentes, porém o mesmo perfil de ribotipagem. Os genes icaAl e icaD1
foram detectados em 22 (95,7%) cepas de S. aureus e os genes icaA2 e icaD2 em 16 (80%)



cepas de S. epidermidis. Todos os isolados estudados de S. aureus e 19 (95%) de S.
epidermidis foram produtores de biofilme em MP. Apenas 1 (4,3%) cepa de S. aureus e 7
(35%) de S. epidermidis foram positivas em AVC. A identificagdo de microrganismos
isolados em pontas de CVC e o conhecimento do perfil de resisténcia destes frente aos anti-
sépticos, desinfetantes e antimicrobianos sdo de extrema importancia para o controle de
infec¢des e para a determinagdo de agdes terapéuticas e epidemioldgicas. A técnica de RS-
PCR pode ser usada para tipagem de cepas de S. aureus, por ser um método rapido, barato e
reprodutivel. O método PCR permitiu a detec¢do de genes ica nos isolados analisados de S.
aureus e S. epidermidis e o teste em MP foi mais eficaz para a detec¢do fenotipica de biofilme
do que 0 AVC.

Palavras-chave: CVC. Microrganismos. Anti-sépticos. Desinfetantes. Antimicrobianos. RS-
PCR. Biofilme. AVC. MP.
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1 INTRODUCAO

O uso de cateter venoso central (CVC) ¢ indispensavel na pratica médica
porque facilita o tratamento e o diagndstico do paciente. E usado na terapia intravenosa
prolongada, para administracdo de fluidos, para monitoracdo hemodinamica do paciente, e
como acesso vascular para hemodialise. Entretanto, o uso desses cateteres oferece riscos de
infeccao local e sist€émica, incluindo tromboflebite, endocardite ¢ bacteremia (PUGLIESE,
1997).

O desenvolvimento de polimeros como biomateriais contribui para as
praticas modernas de medicina. Véarios dispositivos médicos como proteses e cateteres
utilizados para tratamento e diagnostico sdo constituidos destes polimeros, mas estes
oferecem riscos de infeccdes associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (ARCIOLA
et al., 2002a).

Assim, torna-se imprescindivel conhecer os mecanismos pelos quais os
microrganismos aderem e colonizam estes dispositivos. E para prevenir infecgdes
relacionadas a biomateriais ¢ necessario compreender a patogénese da infec¢ao (KIEM et al.,
2004).

A infecgdo associada com o uso de dispositivos intravasculares representa 10
a 20% de todas as infec¢des nosocomiais e ¢ uma das mais freqiientes causas de morbidade e
mortalidade, representando uma fonte de sepse em pacientes hospitalizados.
Aproximadamente 65% dessas infecgdes resultam da migracdo de microrganismos da
microbiota da pele a partir do sitio de inser¢do do cateter, 30% da introducdo intraluminal
pelo sistema de infusdo e 5% por outras vias como infusdo de fluidos contaminados e focos
infecciosos a distancia (BOUZA et al., 2002).

O diagnoéstico de sepse relacionada a cateter intravascular ¢ baseado em
dados clinicos e/ou laboratoriais, com certas limitagdes. No quadro clinico o paciente
apresenta febre, podendo haver ou ndo sinais inflamatdrios no sitio de inser¢do do cateter.
Esses sinais inflamatérios se caracterizam por dor, calor, rubor ¢ edema. Se também houver
infeccao no sitio de insercao do cateter, pode-se observar a presenca de exsudato. A evidéncia
clinica inclui a identificagdo do mesmo microrganismo, isolado tanto do cateter quanto da
hemocultura, ou resolucdo da febre dentro de 48 horas apds a remocdo do cateter em
pacientes sem uso de antibidticos ou, que ndo responderam a, no minimo, 72 horas de

antibioticoterapia (O’GRADY et al., 2002).
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Viérios fatores contribuem para maior risco de infec¢do, entre eles, periodo
de permanéncia indefinido, necessidade de curativo diario ou a cada 48 horas no sitio de
inser¢do, tipo de material de que ¢ constituido o cateter. Geralmente, CVC inseridos na veia
subclavia oferecem menor risco de infecgdo, seguida pela veia femural e jugular interna.
Cateteres venosos inseridos em veia periférica raramente sdo causa de sepse devido ao fato de
serem usados por um curto periodo de tempo, normalmente 2 a 3 dias (EGGIMANN et al.,
2004).

O material do qual ¢ constituido o CVC pode promover trombogénese e
aderéncia de microrganismos em sua superficie e conseqliente colonizacdo. A resposta imune
do paciente e a presenca do microrganismo também estariam envolvidas nesta aderéncia. O
paciente reage contra o cateter considerando-o como corpo estranho formando ao seu redor
uma cobertura de fibrina que favorece a adesdo de microrganismos (DAROUICHE, 1999;
BEGHETTO et al., 2002).

Cateteres flexiveis de silicone e poliuretano sdo menos trombogénicos do
que os de polivinil e polietileno, os quais favorecem mais a aderéncia microbiana. Em estudos
com microrganismos como Staphylococcus aureus e Candida spp., estes aderiram com mais
facilidade a cateteres de polivinil (SHETH et al., 1983; ROTROSEN et al., 1986; BASILE-
FILHO et al., 1998).

Outro fator relacionado a infec¢do associado a CVC diz respeito a presenca
ou ndo de multiplos lumens na constituicdo do cateter. Estudos sugerem que cateteres de
triplo lumen estdo associados com maiores indices de infec¢do que os cateteres de um unico
limen, uma vez que aumentam o risco de infecgdo pela presenca de um nimero maior de
portas de entrada (APPELGREN, 1987; COUTO et al., 1999). Porém, estudos mostram que
cateteres de triplo limen normalmente sdo inseridos em pacientes graves os quais apresentam
maior risco de infeccdo (POWELL et al., 1988; FARKAS et al., 1992; CUNHA ¢ POVOA,
1999).

A duragdo do cateterismo seria o principal fator de risco para infecg¢do
relacionada a CVC. Estudos mostram que a cateterizagdo prolongada favorece a infecc¢ao
(DIENER et al., 1996; DAROUICHE, 1999).

O curativo no sitio de insercdo do cateter também pode favorecer a
colonizagdo do mesmo e a sepse, pois curativos do tipo oclusivo, podem propiciar o
crescimento bacteriano nesse local (CONLY et al., 1989; SADOYAMA ¢ GONTIJO FILHO,
2002).
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Outros fatores de risco para infeccao relacionada a CVC (IR-CVC) incluem a
contaminagdo do cateter pela propria microbiota do paciente, a manipulagdo freqiiente do
cateter pela equipe de satide sem o uso de equipamentos adequados (luvas e mascaras), a
aplicagcdo de anti-sépticos contaminados durante o curativo, o uso de técnica inadequada
durante a inserc¢do do cateter, a dissec¢ao para a localizagdo da veia para a inser¢do do cateter,
a colonizagdo da ponta do cateter por disseminacao hematogénica de um foco de infecg¢ao a
distancia (SADOYAMA ¢ GONTIJO FILHO, 2002).

Segundo Eggimann et al. (2004), varios estudos mostram diferentes taxas de
colonizacdo de cateter e de infeccdes da corrente sanguinea por microrganismos relacionados
a insercdo de cateteres. Estas taxas variam de 5,8% a 71,4% para as culturas de pontas de
cateteres (CPC) e de 0,3% a 11,0% para bacteremia/sepse. Essa variabilidade nas taxas de
CPC pode ser justificada pelo fato dos estudos serem realizados em diferentes grupos de
pacientes bem como do tipo de metodologia adotada para a CPC.

Conhecer os agentes envolvidos na colonizagdo e infec¢do associada a
cateter ¢ importante para a escolha da terapia antimicrobiana adequada e decisdo de remog¢ao
do mesmo. Os microrganismos utilizam-se de 4 vias de acesso para colonizar o cateter: a)
migragdo da microbiota da pele ao longo da superficie externa do cateter a partir da area de
insercao do mesmo; b) contaminagdo intraluminal do cateter por manipulacdo do sistema de
infusdo (conectores) pelos profissionais de saitde; c) administragdo de fluidos ou
medicamentos contaminados; d) focos infecciosos a distancia (DAROUICHE, 1999;
TRAUTNER e DAROUICHE, 2004).

Os microrganismos que usualmente colonizam a superficie externa do cateter
sdo os Estafilococos coagulase-negativa (ECN) e S. aureus, enquanto que patdgenos
nosocomiais como Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp., Enterococcus
sp., ¢ Candida sp. freqiientemente colonizam o limen do cateter (TRAUTNER e
DAROUICHE, 2004).

Outros microrganismos como Corynebacterium e Bacillus sp. podem estar
envolvidos em IR-CVC, sendo introduzidos a partir da pele ou do canhdo do cateter (RIEBEL
et al.,, 1986; SALEH e SCHORIN, 1987; BASILE-FILHO et al., 1998). Microrganismos
como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sio também observados em infec¢des
relacionadas a CVC (POVOA et al., 1999; QUESADA et al., 2005).

ECN e S. aureus sd3o microrganismos encontrados com relativa freqiiéncia
compondo a microbiota normal do corpo humano ou como causa de infec¢do em seres

humanos (COUTO et al., 1999).
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Bacilos Gram-negativos tém como habitat o trato gastrointestinal e
usualmente colonizam instrumentais, ambientes hospitalares umidos, € comumente a
nasofaringe e pele do paciente. Sdo também contaminantes de infusdes e solugdes
intravenosas administradas através do cateter e podem ser carreados pelas maos dos
profissionais de saude. Fungo do género Candida pode ser isolado do tubo digestivo, do
intestino, da orofaringe, da vagina e da pele de individuos saudaveis (COUTO et al., 1999).

Quanto a colonizagdo de CVC pelos ECN, componentes protéicos do
hospedeiro que recobrem o a superficie interna e externa do cateter, permitem a aderéncia
destes microrganismos. Os ECN também possuem a capacidade de aderir a superficie livre do
cateter apos poucas horas de contato. S. aureus por sua vez utilizam o processo de
trombogénese em seu beneficio para aderir ao cateter. Uma vez aderidas, essas bactérias
proliferam formando multiplas camadas que resultam em biofilme, o qual atua como barreira
para os antibioticos, anticorpos, neutrofilos e macréfagos (DUNNE, 2002; GOTZ, 2002).

Segundo Donlan e Costerton (2002), biofilme ¢ uma comunidade de
microrganismos sé€sseis caracterizada por células que se aderem a um substrato ou interface
ou uma as outras, embebidas em uma matriz ou polimero extracelular, que exibem um
fenotipo alterado a respeito de crescimento, expressao génica e producao de proteinas.

Dunne (2002) ressalta que na composicao do biofilme ha trés ingredientes
basicos: superficie, microrganismos e glicocélice. Se um destes componentes ¢ removido, o
biofilme ndo se desenvolve.

A camada de biofilme ¢é rica em fibrina e fibronectina, que servem de
substrato para a colonizagdo por S. aureus e Candida sp. ECN aderem somente a fibronectina,
além de produzirem um material integrante do biofilme, a substincia fibrosa do glicocalice ou
matriz extracelular ou polissacarideo extracelular, o que aumenta a sua aderéncia e inibe a
atuacdo dos mecanismos de defesa e antimicrobianos (DUNNE, 2002).

Estudos tém mostrado que a formagdo de biofilme e a aderéncia de
microrganismos em superficies abiodticas ou biodticas dependem de varidveis que incluem a
espécie da bactéria, a composicdo da superficie, os fatores ambientais e os produtos que
participam da formacdo do biofilme (DUNNE, 2002; GOTZ, 2002).

As propriedades fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte
influéncia sobre a adesdo dos microrganismos, os quais aderem mais facilmente as superficies
hidroféobicas (plasticos) do que as hidrofilicas (vidro ou metais). Estudos mostram que a
adesdo microbiana se torna melhor com o aumento da hidrofobicidade tanto da superficie

celular como do substrato de adesao (DONLAN e COSTERTON, 2002).
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A adesdao bacteriana pode ser dividida em dois estagios, primaria e
secundaria. O primeiro estagio ¢ reversivel e ¢ determinado por varidveis fisico-quimicas tais
como: forcas eletrostaticas, interacdes hidrofobicas, forcas de van der Walls, temperatura e
forcas hidrodindmicas que vao determinar a adesdo entre as duas superficies, célula bacteriana
e a superficie de interesse. Além disso, varias substancias como proteinas do plasma e outros
nutrientes favorecem essa adesdo primaria (COSTERTON et al., 1995).

Na adesdo secundaria ocorre uma mediacdo molecular entre adesinas
especificas e superficie. O microrganismo consolida sua adesdo através da producdo de um
complexo exopolissacaridico e/ou ligando receptores especificos presentes nos pili, fimbrias e
fibrilas com a superficie do material. No final deste estigio a adesdo ¢ irreversivel e o
microrganismo estd aderido a superficie por uma estrutura semelhante a um cogumelo
(COSTERTON et al., 1995).

Apobs este estagio ocorre o processo de maturacdo do biofilme quando os
microrganismos podem se multiplicar, interagir com moléculas organicas e inorganicas do
ambiente, como proteinas do plasma humano, enquanto outros acabam morrendo. Fatores de
controle da maturacdo do biofilme incluem: pH, perfusdo de oxigénio, fonte de carbono e
osmolaridade. Em situagdes criticas da dindmica de equilibrio do biofilme pode ocorrer
liberacao de microrganismos que poderdo colonizar outras superficies (COSTERTON et al.,
1995).

Estudos sugerem que o desenvolvimento primario, a maturagdo e a ruptura
do biofilme podem ser regulados por sinalizagdo célula a célula, através de moléculas
sinalizadoras (quorum-sensing). Essa regula¢do ocorreria de forma a controlar a densidade
populacional e a expressdo génica dos microrganismos envolvidos no desenvolvimento do
biofilme (STICKLER et al., 1998; COSTERTON et al., 1999).

Vérios estudos mostram, através da microscopia eletronica, que
Staphylococcus sp. produzem biofilme em extensas multicamadas celulares envoltos em uma
substancia amorfa, chamada slime. O biofilme tem sido considerado um dos principais fatores
de viruléncia destas bactérias (ZIEBUHR, et al., 1997; GELOSIA et al., 2001; ARCIOLA et
al., 2000).

