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RESUMO

Foi realizado um estudo prospectivo observacional em 179 pacientes
intemados na Unidade de Clinica Cirdurgica || do HC-UFU no periodo de
setembro/2000 a novembro/2002. A taxa de colonizagdo das pontas de cateter
foi de 21,2%. Os fatores de risco independentes associados com uma ponta de
cateter positiva foram:colonizagéo no S| = 200 UFC/20cm? (p=0,01;0R=2,15),
internacéo =214 dias(p=0,04; OR=1,97), cateterizagdo =27 dias(p=0,038;
OR=1,78). A insergdo em veia jugular esteve associada aos pacientes mais
graves com seguintes fatores de risco independentes: internagdo =214
dias(p=0,03; OR=2,37), cateterizagdoz 7 dias(P=0,01, OR=3,65) e uso de >3
dispositivos invasivos(p=0,04; OR=1,89). A analise de regresséo logistica para
CR-BSI detectou os seguintes fatores de risco independentes: colonizagéo
pericateter 2200UFC/20cm? (p<0,01; OR=6,89) e ponta do cateter com
" 210%UFC (p<0,01; OR=7,95). Os CoNS foram mais isolados do sitio de
insercdo (50%) e ponta do cateter (60%), enquanto que o S. aureus foi mais
encontrado no sangue (41%), seguido dos CoNS (38%) e BGN (17%). A taxa
de CR-BSI por S. aureus foi de 4,9 episodios por 1000 cateter/dia. No total, a
resisténcia a oxacilina foi observada em 43,7% das amostras de estafilococos
estudadas. Vinte e uma amostras isoladas de mdltiplo sitio (Sitio de
insergdo/Ponta do Cateter/Sangue) de nove pacientes foram tipadas por PFGE
e Rep-PCR. Nove amostras de MRSA ‘analisadas pelo PFGE pertenciam ao
perfil clonal A (subclones A1, A2 e A3) e o Rep-PCR demonstrou dois clones
diferentes (A e B). O PFGE identificou cinco grupos clonais diferentes (a1, a2,
b,c,d,e)entre os MSSA enquanto o Rep-PCR apenas trés (a,b,c). Podemos
concluir que as CR-BSIs por S. aureus policlonal tiveram a pele pericateter
como fonte deste microrganismo.
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ABSTRACT

A prospective observational study to investigated nontunneled central venous
catheter over a 24-month(set-2000/nov-2002) period in 179 patients at the Clinical
Surgical Il Ward in the Uberlandia Federal University Hospital (HC-UFU) was
carrried out. The colonization rate of the catheter tips was of 21,2%. The
independent risk factors associated with a colonization of the catheter tip was:
colonization in the insertion site of CVC >200UFC/20cm?® (p=0,01;0R=2,15),
hospital stay 214 days (p=0,04; OR=1,97), catheterization >7 days (p=0,038;
OR=1,78). The insert in jugular vein was associated the most serious patients with
following independent risk factors: internment 214 days (p=0,03; OR=2,37),
catheterization =7days(p=0,01; OR=3,65) and use of 23 invasive devices(p=0,04;
OR=1,89). The analysis of regression logistics for CR-BS| detected the following
independent risk factors: colonization pericatheter =200 UFC/20cm? (p<0,01;
OR=6,89) and catheter tip with 210°UFC (p <0,01; OR=7,95). CoNS was more
isolated the skin insertion site (50%) and catheter tip (60%) and Staphylococcus
aureus (48%) in the bloodstream followed by CoNS (38%) and BGN (17%). CR-
BSI rate caused by S. aureus was 4,9 episodes per 1000 catheter/days. The
resistance to the oxacillin was observed in 43,7% strains analysed. Nine patients
presented the S. aureus simultaneously in two or three sites (CVC insetion site
and/or catheter tip and/or blood) was analyzed by PFGE and Rep-PCR. Nine
samples of MRSA belonged to the profile clonal A by PFGE (subclones A1, A2 and
A3) and Rep-PCR demonstrated two different clones (A, B). PFGE patterns for
MSSA distinguished five types (a,b,c,d and e) and Rep-PCR only three (a,b and c).
We can conclude that CR-BSls caused by policlonal S. aureus had the skin
pericateter as source of this microorganism.
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1. INTRODUCAO

O acesso vascular seguro é um dos fatores essenciais a pratica médica
moderna. Infelizmente, os dispositivos intravasculares (DIVs) sdo necessarios
para estabelecer este acesso confiavel estdo associados significantemente com a

producdo de uma doenga iatrogénica, particularmente, bacteremia e candidemia

(RAAD, 1998; MERMEL, 2000). Mais de 250.00 infecgées de comente sangiiinea

(ICS), relacionadas a presenga de DIVs ocorrem nos EUA por ano, associadas
com taxas de mortalidade atribuida de 12-25%, prolo_ngando,_, assim, a
pemanéncia hospitalar e adicionando custos ao tratamento da ordem de $33.000-
35.000/paciente (PITET, TARARA, WENZEL, 1993; DIGIOVINE et al, 1999).

Entre os DIVs, destaca-se o uso de cateteres vasculares centrais (CVCs)
que, freqiientemente, é acompanhado por uma variedade de complicagdes locais
e sistémicas incluindo: tromboflebites sépticas, endocardites, infecgées
metastaticas e bacteremia (FRATINO, et al, 2001). As bacteremias associadas a
CVCs e outros dispositivos invasivos s&o classificadas como primarias, quando o
microrganismo isolado da cultura de sangue nao esta relacionado a infecgéo em
outro sitio; quando isto ocorre a infeccdo € classificada como bécteremia
secundaria (GARNER et al., 1998). As BSI ocorrem em, aproximédamente, 14%
| dos pacientes com diagnostico de infecgdo hospitalar pelo sistema NNIS, sendo
que as UTls sédo unidades que apresentam ser uma area de alto risco para todos
os tipos de infecgbes hospitalares, particularmente ICS. Em UTls, as BSI
correspondem a 17% de todas as infecgbes nosocomiais (NNIS, 2001). Estima-se

que mais de 80% das infecgbes de corrente sangliinea relacionadas a cateteres



(CR-BSIs) estao associadas aos CVCs, embora estes cateteres representem
apenas uma pequena porcentagem do nimero total de cateteres vasculares. As
CR-BSIs causam substancial morbidade, mortalidade, aumentam o tempo e
elevam os custos da internacdo (MAKI, 1998). No cenario hospitalar estas
infecgbes sdo um problema, que merecem vigilancia epidemiolégica pelas razées
anteriormente expostas. O maior problema na implementagéo de um sistema de
monitoramento destas infecgdes é a dificuldade no seu diagnéstico. Ha problemas
quanto aos critérios clinicos e microbiolégicos usualmente utilizados na sua
definicdo, com o diagnéstico clinico sendo pouco sensivel e muito especifico. A
presenca de eritema no sitio de insergéo n&o € um indicador confidvel na deteccao
de infecgéo relacionada ao CVC, enquanto que a puruléncia local pode ser ur/na
evidéncia inequivoca deste tipo de infeccdo (PEARSON, 1996). Os critérios
microbiolégicos deste tipo de infecgdo incluem: hemocultura positiva, pelo menos
duas hemoculturas positivas de sangue coletado de sitios diferentes quando se
trata Estafilococos Coagulase Negativos (CoNS), isolamento de >30 UFC/mL
quando de hemocultura quantitativa, hemocultura positiva dentro de 24/48horas
da coleta de sangue; infecgéo no sitio de insergdo do CVC (REIMER, WILSON,
WEINSTEIN, 1997; HERWALDT et al., 1996).

As culturas quantitativas de ponta de cateter apresentam uma maior
especificidade no diagndstico destas infecgées, sendo que a técnica desenvolvida
por Maki (1977) ou do “ roll-plate” é a mais utilizada. O seu valor preditivo positivo
aumenta com o tempo de duracdo da cateterizacdo de aproximadamente 10%
com uma duragdo media 3 a 5 dias, para 75% quando de uma permanéncia média

de 24 dias (STIGES-SERRA, LINARES, 1988; WIDMER, 1997). Outros métodos



de cultura quantitativa utilizada para o cateter envolvem a irrigagdo com caldo
(CLERI, CORRADO, SELIGMAN, 1980), “vortexing” (BRUN-BUISSON et al.,
1987) ou sonificagdo (SHERETZ et al, 1990), que detectam a presenca de
microrganismos ndo sd na superficie externa quanto no limen do cateter,
apresentando assim uma maior sensibilidade.

O diagnéstico de uma CR-BSI é dificil e a utilizagéo de sinais clinicos como
flebite, febre, eritema, demonstram pobre correlagdo no diagnéstico de uma CR-
BSI. Além disto, muitos pacientes com CR-BSI nao apresentam nenhum sinal local
de infeccdo (SHERETZ, 1996). A confirmagdo do diagnéstico de CR-BSI,
usualmente, depende de culturas microbiolégicas. Os métodos microbiolégicos
para diagnéstico de infecgdo relacionada a presenca de um CVC, como
mencionado acima, na maioria das vezes, necessita a remo¢édo do mesmo. KITE
et al (1999) desenvolveram um teste rapido e barato para diagnosticar infec¢des
relacionadas ao CVC‘sem necessitar a retirada do mesmo, diminuindo assim, os
riscos de uma nova reinsergéo do cateter. Blot et al (1998) sugeriram a utilizaggo
de hemoculturas de sangue pareadas no diagnéstico de infecéées associadas aos
CVCs com o sangue coletado transcateter, apresentando uma contagem de
microrganismos >5 vezes acima daquela comrespondente éo obtido por veia
periférica, quando de infecgbes associadas a cateteres. A principal limitagéo desta
técnica é que a maioria dos laboratérios de microbiologia ndo realizam
hemoculturas quantitativas em fungéo dos custos e do trabalho que as mesmas
envolvem. |

Uma outra técnica, de hemocultura pareada, onde amostras de sangue

também, sdo obtidas transcateter e de veia periférica, simultaneamente, para uma



avaliacdo qualitativa, demonstrou que o crescimento da amostra obtida de sangue
transcateter, por pelo menos, duas horas antes do que a amostra de sangue
periférico é indicativo de uma CR-BSI, sendo esta técnica denominada de Tempo
diferencial de positividade. Esta técnica é mais simples e, ao contrario das
hemoculturas quantitativas, pode ser adotada por muitos Ilaboratérios de
microbiologia (Bloot et al, 1999).

Entre os fatores de risco para infec¢des relacionadas aos CVCs estdo:
presenca de cateter multiimen, o sitio de insergéo do cateter (jugular, subclavia,
artéria pulmonar), hemodialise, trombose relacionada ao cateter, presenca. do
cateter por mais de quatro dias, dificuldade de insergdo do cateter, tempo de
permanéncia no hospital antes ‘da inser¢do do cateter, colonizagdo nasal por
estafilococos resistentes a meticilina e a colonizagdo do sitio de insercéo
(FREBOURG, 1999; VIOT, 2000; SADOYAMA, et al., 2001). Em relagéo ao ultimo
item ha varios critérios, microbiologicos propostos, tais como: colonizagdo cém
outros  microrganismos que nao CoNSs (RR=14,9), colonizagdo com >50 UFC de
CoNS ou >1UFC de outro microrganismo que ndo ECN (RR=6,4) ¢ com >10°UFC
(MAKI, 1998). Outros fatores de risco relacionados com uma predisposicdo de CR-
BSI, incluem: inexperiéncia do profissional que insere o cateter (O'GRADY et al,
2062), I%mitada utilizagdo de barreiras de precaucdo maxima na insercdo do
CVC(RAAD et al, 1994), relacdo da taxa de enfermeiras/pacientes
(1:2,0)(ROBERT et al, 2000)

A patogénese das infecgbes relacionadas aos cateteres centrais &
multifatorial e complexa. Embora os cateteres venosos e arteriais possam ser

colonizados por via hematogénica, a partir de infecgdes em outros sitios,



translocagdo intestinal ou através da administragdo de fluidos (contaminagao
intrinseca), os dados disponiveis sugerem que a maioria das infecgdes por
estafilococos resulta da migracdo destes microrganismos a partir do sitio de
insergéo na pele ou do canhéo do cateter (CRUMP, COLLIGNOM, 2000). Como
foi referido anteriormente, entre os fatores que predispée as infecgGes
relacionadas a CVCs, o colonizagéo significativa da pele no sitio de insergdo do
CVC é um dos previsores de infeccdo mais precisos para todos os tipos de
cateteres inseridos pércutaneamente e de curta duragdo (MAKI, 1998). As
evidéncias s&o de que a redugdo na colonizagéo microbiana da pele ao redor do
sitio de insercdo do CVC resulta numa colonizagéo reduzida da ponta do cateter,
assim como de infecgio relacionada ao mesmo (SCHIERHOLZ, 2000). Ha dados
demonstrando que a participagdo do canhao do cateter também é um importante
- fator na colonizagéo intraluminal do mesmo, particularmente naqueles de longa
duragéo (WILCOX et al. 1998). A importancia relativa desse dois mecanismos de
contaminacgdo, sitio de inser¢do ou canh@o do CVC, sugere que a duragédo da
cateterizacdo influencia qual ‘dos dois mecanismos predomina, ou 'Seja, nos
implantados a mais de oito dias ha uma associagdo com a contaminagdo do
canhdo enquanto a contaminagdo da pele € o mecanismo mais provavel para
aqueles com menos de sete dias implantados (RAAD et al., 1993).