A adesina polissacaridica intercelular ( PIA: Polysaccharide Intercellular
Adhesin ) medeia a adesdo bacteriana intercelular e permite o crescimento bacteriano em
extensos aglomerados celulares até a formagdo da estrutura do biofilme. Pode também agir
como uma adesina para vidros e provavelmente para outras superficies hidrofilicas. PIA ¢ um

polissacarideo cuja estrutura ¢ unica, sendo uma homoglicana linear composta de
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aproximadamente 130 residuos de N-acetilglicosamina unidos por liga¢des B-1,6 com 20%
dos residuos deacetilados e carregados positivamente. E sintetizada in vitro a partir de UDP-
N-acetilglicosamina pela enzima N-acetilglicosaminil transferase, a qual ¢ codificada pelo
gene icaA localizado no locus ica (intercellular adhesion). Enzimas envolvidas na sintese de
PIA sdo codificadas pelo operon ica que ¢ composto pelos genes icaA, icaD, icaB, icaC ¢ o
gene regulatorio icaR (HEILMANN et al., 1996; GERKE et al., 1998; GOTZ, 2002).

A enzima N-acetilglicosaminil transferase tem sua atividade aumentada
quando ocorre a co-expressdo de icaA e icaD. Os oligomeros de N-acetilglicosamina
produzidos por icaAD atingem um comprimento maximo de 20 residuos. A interagdo
funcional entre icaA ¢ icaD ¢é necessaria para o estabelecimento das ligagdes B-1,6 entre os
residuos de N-acetilglicosamina. Somente quando os genes icaAD sdo co-expressados com
icaC a cadeia completa de PIA ¢ sintetizada. A atividade do gene icaB é desconhecida mas
sugere-se que este codifica uma deacetilase que remove alguns grupos acetil gerando residuos
de glicosamina carregados positivamente. icaR, por sua vez, codifica uma proteina repressora
que controla a expressdo de PIA (HEILMANN et al., 1996; GERKE et al., 1998; GOTZ,
2002).

A capacidade de produzir biofilme dependente da presenga do operon ica,
tem papel importante na patogénese de S. aureus e S. epidermidis e na caracterizagdo de cepas
virulentas envolvidas em infec¢cdes associadas a dispositivos médicos implantados. A
producdo e a formagdo do biofilme parece ser regulada por condigdes ambientais in Vvitro
como anaerobiose, composi¢do do meio de cultivo, condigdes de stress, temperatura,
osmolaridade, concentragdes sub-inibitorias de antibidticos e genes acessorios que interferem
na expressdo do operon ica. Essa regulacdo pode existir in vivo e ter um possivel papel na
patogénese de infec¢des relacionadas a biomateriais (MACK et al., 2000; KNOBLOCH et al.,
2001; GOTZ, 2002; DOBINSKY et al., 2003; FITZPATRICK et al., 2005).

Cepas ica-negativas de S. aureus e S. epidermidis também podem aderir a
biomateriais, e nestes casos ocorreria o envolvimento de outros fatores ica-independentes que
também medeiam a aderéncia destas bactérias a estruturas bidticas e abidticas. Tais fatores
incluem adesinas presentes na parede celular bacteriana capazes de aderir a componentes
presentes na superficie dos polimeros (GOTZ, 2002).

Nos ultimos anos tem ocorrido aumento nas taxas de microrganismos Gram-
negativos em CPC e estes vém sendo considerados patégenos emergentes causadores de
infecgdes da corrente sanguinea relacionada a cateteres intravasculares (AKAN, 2003;

PARAGIOUDAKI et al. 2004; QUESADA et al. 2005).
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Os bacilos Gram-negativos envolvidos sdo provenientes do ambiente
hospitalar e multiresistentes a antimicrobianos, sendo os mais freqiientemente encontrados:
Acinetobacter sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Stenotrophomonas
maltophilia (ELTING e BODEY, 1990; SEIFERT et al., 1993; DUNNE, 2002).

A. baumannii e P. aeruginosa também apresentam propriedades de aderéncia
e formagdo de biofilme especificas o que favorece colonizagdo e infec¢gdo (MAH e
O’TOOLE, 2001; BEGHETTO et al., 2002; DUNNE, 2002).

Nos hospitais, espécies do género Candida sdo importantes patogenos
responsaveis por quadros de candidemias relacionadas a dispositivos intravasculares.
Aumento no nimero de IR-CVC sdo causadas por esses patdgenos oportunistas em pacientes
imunodeprimidos (DAROUICHE, 1999; COLOMBO e GUIMARAES et al., 2003; DAVID
et al., 2005). Segundo Akan (2003), taxas de colonizagdo por Candida sp. entre 5% a 27%
podem ser encontradas.

Candida albicans apresenta como principais fatores de viruléncia: a
capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, a morfogénese que auxilia a invasao
tissular, uma termotolerancia significativa e a produ¢do de enzimas hidroliticas. A
colonizacdo e IR-CVC sdo devido a sua capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme
semelhante ao mecanismo de S. aureus (DAROUICHE, 1999; COLOMBO e GUIMARAES,
2003).

Em trabalho realizado por Pelletier et al. (2000) estes encontraram taxas de
incidéncia de 73,7% para bactérias Gram-positivas, 16,9% para bactérias Gram-negativas e
9,4% para leveduras em CPC, e as infecgdes da corrente sanguinea relacionada a cateter
estavam associadas com um significativo aumento na porcentagem dos microrganismos
Gram-negativos em CPC.

Infecgdes por Staphylococcus sp. associadas a biomateriais geralmente ndo
respondem adequadamente a tratamento antimicrobiano e isso pode levar a remog¢ao do
dispositivo infectado. Por isso, a necessidade de métodos diagndsticos que identifiquem cepas
bacterianas capazes de produzir biofilme (ARCIOLA et al., 2002a).

Para o diagndstico laboratorial sdo usadas as técnicas de cultura semi-
quantitativa de Maki et al. (1977), cultura quantitativa (CLERI et al., 1980; SHERERTZ et
al., 1990) e a hemocultura (COUTO et al., 1999).

A dificuldade em diagnosticar infec¢des relacionadas a cateteres (IRC) € um
problema muito freqiiente. Como mencionado, a avaliacdo diagnostica empregada baseia-se

na suspeita clinica de infeccao, ou seja, sinais clinicos locais como a presenca de dor, calor,
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edema, eritema, e exsudato purulento proximo ao local de insercdo do cateter, e sinais
sist€émicos como temperatura acima de 38 °C, tremores, hipotensdo e taquicardia. O
diagnoéstico usualmente requer hemoculturas colhidas simultaneamente do cateter e de veia
periférica e a remocdo do cateter para a realizagdo de cultura quantitativa ou semi-
quantitativa, sendo que somente 15 % a 25% dos cateteres removidos por suspeita de infec¢ao
estao realmente infectados (FILLIPIN et al., 2002; AOKI et al., 2004; QUESADA et al.,
2005).

Apesar da alta especificidade do método de hemocultura, este ndo ¢ usado na
rotina da pratica clinica, devido a sua complexidade e custos elevados. J& a cultura
quantitativa ¢ trabalhosa e cara, o que dificulta sua implementagdo em laboratérios de analises
clinicas. Assim, os critérios laboratoriais para o diagnostico de IRC baseiam-se na técnica de
Maki et al. (1977) a qual consiste do rolamento da ponta (segmento) do cateter em placa de
agar sangue (AS). O diagnostico definitivo ¢ estabelecido quando o cateter ¢
significativamente colonizado, indicado por cultura positiva com 15 ou mais Unidades
Formadoras de Colonia (UFC). A cultura semi-quantitativa da ponta de cateter ¢ o método
mais simples e mais freqiientemente utilizado (HALL e FARR, 2004; LORENTE et al.,
2005).

As IRC sao definidas pela recuperagao de microrganismos de um segmento
do cateter associada aos sinais de bacteremia clinicamente aparente ou a infec¢do local. A
presenga de 15 ou mais UFC em culturas de pontas de cateteres tem sido associado a uma
incidéncia de 16% de bacteremia. CVC contribuem com 75 a 90% de todas as infecgoes da
corrente sanguinea relacionadas a cateteres (CLEMENCE et al., 1995; EGGIMANN et al.,
2004; YOSHIDA et al., 2005).

Assim, o diagnostico das IR-CVC baseia-se em sinais clinicos locais e
sist€émicos associados a confirmagao laboratorial através de CPC e/ou hemoculturas. O Center
for Disease Control and Prevention (CDC) recomenda a realizagdo dessas culturas como
parametro laboratorial para o diagnostico destas infecgdes (O’GRADY et al., 2002).

Os microrganismos isolados de pontas de CVC por cultura semi-quantitativa
sdo identificados por técnicas tradicionais ou por sistemas automatizados, sendo inicialmente
triados através de suas caracteristicas morfo-tintoriais, em bacilos Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos, cocos Gram-positivos e fungos leveduriformes (SADOYAMA e GONTIIO
FILHO, 2002).

Recentemente o desenvolvimento de métodos moleculares tem permitido

elucidar a base genética da producdo de slime pelo operon ica. Técnicas baseadas em
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Polymerase Chain Reaction (PCR) sdo simples, rapidas e altamente especificas para verificar
a presenga de genes ica envolvidos na expressio fenotipica de PIA (ARCIOLA et al., 2002b).
A capacidade de formacao de biofilme em Staphylococcus pode ser investigada através de
método genotipico. A PCR ¢ uma técnica molecular que permite a deteccdo dos genes que
codificam para a sintese de PIA e que compde o operon ica presente em S. aureus e S.
epidermidis. E ainda, representa um método muito seguro para a identificacdo correta de
cepas virulentas produtoras de biofilme (CRAMTON et al., 1999; ARCIOLA et al., 2001a;
FITZPATRICK et al., 2002; CHAIEB et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, S. aureus e S. epidermidis sdo as bactérias
Gram-positivas mais freqiientemente associadas com IR-CVC. O estudo da presenga e da
expressao dos genes ica nestas bactérias ¢ de extrema importancia para a compreensdo dos
mecanismos de adesdo e colonizacdo das mesmas, proporcionando subsidios para o
desenvolvimento de métodos preventivos e terapéuticos para a erradicagdo do biofilme.

Entre os métodos fenotipicos classicos para a detec¢do da producdo de
biofilme destaca-se o Teste em Microplaca de Poliestireno (MP) desenvolvido por
Christensen et al. (1985) e modificado por Stepanovi¢ et al. (2000). Este teste permite a
mensuragdo quantitativa da formacdo de biofilme em microplacas através de leitura
espectrofotométrica. De acordo com essa técnica o microrganismo pode ser considerado
desde ndo produtor até fortemente produtor de biofilme baseado em uma escala definida
conforme o valor de leitura da densidade dptica. Trabalhos realizados nos ultimos anos
aplicam esse método para a caracterizacdo fenotipica de biofilme em bactérias do género
Staphylococcus (RACHID et al.,, 2000; GELOSIA et al., 2001; SILVA et al., 2002;
DOBINSKY et al., 2003; ARCIOLA et al., 20006).

Outro método utilizado é o Teste em Agar Vermelho Congo (AVC) descrito
por Freeman et al. (1989) e empregado por outros pesquisadores em trabalhos recentes
(ARCIOLA et al., 2001b; ARCIOLA et al., 2002b; SILVA et al., 2002; KIEM et al., 2004;
CHAIEB et al., 2005). Esta técnica ¢ baseada na andlise direta das colonias e em uma
avaliacdo cromatica subjetiva que permite a identifica¢do de cepas produtoras de biofilme que
apresentam coloragdo preta no AVC, e cepas ndo produtoras, coloragdo vermelha.

O conhecimento da resisténcia bacteriana e a identificagao do agente causal
nos processos infecciosos sdo de extrema importincia para determinar acdes terapéuticas
individualizadas e epidemiologicas amplas. O conhecimento de taxas de resisténcia em

determinados ambientes para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas é essencial para o
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estabelecimento de estratégias em relagdo ao uso racional de anti-sépticos, desinfetantes e
antimicrobianos.

Anti-sépticos e desinfetantes sdo amplamente utilizados nos hospitais para o
controle e prevengdo de infecgdes nosocomiais. Os anti-sépticos sdo usados durante o
procedimento de inser¢ao do cateter e nos cuidados didrios com o sitio de inser¢do. O PVP-I ¢
a Clorexidina sdo os anti-sépticos mais utilizados na preveng¢ao de IR-CVC (CARSON,
2004). Os desinfetantes, por sua vez, sdo utilizados na desinfeccdo de artigos e de ambientes
hospitalares.

Os anti-sépticos e desinfetantes t€ém em sua composi¢do uma gama de
substancias quimicas: fenol, aldeidos, alcool, biguanidas, metais pesados, peroxigénio,
compostos halogenados, e compostos quaterndrios de amdnia. Em geral, apresentam maior
espectro de acdo do que os antibiodticos. Enquanto os antibidticos agem em alvos especificos,
os anti-sépticos e desinfetantes agem em multiplos alvos ou estruturas dos microrganismos
(DENYER e STEWART, 1998; MCDONNELL e RUSSELL, 1999; POOLE, 2002).

Em hospitais a contaminacdo ambiental tem sido ligada a transmissdo de
patdgenos nosocomiais importantes. A desinfeccdo de superficies ambientais e de artigos
hospitalares tem contribuido para a eliminagdo desses patdogenos e conseqiientemente com o
decréscimo da aquisi¢do de infeccao hospitalar (RUTALA et al., 2000).

O uso continuo de anti-sépticos e desinfetantes em ambientes hospitalares
para o controle dessas infeccdes também pode desencadear resisténcia microbiana
(MCDONNELL e RUSSELL, 1999; POOLE, 2002; REYNALDO et al., 2004). Aumento na
resisténcia a anti-sépticos e desinfetantes cationicos, quaternarios de amonia, clorexidina,
amidinas e acridinas tem sido observado em cepas de S. aureus e S. epidermidis resistentes a
antibidticos. A resisténcia desses microrganismos pode ser decorrente da aquisi¢do de
plasmidios ou de alteragdes na estrutura da parede celular (MCDONELL e RUSSELL, 1999;
POOLE, 2002; SEKIGUCHI et al., 2004).