De acordo com a casuistica do sistema NNIS (National Nosocomial
Infections Surveillance System Report — USA) patégenos mais associados a
etiologia de CR-BSI no periodo de 1991-1999 foram: os Estafilococos coagulase ~
negativos (CoNSs) (37%) e S. aureus (13%), os Enterococos (13% ) e C. albicans

(8%) (NNIS, 2001).



Os CoNS sao representantes da microbiota normal da pele e aderem
faciimente a superficie polimérica dos CVCs (CHILLER, SELKIN, MURAKAWA,
2001). A adesdo de Staphylococcus epidennidis, o principal CoNS causador de
infeccéo hospitalar, aos CVCs, pela ordem incluem: forgas eletrostaticas, carater
hidrofobico decorrente de proteinas da parede celular, presenga de um glicocalix
de natureza polissacaridica, que interfere com a fagocitose e com a terapia
antimicrobiana (DAROUICHE, 2001). A importancia da colonizagio inicial do
cateter devido a produgéo de uma autolisina (AtlE) e de uma adesina intercelular
polissacaridica (PIA) na formagdo do biofilme na patogénese do Staphylococcus
epidermidis em CR-BSIs esta documentada (RUPP et al.,2001).

A participagéo de proteinas do plasma, como o fibrinogénio e a fibronectina,
e de proteinas da matriz extracelular na formagéo do biofilme que recobre o
cateter logo apdés a sua insergdo, faciltam a adesdo do S. aureus a estas
proteinas através de adesinas de superficie chamadas de MSCRAMMs
(Componentes de adesdo da superficie microbiana que reconhecem moléculas da
matrix extracelular). Esta interagéo facilita a colonizagido do cateter e posterior
infecgéo por estes microrganismos (VAUDAUX et ai, 1993: VAUDAUX et él, 1995).

De uma maneira geral, microrganismos que se fixam a superficies e
desenvolvem biofime tém importancia na etiopatogenia de CR-BSI. Variaveis
importantes na fixagdo celular e formagéo de biofilme na superficie de dispositivos
intravasculares dependem n&o so das propriedades dos microrganismos, tais
como, superficie celular hidrofébica, presénga de fimbrias, flagelos e substincias
poliméricas extracelulares, mas também de propriedades dos dispositivos

intravasculares (hidrofobicidade do material, textura e composicdo). Além de
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microrganismos importantes como CoNs e S. aureus, outros microrganismos
também estdo comumente associados com formagéo de biofilme em diapositivos
intravasculares e s&do causadores de CR-BSl, como: Candida albicans,
Enterococcus spp., Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (DONLAN,
2002).

O isolamento do agente causador de uma CR-BSI é crucial, visto que as
medidas a serem tomadas no manejamento clinico destas infecgées variam de
acordo com o microrganismo (cocos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos,
Candida) (HODGE, PUNTIS, 2002). Por exemplo, a questdo da remocgdo do
cateter depende de uma série de fatores concernente ao paciente, patdgeno e ao
proprio cateter. Se a infecgédo é causada por CoNS o tratamento da infecgdo pade
ser realizado, muitas vezes, sem a remog¢do do mesmo (RUBBIN, 1999). Quando
a infecgdo & causada por S. aureus a remogéo do cateter é recomendada
(Peacock, 1999).

Um outro argumento importante para uma rigorosa pesquisa do agente
etiolégico de uma CR-BSI € o problema de resisténcia aos antimicrobianos, visto
que, muitos destes sdo resistentes aos antimicrobianos utilizédos na clinica
médica (RAAD, 1998). A freqiiéncia de CoNS e S. aureus resistentes a oxacilina,
enterococos resistentes a vancomicina, BGNs resistentes aos beta-lactamicos e
candida resistentes ao fluconazol vém aumentando nos (ltimos anos (REX,
RINALD, PFALLER, 1995; REACHER et al, 2000; HUANG et al, 2002)

Nos MRSA (Staphylocoécus aureus resistentes a meticilina) e MRCoNS
(Staphylococcus coagulase negativos resistentes a meticilina) a resisténcia &

resultado de genes cromossémicos que codificam proteinas ligadoras de
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penicilinas (PBPs), com pequena afinidade pelos beta-lactdmicos, também
denominadas de PBP2'ou PBP2a (CHAMBERS, 1997). Menos freqiientemente, os
estafilococos podem apresentar um nivel baixo de resisténcia a oxacilina devido a
producdo de uma PBP estruturalmente modificada ou pela superprodugéo de
beta-lactamases que inativam estes antibioticos. Deve-se notar que os ORSA sio,
igualmente, resistentes as cefalosporinas, embora possam haver, e sdo também
resistentes ao imipenem e outros carbapenemas. Freqlentemente, os ORSA
mostram-se também resistentes a macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
quinolonas, eritromicina, mupirocina, rifampicina,... (SWENSON, HINDLER,
PETERSON, 1999).

No Brasil, na atualidade, os estafilococos, tanto o S. aureus como o S.
epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em
mais de 70% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitalar ou na comunidade,
ndo sendo mais indicado o uso destes antimicrobianos para o fratamento de
infecgbes estafilocdcicas. Além disto, estes microrganismos germes vem
mostrando elevado indice de resisténcia a oxacilina no meio hospitalar no Brasil.
Relatos de hospitais em diferentes regibes brasileiras encontraram acima de 30%
de S. aureus resistentes a oxacilina entre os isolados analisados (TEIXEIRA et al,
1995: SILVA NETO et al, 1999; SADOYAMA, 2000).

Infecgbes graves, causadas por estafilococos, como as CR-BSls, devem
ser tratadas com antibiéticos apropriados, preferencialmente beta-lactamicos, mas
no caso de isolamento de amostras de MRSA ou MRCoNS, a terapéutica limita-se
aos antimicrobianos do grupo dos glicopeptideos, vancomicina e teicoplanina

(LIVERMORE, 2000). Recentemente novos agentes antimicrobianos, como



alternativa terapéutica, para o tratamento de infecgbes causadas por cocos Gram-
positivos foram introduzidos na pratica meédica: uma nova estreptogramina
(quinupristina/dalfopristina) e a oxazolidinona (linezolida) (LAMB, FIGGITT,
FAULDS, 1999; DIEKEMA, JONES, 2000).

A ocorréncia cada vez mais comum de amostras de S. aureus e CoNS com
resisténcia a oxacilina resultou em aumento no consumo de vancomicina,
particularmente na sua utilizagdo empirica em sepse e em outras infeccdes
hospitalares (COUTO et al, 1999), e no aparecimento de amostras destes
microrganismos com susceptibilidade reduzida\intermediaria aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina (HIRAMATSU et al, 1997, KAYE et al., 2000:
TENOVER, 2001). Em junho de 2002, o primeiro isolado de VRSA (CIM = 128
ug/mL para vancomicina), foi obtido a partir do sitio de inser¢do do CVC. Este
isolado apresentava o gene vanA que € responsavel pela resisténcia a
vancomicina nos enterococos e até entao este gene nao tinha sido encontrado em
nenhuma amostra de S. aureus. Este € o primeiro relato que descreve o
isolamento de uma amostra clinica de S. aureus com alto nivel de resisténcia a
vancomicina ( CDC, 2002a).

O melhor conhecimento da epidemiologia das infecgdes associadas aos
CVCs bem como, a instituicédo de medidas de prevengdo e controle incluem 3
andlise das amostras através de tecnicas de epidemiologia molecular,
adicionalmente a caracterizagéo fenotipica classica, na qual inclui-se a verificagdo
da susceptibflidade aos antimicrobianos (SLOOS, '2000). Como comentado

anteriormente, técnicas classicas de tipagem epidemioldgica de cepas de



estafilococos resistentes a oxacilina, como antibiograma e fagotipagem tém sido
utilizados para diferenciar as amostras hospitalares, entretanto, elas apresentam
pouco poder discriminatorio, limitando o seu uso (SANTOS FILHO et al. 1995).

Nos estudos de epidemiologia hospitalar das infecgées por MRSA as
técnicas moleculares mais recomendadas incluem principalmente a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em campo pulsado (PFGE), apés a
restricio do DNA cromossdmico com enzimas especificas, este considerado
atualmente o método molecular mais discriminatério para as bactérias gram-
positivas mais importantes, particularmente para o S. aureus (TENOVER, 1994). A
reagdo em cadeia da polimerase com “primers” arbritarios (AP-PCR) & uma técnica
alternativa de PCR que apresenté bons resultados na tipagem de S. aureus, mas
nio & recomendada para a andlise de amostras de CoNSs (TENOVER et al., 1997
SLOOS et al. 2000). Uma outra técnica que vem apresentando bons resultados na
tipagem molecular de amostras de MRSA/MSSA é o Rep-PCR (repetitive-element
PCR) que tem demonstrado boa reprodutibilidade e poder discriminatério (OLIVE,
BEAN, 1999; DEPLANO et al,, 2000).

Diferengas fenotipicas tém sido observadas em amostras isoladas de
cateteres colonizados/infectados e posteriormente no sangue. Entretanto, para se
analisar a significancia desta heterogeneidade morfoldgica observada nestas
populagées bacterianas € necessario fazer uma analise molecular destas amostras
a fim de se déterminar se estas amostras sdo relacionadas (mesma cepa) ou néo

(cepas diferentes) (RELMAN, FALKOW, 1999; SHARMA et al,, 2001).
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Recentemente o “Centers for Diseases Control and Prevention” (CDC,
2002b) publicou um documento com Normas para prevencdo de CR-BSI, cujas
medidas recomendadas foram categorizadas resumidamente em:

a) Medidas gerais: realizagdo de programas educacionais e estudos de

vigilancia.

b) No momento da insercdo do CVC: técnica asséptica, equipe de insergdo
experiente e anti-sepsia do sitio de insergéo, preferéncia pela insergéo
em veja subclavia, realiz‘agéo, do curativo oclusivo.

c) Manutenggo do acesso vascular. remogéo do CVC quando ndo mais

necessario, monitoramento do sitio de insergdo, troca de curativos

oclusivos,...

Considerando a importancia da CR-BSis entre as infecgdes hospitalares
e a falta de dados sobre a etiopatogenia destas infec¢bes no Brasil, faz-se
necessario uma melhor compreenséo da epidemiologia destas infecgGes
para medidas de controle efetivas possam ser implementadas, ajudando

assim a diminuir a incidéncia destas infecgGes no ambiente hospitalar
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

. _Qonhecer a etiopatogenia dos episédios infecciosos de bacteremias primarias
causadas por Staphylococcus aureus e os fatores de risco associados a este
tipo de infeccdo em pacientes cirlirgicos submetidos a cateterizagdo venosa

central no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Avaliar o impacto da coloniza¢do no sitio de inser¢do e da ponta do CVC na
etiologia de bacteremias primarias em pacientes cirtrgicos no HC-UFU:

Analisar os fatores de risco associados com infecgdes relacionadas a insergéao

de CVCs em veia jugula'r e subclavia;

o Detectar a prevaléncia de amostras de estafilococos a oxacilina isolados de

multiplos sitios relacionados aos CVCs.
Avaliar a diversidade genémica das amostras de estafilococos (S. aureus)

isoladas de muiltiplos sitios, através das técnicas de rep-PCR e de eletroforese

em campo pulsado (PFGE).
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CASUISTICA E METODOLOGIA

3.1. Planejamento do Estudo

Foi realizado um estudo prospectivo observacional, através de um sistema
de busca ativa baseada na demanda espontanea do hospital, sendo realizado na
Unidade de Clinica Cirargica Il (CCll) do HC-UFU. Todos os pacientes com
cateteres vasculares centrais inseridos em veia jugular e subclavia foram

acompanhados diariamente desde a sua entrada até a sua aita.
Uma ficha com dados demograficos, fatores de risco intrinsecos e

extrinsecos, foi preenchida para cada um dos pacientes (Anexo 1).

3.2. Técnicas Microbiologicas

3.2.1. Sitio de Insergdo CVC

A coleta do material de pele no sitio de insergdo do cateter vascular central
foi realizada com “swab” pré-umidecido em PBS, sendo feitas duas coletas, uma
por ocasido da insergéo do cateter e outra apds 5-7 dias. O suabe foi colocado em
um tubo com 1 mL de PBS + 0,1% de tiossulfato de sddio agitado no vortex, e
cerca de 0,1 mL do liquido foi inoculado em placas de Agar Sangue e Manitol
Salgado. A cultura de pele foi considerada positiva quando havia um crescimento

de >200 UFC/20 cm? de camada cornea (MAKI, 1991).

3.2.2. Ponta do CVC

Os cateteres foram removidos em condigbes assépticas. As pontas dos cateteres
foram cortadas com tesoura estéril e transportadas para o laboratéric em tubos
contendo 10mL de PBS + 0,1% de tween 80 (somente para pontas de cateter

processadas pela técnica quantitativa).
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3.2.2.1. Técnica Semi-quantitativa de Maki ou “Roll-plate”

Apos a remogéo do cateter, um segmento de 5cm do cateter foi utilizado
para o cultivo. No laboratério de microbiologia do HC-UFU, o segmento do cateter
foi transferido para a superficie de uma placa de Agar Sangue para a cultura semi-
quantitativa. O segmento do cateter foi rolado de quatro a cinco vezes sobre a
superficie da placa e esta foi incubada a 37°C por 24 horas. Todas as col6nias
que aparecerem nas placas seriao enumeradas e identificadas.

O crescimento de =15 colbnias na placa é indicativo de infecgdo sendo

considerada como uma cultura semi-quantitativa positva (MAKI, WEISE,

SARAFIN, 1977).

3.2.2.2. Técnica do Vortexing

As culturas das pontas de cateter também foram realizadas

quantitativamente, usando a técnica de Brun-Buisson et al (1987) ou Vortexing

com pequenas modificagbes: um segmento de aproximadamente 5 cm da ponta

de cateter foi colocada em um tubo contendo 10mL de PBS + 0,1% de tween 80 e

agitado em vortex por 1 minuto; 0,1 mL do liquido foi inoculado em placas de Agar

Sangue, McConkey € Manitol Salgado e incubadas a 37°C por 24 horas, para se

determinar o nimero de UFCs.
As culturas foram consideradas positivas se >1 0? UFC/mL eram isoladas.

3.2.3. Hemoculturas

Os espécimes de sangue foram obtidos a partir de pungéo periférica. As
hemoculturas foram realizadas inoculando-se 5-10 mL de sangue em um frasco

do sistema comercial automatizado Bactec/Alert® (Vitek System). Os
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espécimes positivos foram subcultivados em Agar MacConkey, Agar Sangue e

Agar Chocolate. As placas foram incubadas a 37°C por 24-48 horas.
3.2.4. Identificagido Bacteriana

Os espécimes clinicos obtidos a partir da pele no sitio de insergéo e da

ponta do cateter vascular central foram identificados por técnicas tradicionais,

sendo separados inicialmente em bacilos Gram-negativos, bacilos gram-positivos,

cocos Gram-positivos e formas leveduriformes, através de suas caracteristicas

morfo-tintoriais. Os €OCOS Gram-positivps foram submetidos a testes

complementares como. oxidase, catalase, crescimento em NaCl (7,5%),

coagulase, fermentagao do manitol e DNAse, para a identificagéo dos S. aureus,

Staphylococcus coagulase negativos (CoNS) e outros cocos Gram-positivos.
Os espécimes clinicos de sangue foram obtidos, ja identificados, do

laboratério de microbiologia do HC-UFU.

3.2.5. Estocagem das amostras

Todas as amostras de estafilococos identificadas foram estocadas em caldo

tripticaseina soja (TSB) com 20% de glicerol a -20°C.
3.3. Testes de Suscetibilidade aos Antimicrobianos
3.3.1. Teste de Triagem em Agar incorporado de oxacilina e NaCl

Todas as amostras de estafilococos foram submetidas ao cuitivo em Agar
Mueller-Hinton com 6 pg/mL de oxacilina e 4% de NaCl para a deteccdo de

amostras resistentes a oxacilina de acordo com o NCCLS (1997b). Foi inoculado

um volume de 5 ulL litros (5.105 UFC/mL) com o auxilio de um replicador de

Steers, sendo que cada placa foi utilizada para testar 19 amostras e o controle

(Staphylococcus aureus - ATCC 29213).
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A leitura foi realizada apds 24h (S. aureus) e 48H (ECNs) de incubacgéo a
35°C. O crescimento de uma unica colénio no meio de cultura era considerada

como uma prova positiva de resisténcia para a oxacilina.

3.3.2. Técnica de Difusdo em Agar

As amostras foram cultivadas em caldo TSB a 37°C por 24 horas e diluidas
em solugdo salina até atingir turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala
MacFarland (1-2.10° UFC/mL) e semeadas com suabe na superficie do meio
(NCCLS, 1997a). Foram utilizados os seguintes discos de antimicrobianos:
rifampicina, clindamicina, cefalotina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprima,
ampicilina, ciprofloxacina, gentamicina, vancomicina, cloranfenicol, imipenem,
eritromicina, oxacilina(DME-Brasil), linezolida e dalfopristina-quinopristina(OXOID-
Brasil). A suscetibilidade foi verificada apés 18 horas de incubagao a 35°C através
da determinagao do diametro do halo de inibigao formado.

Foi utilizada como controle para o teste de suscetibilidade a amostra padrao

de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.3.3. Determinagéo da Concentragdo Minima Inibitéria

As amostras de estafilococos congeladas foram subcultivadas em Agar TSA
e posteriormente 1 a 3 colonias foram diluidas em salina estéril, se necessario, as
amostras eram diluidas até atingirem a escala 0,5 de MacFarland(NCCLS, 1997b).
Placas de Agar Mueller-Hinton foram inoculadas com o auxilio de um swab e as
fitas de E-teste contendo oxacilina (0,01-128g) foram depositadas na superficie
do Agar e as placas incubadas a 35°C por 24 horas.

As amostras que apresentaram uma conceﬁtrag:éo minima inibitéria (CMI)
>4 ug/mL de oxacilina foram consideradas como resistentes. -

Foi utilizada como controle para o teste E a amostra de Staphylococcus

aureus ATCC 29213.
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3.4.Caracterizagdo Molecular das Amostras

3.4.1. Eletroforese em campo pulsado

3.4.1.1. Extragdo do DNA genémico

O DNA gendmico foi preparado em blocos de agarose usando como base o
método proposto por Jorgensen (1993) com modificagGes: foram transferidas
cinco colbnias, a partir do crescimento em placa (48-72 hs) para tubos contendo
SmL de TSB (TSB/Difco) e incubadas a 37°C durante 5 horas com agitagso
constante, de modo a atingirem sua fase exponencial de crescimento. As células
foram centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm, o sobrenadante foi retirado e as
células foram ressuspendidas em 250uL de tamp&o PIV (NaCl 1M em Tris-HC]
10mM —~ pH 7.6). Logo apds, foram adicionados 250 uL de agarose “low melting
point” a 2% (feita em PIV e mantida a 58°C. Apés, isto a agarose distribuida em
pequenos moldes e mantida a 4°C por cerca de 10 minutos. Apds a solidificagéao
os plugs foram colocados em tubos Falcon contendo 2 mL de soluczo de lise EC,
adicionada de 100pL de solugéo de lisostafina (1mg/mL — concentracdo final de
50pg/mL) e 100 L de solugao de lisozima (10 mg/mL — concentragzo final de 0,5
mg/mL). Os tubos foram incubados “ovemight’ a 37°C sob leve agitagéo. Apés a
incubagdo, os tubos foram resfriados a 4°C e a solugdo de lise foi retirada
cuidadosamente com pipetas Pasteur estéreis, sendo em seguida adicionada 2
mL de solugdo ESP (EDTA + Sarcozil + PTNase K) contendo 10pL de solugdo de
proteinase K (20mg/mL — concentragdo final 0,1mg/mL) em cada tubo que foi
incubado “overnight” a 50°C sob agitagdo. Os blocos de agarose foram lavados
quatro vezes em tampédo TE e incubados a 37°C. A dltima lavagem deve ser
“overnigth” eliminar residuos celulares e interromper a atividade da proteinase
foram armazenados em temperatura de refrigeragéo (5°C), nessa solucio, até
serem submetidos & digestao enzimatica e eletroforese.
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3.4.1.2. Disgestio com Endonuclease de Restri¢ao

Para realizar a digestdo com enzima de restrigdo, um plug foi incubado
“overnight” com tampéo de restricao contendo 20 U da enzima Smal (New
England Biolabs, Beverly, USA), de acordo com as orienta¢6es do fabricante.

3.4.1.3. Eletroforese em Campo Pulsante

Os blocos contendo o DNA digerido foram entéo inseridos em um gel de
agarose (Seakern GTG, FMC Bioproducts, USA) a 1% (p/v) e os fragmentos de
restricdo separados usando a técnica de PFGE através do sistema “Contour
Clamped Homogeneous Eletric Field'(CHEF DRIll, Bio Rad Laboratoires,
Richmond, CA, USA). A eletroforese foi realizada em 0,5 x TBE pH 8,4, com
intervalos de pulso elétrico (“switch time”) de 2-35s (significando que no inicio da
eletroforese a diregdo da corrente altemava a cada 2 segundos aumentando
progressivamente até atingir 35 segundos), temperatura de 13°C e uma corrente
elétrica de 200V (6V/cm), durante 21 horas. Foi utilizado o lambda ladder(BioRad)
como marcador de peso molecular. Apos esse procedimento o gel foi corado com
brometo de etidio (1 ug/mL) por uma hora descorado em &gua destilada,
visualizado em um transiluminador sob iluminagéo UV (254-360nm) e fotografado
com filme Polaroid. “

Diferencas entre os isolados foram determinadas visualmente comprando o
padréo de bandas. Os isolados foram considerados relacionados quando eles nao
diferiam em mais do que trés bandas; possivelmente relacionados quando diferiam
por quatro a seis bandas; e ndo relacionados se diferiam em mais do que seis
bandas(Tenover, 1995). O coeficiente de similaridade foi calculado utilizando a
férmula de Dice, Sd= 2a/(2a+u), sendo que a € o nimero de bandas comuns e u é
o numero de bandas Unicas em cada padrdao de bandas. O dendrograma de
similaridade foi construido através da analise UPGMA (unweighted pair group

method) (Statistica, version 6.0, 2001).
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3.5. Termo de Consentimento

O paciente e/ou seu responsavel foram esclarecidos sobre o estudo e a coleta do
material s6 foi realizada se o paciente ou o seu responsavel concordaram em
participar do estudo. A presente investigagdo teve o seu projeto submetido e

aprovado pela Comisséo de Etica do HC-UFU.

3.6. Analise estatistica

A andlise estatistica dos fatores de risco para infecgdo e dos resultados
microbiolégicos -foram realizados utilizando-se o teste do % para comparag&o
entre os valores percentuais (variaveis qualitativas) e quando o n for maior que 5 e
o teste exato de Fisher quando o n for igual ou menor que cinco. Os aspectos
descritos anteriormente (fatores de risco e resultados microbiolégicos) foram
comparados individualmente versus uma variavel resposta (andlise univariada)
através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois (2 x 2). Para se evitar o
enlear, que muitas vezes surge como uma conseqiiéncia da prépria analise
univariada, este foi reajustado através da estratificagdo que é a estimagio de
medidas de associagdo (odds ratio) para cada uma das categorias da variavel do
enlear. As variaveis que demonstrarem medidas de associagéo (odds ratio) altas
foram submetidas a analise multivariada através de modelo de regresséo logistica.
O teste ¢t de Student sera utilizado para comparar médias (variévéis quantitativas).
A significancia estatistica foi definida por um valor de p menor que 0,05. A analise
das varidveis foi realizada utilizando-se os programas estatisticos SPSS PC
versdo 11.0 (SPSS, Chicago) e o Epi Info Software vers&o 2000 (CDC, Atlanta).
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4. RESULTADOS

Dos 198 pacientes que apresentavam um cateter vascular central inserido em

veia jugular (n=84) e subclavia (n=114), 19 deles foram excluidos da analise
epidemiolégica, devido as pontas de cateteres ndo terem sido recuperadas,
transferéncia para outra unidade ou alta hospitalar, portanto foram incluidos neste

estudo 179 pacientes cujas caracteristicas epidemioldgicas encontram-se na tabela

01.

Tabela 01. Caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes com cateteres

vasculares centrais interados no HC-UFU.

Pacientes

CARACTERISTICAS n=179
Sexo

Masculino 93 (52%)

Feminino 86 (48%)
Cateter

Jugular 75(41,9%)

Subclavia 104 (58,1%)
N° de insergoes

01 173(96,7%)

>02 06(3,3%)
Idade (média +dp) 51 + 16,9
Tempo de internagéo (média * dp) 13,7 £9,89
Tempo de Cateterizagao (média % dp) 6,4+7,9
CR-BSI por S. aureus 04 (2,2%)

Uso de outros Dispositivos invasivos

Mortalidade

168(93,8%)

12 (6,7%)
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Quando da analise quantitativa, ou seja, determina¢do média do nimero de
unidades formadoras de coldnias por 20 cm? de pele no sitio de insergdo entre as
duas coletas, observamos uma maior carga microbiana na segunda coleta, porém
ndo foi observada nenhuma diferenga estatisticamente significante entre as
contagens totais em Agar Sangue(p=0,18) nem em Agar Manitol salgado (p=0,19)

como podemos observar na tabela 02.