O PVP-I ¢ a solucdo anti-séptica mais utilizada em insercdo de CVC, mas
varios trabalhos t€ém mostrado que a Clorexidina tem melhor a¢do na redu¢do da colonizacao
bacteriana do cateter. O CDC tem recomendado o uso de Clorexidina para cuidados com o
sitio de inser¢do do cateter. A atividade bactericida da Clorexidina ndo ¢ neutralizada por
substancias organicas como ocorre com o PVP-I. Ainda, bactérias tém mostrado resisténcia ao
PVP-I, mas nao a Clorexidina (KINIRONS et al., 2001; O’GRADY et al., 2002; SASSONE
et al., 2003).
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O Hipoclorito de sodio a 1% ¢ freqlientemente utilizado para a desinfecgdo
de ambiente e de artigos hospitalares. Em trabalho realizado por Chitnis et al. (2004) com
fluidos corpdreos contaminados com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas vistas na
pratica hospitalar, estes observaram niveis satisfatorios de desinfec¢do com este agente em
varias concentragdes, exceto para sangue contaminado com Staphylococcus sp.

O uso de antimicrobianos tem contribuido para a reducdo dos indices de
mortalidade e morbidade das doencas infecciosas, mas, a resisténcia bacteriana a essas
substancias tem aumentado muito nos ultimos anos e representa um sério problema de satde
publica. Apesar da disponibilizagdo de novos antibioticos, o ritmo do desenvolvimento da
resisténcia bacteriana representa um constante desafio. Nos anos 1970 e inicio dos anos 1980,
bactérias Gram-negativas resistentes eram o principal obstaculo terapéutico. Atualmente,
bactérias Gram-positivas resistentes também ocupam uma posi¢do de destaque (SWARTZ,
2000; ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

A resisténcia a antimicrobianos ¢ um problema para o controle de infecgdes
em hospitais e na comunidade e varias recomendacgdes tém sido feitas com relagdo a
estratégias para controlar o surgimento de patdgenos resistentes. A resisténcia ocorre por
mecanismos como a inativacdo enzimatica da droga por diferentes tipos de enzimas, pela
alteragdo da permeabilidade da membrana celular que impede a penetragdo do antibiotico e
sua agdo, e pelo efluxo ativo de antibidticos contribuindo para uma concentragdo inadequada
dos mesmos e conseqiientemente uma a¢ao ndo efetiva (JONES, 1999). Além disso, deve-se
levar em consideracdo que microrganismos que colonizam cateteres e implantes médicos
podem formar biofilme que atua como barreira para antibioticos, anti-sépticos e desinfetantes,
bem como para a ag¢do do sistema imunologico (DUNNE, 2002).

ECN e S. aureus tem mostrado resisténcia a multiplos agentes
antimicrobianos de uso clinico, dificultando o tratamento de infec¢des causadas por esses
microrganismos que compreendem um grupo de espécies freqiientemente associadas a
infec¢des nosocomiais ou adquiridas na comunidade, particularmente em pacientes com
cateteres ou outros dispositivos médicos implantaveis (TENOVER et al., 1999).

Um aumento na incidéncia de estafilococos resistentes a oxacilina tem sido
verificado em hospitais terciarios e/ou de ensino, podendo atingir altas taxas de resisténcia
(GRAY ¢ GEORGE, 2001; HARIHARAN et al., 2003; VON BAUM et al., 2005). Esta
situacdo tem importantes implicagdes porque freqiientemente o paciente necessita de
isolamento e uso de vancomicina para o tratamento da infec¢do. Estudos tém mostrado o

isolamento de cepas de Staphylococcus sp., em varios paises, com reduzida sensibilidade ou
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resistentes a vancomicina ( HIRAMATSU et al., 1997; SMITH et al., 1999; WONG et al.,
2000; BOBIN-DUBREUX et al., 2001; CHANG et al., 2003; BOZDOGAN et al., 2004;
PALAZZO et al., 2005). Além disso, cepas de Staphylococcus oxacilina resistentes tem
mostrado resisténcia cruzada a outros grupos de antibidticos como beta-lactamicos,
macrolideos, aminoglicosideos, quinolonas, sulfas e tetraciclinas (SADER et al., 2001;
BLATT e PIAZZA, 2004).

Bacilos Gram-negativos nao fermentadores, como A. baumannii ¢ P.
aeruginosa sao importantes patégenos nosocomiais responsaveis por infeccdo em individuos
imuno-deprimidos e também vém apresentando altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
de uso clinico, principalmente os isolados de Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) e de
hospitais de ensino (QUINN, 1998).

Isolados de A. baumannii, principalmente aqueles recuperados de pacientes
com infecgdes nosocomiais, sdo freqiientemente resistentes a multiplos agentes
antimicrobianos, incluindo cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas. Imipenem ¢
considerado o mais efetivo agente antimicrobiano contra A. baumannii. No entanto, aumento
nas taxas de resisténcia a carbapenémicos tem ocorrido, devido ao uso indiscriminado de
determinados agentes (cefalosporinas, carbapenémicos, ciprofloxacina e amicacina) em
alguns hospitais que tem alta incidéncia de enterobactérias produtoras de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) e hiperprodutoras de enzimas AmpC (HSUEH et al., 2002).

Cezério et al. (2004) sugerem que o uso de imipenem para o tratamento de
infeccbes por P. aeruginosa pode estar relacionado com a emergéncia de cepas
multiresistentes de A. baumannii.

No Brasil, P. aeruginosa apresenta elevadas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos e cerca de 15 a 35% destes sdo resistentes a todos antimicrobianos
disponiveis para uso clinico (SADER et al., 2001; GALES et al., 2001). A polimixina B ou a
colistina, embora altamente toxica, vem sendo utilizada para tratar infec¢des causadas por
cepas de P. aeruginosa multiresistentes, mas sensiveis somente a este agente (LEVIN et al.,
1999; QUESADA et al., 2005).

Para K. pneumoniae as taxas de cepas produtoras de ESBL no Brasil sdo
muito altas embora possam variar de uma regido para outra € de um hospital para o outro.
Sader et al. (2001), em estudo realizado no Brasil, mostram que em torno de 50% das cepas
de K. pneumoniae sao caracterizadas como produtoras de ESBL. Nos Estados Unidos da
América essas taxas sdo menores que 5% e na Europa entre 15 e 20%. Além disso, cepas de

K. pneumoniae produtoras de ESBL tém mostrado resisténcia in vitro aos antimicrobianos
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beta-lactamicos associados a inibidores de beta-lactamases (ampicilina-sulbactam e
piperacilina-tazobactam), mas o mecanismo de resisténcia envolvido ainda ndo estd
completamente elucidado. A baixa atividade desses antimicrobianos também tem sido
mostrada em outros trabalhos (GALES et al., 1997; ROLAND et al., 2000; VESPERO, 2004).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana nos diferentes microrganismos,
Gram-positivos e Gram-negativos, representa um constante desafio em todo o mundo.
Conhecer os microrganismos e o perfil de resisténcia destes frente aos anti-sépticos,
desinfetantes e antimicrobianos de uso padronizado em hospitais regionais ¢ de extrema
importancia para se adequar e racionalizar o uso dos mesmos a realidade de cada instituigao.

Nas ultimas décadas Staphylococcus sp. tém se destacado como freqiientes
agentes etiologicos de infecgdes locais e sistémicas associadas a CVC, bem como pela
multiresisténcia aos antimicrobianos de uso hospitalar e resisténcia a anti-sépticos e
desinfetantes.

A tipagem bioquimica, o perfil de antibiotipagem e a tipagem molecular de
cepas de S. aureus podem oferecer subsidios para o entendimento da epidemiologia destes
microrganismos nos hospitais e possibilitar a adequacdo e racionalizagdo do uso de
antimicrobianos.

Apesar da ecletroforese em campo pulsado (PFGE: Pulsed-field gel
eletrophoresis) ser o método recomendado para a tipagem molecular de cepas de
Staphylococcus sp., a técnica de Ribosome Spacer-Polymerase Chain Reaction (RS-PCR)
pode ser de grande valia para tipagem de cepas, principalmente quando envolvidas em surtos
hospitalares, uma vez que ¢ um método réapido, barato, reprodutivel, e quase tao
discriminatorio quanto o PFGE (KUMARI et al., 1997). Em procariotos, o locus genético do
DNA ribossomal (rDNA) contém os genes 16S, 23S e 5S que s3o separados por regides
espacadoras que podem exibir seqiiéncias género e espécie especificas e certo grau de
polimorfismo em nivel de género e espécie. A amplificacdo de fragmentos da regido
espagadora intergénica 16S-23S rDNA por RS-PCR, utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores selecionados das regides altamente conservadas que flanqueiam essa regido,
geram produtos do PCR que podem entdo ser usados para identificagdao de género e espécie de
bactérias e também para a ribotipagem de cepas de S. aureus (JENSEN et al., 1993; KUMARI
et al., 1997; OLIVEIRA e RAMOS, 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Realizar analise microbiologica de pontas de CVC provenientes de pacientes

internados no HU da cidade de Londrina-Parand no periodo de junho de 2003 a junho de

2004.

2.2 ESPECIFICOS

Isolar microrganismos presentes em pontas de CVC através da técnica de
cultura semi-quantitativa e identifica-los pelos métodos convencionais e
automatizado;

Determinar o perfil de sensibilidade dos microrganismos isolados frente aos
anti-sépticos e desinfetantes utilizados no HU;

Determinar o perfil de sensibilidade dos microrganismos isolados frente aos
antimicrobianos de uso clinico no HU;

Realizar a ribotipagem das cepas de S. aureus e S. epidermidis isoladas,
através da técnica de RS-PCR;

Correlacionar a biotipagem, o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a
ribotipagem das cepas Staphylococcus aureus e S. epidermidis isoladas de
pontas de CVC;

Detectar a presenga dos genes icaA e icaD envolvidos na formagdo de
biofilme nas cepas de S. aureus e S. epidermidis isoladas de pontas de CVC
através da PCR;

Verificar a expressdao fenotipica de biofilme por cepas S. aureus e S.
epidermidis através do teste em MP e cultivo em placas de AVC;

Avaliar a eficicia dos métodos fenotipicos (MP, AVC) e genotipico (PCR)
utilizados para detec¢do de cepas S. aureus e S. epidermidis produtoras de

biofilme.
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RESUMO

Cateteres venosos centrais (CVC) sao utilizados na terapia intravenosa com a finalidade de facilitar o
diagnodstico e o tratamento do paciente, permitindo a administragdo de medicamentos, nutri¢do
parenteral, também como acesso vascular para hemodialise. Entretanto, o uso desses cateteres oferece
riscos de infecgdo local e sistémica, incluindo endocardite e bacteremia. O presente estudo teve por
objetivo isolar microrganismos de CVC, utilizando a técnica de cultura semi-quantitativa, e identificar
os mesmos, mediante provas bioquimicas convencionais e por sistema automatizado. Neste estudo,
198 pontas de CVC foram avaliadas e 105 (53%) foram consideradas positivas, ou seja, apresentaram
crescimento microbiano > 15 UFC. Os microrganismos encontrados foram os seguintes: 63,8% de
bactérias Gram-positivas, 30,5% de bactérias Gram-negativas e 5,7% de leveduras. Os
microrganismos predominantes foram: Staphylococci coagulase-negativa (35,2%), Staphylococcus
aureus (25,7%), Klebsiella pneumoniae (8,5%), Pseudomonas aeruginosa (7,6%), Acinetobacter
baumannii (7,6%) e Candida albicans (4,7%). O aumento da incidéncia de infecgdo relacionada a
cateter tem sido observado mundialmente, refletindo o aumento de procedimentos médicos invasivos,
utilizados para o tratamento de pacientes. Este estudo possibilitou identificar os microrganismos
predominantes em pontas de CVC, em um hospital escola da regido de Londrina-PR. A identificagdo
destes microrganismos ¢ de extrema importidncia para se otimizar o tratamento da infec¢do e se

estabelecerem medidas preventivas.

Palavras-chave: Cateter Venoso Central, cultura semi-quantitativa, microrganismos isolados.
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ABSTRACT

Central Venous Catheters (CVC) are used in intravenous therapy in order to facilitate diagnosis and
treatment. They allow medicine administration, parenteral nutrition and also vascular access in
hemodialysis. However, the use of these catheters offers risks of systemic and local infection,
including endocarditis and bacteremia. The aim of this study was to isolate microorganisms from CVC
utilizing the semiquantitative culture technique, and to identify them through conventional
biochemical tests and an automated system. For the study, 198 CVC tips were evaluated and 105
(53%) were considered positive, that is, showed microbial growth > 15 CFU. The microorganisms
found were the following: 63.8% Gram-positive bacteria, 30.5% Gram-negative bacteria, and 5.7%
yeast. The most isolated were: coagulase-negative Staphylococci (35.2%), Staphylococcus aureus
(25.7%), Klebsiella pneumoniae (8.5%), Pseudomonas aeruginosa (7.6%), Acinetobacter baumannii
(7.6%) and Candida albicans (4.7%). The increase of infection cases related to catheter has been
observed worldwide reflecting the increase of invasive medical procedures used to treat patients. This
work allowed the identification of the microorganisms most frequently isolated from CVC tips at a
teaching hospital in the region of Londrina-PR. The identification of these microorganisms is
extremely important in order to optimize the treatment of the infections and to establish methods of

prevention.

Key words: Central Venous Catheter, semiquantitative cultures, isolated microorganisms.
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Introducéo

Cateteres venosos centrais (CVC) sdo dispositivos que facilitam o tratamento e o diagnostico do
paciente. Sdo usados na terapia intravenosa prolongada para administragio de medicamentos,
hemoderivados e solugdes de nutrigdo parenteral, para monitorar a condi¢do hemodindmica do
paciente e como acesso vascular para hemodialise. Entretanto, o uso desses cateteres oferece riscos de
infecgdo local e sistémica, incluindo tromboflebite, endocardite, bacteremia e sepse (SADOYAMA;
GONTIO FILHO, 2002; DAVID et al., 2005).