Tabela 02. Analise quantitativa da colonizagéo bacteriana no sitio de insercéo do

cateter vascular central.
Contagens de microrganismos (ufc/20cm?)
Meio de Cultura 12 coleta 22 coleta
N= 198 N=155 p
Agar sangue 968 + 1070 1230 + 1271 0,18
Manitol Salgado 628 + 734 1060 + 1128 0,19

A influéncia da presenga de curativo oclusivo na contagem de
microrganismos isolados no sitio de insercao pericateter ficou evidenciado, com

uma carga microbiana maior, nos pacientes em que este procedimento nao foi

realizado(Tabela 03).

Tabela 03. Influéncia da presenga ou auséncia de curativo oclusivo na colonizagao
bacteriana do sitio de inser¢édo do cateter vascular central.

Sitio de Insercao AUSENCIA PRESENCA
n=163(%) n= 16(%) p; RR(IC)
> 200 UFC/20cm” 67(41.1) 02 (12.5)
< 200 UFC/20cm? 96(58.9) 14(87.5) 0,025; 1,11(1,02-1,21)
21
SISBI/UFU
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A relacdo entre pacientes com ponta do CVC positivas ( 2102UFC/ 20 cm?)
e motivo de sua retirada, indicou que quando , esta foi feita por indicagdo médica
a chance da ponta do cateter estar colonizada era mais alta. Naqueles pacientes
onde a retirada foi de rotina, na maioria (89,3%) deles, a ponta de cateter estava
livre da presenga de microrganismos (Tabela 04).

Tabela 04. Relagdo entre a positividade da ponta do cateter e a retirada clinica ou
de rotina dos cateteres vasculares centrais

Ponta de Cateter RETIRADA CLINICA RETIRADA ROTINA
n=20 n=159

Positiva (n = 38) 13(69) 25(15,7)

Negativa (n = 141) 07(35) 134(89,3)

p < 0,001; RR=6,89 (2,96-16,06)

A andlise dos fatores de risco para uma colonizagéo na ponta do cateter
evidenciou as seguintes diferengas significativas entre os pacientes cateterizados:
colonizagéo no SI =200 CFU/20cm? (p=0,008; RR=2,27), Internag&o maior ou igual
a sete e quatorze dias (p=0,02; RR=3,58 x p=0,001; RR=4,58), cateterizagéo
maior ou igual ha sete dias (p=0,001), uso >3 antimicrobianos (p=0,001; RR=2,68),
presenca de febre (p=0,008; RR= 2,27) e eritema no sitio de inser¢cdo (p=0,01;
RR=3,61) (Tabela 05).

A avaliagéao através de andlise de regresséo logistica multivariada dos
fatores de risco associados & contaminagéo da ponta do CVC, evidenciou como
intes: colonizagdo no sitio de inser¢do do CVC com >200

significativos, os segu

CFU/20cm? (p=0,012; OR=2,15), internag&o maior ou igual ha 14 dias (p=0,047;
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OR=1,97), cateterizagdo maior ou igual a sete (p=0,038; OR=1,78) e a presenga

de eritema (p=0,022; OR=2,24) (Tabela 06).

Tabela 05. Fatores de risco associados com a colonizagdo na ponta do cateter

vascular central.
Fatores de Risco PC PC
Positiva negativa p (RR)
N=38 N=141
Curativo 2 14 0,52(0,57)
S| >200 CFU/20cm? 24 53 0,008(2,27)
Idade > 60 anos .23 67 0,21(1,52)
Internagdo > 7 dias 33 83 0,02(3,58)
> 14 dias 31 57 <0,01(4,58)
Cateterizagdo > 7 dias 38 65 <0.01(NC)
Uso de antimicrobianos 30 96 0,27(1,58)
> 3 antimicrobianos 15 20 0,001(2,68)
Uso de outros dispositivos invasivos 37 131 0,46(2,42)
>3 dispositivos 14 60 0,65(0,83)
Hipoalbuminemia 14 58 0,77(0,87)
Febre 24 53 0,008(2,27)
Eritema 16 14 0;01(3,61)
Mortalidade 05 07 0,14(1,98)
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Tabela 06. Fatores de risco indc_ependentes para colonizagéo na ponta dd CVC
analisados por regressao logistica.

Fatores de Risco Valor p OR IC
Sitio de insergdo 2200 CFU/20cm? 0,012 2,15 1,19-9,98
Internagédo >14 dias 0,047 1,97 1,02-8,45
Cateterizacéo > 7 dias 0,038 1,78 1,06-7,98
0,022 2,14 2,01-13,61

Eritema

As seguintes diferen¢as significativas foram observadas, quando da
comparagio entre 0s cateteres inseridos em jugular versus subclavia: internagao
maior ou igual ha quatorze dias (p=0,008: RR=2,61), cateterizag&o maior ou igual
a sete e (p=0,02; RR=1,61) e presenca de trés ou mais dispositivos invasivos
(p=0,001; RR=1,81) (tabela 07). Apbs a corregéo dos fatores de risco associados
a insergdo do CVC em veia jugular, os seguintes fatores independentes foram
encontrados: intermnagéo igual ou maior que quatorze dias (p=0,03; OR=237,

IC=1,33-19,75), cateterizagdo > 7 dias (p=0,01; OR=3,65; IC=1,27-7,89) e a

presenga de trés ou mais dispositivos invasivos (p=0,04; OR=1,89, IC=1,06-9,65)

(Tabela 08).

Na tabela 09 encontra-se a analise dos fatores de risco associados com
CR-BSI. Podemos observar 0S seguintes fatores associados a CR-BSI: sitio de
insercao >200 CFU/20cm? (p=0,02), ponta do CVC com >102UFC (p=0,001),
presenca de cateter multilimen (p=0,016; RR=14,32). Apds a realizagdo da
a apenas a colonizagao no sitio de insergéo (p=0,03; OR=6,89;

analise multivariad
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IC=2,42-21,90) e a colonizagdo da ponta (p=0,01; OR=7,95; 1C=1.95-19,60)

constituiram fatores independestes para CR-BSI(Tabela 10).

Tabela 07. Fatores de risco associados com CVC inseridos na jugular e subclavia

Fatores de Risco Jugular  Subclavia
N=75 N=104 p (RR)

S| »200 CFU/20cm? 36 40 0,26(1,25)
Idade > 60 anos 31 59 0,06(0,70)
Internagdo > 7 dias 45 61 0,97(1.,03)
> 14 dias 28 20 0,008(2,61)
Cateterizagdo > 7 dias 55 58 0,02(1,61)
NPT 25 27 0,36(1,22)
Uso de antimicrobianos 58 61 0,14(1,72)
> 3 antimicrobianos 17 18 0,48(1,21)
Uso de outros dispositivos invasivos 67 101 0,054(0,55)
>3 dispositivos 42 32 0,001(1,81)
Hipoalbuminemia 32 30 0,08(1,40)

Tabela 08. Fatores de risco independentes associados com CVC inseridos na
jugular apés a analise multivariada por regressao logistica

Fatores de Risco p OR I1C

Internagéo > 14 0,03 2,37 1,33-19,75

Cateterizagéo > 14 dias 0,01 3,65 1,27-7,89
0,04 1,89 1,06-9,65

Uso de >3Dispositivos
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Tabela 09. Caracteristicas clinicas e fatores de risco associados com CR-BSI em

pacientes cirirgicos intemados no HC-UFU.

Fatores de Risco CR-BSI
Presenga Auséncia p (RR)
n=04 n= 175
Curativo 0 16 1,0 (NC)
Sitio de insergdo 2200 CFU/20cm? 4 65 0,02(NC)
Ponta do CVC =10?UFC 4 34 0,001(NC)
Cateter muitilumen 3 28 0,016(14,32)
Idade > 60 anos 1 89 0,36(0,33)
Internagéo 2 7 dias 4 109 0,29(NC)
> 14 dias 3 85 0,36(3,1)
Cateterizagéo > 7 dias 4 99 0,13(NC)
Uso de antimicrobianos 4 122 0,32(NC)
> 3 antimicrobianos 2 33 - 0,17(4,11)
Uso de outros dispositivos invasivos 4 164 1,0(NC)
>3 dispositivos 3 71 0,30(4,26)
Hipoalbuminemia 4 68 0,02(NC)
Febre 4 73 0,03(NC)
Eritema 2 28 0,13(4,97)
Mortalidade 0 12 1,0(NC)

Tabela 10. Fatores de risco independentes associados com CR-BSI apds a

analise multivariada por regresséo logistica

Fatores de RiscoO p OR IC
- 0,03 6,89 -
Sitio de insergd0=200 CFU/20cm? 2,42-21,90
0,01 7,95 1,95-19,60

Ponta do CVC >10°UFC
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Os microrganismos encontrados mais freqlientemente no Si, PC e sangue
estio relacionados na figura 01. Como podemos observar os microrganismos mais

freqiientes no Sl foram os Estafilococos coagulase negativos (49,7%) e S. aureus

(31,2%), seguido dos enterococos (6,4%), BGN (4,9%), Leveduras (4,3%). Na

analise microbiolégica das pontas de cateteres, notamos também, uma maior

frequéncia de Estafilococos coagulase negativos (60,5%) e S. aureus (28,9%),
seguido pelos BGN(7,9%) e leveduras (5,3%). No sangue, ao contrario, do

observado nestes dois sitios, a frequiéncia de isolados de S. aureus(41,4%) foi

maior do que os estafilococos coagulase negativos (37,9%), seguido dos BGN

(17,2%) e enterococos (3,5%). Nao foi encontrado nenhum paciente com

Candidemia nesta casuistica.

Figura 01. Microrganismos encontrados no sitio de insergdo, ponta do cateter e sangue
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A preseng

a de estafilococos resistentes a oxacilina (MRSA e MRCoNS) foi

detectada em todos os trés sitios estudados. O fenotipo MRSA foi responsavel por

37.1% e 36,4% das colonizagbes no sitio de insercdo e ponta do cateter

respectivamente, € respondeu por 455% das BSIs causadas por S. aureus

(Figura 02). Em relagao aos estafilococos coagulase negativos a presenca de

MRCOoNS nestes sitios, foi observada uma diminuicdo na freqiéncia do fenotipo

resistente, com freqiiéncias de 47,1%

no sitio de inser¢ao, 39,1% na ponta do

cateter e 36,4% causando BSls (figura 03).

Figura 02. Amostras de MRSA e MSSA isoladas do Sitio de Insergao, Ponta do Cateter e Sangue
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Figura 03. Amostras MRCoNS e MSCoNS isoladas do Sitio de Insergdo, Ponta do Cateter e Sangue
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Quando comparamos as trés diferentes técnicas utilizadas na determinacao
da resisténcia a oxacilina podemos notar uma concordancia de quase 100% entre
o teste E e o Agar de triagem, sendo que estas técnicas apresentaram 100% de
especificidade, respectivamente. A técnica de difusdo com disco apresentou
sensibilidade mais baixa (87,7%) que as outras técnicas, no entanto sua

especificidade também foi de 100%(Tabela 11).

Tabela 11. Comparacao entre de triagem em agar (6 pg/mL oxacilina), E-Test
(MIC) e Difusao com disco (1 ug) na deteccéo de resisténcia a oxacilina.

Técnicas MRSA MSSA Sensibilidade Especificidade
n=57 n=82
Agar de Triagem 57 82 100 100
Teste E — MIC 56 82 98,2 100
Difusdo com disco 50 82 87,7 100
(1ug)
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As concentragdes minimas inibitorias para a oxacilina que inibiram o

crescimento de 50% e 90% dos Estafilococos (MIC 50 e MIC 90) encontram-se na

tabela 12.

Tabela 12. Determinagéo do MIC através do Teste E para amostras de MRSA e
MSSA isoladas de pacientes internado no HC-UFU.

AMOSTRAS MIC 907 MIC 507
MRSA 256 128
MSSA | 0,25 0.19

Valor que inibiu o crescimento de 90% das amostras; “Valor que inibiu o crescimento de 50% das
amostras.

Entre os isolados de MRVSA a multiresisténcia foi o padriao comumente
observado, visto que, 100% das amostras foram resistentes a oito (ciprofloxacina,
clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, rifampicina,
trimetoprima/sulfametoxazol, tetraciclina) dos quinze antimicrobianos testados.
Entre as amostras de MSSA a resisténcia a ampicilina, eritromicina e
ciprofioxacina foi mais expressiva. Todas as amostras de S. aureus
(MRSA/MSSA) testadas foram suscetiveis a dalfopristina/quinupristina e linezolida,

bem como a vancomicina e imipenem (Tabela 13).
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Tabela 13. Perfil de resisténcias aos antimicrobianos das amostras de MRSA e

MSSA
Antimicrobianos MRSA MSSA
n= 57 n=82 p

Ampicilina 94,7(54/57) 69,5 (57/82) <0,001
Amoxacilina/Clavulanato 52,6 (30/57) 25,9 (21/82) 0,002
Cefalotina 77,2 (44/57) 25,6(21/82) <0,001
Ciprofloxacina 100 (57/57) 50,0 (40/82) <0,001
Clindamicina 100 (57/57) 2,4(2/82) <0,001
Cloranfenicol 100(57/57) 12,2(10/82) <0,001
Dalfopristina/Quinupristina 0 (0/57) 0(0/81) 1,0
Eritromicina 100(57/57) 50,0(41/82) <0,001
Gentamicina 100(57/57) 3,6(3/82) <0,001
Imipenem 0(0/57) 0(0/82) 1,0
Linezolida 0(0/25) 0(0/25) 1,0
Rifampicina 100(57/57) 8,5(7/82) <0,001
Sulfametoxazol/Trimetoprima 100(57/57) 8,5(7/82) <0,001
Tetraciclina 84,2(48/57) 12,2(10/82) <0,001
Vancomicina 0(0/57) 0(0/82) 1,0
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reraldo Sadoyama and Paulo Pinto Gontijo Filho

Comparison Between the Jugular and Subclavian Vein as Insertion Site for
Central Venous Catheters: Microbiological Aspects and Risk Factors for
- Colonization and Infection

Laboratory ofMicrobiolagy -ARIMP - Federal
University of Uberléndia, Uberlandia/MG, Brazil

Bacterial counts were made of catheter insertion site and of catheter tips to help determine
risk factors associated with catheterization of the jugular and subclavian veins. Among the 116
patients included in this study, 69 % had central venous catheters (CVC) in the subclavian vein.
Seven or more days catheterization (p=0.001) and 23 invasive devices (p=0.01) were infection
risk factors associated with catheterization of the jugular vein. More than half of the patients
presented high colony counts at the insertion site (2200 CFU/20 cm?) and 27 % of the catheter
tips were contaminated. The risk factors associated with contaminated catheter tips were >14
days hospital stay (p=0.02), 27 days catheterization (p=0.01) and antibiotic therapy (p=0.04),
Coagulase-negative staphylococci (CoNS) and Staphylococcus aureus were the most common
microorganisms at the insertion site (78 %) and in the catheter tip (94 %). Five patients presented
sepsis (4.1%), four caused by Staphylococci and one by GNB. Tvwelve patients had the same
microorganisms at the insertion site and catheter tip. We found a high prevalence of ORSA
(62.5%) and ORCoNS (57.1%) in catheter tips. The high counts of staphylococci, including
ORSA and ORCoNS, at the insertion site, and the significant association of this colonization with
catheter tip contamination, indicate that the skin is an important reservoir of microorganisms
associated with catheter-related bloodstream infection (CR-BSI). Health professionals should be

-~

| Infectionis potentially life-threatening complication
|central venous catheter (CVC). Many factors may
\Mribute to the contamination of CVC [01].
{UItivariate analyses of prospective studies on risk
F1Ors for central venous related infection rank heavy
Pettion-site colonization as one of the most important
ttors [02).

Comamination of CVC is acommon problemin
itensi"e care units. Several studies have reported
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aware of this potential source of infection at the CVC insertion site.
Kev Words: CVC, risk factor, CR-BSI, ORSA, ORCoNS.

contamination or colonization rates of catheters to rap ge
between 3.8% and 4.7% [01] and incidences of
catheter-related bloodstream infections (CR-BSI) for
short-term, noncuffed, central venous catheters range
from3% to 5%, which is much higher than that reported
for peripheral intravenous catheters [03].

We qualitatively and quantitatively evaluated
contarnination with microorganisms at the skin insertion
site of CVC (subclavian or jugular vein), of catheter
tips, as well as sepsis and other risk factors associated
with these procedures.

Materials and Methods
A prospective observational study of nontunneled

CVC (116 patients) over a 11-month period was
conducted from September 2000 to June 2001at the

Clinical Surgical IT Ward (33 beds) and the Intensive 5
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CVC: Jugular and Subclavian Vein
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Care Unit (9 beds) of the Uberlandia Federal University
Hospital (HC-UFU). ‘
All the CVCs (vialon biomaterial - Becton
Dickinson®) followed in this trial were placed by
cannulation, without using the Seldinger technique, in
the jugular or subclavian vein by attending physicians
or supervised medical students; they used aseptic
technique for insertion, with sterile gloves, drapes,
gowns, face masks and surgical scrubbing with
povidine-iodine. The option for vascular access (jugular
X subclavian) was decided by the surgeons/physicians/
supervised medical students based on experience,
without considering the severity of the case. After the
introduction of the CVC, the skin insertion site was
cleaned with alcoholic povidine iodine solution daily.
The insertion site was inspected every 24 hours for
evidence of infection, such as erythema, purulence,
swelling, or tenderness near the catheter. The catheter
remained in place either until it was no longer needed,
or when a specific event, such s a possible catheter-
related infection, made removal nccessary.

The skin at the insert site of CVC was initially
swabbed. Two samples were taken: the first, when the
catheter was inserted, and the second 5-7 days after
insertion, Approximately 20 cm2of skin at the catheter
insertion site was cleaned with sterile prc-moistened
swabs, Each swab was then inoculated on both blood
agar and salted mannitol agar. A skin culture was
considered positive if 2200 colony forming units (CFU)
were isolated [04]. Catheters were removed under
sterile conditions. The tips of the catheters were cut
with sterile scissors and transported to the laboratory
in tubes containing 10 mL of phosphate-buffercd saline
(PBS)+-0.1% Tween 80. The cultures of the catheter
lips were conducted quantitatively, using a modified
Brun-Buisson technique: a segment of approximately
Semof the catheter tip was placed in a tube containing
10 mL, of PRS 4 0.1% Tween 80 and agitated witha
Vortex for 1 minute; 0.1 mLof the liquid was inoculated
Pnblood agar, McConkey agar, and mananitol salt agar
105}, The cultures were considered positive if 210%
EFU/ mL were isolated. The clinical specimens obtained
oM the skin and from the tip of the CVC were
Uentified by traclitional techniques. They were initially

classified as Gram-negative bacilli (GNB), Gram-
positive bacilli (GPB), Gram-positive cocci or yeast
fungi by Gram stain. The Gram-positive cocci were
submitted to supplemental tests, such as: catalase,
coagulase, fermentation of the mannitol and DNAse,
and were separated into S. aureus, coagulase-negative
staphylococci (CoNS) and other Gram-positive cocci.
The blood specimens were obtained by peripheral
venous puncture. The blood cultures were made by
inoculating 5-10 mL of blood in a Bactec/Alent®
(Organon Teknika Corp.). bottle, an automated
commercial system Samples were identified by
traditional phenotypic iests.

A catheter-related bloodstream infection (CR-BSI)

© was defined as: isolation of the same microorganism

(i.c., identical species and type of resistance) from a
semiquantitative or quantitative culture of a catheter
segment and from the blood (preferably drawn from a
peripheral vein) of a patient with accompanying clinical
symptoms aud no other source of infection.

All Staphylococcus isolates were plated on Mueller-
Hinton agar, supplemented with 4% NaCl and oxacillin
(6pg/mL). The inoculum size was adjusted to yicld a
final inoculum of approximately 10° CFU/mL. Oxacillin
resistance was confirmed by surface growth, after
incubation for 24 h at 30°-35°C {06]. Statistical
significance was defined by a p value less than 0.05.
The frequencies of qualitative variables were compared
using a chi-squared test with Yates’ correction or
Fisher’s Exact Test (two-tailed). Epi Info 2000
Software (Centers for Discase Control and Prevention,
Atlanta, GA) was used to perform the statistical
analyses.

Results

Of the 116 patients included in this study, 43 werc
hospitalized in the Intensive Care Unit and 73 in the
Clinical Surgical II Ward, We were able to recuperate
just half (50.9%} of the catheter tips. High rates of
contamination at the catheter insertion site were found
in about half of the patients. Most patients were
catheterized in the subclavian vein (69%). The risk
factors 27 days catheterization (p=0.001; RR=2.92)
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lable 1. Risk factors associated with central venous insertion of catheters in the jugular and subclavian vein

Risk factors

Insertion site

Subclavian .

Jugular " p(RR)
N=36(%) N=80(%)
Insertion site 200 CFU/20cm* 21 (58.3) 38 (47.5) 0.49 (1.28)
Age 260 years 9 (25.0) 26 (32-§) 0.59 (0.78)
> 14 days hospital stay 25 (69.4) 50 (62.5) 0.60 (1.24)
27 days catheterization 26 (72.2) 35 (43.7) 0.01 (2.22)
ICU- Care 17 (47.2) 26 (32.5) 0.19 (1.52)
Surgical Ward 19 (52.8) 54 (67.5) 0.19 (0.66)
TPN? 11 (30.5) 21 (26.2) 0.79 (1.16)
Antibiotic thera 21 (58.3) 32 (40.0) 0.10 (1.66)
23 antibioticspy 10 (27.8) 15 (18.7) 0.39 (1.40)
Other invasive devices 33 (91.7) 68 (85.0) 0.38 (1.63)
>3 devices 22 (61.1) 31 (38.7) 0.04 (1.87)
Mortality 2 (5.5 1 (1,2) 0.22 (2.2)
ICU: intensive care unit; TPN: total parenteral nutrition.
ble 2. Relationship of bacterial contamination between insertion site and catheter tip
Catheter tip
Insertion Site Negative Positive
(CFU/20cr?) N= 43 (%) N=16 (%)
‘ <200 CFU 26 (60.5) 04 (25.0)
> 200 CFU 17(39.5) 12(75.0)
\ P = 0.03 (RR: 1.48).
l\b le 3. Risk factors associated with colonization in the catheter tip
| Risk Factors Catheter tip
Positive Negative p (RR)
N=16(%) N=43(%)
: 2(12.5) 6(13.9) 1.0 (0.91)
D g
Aif‘ji”gg years 8(50.0) 18(41.9) 0.79 (1.27)
Hospital stay 14 days 15(93.7) 26(60.5) 0.02 (6.59)
Catheterization ® 7 days 15(93.7) ;lg Egg?; 8'8 le §8.95_9)
ot 15(93.7) 2 1) .04 (5.58)
Antiblotic terapy 06(37.5) 05 (11.6) 0.05 (2.62)
Other invasive devices 16 (100) 38(88.4) 031 (nc)

s ——

* not calculated
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Table 4. Microorganisms colonizing the inscrtion si_tc of the CVCs in the jugularand subclavian vein

Microorganisms Insertion site
Jugular Subclavian p RR)
N=36(%) N=80(%)
Gram-positive cocci 30(83.3) 74(92.5) 0.24 (0.58)
Staphylococci 27(75.0) 69(86.3) 0.22 (0.63)
Other cocci 03 (8.3) 05 (6.2) 0.70 (1.23)
Gram-negative bacilli 06(10.7) 03 (3.8) 0.04 (2.34)
“Yeasts 08(22.2) 04 (5.0) 0.007 (2.69)
Others 01 (2.8) 02 (2.5) 1.0 (1.01)

and the use of >3 invasive devices (p=0.01;RR=2.09)
Were gave significantly more contamination in the jugular
vein, than in the subclavian vein. No significant
differences were found between these two insertion
sites in the frequency of microorganisms (p:O.49), age
(p=0.59), hospital stay (p=0.60), ICU-care (0.19),
surgical ward (0.19), TPN (0.79), antibiotic therapy
(0.10) or mortality (p=0.22) (Table 1). Among the 59
Catheter tips that were obtained and processed, about
27% were contaminated. There was a significant
correlation between contarmination rates at the insertion
Site and in catheter tips when there were >200 CFU/
20 cm? skin surface at the catheter site
10=0.03;RR=1.48) (Table.2). Bivariate analysis of the
tisk factors associated with bacterial contamination of
the catheter i p demonstrated significant differences in
elation to hospital stay 14 days (p=0.02; RR=6.59),
27 days catheterization (p=0.01; RR=8.29) and
Antibiotic therapy (p=0.04; RR=5.58) (Table 3).'Tl?c
Number of microorganisms at the CVC insertion sitein
e Jugular vein was not si gnificantly different from that
OF the subclavian vein (p=0.49; RR=1.28).
staphylococci were the most frequent microorganisms
"the qualitative analysis of the bacterial contaminations
GF these sites (jugular 75% vs. subclavian 86%); these
Uifferences were not significant (p=0.22; RR=0.63).