A infeccdo associada ao uso de dispositivos intravasculares representa 10 a 20% de todas as
infecgdes nosocomiais € ¢ uma das causas mais freqiientes de morbidade e mortalidade, representando
uma fonte de bacteremia e sepse em pacientes hospitalizados. Aproximadamente 65% dessas
infecgdes resultam da migracdo de microrganismos da microbiota da pele, a partir do sitio de inser¢do
do cateter, 30% da introducdo de agentes microbianos intraluminal, por meio do sistema de infusdo, e
5% por outras vias, como infusdo de fluidos contaminados e focos infecciosos a distancia.
Aproximadamente 20 a 40% dos pacientes com CVC desenvolvem infecgdo local e 3 a 10%
desenvolvem bacteremia e/ou sepse. Os custos de internacdo e o tempo de permanéncia hospitalar
aumentam significativamente nos pacientes com bacteremia (SADOYAMA; GONTIJO FILHO, 2002;
EGGIMANN; SAX; PITTET, 2004).

Os fatores de risco relacionados a infeccdo por cateteres intravasculares estdo associados a
duragdo do cateterismo, o local de inser¢do, o material do qual é constituido, a presenga de multiplos
lumens, a repetigdo do cateterismo, a manipulagdo freqliente, o tipo de curativo usado, os
microrganismos envolvidos na colonizagdo do cateter, a doenca de base e a gravidade do estado
clinico do paciente, bem como as condi¢des imunoldgicas do mesmo (DAROUICHE, 1999;
BEGHETTO et al., 2002).

A dificuldade em diagnosticar infec¢des relacionadas ao uso de cateteres ¢ um problema muito

freqiiente. A avaliacdo diagnodstica empregada baseia-se na suspeita clinica de infec¢@o, ou seja, sinais
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clinicos locais, como a presenga de dor, calor, edema, eritema e exsudato purulento préximo ao local
de inser¢do do cateter, e sinais sistémicos como temperatura acima de 38 °C, tremores, hipotensao e
taquicardia. O diagndstico usualmente requer hemoculturas colhidas simultaneamente do cateter ¢ de
veias periféricas, além da remocdo do cateter para a realizagdo de cultura quantitativa ou semi-
quantitativa. Embora esse tenha sido o procedimento utilizado, verifica-se que apenas 15 a 25% dos
cateteres removidos por suspeita de infeccdo estejam realmente infectados (AOKI, et al., 2004;
QUESADA, et al., 2005).

Apesar da alta especificidade do método de hemocultura, ele ¢ pouco utilizado na rotina da
pratica clinica, devido a sua complexidade e custos elevados. Por outro lado, a cultura quantitativa ¢
trabalhosa e dispendiosa, e isso dificulta sua implementacdo em laboratorios de analises clinicas.
Assim, a defini¢do dos critérios laboratoriais para o diagndstico de infeccdo relacionada ao cateter
(IRC) segue a técnica de Maki, Weise e Sarafin (1977), a qual consiste do rolamento da ponta
(segmento) do cateter em placa de agar sangue (AS). O diagnostico definitivo € estabelecido quando o
cateter apresentar cultura positiva com 15 ou mais Unidades Formadoras de Colonia (UFC), dado que
constitue indicede infecgdo. A cultura semi-quantitativa da ponta de cateter ¢ o método mais simples ¢
mais freqiientemente utilizado, e existem vérios estudos comparando a sua importancia (LINARES et
al. 1985; COLLIGNON et al., 1986; AOKI, et al., 2004; HALL; FARR, 2004).

Os principais microrganismos causadores de IRC sdo: Staphylococci coagulase-negativa (SCN),
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Candida sp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp., Stenotrophomonas maltophilia. Esses
microrganismos sdo provenientes da propria pele do paciente, do ambiente hospitalar ou veiculados
pela equipe de satde (SEIFERT et al., 1993; TRAUB et al., 2000; DUNNE, 2002; DAVID et al.,
2005; QUESADA et al., 2005).

O presente estudo teve por objetivo isolar microrganismos de pontas de CVC por cultura semi-
quantitativa e identificar os mesmos, utilizando-se de provas bioquimicas convencionais e por sistema

automatizado.
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Material e Métodos

Amostragem
Foi realizado um estudo prospectivo que incluiu 198 pontas de CVC, provenientes de pacientes
internados no Hospital Universitario (HU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no periodo

de Junho de 2003 a Junho de 2004, com a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UEL.

Coleta de amostras de cateteres e isolamento de microrganismos

Os cateteres foram retirados assepticamente do paciente ¢ os segmentos distais cortados com
tesoura ou bisturi esterelizado, com no maximo 4cm, e colocados dentro de frasco esterelizado e seco,
em seguida enviados ao Laboratorio de Microbiologia Clinica do HU. Estes foram processados dentro
da primeira hora apods a coleta e cultivados conforme a técnica semi-quantitativa de Maki, Weise e
Sarafin (1977), a qual consiste do rolamento da ponta (segmento) do cateter em superficie de agar
suplementado com 5% de sangue de carneiro (AS). Apds 24 a 48 horas de incubag?o, todas as placas
foram inspecionadas quanto ao crescimento de microrganismos. Culturas com contagens iguais ou

superiores a 15 UFC por placa foram indicativas de infec¢do significativa do cateter.

Identificacdo dos microrganismos

As colonias morfologicamente diferentes, isoladas na placa de AS, foram submetidas a
coloragdao de Gram. As bactérias Gram-negativas (BGN) foram semeadas em agar MacConkey (MC),
incubadas por 24 horas a 37°C. Provas bioquimicas como: oxidase, EPM, MILi, Citrato (TOLEDO;
FONTES; TRABULSI, 1982a, 1982b), arginina, ornitina, gelatina e crescimento a 42 e 44°C foram
realizadas. Cocos Gram-positivos (CGP), catalase positiva, foram semeados em agar Manitol (MT),
submetidos ao teste de sensibilidade a bacitracina e novobiocina, coagulase e DNase. Quando a
catalase foi negativa observou-se a hemolise em AS e realizou-se triagem bioquimica, para
identificacdo das diferentes espécies de estreptococos. Todos os tubos e placas para triagem foram
incubados por 24 horas a 37°C. Para identificagdo presuntiva de Candida albicans, foi realizado o teste

da formagdo de tubo germinativo em soro humano fresco, apos incubacao a 35°C, durante 3 horas. A
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estrutura de tubo germinativo pode ser visualizada em microscopio optico.

Também foi utilizado o sistema automatizado MicroScan WalkAway® — (Dade-Behring, West
Sacramento- Ca, EUA) para confirmar a identificagdo realizada por provas bioquimicas
convencionais.

Os microrganismos isolados foram estocados em agar estoque (AE) a 4°C e em caldo de triptona

de soja (TSB) com glicerol a 15% a -20°C.

Resultados e Discussao

As IRC sdo definidas pelo isolamento de microrganismos de um segmento do cateter, associadas
aos sinais de bacteremia clinicamente aparente ou a infec¢do local. A presenga de 15 ou mais UFC em
culturas de pontas de cateteres tem sido associada a uma incidéncia de 16% de bacteremia. Os CVC
contribuem com 75 a 90% de todas as infec¢des da corrente sangiiinea, relacionadas a cateteres
(EGGIMANN; SAX; PITTET, 2004; YOSHIDA et al., 2005).

O diagnostico das IRC baseia-se em sinais clinicos locais e sistémicos, associados a confirmagao
laboratorial, mediante culturas de pontas de cateteres (CPC) e/ou hemoculturas. O Center for Disease
Control and Prevention — CDC (apud O’GRADY et al., 2002) recomenda a realizagdo dessas culturas
como parametro laboratorial para o diagnostico das IRC.

Neste estudo, 198 pontas de CVC foram avaliadas, sendo que 105 (53%) foram consideradas
positivas, apresenta crescimento microbiano > 15 UFC. Este resultado é semelhante aos obtidos por
Cheesbroug, Finch e Burden (1986) os quais relataram que 43,8% dos cateteres avaliados por cultura
semi-quantitativa estavam colonizados. Storti (2002), estudando o mesmo material, observou 47,8%
de colonizagdo nas pontas de cateter. Segundo Eggiman, Sax e Pittet (2004), varios estudos,
demonstrando diferentes taxas de colonizagdo significativa do cateter e de infec¢des da corrente
sanguinea relacionadas a cateter, podem ser encontrados na literatura. Essas taxas variam de 5,8 a
71,4% para CPC e de 0,3 a 11% para bacteremia e/ou sepse. Essa variabilidade nas taxas de CPC pode

ser justificada pelo fato de os estudos terem sido realizados em diferentes grupos de pacientes e para
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diferentes terapias em uso de CVC, assim como pelo tipo de metodologia adotada para a CPC.

O processo infeccioso depende da eficiéncia com que o microrganismo consegue colonizar a
pele, causar altera¢des patologicas no sitio de inser¢do e disseminar-se para a corrente sanguinea, ou a
uma nova area. Jarvis (1996) considera que ocorre aumento do risco de infeccdo em pacientes
imunocomprometidos por estados clinicos graves, em portadores de doengas de base e em extremos de
idade.

Conhecer os agentes envolvidos na colonizagdo e infeccdo por cateter ¢ importante para a
escolha da terapia antimicrobiana adequada e decisdo de remo¢do do mesmo, uma vez que estes sO
devem ser retirados quando houver suspeita clinica ou laboratorial de infec¢do. Os microrganismos
utilizam-se de 4 vias principais de acesso para colonizar o cateter: migragdo da microbiota da pele ao
longo da superficie externa do cateter, a partir da area de insercdo do mesmo; contaminagdo
intraluminal do cateter por manipulacdo do sistema de infusdo (conectores) pelos profissionais de
saude; administracdo de fluidos ou medicamentos contaminados e focos infecciosos a distancia
(DAROUICHE, 1999; BEGHETTO et al., 2002; TRAUTNER; DAROUICHE, 2004).

Os microrganismos que usualmente colonizam a superficie externa do cateter sdo os
Staphylococci coagulase-negativa (SCN) e Staphylococcus aureus, enquanto patdégenos nosocomiais
como Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp., Enterococcus sp., Staphylococcus
sp., € Candida sp. freqiientemente colonizam o limen do cateter (TRAUTNER; DAROUICHE, 2004).

A presente pesquisa revelou que, dentre os microrganismos isolados, 63,8% eram bactérias
Gram-positivas, 30,5% bactérias Gram-negativas e 5,7% leveduras. Pelletier et al. (2000) encontraram
taxas de incidéncia de 73,7% para bactérias Gram-positivas, 16,9% para bactérias Gram-negativas e
9,4% para leveduras em CPC. Os autores determinaram que infeccdes da corrente sangiiinea,
relacionadas a cateter, estavam associadas com aumento significativo na porcentagem de
microrganismos Gram-negativos.

Neste contexto, a Tabela 1 mostra, em ordem numérica decrescente, os microrganismos isolados
das pontas de CVC, sendo predominantes SCN (35,2%) e S. aureus (25,7 %). Os resultados dessa
pesquisa estdo de acordo com os encontrados por varios pesquisadores e relatados pelo National

Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS, 2001), que observaram taxas de 30 a 50% para SCN
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e 5 a 20% para S. aureus. Esses microrganismos tém sido a causa mais comum de IRC, mas outros
Gram-positivos, como Streptococcus sp. e Enterococcus sp., também podem estar envolvidos
(LINARES et al, 1985; DIENER; COUNTINHO; ZOCOLLI, 1996; O'GRADY et al., 2002;
TRAUTNER; DAROUICHE, 2004; QUESADA et al., 2005; DAVID et al., 2005).

Tabela 1

SCN e S. aureus sdo microrganismos encontrados, com relativa freqiiéncia, compondo a
microbiota normal ou como causa de infec¢do em seres humanos. Dessa forma, componentes
protéicos do hospedeiro, que estdo recobrindo a superficie interna e externa do cateter, permitem a
aderéncia destes microrganismos, bem como a colonizagdo do cateter pelos mesmos. SCN também
possuem a capacidade de aderir a superficie livre desse dispositivo, apos poucas horas de contato. S.
aureus, por sua vez, utiliza o processo de trombogénese em seu beneficio, para aderir e infectar o
cateter. Uma vez aderidas, essas bactérias proliferam, formando multiplas camadas e
conseqiientemente o biofilme, o qual atua como barreira para os antibidticos, anticorpos, neutrofilos e
macrofagos (DUNNE, 2002; SADOYAMA; GONTLO, 2002; O’GRADY et al., 2002; QUESADA et
al., 2005).

Os microrganismos Gram-negativos como K. pneumoniae, P. aeruginosa e A. baumannii foram
isolados em taxas significativas, sendo de 8,5; 7,6 ¢ 7,6% respectivamente. Nos ultimos anos, tem
ocorrido aumento no isolamento de bactérias Gram-negativas em CPC, as quais estdo sendo
consideradas patdogenos emergentes causadores de infecgdes da corrente sangiiinea relacionados a
cateteres intravasculares. Estes agentes t€ém como habitat o trato gastrintestinal, a nasofaringe e a pele
do paciente e usualmente colonizam instrumentos cirargicos e ambientes hospitalares umidos. Séo
também contaminantes de infusdes e solugdes intravenosas administradas, por meio do cateter e
podem ser carreados pelas mios dos profissionais de satde. A. baumannii e P. aeruginosa também
apresentam propriedades de aderéncia e formag@o de biofilme especificas, o que favorece a
colonizagdo e a infeccao (BEGHETTO et al., 2002; DUNNE, 2002; QUESADA et al., 2005).

Candida albicans foi o sexto microrganismo mais isolado das pontas de CVC (4,7%). Em
estudo realizado por Pawar et al. (2004), foi observada uma taxa significante de 11,7% de incidéncia

para o género Candida, ao passo que Bouza, Burillo e Mufioz (2002) relataram uma taxa de 1,9%.
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Leveduras do género Candida podem ser isoladas da boca, do tubo digestivo, do intestino, da
orofaringe, da vagina e da pele de individuos saudaveis. Nos hospitais sdo importantes patdogenos
responsaveis por quadros de candidemias relacionadas a dispositivos intravasculares. Um aumento no
nimero de IRC tem como causa a presenga desses microrganismos que se tornam importantes
patégenos oportunistas, principalmente para pacientes imunodeprimidos (DAROUICHE, 1999;
DAVID et al., 2005).

Candida albicans apresenta, como principais fatores de patogenicidade e viruléncia, a
capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios; o dimorfismo que auxilia a invasao tissular;
uma termotolerdncia significativa e a producdo de varias enzimas. A colonizagdo e a infec¢do do
cateter ocorrem devido a sua capacidade de aderéncia e formagdo de biofilme, semelhante ao
mecanismo apresentado por S. aureus (DAROUICHE, 1999; COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

O aumento de procedimentos médicos invasivos utilizados para o tratamento de pacientes
criticos, tem-se refletido na elevagdao da incidéncia de IRC, observada mundialmente. Este estudo
possibilitou conhecer os microrganismos mais freqiientemente isolados em pontas de CVC em um
hospital-escola da regido de Londrina-PR. Portanto, deve-se levar em consideragdo que a identificacdo
desses microrganismos ¢ de extrema importancia para se otimizar o tratamento da IRC, assim como ¢

necessario o estabelecimento de medidas preventivas, relacionadas aos dispositivos intravasculares.
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Tabela 1 — Microrganismos: bactérias e leveduras, isoladas de pontas de
cateteres venosos centrais, procedentes de pacientes internados no Hospital

Universitario da UEL.

Microrganismos

N° de isolados

Percentual (%0)

Estafilococos coagulase-negativa 37 35,2
Staphylococcus aureus 27 25,7
Klebsiella pneumoniae 09 8,5
Pseudomonas aeruginosa 08 7,6
Acinetobacter baumannii 08 7,6
Candida albicans 05 4,7
Corynebacterium sp 03 2,9
Enterobacter cloacae 03 2.9
Proteus mirabilis 02 1,9
Escherichia coli 01 1,0
Citrobacter freiindii 01 1,0
Candida sp 01 1,0
Total 105 100
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RESUMO

Objetivos. Estabelecer o perfil de resisténcia de bactérias isoladas de pontas de cateteres
venosos centrais a biocidas e realizar a ribotipagem de cepas de Staphylococcus aureus e S.
epidermidis.

Materiais e métodos. O teste de sensibilidade a anti-sépticos e desinfetantes foi realizado
como descrito por Litsky e Litsky (1968). A sensibilidade a antimicrobianos foi determinada
pela técnica de difusdo em disco e pelo método de microdilui¢do em sistema automatizado. A
ribotipagem foi realizada pela técnica de Ribosome Spacer-Polymerase Chain Reaction (RS-
PCR).

Resultados. Duas (4%) cepas de Staphylococcus sp. foram resistentes ao PVP-I topico 10% e
3 (6%) ao hipoclorito de sddio 1%. Entre as bactérias Gram-negativas, 1 (4%) foi resistente ao
PVP-I topico 10% e 4 (16%) ao hipoclorito de sédio 1%. A porcentagem de isolados de
Estafilococos coagulase-negativa e S. aureus resistentes aos antimicrobianos foi:
ciprofloxacina (81,5 ¢ 91,3%), eritromicina (81,5 ¢ 100%), gentamicina (81,5 ¢ 91,3%),
oxacilina (96,3 e 95,7%), penicilina (100%), respectivamente. Em relagdo a Acinetobacter
baummannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, os isolados foram
resistentes a amicacina (100, 75 e 60%), ampicilina-sulbactam (50, 62,5, e 100%),
ciprofloxacina (100, 87,5, e 40%), gentamicina (100, 100 e 80%), respectivamente. Esses
isolados também foram resistentes a cefotaxima e ceftazidima. A. baumannii e P. aeruginosa
apresentaram resisténcia ao imipenem. Cepas de P. aeruginosa (37,5%) foram resistentes ao
meropenem. Para S. aureus foram observados 6 diferentes perfis de ribotipagem sendo o
perfil I verificado em 21 (80,8%) cepas. Destas, 18 (69,2%) cepas ainda mostraram a mesma
biotipagem e perfil de resisténcia a antimicrobianos. S. epidermidis apresentaram biotipagem

e perfil de resisténcia a antimicrobianos diferentes, porém o mesmo perfil de ribotipagem.
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Conclusdo. Observou-se que as bactérias analisadas foram em sua maioria sensiveis aos anti-
sépticos e aos desinfetantes de uso hospitalar. As bactérias estudadas mostraram altos niveis
de resisténcia aos antimicrobianos de uso clinico. A técnica de RS-PCR pode ser utilizada

para a ribotipagem de cepas de S. aureus.

Palavras-chave: resisténcia, anti-sépticos, desinfetantes, antimicrobianos, ribotipagem
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INTRODUCAO

O progresso tecnologico dos procedimentos médicos torna necessario o uso de cateteres
venosos centrais (CVC) para facilitar o tratamento ¢ o acompanhamento do paciente
hospitalizado. No entanto, esses dispositivos oferecem riscos de infecgdo, local ou sistémica,
por microrganismos presentes no ambiente hospitalar ou da prépria microbiota normal da pele
do paciente. A maioria das infecgdes relacionadas a cateteres (IRC) sdo causadas por
Staphylococcus sp., bacilos Gram-negativos e Candida sp. (Carson 2004).

Anti-sépticos e desinfetantes sdo amplamente utilizados nos hospitais para o controle e
prevencao de IRC. Os anti-sépticos sao usados durante o procedimento de inser¢ao do cateter
e nos cuidados didrios com o sitio de inser¢ao (Carson 2004). Os desinfetantes, por sua vez,
sdo utilizados na desinfecc¢ao de artigos e de ambientes hospitalares.

Os anti-sépticos e desinfetantes tém em sua composi¢do substidncias quimicas como:
fenol, aldeidos, alcool, biguanidas, metais pesados, peroxigénio, compostos halogenados, e
compostos quaternarios de amonia. Em geral, estes apresentam maior espectro de a¢do do que
os antibioticos, e agem em multiplos alvos da parede celular, da membrana citoplasmatica e
do citoplasma microbiano (Denyer & Stewart 1998, McDonnell & Russell 1999).

O uso continuo de anti-sépticos e desinfetantes em ambientes hospitalares pode
desencadear resisténcia bacteriana e em alguns casos contribuir para a resisténcia a
antimicrobianos (McDonnell & Russell 1999, Reynaldo et al. 2004).

O uso de antimicrobianos para o tratamento de infecgdes hospitalares tem contribuido
para a redugdo dos indices de mortalidade e morbidade dessas enfermidades, mas a resisténcia
bacteriana a antimicrobianos tem aumentado nos ultimos anos e representa sério problema de
saude publica. Nos anos 1970 e inicio dos anos 1980, bactérias Gram-negativas resistentes
eram o principal obsticulo terapéutico. Atualmente, bactérias Gram-positivas resistentes

também ocupam papel de destaque (Swartz 2000).
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Nas ultimas décadas Staphylococcus sp. tém se destacado como freqiientes agentes
etiolégicos de infecgdes locais e sistémicas associadas a CVC, bem como pela
multiresisténcia aos antimicrobianos de uso hospitalar. A patogénese dessas infecgdes tem
sido relacionada principalmente com a capacidade destes microrganismos de formar biofilme.
Estima-se que a formagdo de biofilmes esteja associada a 65% das infecgdes nosocomiais
(Mah & O’Toole 2001).

O método recomendado para a tipagem de cepas de Staphylococcus sp. baseia-se no
perfil eletroforético do DNA gendmico ribossomal através da eletroforese em campo pulsado
(Pulsed-field gel electrophoresis-PFGE) devido ao seu alto poder discriminatério. No entanto,
este método ¢ extremamente laborioso e exige equipamentos e produtos especificos. Em
procariotos o operon que codifica DNA ribossomal (rDNA) contém as seqiiéncias génicas
para as subunidades 16S, 23S e 5S em tanden e separadas por regides intergénicas (ITS).
Essas regides apresentam um significante grau de polimorfismo que permite a discriminagao
do género e espécie bacteriana (Jensen et al. 1993). A amplificagdo de fragmentos da regido
espacadora intergénica 16S-23S rDNA pela técnica Ribosome Spacer-Polymerase Chain
Reaction (RS-PCR), gera produtos do PCR que podem ser usados para identificacdo de
género e espécie de procariotos. Além disso, essa técnica pode ser empregada para a
ribotipagem de S. aureus (Jensen et al. 1993, Kumari et al. 1997, Oliveira & Ramos 2002).

O presente estudo teve por objetivos estabelecer o perfil de resisténcia de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos isolados de pontas de CVC de pacientes
internados entre junho de 2003 a junho de 2004, no Hospital Universitario (HU) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), frente a anti-sépticos, desinfetantes e
antimicrobianos de uso hospitalar; e realizar a ribotipagem de cepas de S. aureus e S.

epidermidis, no intuito de contribuir para o controle desses microrganismos.
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MATERIAIS E METODOS
Cepas bacterianas

Foram estudadas 50 cepas de Staphylococcus sp. ¢ 25 de bactérias Gram-negativas
(tabela I) isoladas de pontas de cateteres venosos centrais (CVC) de pacientes internados no
periodo de Junho de 2003 a Junho de 2004, no Hospital Universitario (HU) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), sob a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UEL.

Foram incluidas neste estudo 3 cepas de Staphylocccus aureus (n° 200, 210, 216) e 2 de
S. epidermidis (n° 206, 212) provenientes de laboratorios de Analises Clinicas da cidade de
Londrina, Parana, Brasil.

Os microrganismos isolados foram identificados por técnicas convencionais e pelo
sistema automatizado MicroScan-WalkAway® (Dade-Behring, West Sacramento, Ca, EUA).
Através desse sistema também foram realizadas as biotipagens das cepas de Staphylococcus
aureus e S. epidermidis. Todos os microrganismos foram armazenados em agar estoque (AE)
a 4°C e em Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco, Detroit, MI, USA) com glicerol a 15% a —20°C.
Teste de sensibilidade a anti-sépticos e desinfetantes

Foram avaliados os seguintes anti-sépticos: polivinilpirrolidona iodada (PVP-I) topico
10% (Riodeine, iodopovidona topica, Rioquimica, Sdo Paulo, Brasil), PVP-I degermante 10%
(Riodeine, iodopovidona degermante, Rioquimica, S3o Paulo, Brasil), digluconato de
clorexidina alcodlica 0,5% (Riohex 0,5%, Rioquimica, Sdo Paulo, Brasil), digluconato de
clorexidina degermante 2% (Riohex 2%, Rioquimica, Sao Paulo, Brasil). Quanto aos
desinfetantes foram testados o hipoclorito de sodio 1% (Macroquimica, Parana, Brasil) e
acido peracético/peroxido de hidrogénio 0,5% (Perezal®, Henkel-Ecolab, Alemanha).

Para verificagdo da esterilidade dos anti-sépticos e desinfetantes utilizados, 1,0 ml de
cada produto foi colocado em 4 ml de TSB (Difco). Os tubos foram incubados por 24 h a

37°C e apods, semeados em Tryptic Soy 4gar (TSA) (Difco) e dgar MacConkey (MC)
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(Biobras, Minas Gerais, Brasil). Os anti-sépticos e desinfetantes que apresentaram
crescimento bacteriano foram descartados.

O teste de sensibilidade a anti-sépticos e desinfetantes foi realizado de acordo com o
descrito por Litsky e Litsky (1968) com algumas modificacdes. As cepas foram inoculadas
em 3 ml de TSB (Difco) e incubadas a 37°C até atingirem o padrdo de turbidez de 1,0 na
escala MacFarland (10° Unidades Formadoras de Colonias/ml). Uma aliquota de 0,2 ml dessa
suspensdo foi adicionada a 0,8 ml de soro fetal bovino (Cutlab, Sdo Paulo, Brasil) utilizado
como matéria organica, sendo essa mistura adicionada a 4,0 ml dos anti-sépticos e
desinfetantes de acordo com a dilui¢do utilizada no hospital. Apos a agitacdo manual durante
1 min os tubos foram deixados a temperatura ambiente durante 5 ¢ 10 min para os anti-
sépticos e 10 min para os desinfetantes. Uma aliquota de 0,1 ml dessa mistura foi semeada na
superficie de TSA (Difco) com neutralizante tiossulfato de sodio 0,6% (Merck, Alemanha)
para os anti-sépticos e para o desinfetante hipoclorito de so6dio. Para o acido peracético foi
usado tiossulfato de sddio 0,25%. As placas foram incubadas durante 24-48 h a 37°C e apds
foram feitas as contagens das colonias. Como controle negativo foram realizados testes com
salina 0,85% na auséncia de material organico.

Em todos os testes foram utilizados microrganismos padrdes cedidos pela Fundagdo
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro - RJ), preconizados para a andlise de anti-sépticos e
desinfetantes: Staphylococcus aureus - ATCC 6538, Escherichia coli - ATCC 11229,
Salmonella choleraesuis - ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa - ATCC15442 (Romaéo
1992).

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

A sensibilidade a antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difusdo em disco segundo

Bauer et al. (1966) e pelo o método de microdilui¢do em caldo no sistema automatizado

MicroScan-WalkAway® (Dade-Behring, West Sacramento, Ca, EUA). Os discos de
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antimicrobianos (Cecon®, Sao Paulo, Brasil; Cefar®, Jurubatuba, Sao Paulo, Brasil;
Laborclin, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil; Newprov®, Sdo José dos Pinhais, Parana,
Brasil) utilizados foram os seguintes: amicacina (30ng), ampicilina-sulbactam (10/10pug),
cefalotina (30ug), cefotaxima (30ug), cefoxitina (30ug), ceftazidima (30ug), ciprofloxacina
(5png), clindamicina (2pg), colistina (10pg), eritromicina (15ug), gentamicina (10pg),
imipenem (10pug), meropenem (10ug), oxacilina (1ug), penicilina (10UI), piperacilina-
tazobactam (100/10pg), rifampicina (5pug), sulfametoxazol-trimetroprima (23.75/1.25ug),
tetraciclina (30ug), vancomicina (30pg). O E test (Oxoid, Inglaterra, UK) foi usado para a
confirmagdo de resisténcia a antimicrobianos. As bactérias foram testadas frente aos
principais antimicrobianos utilizados no HU e os resultados interpretados de acordo com os
critérios recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2005).
Ribotipagem das cepas de S. aureus e S. epidermidis

As 26 cepas de S. aureus sendo 23 da colecdo do presente estudo (Tabela I) e 3
provenientes de outros laboratorios (n° 200, 210, 216), e as 24 de S. epidermidis sendo 22 do
presente estudo (Tabela I) e 2 de outros laboratérios (n° 206, 212), foram submetidas a
ribotipagem através da técnica de RS-PCR (Ribosome Spacer-Polymerase Chain Reaction)
conforme descrita por Kumari et al. (1997).
RESULTADOS
Teste de sensibilidade a anti-sépticos e desinfetantes

Todas as cepas estudadas foram sensiveis aos anti-sépticos: PVP-I degermante 10%,
clorexidina alcodlica 0,5%, e clorexidina degermante 2%. Porém, 2 (4%) cepas de
Staphylococcus sp. (S. aureus e S. haemolyticus) e 1 (4%) de bactéria Gram-negativa
(Klebsiella pneumoniae) foram resistentes ao PVP-I topico 10% (Tabela II).