The GNB (p:0,0B;RRzZ.Bl) and yeasts

(.P=0.008;RR:2_48) were more frequentatthe j ugulflr
“ein (Table 4), however, there were no differcnces in
he numbers of the most frequently isolated
Mictoorganisms between those found on the day of

catheter inscrtion and 5-7 days after insertion. Among
the 116 patients, five (4.3%) presented sepsis and three
of them (2.6%) had CR-BSI. Staphylococcus aureus
was isolated in eight (50%), five of these samples were
ORSA (62.5%), and seven CoNS (43.7%): 571% of
the CoNS were resistant to oxacillin. Among the 16
contaminated catheter tips, just one (6.3%) was GINB.
Microorganisms detected at the insertion site and within
the catheter tip were the same in 12 of the 16 samples,
and in three of thesc 12 patients, the same
microorganism was detected in the blood. There were
no differences in the frequency of isolates resistant to
oxacillin or to antirnicrobial use (p=0.52) in the paticnts
who had staphylococci at the insert site and in the
catheter tip (Table 5).

Discussion

The risk factors for CVCinfections include: the use
of amultilumen catheter, hemodialysis, catheterization
for24 days, difficulty in catheter insertion, prolonged
stay in the ICU before catheter insertion and insertion
site contamination [07]. Another study associated CVC
infections with: insertion sites contaminated with
>50CEFU of CoNS or contaminated with any other
MiCroOrganisms of cutaneous contamination of the site
with >10*CFU [08].

Half of the patients in our study were contaminated
at the insertion site with >102 CFU. This proportion is
high compared to the less than 17% found in other
studies {4,9]. The HC-UFU routine docs not include
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Site, inside the catheter tip and in the blood

Table 5. Qualitative and quantitative analysis of Staphylococcus aureus and Staphylococcus spp. at the insertion

’Patient Insert  Therapeutic Insertion Catheter Microorganism Microorganism  Microorganism
vein use of anti- . site (=200 tip in the insertion in the catheter in blood
microbials  CFU20cm?d)  210°CFU site tip
"1 Sub + + + ORSA! ORSA ORSA
2 Sub - + + ORCoN§? ORCoNS _
3 Sub + + + ORSA/ORCoNS ORSA _
4 Sub . + + ORSA/OSSA? ORSA _
5 Tug + + + OSSA OSSA 0OSSA
6 Sub + + + ORCoNS ORSA -
1 Sub + - + ORCoNS* GNBS _
8 Sub + - + ORCoNS ORCoNS -
9 Jug + + + OSCoNS OSCoNS _
10 Sub + ¥ + OSCoNS ORColNS _
1 Sub - + + OSSA OSSA OSSA
2 Sub + + + ORSA/OSCoNS OSCoNS _
3 Sub + + + ORCoNS/ORSA ORSA _
14 Sub ) + + OSSA OSSA _
15 Sub ) + + ORCoNS/OSColNS ORCoNS OSCoNS
16 Jug 3 - + OSSA/OSCoNS OSCoNS GB

> Oxacillin susceptible Staphylococcus aureus:

occlusive dressing of wounds at the insertion site of the
catheter, although this practice is considered a category
II procedure [10]. This fact could be the reason for
the high rate of contamination found in our study. .
Although there have been no previou§ rand(?nnzed
trials comparing the insertion of CVCs in the jugular
and subclavian veins, some studies found a lower
frequency of infection with catheterization in the
subclavian than in the jugular vein [11,12]. ngever,
clinicians must weigh this potential benefit against the
higher risk of mechanical complications at this site. Also,
observational studies made with dialysis catheters have
suggested the contrary [13,14]. .

In our study, the significant risk factors for
contamination at the jugular vein were: >7 days
catheterization and >3 invasive devices. This indicates
that the patients with catheters at thi_s site were more
seriously affected and therefore required more care by
the health workers. -
Although central venous ca?hete.rs can be
contaminated by blood flow from a distal site [15], the

Sub=subclavian; Jug=juguiar; t Oxacillin resistant Staphylococcus aureus;

1 Oxacillin resistant coagulase negative staphylococci.
+ Oxacillin susceptible coagulase negative staphylococci; * Gram-negative bacilli.

available data show that intravascular catheters can
easily become colonized externally by microorganisms
from the patient’s cutaneous microflora. Microorganisms
can also contaminate the catheter hub where the solution
feed tubing attaches to the catheter, or they may gain
access to the fluid column and be infused directly into
the patient’s bloodstream [16]. The relative importance
of colonization sources in the catheter and subsequent
infection has been widely debated. Raad et al. have
suggested that skin colonization s associated with short-
term catheters, while hub colonization is common in
long-term catheters [17]. The strategies to make
transcutaneous access to microbes more difficult, such
as the use of more potent antiseptic agents, use of
catheters with antimicrobials (antiseptics and

antibiotics), and strict use of barrier measures during 55
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insertion, have helped to prevent the contamination of 15

catheters and CR-BSI. Nevertheless, these practices e
are costly, except for the latter (maximal barrier &
precautions) [18]. This precaution measure was not 32

considered in our study.
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The contamination rates in the catheters can vary
according to catheter type, and some studies have
demonstrated prevalence rates of bacterial
contamination in CVCs of from 4.7% 10 70% [19,20].
[n our study the contamination rate was 27% and there
was a significant relationship (p=0.03) between
contamination in the catheter tip and at the insertion
site (210°CFU).

The device that poses the greatest risk for CR-BSI
today is the CVC: up to 75% of CR-BSI originate
from CVCs. These catheters inserted percutzmeously
into the subclavian or jugular vein have shownrates of
CR-BSIin the range of3.3%-5.1% [21].Our findings
demonstrated a rate of CR-BSLof 2.6%.

Among the microorganisms most frequently found
inthe CVC-related infections are: CONS, S. aureus,
Enterococcus spp., Candida spp- Corynebacteriun
spp, Klebsiella spp. and Fnterobacter spp. [22].
Sheretz 23] demonstrated that CoNS and
Staphylococcus aureus arc associated with CVC
infections (28% and 16%, respectively) and they come
from the skin. In our investigation therc was no
quantitative difference in the numbers of the most
frequent microorganisms at the jugular versus the
subclavian vein. However, qualitative analysis indicated
\"1 significantly higher presence (p<0.05) of GNB and
Yeasts in the jugular vein. Some reports suggest that
S VCs at this site become mOre infected by these
Microorganisms than those in the subclavian vein due
o the proximity of the oropharynx, higher temperatures
ii“d difficulty in maintaining the dressing in place [09].
Staphylococei resistant to oxacillin (ORSA and
PRCONS) are increasing common, especially in
Ctliary and/or teaching hospitals: 34% in Brazilian
PStitutions, 34% in Ametican hospitals, and about 1.8-
‘4% in European countries [24]. Oxacillin-resistant
}taPhylococci are commonly resistant to various
Mimnicrobial substances, which makes it difficultto treat
[ese types of infections; in Brazil the choice of
catment is usually empirical (23] ORCoNS isolates
i1 have prevalence rates of up © 85.5% (26,27},
|hile ORSA can reach rates of 81% (27, 28]. The
165 0f 62.5% and 57.19% for ORSA and ORCONS,
Spectively, were high in our series, considering that

the patients were not in critical care units (Surgical).
Among the risk factors for colonization/infection by
multiresistant staphylococci are the use of antimicrobial
substances [29,30]. However, in our study,
antimicrobial substance use was not associated with
an increased frequency of resistant strains at the
insertion site and in the catheter tip, as about 80% of
the patients that had an ORSA/ORCoNS isolate at
the insertion site/catheter tip were being treated with
antimicrobial substances and half of the patients with
susceptible isolates were also using these substances.
Though we studied relatively few patients (n=110), our
results suggest that there is a potential risk when not using
occlusive diessings in routine care of CVC as more than
the half of the patients had high counts of staphylococci
at the insertion site of CVCs. A significant association of
the type of isolate at the insertion site and in the catheter
tip also confirred the importancé of the skin as aCR-
BSI reservoir. Although patients with catheters in the
jugular vein were more severely ill and therefore had a
greater bacterial contamination/infection risk when
compared to those with CVCin the subclavian vein,
there were no quantitative differences in the skin
contarnination of the insertion site nor was there a greater
contanination of the catheter tips in this vein.
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O presente frabalho feve como objetivo avaliar a pre-
nca de sinais clinicos (febre e eritema) e de uma coloni-
1630 significativa no sitio de insergGo com a contamina-
io da PC e hemocultura positiva. Foram incluidos 96
Scientes infernados no HCUFU de setembro/2000 a
neiro/2002, dos quais foram processados materiais
5 sitio de insercdo do CVC, da ponta do CVC e san-
Le- Os resultados demonstraram uma relagdo entre ponta
e cateter positiva e colonizagdo no seu sitio de inser¢do
§’=0,03) e febre (p=0,02), ao contrario do observado
om a presenca eritema {p=0,08]. As sensibilidades e
alores preditivos posifivos foram baixos em relagdo as
aridveis analisadas (colonizagdo no sitio de insergdo,
Iabfe, eritema), enquanto que as especificidades e valo-
2s predifivos negafivos ficaram na faixa 70-85%. A rela-
o enfre uma hemocultura positiva e @ contaminagdo 2
02 UFC na ponta do catefer (p<0,01) foi significativa.
Ds estafilococos (S. aureus e Estafilococos Coagulase Ne-
jativos) foram os microrganismos mais encontrados no
o de inserc@o e os Gnicos isolados simultaneamente na
Jonta do cateter e sangue & 72% destas amostras eram

esistentes a oxacilina.

Palavras-Chave: Cateter vascular central, infecgdes
de corrente sanguinea, estafilococos resistentes & oxacilina

S
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“olonizacdes do Sitio de Insercao e da Ponta
y Cateter Vascular Central: Experiéncia de 96
Pacientes no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia

Geraldo Sadoyama', Paulo P, Gontijo Fitho?

I Doutorando do Curso de Imunologia e Parasitologia Aplicadas ~ UFU
2- Professor Titular de Microbiologia - UFU

The present work had as objectives to evaluate the pre-
sence of clinical signs {fever and erifema) and the coloniza-
tion level in the cathefer insertion site with the confamination
of cathetertip and positive bloodculture. The present study
was led from September/2000 to January/2002 and nine-
ly six patients inferned at the HGUFU they were included, of
the which materials of the insertion site of CVC, cathefer fip
and blood were collected. Our results demonstrated that the-
re was a relationship between a positive fip and high coloni-
zation in the inserfion site of the CVC (p=0,03) and fever
[0=0,02) unlike what it was observed with eritema (0=0,08).
The sensibilities and value positive preditive they were low in
relationship the analyzed variables (significant colonization
in the insertion site of CVC, fever, eritema) while the especi-
ficities and valve negative preditive were usually among 70-
85%. The relationship between a posifive bloodculture and
the confamination 2107 UFC in the cathefer tip (p <0,01)
were significant. The staphylococci (S. aureus and coagula-
se-negafive staphylococci] were the microrganisms more
found in the insertion site and the only ones isolated simulta-
neously in the catheter fip and bloodculture and 72% of
these samples were oxacillintesistant,

Keywords: Cathefer vascular central, bloodstream in-
fection, oxacillintesistant staphylococci
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E sindromes infecciosas de
\ natureza hospitalar mais fre-
qiientes s3o: infeccdo de trato uri-
nario (30%), pneumonia (16%),
infeccdo de sitio cirdrgico (16%),
infeccdo de corrente sanguinea
(14%), que compreendem com-
binadas 80% das infecgdes hos-
pitalares notificadas pelo sistema
de vigilancia NNIS. As infecgoes
de corrente sanguinea (ICS) sdo
mais comuns em UTIs, constitu-
indo 17% das infecgdes hospita-
lares (NNIS, 2001). Os cateteres
vasculares centrais sdo indispen-
sdveis no dia-a-dia da pratica
médica moderna, mas 0 seu Uso
pode ser acompanhado por uma
variedade de complicagdes locais
e sistémicas, incluindo: trombo-
flebites sépticas, endocardites,
bacteremias e infecgdes metasta-
ticas. Mais de 250.000 ICS asso-
ciadas a dispositivos intravascu-
lares (DIVs) ocorrem por ano nos
EUA, prolongando a permanéncia
hospitalar por cerca de 7 dias
adicionando custos adicionais da
ordem de $ 33,000~35,000 por cada
internagdo (Crnchi, Maki, 2002).

O principal fator de risco para
uma ICS é a presenga de um ca-
teter vascular central (CVC). Mais
de 80% das ICSs ocorrem entre
pacientes com CVCs. Em pacien-
tes em UTIs, a taxa de ICSs asso~
ciadas & presenga de CVC é de
8,6/1000 dias/CVC, comparada
0,02/1000 com os pacientes sem

CVCs (NNIS, 2001). A coloniza-
¢do do sitio de insergdo (SI) do
CVC é a principal porta de entra-
da de microrganismos associados
a bacteremia primaria, pois a
partir da pele, eles podem colo-
nizar a ponta do cateter (PC) e a
partir dai disseminar pelo sangue
(Crump, Collignom, 2000).