Quanto aos desinfetantes verificou-se que todas as cepas estudadas foram sensiveis ao

acido peracético 0,5%. Por outro lado, com relagdo ao hipoclorito de s6dio 1%, 3 (6%) cepas
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de Staphylococcus sp. (1 S. aureus, 1 S. epidermidis, 1 S. hominis) e 4 (16%) de bactérias
Gram-negativas (1 Pseudomonas aeruginosa, 2 K. pneumoniae, 1 Proteus mirabilis) foram
resistentes (Tabela II).

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O perfil de resisténcia a antimicrobianos apresentado pelas cepas de Estafilococos
coagulase-negativa (ECN) e Sthaphylococcus aureus foi: ciprofloxacina (81,5 ¢ 91,3%),
eritromicina (81,5 e 100%), gentamicina (81,5 e 91,3%), oxacilina (96,3 e 95,7%),
respectivamente. Nenhuma cepa apresentou resisténcia a vancomicina e todas foram
resistentes a penicilina (Fig. 1).

A Fig. 2 mostra o perfil de resisténcia a antimicrobianos apresentado pelas cepas
Acinetobacter baummannii, Pseudomonas aeruginosa, e Klebsiella pneumoniae: amicacina
(100, 75 e 60%), ampicilina-sulbactam (50, 62,5, ¢ 100%), ciprofloxacina (100, 87,5, ¢ 40%),
gentamicina (100, 100 e 80%), respectivamente. Todos os isolados das 3 espécies foram
resistentes a cefotaxima e ceftazidima. As cepas de A. baumannii e P. aeruginosa
apresentaram 37,5% e 75% de resisténcia, respectivamente, ao imipenem, enquanto que todas
as cepas de K. pneumoniae foram sensiveis. Por outro lado, 80% das cepas de K. pneumoniae
foram produtoras de Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) (dados ndo mostrados).
Com relag@o ao meropenem todas as cepas de A. baumannii foram sensiveis enquanto 37,5 %
das cepas de P. aeruginosa foram resistentes. Ja em relagdo a colistina todos os isolados
mostraram-se sensiveis.

Biotipagem das cepas de S. aureus e S. epidermidis

Foram analisadas 26 cepas de S. aureus, sendo 23 da colecdo do presente estudo e 3
provenientes de outros laboratorios. Verificou-se que 23 cepas apresentaram o biotipo
317177, incluindo entre estas as 3 cepas de outros laboratérios (Tabela III).

Foram analisadas 24 cepas de S. epidermidis, sendo 22 da cole¢do deste estudo e 2
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provenientes de outros laboratorios da cidade de Londrina Entre as cepas de S. epidermidis
detectou-se varios biotipos, sendo os mais observados: 317164, 307064, 707064 (Tabela IV).
Ribotipagem das cepas de S. aureus e S. epidermidis

Foram analisadas 26 cepas de S. aureus, sendo 23 da colecdo do presente estudo e 3
provenientes de outros laboratérios. Entre as 23 cepas, 21 (80,8%) apresentaram o mesmo
ribotipo. Observou-se que 18 (69,2%) destas cepas de S. aureus também apresentaram o
mesmo biotipo e perfil de resisténcia a antimicrobianos. As 3 cepas provenientes de outros
laboratorios apresentaram perfis diferentes de ribotipagem (Tabela I1I).

Os resultados obtidos pela ribotipagem das 26 cepas de S. aureus mostraram a presenca
de 6 diferentes tipos de perfis para S. aureus, designados de I, II, III, IV, V e VI. A Tabela III
mostra que o perfil I foi detectado em 21 cepas de S. aureus que também foram
multiresistentes a antimicrobianos, sendo que 20 apresentavam o biotipo 317177 e apenas 1
cepa, o biotipo 713176. Todos os outros ribotipos de II a VI foram observados em apenas 1
cepa.

O perfil 1T foi detectado em 1 cepa com a biotipagem 313157 e o perfil IIIl em 1 cepa
com o biotipo 317157. Os perfis IV, V, VI foram observados nas cepas de S. aureus
provenientes de outros laboratorios e que apresentaram a mesma biotipagem 317177.
Observou-se também que os perfis de ribotipagem de II-VI estavam associados com cepas de
S. aureus que mostraram menor resisténcia a antimicrobianos (Tabela III).

Os perfis I, IIT e IV foram detectados em cepas oxacilina resistentes e os perfis II, V, VI
em cepas oxacilina sensiveis. Os fragmentos resultantes do RS-PCR variaram dentro de uma
faixa de 350 a 1 300 pares de bases (pb) com 5 a 8 fragmentos por isolados, aproximadamente
(Fig. 3).

Foram analisadas 24 cepas de S. epidermidis (Tabela 1V), sendo 22 da cole¢do deste

estudo e 2 provenientes de outros laboratérios da cidade de Londrina. Estas cepas
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apresentaram diferentes biotipos e perfis de resisténcia a antimicrobianos. No entanto, todas
as cepas mostraram o mesmo ribotipo por RS-PCR, designado de perfil I, sendo este
totalmente diferente dos perfis encontrados para S. aureus. Os fragmentos resultantes
variaram dentro de uma faixa de 350 a 1 100 pb com 5 fragmentos por isolados,
aproximadamente (Fig. 3).

As cepas de S. aureus e S. epidermidis provenientes de outros laboratorios foram
utilizadas neste estudo com o intuito de validar os resultados encontrados.
DISCUSSAO

As infecgdes relacionadas a cateteres venosos centrais (IR-CVC) incluem a infecgdo
local e a sistémica. A infec¢do local caracteriza-se por sinais inflamatérios e drenagem
purulenta no sitio de inser¢ao do cateter e a infec¢ao sist€émica pela invasdo do microrganismo
na corrente sanguinea (O’Grady et al. 2002).

Estudos mostram que os principais microrganismos causadores de IR-CVC sao
Staphylococcus sp., provenientes da microbiota de pele do paciente ou veiculados pela equipe
de saude (O’Grady et al. 2002, Quesada et al. 2005), e os bacilos Gram-negativos originados
do ambiente hospitalar ou de infecgdes cruzadas (Dunne 2002, Quesada et al. 2005).

Os microrganismos causadores da IR-CVC colonizam o sitio de inser¢do do CVC e
podem se deslocar pela superficie externa do cateter. Muitas vezes estes microrganismos
podem ser introduzidos intra-lumen e colonizar a superficie interna do cateter. Para prevenir a
colonizacdo ¢ a IR-CVC ¢ necessaria a realizagdo da anti-sepsia da pele antes do
procedimento de inser¢do do CVC e no cuidado diario com o mesmo (Humar et al. 2000,
Rutala et al. 2000, Carson 2004).

No presente estudo verificou-se o perfil de resisténcia de microrganismos isolados de

pontas de CVC frente a anti-sépticos e desinfetantes de uso padronizado no hospital.
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Observou-se que a maioria das cepas de Staphylococcus sp. e de bactérias Gram-negativas
foram sensiveis aos anti-sépticos ¢ aos desinfetantes.

A presenca de cepas resistentes aos anti-sépticos e aos desinfetantes pode ser o
resultado do uso indiscriminado destes produtos em ambientes hospitalares. Tem sido
detectado um aumento do numero de cepas resistentes a anti-sépticos e desinfetantes
cationicos, quaternarios de amonia, clorexidina, amidinas e acridinas em cepas de S. aureus e
S. epidermidis, o que pode ser decorrente da aquisicdo de plasmideos ou de alteragdes na
estrutura da parede celular. Em bactérias Gram-negativas a resisténcia a anti-sépticos e
desinfetantes aparentemente estd relacionada a natureza da parede destas bactérias
(McDonnell & Russell 1999; Poole 2002).

O PVP-I ¢ a solugdo anti-séptica mais utilizada em insercdo de CVC no hospital em
estudo, mas varios trabalhos tém mostrado que a clorexidina tem melhor acdo na reducao da
colonizacdo bacteriana e conseqiiente IR-CVC. Inclusive o Center for Disease Control and
Prevention (CDC) tem recomendado o uso de clorexidina para cuidados com o sitio de
inserc¢do do cateter (O’Grady et al. 2002). A melhor acdo da clorexidina esta relacionada a sua
ndo neutralizagdo por substancias organicas como ocorre com o PVP-I e ao ndo surgimento de
cepas resistentes a agdo da mesma. Além do que, bactérias tém mostrado resisténcia ao PVP-I1,
mas nao a clorexidina (Hanazaki et al.1999, Sassone et al. 2003).

O hipoclorito de s6édio 1% ¢ uma solug¢ao desinfetante freqlientemente utilizada para a
desinfeccdo do ambiente e dos artigos hospitalares. No presente estudo verificou-se que 16%
das cepas de bactérias Gram-negativas ¢ 6% das cepas de Staphylococcus sp. foram
resistentes ao hipoclorito. Estes niveis de resisténcia podem refletir o uso indiscriminado
desse desinfetante no hospital e sugerir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana e a
selecdo de cepas resistentes a esse desinfetante na concentragdo de uso (Poole 2002, Chitnis et

al. 2004).
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Outro problema relacionado ao controle de infecgdes em hospitais € na comunidade ¢ a
resisténcia a antimicrobianos. A resisténcia ocorre por mecanismos como a inativacao
enzimdtica da droga por diferentes tipos de enzimas, pela alteracdo da permeabilidade da
membrana celular que impede a penetracao do antibidtico e sua acdo, e pelo efluxo ativo de
antibidticos contribuindo para a concentra¢do inadequada dos mesmos e conseqiientemente
uma acgdo ndo efetiva (Jones 1999). Além disso, deve-se levar em consideragcdo que
microrganismos que colonizam cateteres e implantes médicos podem formar biofilme, o qual
atua como barreira para antibioticos, anti-sépticos e¢ desinfetantes, bem como para a acdo do
sistema imunoldgico (Dunne 2002).

No presente estudo, altos niveis de resisténcia a oxacilina e a outros antimicrobianos de
uso clinico foram detectados em cepas de Estafilococos coagulase-negativa (ECN) e S.
aureus. A incidéncia de estafilococos resistentes a oxacilina tem aumentado e niveis elevados
de resisténcia tém sido observados. Além disso, cepas oxacilina resistentes tém mostrado
resisténcia cruzada a outros grupos de antibidticos como beta-lactdmicos, macrolideos,
aminoglicosideos, quinolonas, sulfas e tetraciclinas (Sader et al. 2001, Blatt & Piazza 2004,
von Baum et al. 2005).

A resisténcia a oxacilina tem importantes implicagdes porque freqiientemente o paciente
necessita de isolamento e uso de vancomicina para o tratamento da infec¢do.E importante
salientar que todos os isolados deste estudo foram sensiveis a vancomicina, uma alternativa
para casos de infecgdes graves. Outros estudos ja t€ém mostrado o isolamento de cepas de
Staphylococcus sp. em varios paises com reduzida sensibilidade ou resistentes a vancomicina
(Hiramatsu et al. 1997, Smith et al. 1999, Bobin-Dubreux et al. 2001, Chang et al. 2003,
Palazzo et al. 2005).

No presente estudo as cepas de ECN e S. aureus também apresentaram altos niveis de

resisténcia a outros antimicrobianos de uso clinico como: ciprofloxacina, clindamicina,
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eritromicina, gentamicina e penicilina. Estes altos niveis de resisténcia em amostras
hospitalares t€ém sido observados por outros autores (Sader et al. 2001, Almer et al. 2002,
Hariharan et al. 2003).

Bacilos Gram-negativos nao fermentadores, como Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa sao importantes patdgenos nosocomiais responsaveis por infec¢do
em individuos imuno-deprimidos e apresentam altos niveis de resisténcia a varios
antimicrobianos de uso clinico (Quinn 1998).

Neste estudo, as cepas de A. baumannii analisadas apresentaram 100 % de resisténcia a
ciprofloxacina, as cefalosporinas de terceira geracdo e aos aminoglicosideos testados. Para
sulfametoxazol-trimetroprima a resisténcia foi de 87,5%. Ainda, niveis de resisténcia de 50%
e 37,5% foram verificados para ampicilina-sulbactam e imipenem, respectivamente.

O crescimento da resisténcia a carbapenémicos ¢ esperado, devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos (cefalosporinas, carbapenémicos, ciprofloxacina e
amicacina) em alguns hospitais, os quais apresentam alta incidéncia de enterobactérias
produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e hiperprodutoras de enzimas
AmpC (Hsueh et al. 2002). Cezario et al. (2004) sugerem que o uso de imipenem para o
tratamento de infecgdes por P. aeruginosa pode estar relacionado com a emergéncia de cepas
resistentes de A. baumannii.

E interessante notar que todas as cepas de A. baumannii do presente estudo foram
sensiveis ao meropenem. Isolados de A. baumannii, principalmente aqueles recuperados de
pacientes com infeccdes nosocomiais, sdo freqiientemente resistentes a multiplos agentes
antimicrobianos, incluindo cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas (Hsueh et al. 2002).

No presente estudo, todas as cepas de P. aeruginosa mostraram resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo (cefotaxima e ceftazidima), a gentamicina e a

sulfametozaxol-trimetroprima. Altos niveis de resisténcia variando entre 62,5% e 87,5%
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também foram observados para ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam, amicacina,
ampicilina-sulbactam.

Ainda, as cepas de P. aeruginosa analisadas neste estudo apresentaram altos niveis de
resisténcia ao imipenem (75%) e ao meropenem (37,5 %), mas todas foram sensiveis a
colistina. No Brasil, este microrganismo apresenta altos niveis de resisténcia aos
carbapenémicos e cerca de 15 a 35% destes sdo resistentes a todos antimicrobianos
disponiveis para uso clinico (Sader et al. 2001, Gales et al. 2001). A polimixina B ou a
colistina, embora altamente toxica, vem sendo utilizada para tratar infec¢des causadas por
cepas de P. aeruginosa multiresistentes, sensiveis somente a este agente (Levin et al. 1999).

Entre os bacilos Gram-negativos fermentadores estudados foi observado que 80% das
cepas de K. pneumoniae sao ESBL e que estas apresentaram 100% de resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro. Embora as taxas de cepas produtoras de ESBL possam
variar de uma regido para outra, de um hospital para o outro, essas taxas no Brasil s3o muito
altas. Sader et al. (2001), em estudo realizado no Brasil, afirmam que mais de 50% das cepas
de K. pneumoniae foram caracterizadas como produtoras de ESBL. Cepas de K. pneumoniae
produtoras de ESBL mostram in vitro resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos
associados a inibidores de beta-lactamases (ampicilina-sulbactam e piperacilina-tazobactam),
mas o mecanismo de resisténcia envolvido ainda ndo estd completamente elucidado.

Para ampicilina-sulbactam a resisténcia das cepas de K. pneumoniae foi de 100% e para
piperacilina-tazobactam 80%. No presente estudo, a resisténcia a estes antimicrobianos
associados foi elevada como mostrado em outros trabalhos (Gales et al. 1997, Roland et al.
2000, Sader et al. 2001). Além do mais, um nimero significativo de cepas de K. pneumoniae
mostraram resisténcia para amicacina (60%), sulfametoxazol-trimetroprima (60%) e

ciprofloxacina (40%). Por outro lado, todas as cepas foram sensiveis ao imipenem mostrando
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que ha poucas opgdes terap€uticas para o tratamento de infec¢des causadas por cepas de K.
pneumoniae produtoras de ESBL.

Os resultados do presente estudo mostraram um aumento significativo nos niveis de
resisténcia de todos os microrganismos Gram-positivos ¢ Gram-negativos analisados frente
aos antimicrobianos de uso clinico, quando comparados com estudo retrospectivo realizado
no mesmo hospital por Quesada et al. (2005), sugerindo o uso indiscriminado desses
antimicrobianos no ambiente hospitalar ocasionando a selecdo de cepas resistentes.

Considerando os altos niveis de resisténcia antimicrobianos encontrados entre as cepas
de Staphylococcus sp. foram realizadas a biotipagem ¢ a ribotipagem das cepas de S. aureus e
S. epidermidis para uma melhor caracterizacdo das cepas descritas neste trabalho.

Quando analisados os resultados da ribotipagem isoladamente verificou-se 6 diferentes
perfis (perfis de I a VI) para as cepas de S. aureus. A Tabela III mostra que o perfil I foi
detectado em 21 (80,8%) cepas de S. aureus que também foram multiresistentes aos
antimicrobianos. E importante notar que 18 destas cepas mostraram o mesmo biotipo e perfil
de resisténcia a antimicrobianos. Estes resultados em conjunto sugerem a presenga de um
clone de S. aureus presente no ambiente hospitalar. Contudo, para a confirmagdo desta
possibilidade ha a necessidade de se realizar técnicas mais sensiveis como PFGE que ¢ capaz
de discriminar cepas com o mesmo ribotipo (Kumari et al. 1997). Dentre essas 21 cepas de S.
aureus, 1 cepa (n° 14) foi resistente ao PVPI-topico 10%. Ainda, se observou que os outros
perfis de ribotipagem encontrados (perfil 1I-VI) estavam associados com cepas de S. aureus
que mostraram uma menor resisténcia a antimicrobianos.

Interessantemente, os achados do presente estudo mostraram uma boa correlagao entre o
perfil de ribotipagem, de resisténcia a antimicrobianos ¢ de biotipagem para cepas de S.
aureus. Resultados semelhantes foram obtidos por Kumari et al. (1997) e Oliveira e Ramos

(2002).
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Os resultados ainda mostraram que entre as cepas de S. epidermidis existiram diferentes
perfis de biotipagem e de resisténcia a antimicrobianos. Por outro lado, a ribotipagem resultou
na identificacdo de apenas um perfil de fragmentos de DNA indicando baixa sensibilidade da
técnica em discriminar entre cepas de S. epidermidis.

Apesar de PFGE ser o método recomendado para a tipagem molecular de cepas de
Staphylococcus sp., a técnica de RS-PCR pode ser de grande valia para a ribotipagem de
cepas de S. aureus, principalmente quando envolvidas em surtos hospitalares, uma vez que ¢
um método rapido, barato, reprodutivel, e quase tdo discriminatorio quanto o PFGE (Kumari
et al. 1997). Para S. epidermidis a técnica de RS-PCR foi de pouca utilidade para a tipagem
molecular uma vez que detectou apenas um ribotipo.

Neste estudo a técnica de RS-PCR possibilitou identificar e diferenciar as cepas de S.
aureus e S. epidermidis através da obtencgdo de perfis diferentes para estas cepas. Resultados
semelhantes aos apresentados foram observados por Jensen et al. (1993) em estudo de
identificagdo de varios grupos de bactérias usando RS-PCR, que incluiu 8 diferentes géneros,
entre estes: Staphylococcus, Listeria, Salmonella, Escherichia, Enterobacter, Proteus,
Citrobacter, Yersinia.

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana nos diferentes microrganismos, Gram-
positivos e Gram-negativos, representa um constante desafio em todo o mundo. Conhecer os
microrganismos e o perfil de resisténcia destes frente aos anti-sépticos, desinfetantes e
antimicrobianos de uso padronizado em hospitais regionais ¢ de extrema importancia para se

adequar e racionalizar o uso dos mesmos a realidade de cada instituicao.
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TABELA |
Microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos isolados de pontas de CVC

Microrganismos n° de cepas
Staphylococcus aureus 23
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis- hominis
Staphylococcus hominis- novobiosepticus
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Citrobacter freiindii
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TABELA I
Perfil de resisténcia de cepas de Staphylococcus sp. e de bactérias Gram-negativas ao PVP-I
tépico 10% e ao hipoclorito de sédio 1% de uso hospitalar

; ; 0 1 tAn o hipoclorito
Microrganismos erii PVP-1 topico 10% de s6dio 1%
5 min 10 min 10 min

Staphylococcus aureus 26" 1 0 1
Staphylococcus epidermidis 24° 0 0 1
Staphylococcus haemolyticus® 3 1 1 0
Staphylococcus hominis- hominis 1 0 0 0
Staphylococcus hominis- novobiosepticus 1 0 0 1
Acinetobacter baumannii 8 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 8 0 0 1
Klebsiella pneumoniae® 5 1 0 2
Proteus mirabilis 1 0 0 1
Escherichia coli 1 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0 0

Citrobacter fretndii 1 0 0 0

“Cepas da colegdo do presente estudo e cepas provenientes de outros laboratorios. "A cepa
resistente ao PVP-I topico 10% nos tempos de 5 ¢ 10 min ¢ a mesma. °A cepa resistente ao
PVP-I tépico 10% também foi resistente ao hipoclorito de sddio 1%.
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TABELA |11
Perfil de resisténcia e tipagem de cepas de Staphylococcus aureus

n° da cepa Perfil de resisténcia a antimicrobianos Biotipo  Ribotipo

13 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 317177 I
14, 17,22, CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, TET 317177
26, 31, 35,

48, 54, 67,
69, 70, 96,
97,119,
120,
121,123,
125
75 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, TET 713176 I
16 ERI, PEN 313157 II
103 CFL, CFO, ERI, OXA, PEN 317157 III
116 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 317177 I
200° CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 317177 v
210° CLIL ERI, PEN 317177 \Y%
216" CLI, ERI, PEN 317177 VI

CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; CFL: cefalotina; CFO: cefoxetina; ERI: eritromicina;
GEN: gentamicina; OXA: oxacilina; PEN: penicilina; RIF: rifampicina; TET: tetraciclina. “Cepas
provenientes de outros laboratorios da cidade de Londrina.



TABELA IV
Perfil de resisténcia e tipagem de cepas de Staphylococcus epidermidis

n° da cepa Perfil de resisténcia a antimicrobianos Biotipo
3 CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF, TET 307064
4 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, OXA, PEN 307064
5 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 217164
8 1 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 202020
28 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 337764
45 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 757164
84 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 307064
92,102 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF 707064
20 CIP, CFL, CFO, OXA, PEN 317164
23 CFL, CFO, GEN, OXA, PEN 317164
24 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 317164
29 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 307064
39 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 317064
57 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 707064
60 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 703064
63 CIP, CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN 317364
32 CLI, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, TET 317164
49 CIP, CFL, CFO, OXA, PEN, RIF 717064
98 CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, TET 317164
111 CIP, CFL, CFO, ERI, GEN, OXA, PEN, TET 313164
126 CIP, CFO, CFL, OXA, PEN, TET 317164
206" CFO, OXA, PEN 307120
212° PEN 303164

CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; CFL: cefalotina; CFO: cefoxetina; ERI:
eritromicina; GEN: gentamicina; OXA: oxacilina; PEN: penicilina; RIF: rifampicina; TET:
tetraciclina. “Cepas provenientes de outros laboratorios da cidade de Londrina.



76

100

T T T T T T T T T
cip CLI ERI GEN OXA PEN RIF TET VAN

\ O Estafilococos coagulase-negativa @ Staphylococcus aureus \

Fig. 1: distribui¢do em percentagem das cepas resistentes de Estafilococos coagulase-negativa
e Staphylococcus aureus aos antimicrobianos de uso clinico. CIP: ciprofloxacina; CLI:
clindamicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; OXA: oxacilina; PEN: penicilina; RIF:
rifampicina; TET: tetraciclina; VAN: vancomicina.
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Fig. 2: distribuicdo em percentagem das cepas resistentes de bacilos Gram-negativos aos
antimicrobianos de uso clinico. AMI: amicacina; CIP: ciprofloxacina; COL: colistina; CTX:
cefotaxima; CAZ: ceftazidima; GEN: gentamicina; IMP: imipenem; MER: meropenem;
PTZ: piperacilina-tazobactam; SBA: ampicilina-sulbactam; SUT: sulfametoxazol-
trimetroprima. Para A. baumannii ndo foram testados COL e PTZ. Para K. pneumoniae nio
foram testados COL e MER.
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Fig. 3: RS-PCR de cepas representativas de Staphylococcus aureus e S. epidermidis isoladas
de pontas de CVC de pacientes internados no HU da UEL e de cepas representativas de S.
aureus ¢ S. epidermidis provenientes de outros laboratdrios da cidade de Londrina-PR-Brasil.
L: 100 bp DNA Ladder (Invitrogen); 1: cepa de S. aureus (n° 14) com perfil 1; 2: cepa de S.
aureus (n° 16) com perfil 2; 3: cepa de S. aureus (n° 103) com perfil 3; 4: cepa de S. aureus
(n° 200) com perfil 4; 5: cepa de S. aureus (n° 210) com perfil 5; 6: cepa de S. aureus (n°
216) com perfil 6; 7-10: cepas de S. epidermidis com perfil 1.



ARTIGO 3

79



80

Detection of biofilm formation in Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus isolated
from central venous catheters, using phenotypic methods and their correlation with the presence

of the genes icaA and icaD

Claudia Ross®, Emerson José Venéncio®, Regina Mariuza Borsato Quesada’, Raquel Girardello®, Jacinta Sanchez Pelayo®”

*Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brazil.
Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Parané, Brazil.
¢ Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Estadual de Londrina, Parana,

Brazil.

Abbreviated Title: Detection of biofilm formation in Staphylococcus sp.

* Corresponding author. Address: Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Microbiologia,
Campus Universitario, CEP: 86051-970, Londrina, Parana, Brazil. Caixa postal: 6001. Tel.: (43) 3371-4494, Fax: (43) 3371-4207.

E-mail address: jspelayo@sercomtel.com.br



81

Summary
S. aureus and S. epidermidis are important etiologic agents of infections related to central venous
catheters (CVC) which have the capacity to produce biofilms. The formation of biofilms depends on
the production of a substance called polysaccharide intercellular adhesin (PIA) whose synthesis is
controlled by the ica operon. The aim of the present study was: to investigate the presence of the genes
icaA and icaD using the polymerase chain reaction (PCR) in a collection of 43 strains of
Staphylococcus sp. (23 strains of S. aureus and 20 of S. epidermidis), to characterize these
microorganisms with respect to the production of biofilm using the polystyrene microplate (PM) and
Congo red agar (CRA) methods; and to determine the efficacy of the methods utilized. In this study,
the icaAl and icaD1 gene sequences were found in 22 (95.7%) strains of S aureus and icaA2 and
icaD2 gene sequences in 16 (80%) strains of S. epidermidis. All 23 (100%) isolates of S. aureus and
19 (95%) of S. epidermidis were found to be biofilm producers with the PM assay. Only 1 (4.3%)
strain of S aureus and 7 (35%) of S. epidermidis were positive in the CRA assay. In the present study,

the PM assay was more effective than CRA in detecting the biofilm phenotype.

keywords: biofilm detection; ica genes; polystyrene microplate; Congo red agar.
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Introduction

Staphylococcus aureus and S. epidermidis are important etiologic agents of infections related
to intravascular catheters.' It has been shown that S. aureus and S. epidermidis are capable of forming
biofilms. Biofilm formation involves two stages. Initially, bacteria adhere to the catheter by complex
processes through physico-chemical interactions involving protein components of the cell surface and
polysaccharides, and later adhered bacteria proliferate and accumulate in multiple layers forming a
biofilm.>*

The formation of biofilms depends on the production of an exopolysaccharide substance called
polysaccharide intercellular adhesin (PIA). PIA mediates intercellular bacterial adhesion and allows
bacterial growth in extensive cellular agglomerates resulting in the formation of a biofilm structure. It
is a polysaccharide whose structure is unique, where it is a linear homoglycan composed of N-
acetylglycosamine connected by f-1,6 linkages. It is synthesized in vitro from UDP-N-
acetylglycosamine by the enzyme N-acetylglycosaminyl transferase, which is encoded by the gene
icaA localized at the ica (intercellular adhesion) locus. Enzymes involved in the synthesis of PIA are
coded by the ica operon which comprises the genes icaA, icaD, icaB and icaC and the regulatory gene
ica R>*

The functional interaction between icaA and icaD is necessary for the establishment of B-1,6
linkages between N-acetylglycosamine residues. Only when the icaAD genes are co-expressed with
icaC is the chain complete and PIA synthesized. The activity of the gene icaB is unknown, but it is
believed to code for a deacetylase that removes some acetyl groups producing positively charged
glycosamine residues. icaR in turn is a gene repressor controlling the expression of PIA synthesis.**”

The capacity to produce biofilms, dependent on the presence of the ica operon, plays an
important role in the pathogenesis of S. aureus and S. epidermidis and in the characterization of
virulent strains involved in infections associated with implantable medical devices. Biofilm favors the
adherence of microorganisms and their maintenance, because it impedes the action of the immune
system of the individual and of the antimicrobial agents. In the specific case of central venous
catheters (CVC), these microorganisms can cause local and/or systemic infection.”®

The capacity of biofilm formation of Staphylococcus can be investigated by genotypic and
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phenotypic methods. PCR (polymerase chain reaction) is a molecular technique that permits the
detection of genes that code for the synthesis of PIA and that comprise the ica operon present in S.
epidermidis and S. aureus.>”"!