Os estafilococos coagulase ne-
gativos e 5. aureus sdo os princi-
pais agentes de infecgbes de cor-
rente sanguinea e uma boa pro-
por¢do dos isolados é resistente
3 oxacilina, o que dificulta a te-
rapéutica destas infecgdes, pois
muitas vezes se torna necessaria
a utilizacdo de glicopeptideos (Ar-
cher, Climo, 1994).

O objetivo desta investigagao
foi avaliar a presenga de sinais
clinicos (febre e eritema) e do ni-
vel de colonizacdo no sitio de in-
sercio do CVC com a contamina-
cio da ponta do CVC e hemocul-
turas positivas.

Casuistica e
MEt0A0S oz

Foi realizado um estudo pros-
pectivo incluindo 96 pacientes in-
ternados, no HC-UFU, submetidos
3 cateterizacdo central na Clinica
Cirdrgica II (33 leitos), com pre-
dominio de cirurgias gastro-intes-

tinais, no perfodo de setembro/ '

2000 a janeiro/2002.
A coleta do material de pele
no sitio de insergdo do CVC foi

realizada com swab pré-umide-
cido em salina estéril numa area
de 20 ¢cm?. O swab foi colocado
em um tubo com 1 mL de salina
estéril + 0,1% de tiossulfato de
sodio e agitado no vortex por 60
segundos e cerca de 0,1 mL do
suspensado foi inoculada em pla-
cas de agar sangue e agar mani-
tol salgado. A cultura de pele foi
considerada positiva quando ha-
via um crescimento de 2 200 UFC/
20 cm? (Maki, 1991). Os catete-
res foram removidos em condi-
gOes assépticas e as pontas fo-
ram cortadas com tesoura estéril
e transportadas para o laboratd-
rio em tubos contendo 10 mL de
salina estéril + 0,1% de tween
80. As culturas das pontas do CVC
foram processadas quantitativa-
mente pela técnica de Brun-Buis-
son (1987) com pequenas modi-
ficagOes, sendo consideradas po-
sitivas para um crescimento da
ordem de 2 102 UFC/mL .

A rotina da unidade, Clinica
Cirtirgica II, ndo inclui o uso de
curativo oclusivo para o sitio de
insercao do cateter. Os isolados
obtidos a partir da pele no sitio
de insercdo e da ponta do cateter
foram identificados por técnicas
tradicionais, sendo triados inicial-
mente através de suas caracteris-
ticas morfo-tintoriais, em bacilos
Gram-negativos, bacilos Gram-
positivos, cocos Gram-positivos e
fungos leveduriformes. Os cocos
Gram-positivos foram submetidos
aos seguintes testes complemen-
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ares: catalase, coagulase, fer-
rentacdo do manitol e DNAse,
endo separados em S. aureus,
taphylococcus spp. e outros co-
0s Gram-positivos. Os espécimes
£ sangue foram obtidos a partir
]e Pungdo periférica. As hemocul-
iras foram realizadas inoculando-
2 5-10 mL de sangue em um fras-
9 do sistema comercial automa-
Zado Bactec/Alert®. As culturas
’ositivas foram cultivadas em agar
cConkey, agar Sangue e agar
hocolate. A identificagdo das

Ostras foi realizada por testes
inotipicos tradicionais.
Todas as amostras de estafilo-
dcos identificadas foram subcul-
|Vadas em Agar Mueller-Hinton
Pm 6 pg/mL de oxacilina e 4%
& NaCl para a detecgéo de amos-
"és de Staphylococcus resisten-
’S a oxacilina (NCCLS, 1997).

A andlise estatistica foi reali-
f\da utilizando-se os testes do c?
'Om corregéo de Yates e teste

exato de Fisher. Os testes foram
realizadas no software Epi-Info
2000 (CDC-Atlanta,GA).

Resultados e
DiscusSsSao.. ... e

PO EE TRESURTJRL R PE LI LR ORI i TURE A S |

Cerca de 47,7% dos pacientes
incluidos no nosso estudo apre-
sentaram uma colonizagao signi-
ficativa no sitio de insergdo (2 200
UFC/20 cm?), proporgdo alta
quando comparada aos dados dis-
poniveis na literatura que usual-
mente sdo inferiores a 20% (Maki,
1991; Moro, 1994). A auséncia de
utilizacdo de curativo oclusivo no
sitio de insercdo do cateter pode-
ria ser uma das justificativas para
este achado, embora esta pratica
seja considerada procedimento de
categoria II (Pearson, 2001).

Com relagdo as varidveis cli-
nicas estudadas, a presenga de
febre (p=0,02) demonstrou es-

TR PN

da'ponta do CVC'é'a
i ‘hﬁ b 72
R

e hﬂf.m/lv uw.. N T s e T ut'umm

o q*am- 5 g i wmrmw&mr %A g R 10

elag GO CQ

!
4

tar relacionada a uma ponta de i
|

cateter positiva, ao contrario do
que foi observado com eritema
ao nivel do SI (p=0,08) (tabela
1). As sensibilidades e valores
preditiyos positivos foram baixos
em relagdo a estas duas varia-
veis, enquanto que as especifici-

dades e valores preditivos nega- I
tivos ficaram usualmente na faj- &

xa de 70-85% (tabela 2). H3 re- :
latos demonstrando que a utili- [
zagdo de indicadores clinicos no
diagndstico de uma ICS relacio-
nada a presenga de um CVC apre-
senta problemas de sensibilida-
de e especificidade. A presenca
de eritema no sitio de insercdo
ndo é um indicador confidvel na
detecgdo de infeccdo relaciona-
da ao CVC, enquanto que a pu-
ruléncia no local de insergdo pode
ser uma evidéncia inequivoca
deste tipo de infecgdo (Maki,
1988; Sheretz, 1996).

Neste estudo obtivemos uma

S

Y S RS
Sitio de Insercdo g, SRR %;u)f@,,,‘,,(:,{ ;f?“*"%g;lmﬁ%&e catefer q‘,u;‘a’ﬂ’eﬁ;ﬁ?’ B
Positiva Negativa
N=26 (%) N=70 (%) p (OR)
Febre - . !
Presenca 11 (42,3) 12 (17,1)
Auséncia 15 (57,7} - 58 (82,9) 0,02(3,54)
Eritema
Presenca 09 (34,6} 11 (18,9
Ausénciq 17 (65,4) 59 (81,4) 0,08(2,84)
Sitio de Insercdo - S
2 200 UFC 17 (65.4) 21(42,9)
< 200 UFC 9 (34,6} 49(57,1) 0,03(4,41)
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e P T T T E T ST a0 SRS L7 g £ G THAINGS § et o
”fi_«9_5Pe_smvosé%:%%ﬂ%%:%%{gﬁg%gﬁﬁgﬁé i pc
Varidveis e s o B PRl Ty
_P.feSﬂca de febre 42,3 82,8 47,8 79,4
Presenca de eritema _34,‘5 _ 84,2 45,0 77,6
lColonizocﬁo no Sl > 200 UFC 65,4 70,0 44,7 84,4

2nsibilidade; 2Especificidade; *Valor Preditivo Positivo; “valor Preditivo Negativo

FiT i Tabala's 5 Relagao entre posiividsde n poni do cafeter, & hemocuifura posiiva o AATEL!
Pora deCateler o
Hemocultura Positiva Negativa p (OR]
N=26 (%) N=70 (%)
Positiva 9 (34,9 3(4,3)
Negativa 17 (65,4) 67 (95,7) 0,0003(3,71}

(@ de ponta de cateter positiva

de colonizacdo dos CVCs situ-
-se entre 4,7 a 70% nos rela-
i Publicados (Mermel, 2000;
ugh 2001).

Nesta série, foi confirmada
‘a associacdo entre uma PC
sitiva e o nivel de colonizagao
ST (p=0,03; OR=4,41) (tabela
bem como entre uma hemo-
tura positiva e a contamina-
2 102 UFC na ponta do cate-
(p<0,01; OR=3,71) (tabela
Embora os CVCs também
sam ser colonizados por via
Natogénica, a partir de outros
0s infectados, translocagao
'stinal ou através da adminis-
'd0 de solucBes contaminadas
lberg, 1995; Garland, 1995),
dados disponiveis mostram

20,8% (26/96); as freqiiénci-

que a maioria destas coloniza-
¢des resultam da migragdo de
microrganismos da microbiota
da pele a partir do sitio de in-
sercdo (extraluminal) ou da in-
troducdo intraluminal pelo ca-
nhao contaminado quando da
manipulagdo do CVC (Maki, Mer-
mel, 1998). A colonizagao a par-
tir da pele estd usualmente as-
sociada com CVCs de curta du-
racdo, enquanto que a coloniza-
cio originaria a partir do canhao
¢ comum em cateteres de longa
duracao (Raad, 1993).

Os microrganismos mais iso-
lados no sitio de insergao do CVC
foram os estafilococos coagulase
negativos (49,5%) e S. aureus
(31,1%), senda que 49% e 40,6%
respectivamente, pertenciam ao
fendtipo resistente a oxacilina e

as leveduras foram detectadas em
apenas 6,8% no sitio de inser¢do
(tabela 4). Somente os estafilo-
cocos (S. aureus e ECNs) foram
isolados simultaneamente da PC
e sangue e aproximadamente
72% destas amostras eram resis-
tentes a oxacilina (tabela 5).

Os principais agentes de ICS s3o
0s cocos Gram-positivos, a saber:
ECNs 31%, S. aureus 16% e Ente-
rococos 10% (NNIS, 2001). Os es-
tafilococos (S. aureus e ECNs) re-
sistentes a oxacilina vém apresen-
tando uma incidéncia crescente,
principalmente em hospitais terci-
arios e/ou ensino, respondendo por
34 % nos brasileiros, 34% nos
americanos e cerca de 1,8-54% nos
paises da Europa (Diekma, 2001).
No entanto , os isolados de ECNs
resistentes a oxacilina podem atin-
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i dizAmostras
v

BG4 &

R N=103%
Staphylococcus aureus 32
Resistentes @ oxacilina 13
Suscetiveis @ oxacilina 19

Estafilococos ¢oagulase- negativ
e, T T P O

2. Resistentes'd oxaciling .

" Suscefiveis a oxaciling's:

Qutros Cocos Gram-positivos

~"Bacilos ‘Gram-negativos” -7

Leveduras

*7 pacientes apresentaram mais de um microrganismo no SI

*pacientes diferentes

gir taxas de prevaléncia de até
85,5% (Frebourg, Cauliez, Leme-
land, 1999; Hanberger, Diekema,
2001), enquanto que entre os S,
aureus resistentes a oxacilina es-
tas podem ser de até 81% (Gray,
George, 2001; Hanberger, Dieke-
ma, 2001). Em um estudo anteri-
or, realizado em Uberlandia, a taxa
de prevaléncia de amostras resis-
tentes a oxacilina foi de 44% entre
os isolados de S. aureus (Sadoya-
ma, Gontijo Filho, 2000).

ekl Y G raaEa e FeRORR S R VE 7RGl
Mig_mi‘gg’nismoi PR P Rﬁﬁmd%dinicdd% Scmgue ; -Retirada Rotin
R SoeN=TU%) | N=07(%) | 51 NS15(%)

Staphylococcus aureus 04 {36,4) 04 (57,1) 03 (20) .
Resistentes & oxacilina 02 {50) 02 (50}, 03 (100 ;
Suscetiveis & oxacilina 02 (50) 02 (50) - .

Estafilococos coagulasemnegativos |~ 1706 (5416) 7| C03 (42,9) | .

"'L'Resisfenfés a oxccnlmfl ‘ ; 04 (66,7) j 03 (]OO) : 100) :

. Suscetiveis & oxaciling 02333 L Ehln
Bacilos Gram-negativos 01 {9,0) - 01 (6,7) 01 (50)"
Leveduras_ ' RIS - 02(13,3) - el

Concluso.

As correlagles das conta-
minagdes no sitio de insercio,
ponta do cateter e hemocultura
posititiva foram significativas,
com predominio da participagdo
de estafilococos (S. aureus e es-
tafilococos coagulase negativos)
na sua maioria do fendtipo re-
sistente a oxacilina. A inexistén-
cia de um curativo oclusivo na
Clinica Cirtirgica-HC-UFU prova-

velmente explique a frequéncia
elevada de pacientes com con-
tagens positivas verificadas no
sitio de insergdo do CVC.f
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ABSTRACT

OBJECTIVE: determinated if S. aureus isolated the skin and catheter tip was
related with bloodstream specimens by PFGE and Rep-PCR.

DESIGN: Prospective observational study of nontunneled central venous catheter
over a 24-month(set-2000/nov-2002) period investigated 179 patients with CVC.
SETTING: A Clinical Surgical Il Ward in the Uberldndia Federal University Hospital
(HC-UFU).