Among the classic phenotypic methods for the detection of biofilm production, the one that
stands out is the polystyrene microplate (PM) assay developed by Christensen et al.'* and modified by
Stepanovié et al."’ This assay allows the quantitative measurement of the formation of biofilm in
microplates by spectrophotometric reading.

Another method utilized is the Congo red agar assay (CRA) described by Freeman et al.,
which allows the identification of biofilm producing strains which stain black, in contrast to red-
staining non producers.'*

The aim of the present study was to investigate the presence of the icaA and icaD genes using
PCR in a collection of 23 strains of S. aureus and 20 of S. epidermidis isolated from CVC tips; to
characterize these microorganisms with respect to biofilm production using the phenotypic assays PM
and CRA; and to determine any correlation between the phenotypic methods of detecting biofilm
production and genotyping for the icaA and icaD genes.

Methods
Bacterial strains

In this study, 43 strains of Staphylococcus sp. were examined, where 23 were of S. aureus and
20 of S. epidermidis, isolated from CVC tips of patients admitted during the period of June, 2003 to
June, 2004 at University Hospital (HU), State University of Londrina (UEL), with the approval of the
Ethics in Research Committee of UEL. The microorganisms isolated were stored in stock agar at 4 °C
and in tryptic soy broth (TSB) (Difco, Detroit, MI, USA) with 15% glycerol at —20 °C.

The strains of S. aureus (ATCC 35556) and S. epidermidis (ATCC 35984), biofilm producers,
were used as positive controls in all the experiments carried out.

Detection the icaA and icaD genes with PCR

All 43 Staphylococcus isolates were screened for the presence of the icaA and icaD genes.The

detection of the icaA and icaD genes was carried as described by Arciola et al."” Table I shows the
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primer sequences, sizes of amplified DNA fragments, and conditions and cycles of amplification for
all sequences studied.
Phenotypic detection of biofilm formation by the polystyrene microplate assay (PM)

Adhesion to an inert surface was assayed employing the method described by Stepanovic et
al."’ Bacterial isolates were grown overnight at 37 °C in TSB (Difco) supplemented 1% glucose
(TSBQG) (Difco). The cultures were diluted 1:200 in TSBG, and 200 pL of this suspension were added
to sterile 96-well polystyrene plates (NUNC, Naperville, IL, USA), and incubated for 24 h at 37°C.
TSBG alone was used as negative control. After this period, the content of each well was aspirated,
and the wells were washed three times with 250 uL of sterile physiological saline (PS). The attached
bacteria were fixed with 200 puL of 99% methanol (Merck, Darmstadt, Germany) per well, and after 15
min the plates were emptied and allowed to dry. The plates were stained for 5 min with 200 pL of 2%
Hucker crystal violet per well. Excess stain was rinsed off by placing the plate under running tap
water. The plates were air-dried, and the optical density (OD) of each well was measured at 570 nm
with a Micro-ELISA Autoreader (MultiScan EX, Labsystem, Uniscience). All the assays were
performed in triplicate and the mean OD (ODa) was used to determine the degree of adherence. This
value was compared with the OD of the TSBG. To determine the degree of adherence, the following
classification was used: non-adherent (ODa < OD), weakly adherent (OD < ODa < 2 x OD),
moderately adherent (2 x OD < ODa <4 x OD) and strongly adherent (4 x OD < ODa).

Phenotypic detection of biofilm producers in Congo red agar (CRA)

All of the bacteria studied in this work were seeded in CRA plates to detect the production of
biofilm. CRA medium was prepared by adding 0.8 g Congo red (Sigma) and 36 g saccharose (Sigma)
to 1 L of brain heart infusion agar (BHI) (Oxoid, Hampshire, UK). The samples of Staphylococcus sp.
were grown in BHI broth (Oxoid) at 37 °C for 24 h. After, they were seeded in CRA and incubated at
37 °C for 48-72 h for strains S. aureus and for 24 h for strains of S. epidermidis. Afterward, the plates
were kept at room temperature for 24 h and then read. The samples that showed black colonies in

CRA were considered biofilm producers, and those stained red, non producers."’
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Results
Detection of icaA and icaD by PCR

The icaAl and icaD1 genes were found in 22 (95.7%) strains of S. aureus (Table II) and icaA2
and icaD2 genes in 16 (80%) strains of S. epidermidis (Table III).

Phenotypic detection of biofilm formation by polystyrene microplate assay (PM)

All of the isolates of S. aureus examined were biofilm producers with PM. Of these, 13 strains
(56.6%) showed the strongly adherent phenotype, 5 (21.7%) the moderately adherent and 5 (21.7%)
the weakly adherent (Table II). Nineteen (95%) strains of S. epidermidis studied were biofilm
producing. Among these, 6 (30%) isolates showed the strongly adherent phenotype, 9 (45%) the
moderately adherent, 4 (20%) the weakly adherent. Only 1 (5%) strain was not a biofilm producer
using the PM assay (Table III).

Phenotypic detection of biofilm by CRA

Of the 43 strains of Staphylococcus studied only 1 (4.3%) of S. aureus and 7 (35%) of S.
epidermidis were positive with CRA (Tables II and III).

Discussion

Biofilm plays an important role in the adherence of pathogenic microorganisms to polymers
that constitute prostheses and catheters.'””'® Microorganisms often involved in infections related to this
type of material have been shown to be S aureus and S. epidermidis, whose formation of biofilm is
mediated by an exopolysaccharide substance known as PTA, a product of the ica operon. Biofilm has
been considered the major factor of the virulence of these bacteria.*’

The present study investigated the presence of the genes icaA and icaD in a collection of 23
strains of S. aureus and 20 of S. epidermidis isolated from CVC tips by the PCR technique. Of the
isolates examined, 95.7% of S. aureus and 80% of S. epidermidis were positive for the genes icaA and
icaD. The result obtained for S. aureus differs from that of Arciola et al. who found 61% of S. aureus
isolates from intravenous catheters positive for icaA and icaD. "> The reason for this difference appears
to be that Arciola et al. did not use specific primers for icaA and icaD of S. aureus but did in the case
of S. epidermidis. In works by other investigators, 100% of S. aureus isolates studied were found to be

ica positive when utilizing specific primers.>'’ In relation to frequency of the genes icaA and icaD in
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strains of S. epidermidis, the finding of 80% positivity is in accordance with the values reported by

other investigators.****

Meanwhile, other works show positive rates for ica operon in S. epidermidis,
varying 40% to 70%.'%!"-1323

All of the strains used in this study were submitted to the classic detection methods for the
biofilm producing phenotype, that is, the PM and CRA assays. The production of biofilm appears to
be regulated by environmental conditions in vitro which interfere in the expression of the ica operon.
This regulation can exist in vivo and possibly play a role in the pathogenesis of infections related to
biomaterials.>***’

The PM assay does not allow the direct detection of PIA, but does make it possible to measure
quantitatively bacterial biofilm.'****?%3* All of the isolates of S. aureus (100%) examined were
biofilm producers in PM. A similar result (88.9%) was found by Ammendolia et al.*' On the other
hand, in a study by Knobloch et al., only 57.1% of the isolates of S. aureus showed the positive
phenotype in PM.** However, negative results were also found for all the samples studied by other
investigators.”'®** The discrepancy among these results can be explained by the involvement of
environmental factors which interfere in the regulation of the expression of the ica operon and
consequently with biofilm formation in vitro. With the PM assay, 95% of the isolates of S. epidermidis
were also shown to be biofilm producers. This percentage was higher that those found by others where
levels varied 61% to 87%."****"** Only one strain of ica positive S. epidermidis showed the negative
phenotype in PM, probably due the involvement of environmental factors interfering in biofilm
formation in vitro. However, the occurrence of the formation of biofilm in the PM assay by ica-
negative strains of S. aureus (1) and S. epidermidis (4) can be explained by the involvement of ica-
independent factors which mediate the adherence of these bacteria. Such factors include adhesins
present in the bacterial cell wall capable of adhering to components present on the surface of
polymers.’

The CRA assay is not a quantitative method, but has been widely utilized for the identification

10,11,15,18,20,34
””” The exact

of strains of Staphylococcus sp. that are producers and non-producers of biofilm.
mechanism of this test is not clear, but it is known that biofilm producing strains stain black and non

producers stain red. Surprisingly, in the present study, only one (4.3%) isolate of S. aureus and 7
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(35%) of S. epidermidis produced biofilm in the CRA assay. These results differ from those of Arciola
et al. who found 61% positivity in isolates of S. aureus by the CRA assay."’ Also, the result obtained
in the present study for isolates of S. epidermidis was lower than those obtained in other studies with

10,11,14,15,17,20,23,27,34 . : . L .
T%. 7 e More studies using this method are needed, since its mechanism

values of 49 to 8
is not completely elucidated. Moreover, this technique has been more utilized in studies of S.
epidermidis and in few works with S. aureus.

Interesting results could be observed when comparing the phenotypic and genotypic methods
used in the present study. Better agreement was found between the PM and PCR methods (95.7% for
S. aureus and 75% for S. epidermidis), compared to that between CRA and PCR (8.6% for S. aureus
and 55% for S. epidermidis). When comparing CRA and PM, little agreement was also observed
between these methods (4.3% for S. aureus and 30% for S. epidermidis). In a similar study by Arciola
et al. with only isolates of S. epidermidis, an agreement was also found between PM and PCR
(77.5%), but on the contrary, they obtained optimal agreement between PCR and CRA (96%) and
between CRA and PM (81%).” However, in the study by Knobloch et al. who evaluated different
methods for the detection of biofilm formation for isolates of S. aureus, there was little concordance
between CRA and MP (3.8%).%

S. aureus and S. epidermidis are the Gram-positive bacteria most frequently associated with
infections related to CVC. The study of the presence and expression of ica genes in these bacteria and
the extreme importance for understanding their mechanisms of adhesion and colonization, help in the
development of preventive and therapeutic measures for the eradication of biofilms associated
infections in hospitals. In the present study, the PCR method allowed the detection of ica genes in the
isolates examined, and the PM assay was more effective than CRA in detecting the biofilm-forming
phenotype.
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Table | Primer sequences, sizes of amplified DNA fragments and amplifications used in this study

Gene Primer sequence (5'— 37) Amplified Anneling and Control strains Reference
fragment size Cycles positives
(bp)
lcaAl ACACTTGCTGGCGCAGTCAA (F)* 188 60 °C (30 s) S. aureus Rohde et al.
TCTGGAACCAACATCCAACA (R)’ (50 cycles) ATCC 35556 (2001)'¢
IcaDl ATGGTCAAGCCAGACAGAG (F) 198 60 °C (30 s) S. aureus Rohde et al.
AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA (R) (50 cycles) ATCC 35556 (2001)'®
IcaA2 TCTCTTGCAGGAGCAATCAA (F) 188 60 °C (30 5) S. epidermidis  Arciola et al.
TCAGGCACTAACATCCAGCA (R) (50 cycles) ATCC35984 (2001)"
IcaD2 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG (F) 198 60 °C (30 5) S. epidermidis  Arciola et al.
CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA (R) (50 cycles) ATCC35984 (2001)"

4(F), forward.
b(R), reverse.



Table Il Genotypic and phenotypic characteristics of ica positive and negative S.
aureus

Strains n. PCR* CRA® PM°®
icaAl/icaD1 72h
ATCC 35556 +/+ + SA
103 +/+ + WA
31 +/+ - SA
54 +/+ - SA
14 +/+ - SA
16 +/+ - SA
17 +/+ - SA
22 +/+ - SA
96 +/+ - SA
67 +/+ - SA
69 +/+ - SA
70 +/+ - SA
75 +/+ - SA
13 +/+ - SA
121 +/+ - SA
26 +/+ - MA
35 +/+ - MA
116 +/+ - MA
119 +/+ - MA
120 +/+ - MA
48 +/+ - WA
97 +/+ - WA
125 +/+ - WA
123 -/- - WA

*PCR, polymerase chain reaction; +/+, positive/positive; -/-, negative/ negative.

bCRA, Congo red agar; +, positive; -, negative.

‘PM, polystyrene microplate; SA, strongly adherent; MA, moderately adherent; WA,
weakly adherent.



Table 111 Genotypic and phenotypic characteristics of ica positive and negative S.
epidermidis

Strain n. PCR? CRA® PM®
icaA2/icaD2 48h
ATCC35984 +/+ + SA
3 +/+ + SA
4 +/+ + SA
5 +/+ + SA
28 +/+ + MA
60 +/+ + WA
63 +/+ + WA
102 +/+ + NA
126 +/+ - SA
84 +/+ - SA
29 +/+ - MA
92 +/+ - MA
8 +/+ - MA
39 +/+ - MA
49 +/+ - MA
57 +/+ - MA
45 +/+ - WA
32 -/- - SA
98 -/- - MA
111 -/- - MA
23 -/- - WA

*PCR, polymerase chain reaction; +/+, positive/positive; -/-, negative, negative.

PCRA, Congo red agar; +, positive; -, negative.

‘PM, polystyrene microplate; SA, strongly adherent; MA, moderately adherent; WA,
weakly adherent; NA, non-adherent.
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