RESULTS: The coagulase negative staphylococci was more isolated the skin
(55%) and catheter tip (63%) and Staphylococcus aureus(37%) the bloostream.
Nine presented the S. aureus simultaneously in two or three sites (CVC insetion
site and/or catheter tip andfor blood). Analysis of the PFGE patterns divided the
MRSA and MSSA in six patterns while the Rep-PCR in five pattems. MRSA
isolates demonstrated one PFGE pattern (typeA-subtypes A1,A2 and A3) and Rep-
PCR two patterns (A,B) were detected. PFGE patterns for MSSA distinguished five
~ types (a,b,‘é,d and e) and Rep-PCR only three (ab and c).

CONCLUSION: the comparison between system typing for MRSA and MSSA
isolated -the multiple site (insertion site, cathefer tip and bloodstream) for CVC
indicated that the Rep-PCR typing provided less discrimination that PFGE but
could be used as alternative rapid MRSA and MSSA screening method.

Keywords: CR-BSI, MRSA/MSSA, PFGE, Rep-PCR
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INTRODUCTION

The use of central venous catheters(CVC) as a means of acess for

monitoring and as a route of administration of drugs has become almost mandatory

in patients with serious iliness but unfortunately they are also associated with a

significant potential for producing iatrogenic disease'. Maki has estimated that 90%

of intravascular-device-related bloodstream infections are secondary to CVCs2.

In Short-term catheters (<8days) catheter col

en (10 to 50%) are the most commoly sources®. Then they

onization(75 to 90%) followed

by the catheter hub/lum

gain acess to the extraluminal and intraluminal surface of the device, respectively,

where they they can adhere and become incorporate into a biofilm that allows

sustained infection and hematogenous dissemination®.

AS a group the coagulase negative staphylococci is the most frequenty

reported pathogen from bloodstream with 37,3% compared with 13% for S. aureus

infections intensnve care patlents Most important in the pathogenesis of catheter-

"associated infections is the ability of these bacteria to colonise the polymer surface

by the fomation of a thick biofilm while S. aureus is primarily an extracelular

pathogen that adheres t0 components of the extracelular mathrix to initiate

colonization and infection with the fibrinectin-binding and flbnnogen-bmdlng

proteins, as major adhesions involved in device-related infection®”

Molecular typing studies increasingly are improving our understanding of the

pathogenesis of S. epidermidis\others coagulase-negative staphylococci catheter

related infections®.
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The purpose of the present study was 10 investigate if S. aureus isolates

from the skin surrounding the catheter skin insertion site and catheter tip are

related to those from bloodstream infections by typing by PFGe and Rep-PCR.

P

METHODS

Population

A prospective observational study of nontunneled central venous catheter

(179 patients) over a 24-month(set-2000/nov-2002) period was conducted in the

Clinical Surgical Il Ward in the Uberlandia Federal University Hospital (HC-UFU).

Catheter insertion and care

All CVCs (Vialon biomaterial - Becton Dickinson ®) studied in this trial

were placed by cannulation without using the Seldinger technique in the jugular or

subclavian vein by attending physicians or supervised medical student using

aseptic technique for insertion with sterile gloves, drapes, gowns, face mask,

surgical scrubbing with povidine-iodine. After the introduction of the CVC the skin

insertion site was cleaned with alcoholic povidine iodine solution daily. The

insertion site was inspected every 24 hours for evidence of infection, such as

erythema, purulence, swelling, or tendemess over catheter. The catheter remained

in place either until it was no longer needed, or a specific event, such as possible

catheter-related infection, necessitated its removal.
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Microbiological procedures and Definitions

The skin at the insert site of CVC was swabbed in an area of 20-cm? skin of

the catheter insertion site. Each swab was inoculated on a blood agar and salted

manitol agar. Skin culture was considered positive if 2200 UFC were isolated®.

Catheters were removed in sterile conditions. The tips of the catheters were cut

with sterile écissors and transported to the laboratory in tubes containing 10 mL of

phosphate-buffered saline (PBS) + 0,1% Tween 80. The cultures of the catheter

tips were conducted quantitatively, using a modified Brun-Buisson technique: a

segment of approximately 5 cm of the catheter tip was placed in a tube containing

10 mL of PBS + 0.1% Tween 80 and agitated in vortex for 1 minute; 0.1 mL of the

liquid was inoculated in agar blood, agar McConkey and mannitol salt agar'®. The

cultures were considered positive if >10° UFC/mL were isolated. The clinical

specimens obtained from the skin and the tip of the central vascular catheter were

identified by traditional techniques. They were initially classified in Gram-negative

bacilli (GNB), gram-positive bacilli (GPB), Gram-positive cocci and yeast fungi by

Gram stain. The: Gram-positive cocci were submitted to supplemental tests such

as: catalase, coaguiase, fermentation of the mannitol and DNAse, being separate

in S. aureus, coagulase-negative staphylococci (CoNS) and other Gram-positive

cocci. The specimens of blood were obtained by peripheral puncture. The blood

cultures were performed by inoculating 5-10 mL of blood in a bottle from the

automated commercial system Bactec/Alert® (Organon Teknika Corp.). Samples

were identified by traditional phenotypic tests.
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The catheter-related bloodstream infection (CR-BSI) was defined:
isolation of the same microorganism (ie, identical species, resistance) from a
semiquantitative or quantitative culture of a catheter segment and from the blood

(preferably drawn from a peripheral vein) of a patient with accompanying clinical

symptoms and no other source of infection.

Susceptibility Testing
All Staphylococcus alreus isolates were plated on Mueller-Hinton agar

supplemented with 4% NaCl and oxacillin (6ug/mL). The inoculum size was
adjusted to vyield a final inoculum of approximately 10° colony-forming units
(CFU)Y/mL. Oxacillin resistance was confirmed by surface growth after incubation
for 24 h at 30°-35°C'". The oxacilin MIC was accomplished by the E-test in
agreement with the manufacturer's instructions. Susceptibility to antimicrobial agents
was determined by agar diffusion test™. Antibiotics used were: oxacillin and others
B-lactam, erithomycin, tetracycline, chloramphenicol, clindamycin, ciprofloxacin,

trimethoprim-sulfamethoxazol, gentamicin, rifampin, vancomycin, dalphopristin-

quinupristin and linezolid.

Pulsed-Field Gel eletrophoresis
Cells were treated as described previously™ with the following modifications:

the cells were ressupended in 1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, and mixed with
equal volume of 2% low melting point agarose; Lysis solution containing

lysostaphin (50pg/mL) and lysozyme (500 ug/mL) and proteolysis solution
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containing proteinase K(0.1 mg/mL) were added. The DNA was digested with Smal

(Boehringer Mannhein Corporation, Indianapolis, IN, USA) according to the

manufaturer's instructions. The Smal agarose plugs were embedded in a 20 well

1% agarose gel (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), and eletrophoresis

was performed using CHEFF-DRIIl system (Bio Rad Laboratories, Richmond, CA,

USA) at 13°C for 21h in 0.5X TBE buffer (40 mM Tris, 1.2 mM boric acid, 40 mM
EDTA, pH 8.0) at 6 V/cm. Pulse times were 2s (initial) and 35s (final). Bacteriophag

lambda ladder DNA (Biorad) was used as molecular weigth marker. Differences

among isolates were determined by visually comparing the bands. Isolates were

considered to be related if they differed by no more than three bands; possibly

related when they differed by 4-6 bands; and not related when they showed more

than 6 different bands™. -

Rep-PCR

DNA isolation: template DNA used for PCR amplification method was

isolated by phenol—chlorofforﬁi extraction. The DNA concentration was detefmined

by spectrophotometry at 260 nm and adjusted with sterile water to either 100 ng/uL

ou 200ng/uL, acoording to the PCR method employed. Fingerprinting were

generated by PCR using 75 pmol of the primer RW3A 5-T

CGCTAAAACAACGACACC-B. PCR was performed as descrited by Netto dos

Santos '5. Analysis of DNA relatedness was determined by visual comparison of

amplification patterns. Isolates with fingerprintings showing difference for one or

more fragments were considered to be long to different clones.

54



s g S FTE i b ST D TR R

RESULTS

Study population

From september 2000 to novermber 2000, out of 201 patients , 179 patients

with a nontunnelled CVC inserted in jugular and subclavian vein could be
analysed. Twenty-two patients to be excluded from evaluation due to removal of

the catheter prior to day 3, accidental removal of the catheter, transfer of the

patient to another unit or hospital. Of these 179 patients, nine presented the S.

aureus simultaneously in two or three sites (CVC insertion site and/or catheter tip

and/or blood).

Microbiology

Figure 01 shows the organisms that were identified in the insertion site,

catheter tip and blood cultures. Because some insertion site and catheter tips

cultures grew more than one organism, the numbers represented in the table

exceed the total numbers of colonizations. The most commom pathogens isolated

in the insertion site(49,7%) and cathater tip(60,5%) was the coagulase negative

staphylococci followed by Staphylococcus aureus obtained from 31,2% and 28,9%

respectivally. On the other hand S. aureus were more often isolated from BSIs as

main agent of BSIs (41,4%%) followed by the CoNS (28,9%) and GNB (17,2%).

Testing susceptibility

Twenty-one S. aureus studied they demonstrated to se MRSA (n=09) amd

MSSA(n=12). Antimicrobial suceptibility testing MRSA and MSSA strains
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encountered in tables 01 and 02. MICs results revealed that all MRSA strains were

ressistant to high concentrations of oxacillin (256ug/mL)(Table 01) and among

MSSA ones ranged of 0,125-0,250pg/mL (table02).

PFGE

Six and five patterns of PFGE and Rep-PCR, respectivelly (table 01) were

 observed among the S. aureus isolates. In 9 MRSA isolates (Three patients) one

PFGE pattern was detected (Type A) distributed in three subtypes A1, A2 and A3,

with respetivelly, 4,3 and 2 strains (Figure 02). There were four types( a, b, ¢ and

d) PFGE patterns found for 12 MSSA isolates identified with distinguished twoo

subclones(al and a2). PFGe pattern a (three at and two a2) were the most

frequently found among the MSSA isolates (Figure 03).

Rep-PCR
The Rep-PCR fingerprints could differentiate the nine is
) comprised of 4 and 5 strains, respectivelly. Three

olates of MRSA into two

strains patterhs (A nd B

distinguished pattemns (a, b and ¢) were observed for twelve MSSA isolates and

the profile a was the commonest ( five strais-ns) followed bt profile b (four strains)

(Figure 04).

DNA fingerprinting and antibiotype

All the S. aureus isolates recovered from Sl, PC and bloodstream exhibited

identical both Rep-PCR and PFGE patterns. The resistance oxacillin by E-test

(MIC) were similar in:. eight cases, differed by just one patient, were

56



i e e o T

infected/colonized with MSSA demonstrated different MICs (0,25 and 0,19 ug/mL).

We verified in this study that MRSA and MSSA isolates demonstrated. different

antibiotic susceptibility patterns when compared the PFGE and Rep-PCR (Table

01 and 02).

DISCUSSION

In report from the NNIS system, involving data from 500,000 patients of by

87% bloodstream patients with central lines the Staphylococcus epidermidis (37%)

and Staphylococcus aureus (13%) are microorganisms most frequentaly involved

in CR-BS! according with NNIS data®. In this study the Staphylococcus aureus

was the microorganism moré encontrated in bloodstream (37%).

For microorganism to cause CR-BSI in must first again acess to the
extralumem and intralumem surface of the catheter, where they can adhere and
become incorporated into @ biofiim that allows sustained infection and

hematogenous dissemination. Staphylococci gain acess by the following
mechanisms: skin orgahisms invade the percutaneously tract, probably facilitated
by capillary action, at the time of insetion or in the days afterward; microorganisms
contaminate the catheter hub and lumen when the catheter is inserted over a
percutaneous guideware of when it is late manipulated; or organisms are carried

hematogeously to the implanted IVD from remote sources if local infection, such as

a pneumonia "®"".

In spite of the presence of S.aureus on the pericatheter increase the risk

bloodstream infection by 26 fold'®.The evidence of the pathogenesis of CVC-
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associated infection due S. aureus is scarcing. Maki et al'® studied the CR-BSI

demonstrated, using PFGE of genomic DNA of isolates of S. aureus, as many as 5

of the 11 cases of CR-BSI may originated the skin arround the insertion site. In the

short term (<8 days), catheter colonizing most commomly result from skin

microorganisms (75-90%). There are meaning reports by molecular typing showing

that patients had the same organisms isolated from their noses, skin sorrounding

the catheter, catheter tip and bload?® 2" 22, In this study, between four patients with

CR-BS| three demonstrated the same microorganims in both skin pericatheter and

bloodstream (75%).

Another risk factor asssociated with CR-BSI caused by percutaneously

inserted, noncuffed cvC included: the importance of heavy colonization of

insertion site (RR=6,3-56.5), surgical service (RR=4,4) and site dressing could

have considerable influence on the incidence of catheter related infection®. In our

study can be observed lack of the oclusive dressing and high colonization in the

insetion site of CVC in this patients(data not demonstrated).

A large number of DNA-based methods have been developed for typing

MRSA and MSSA strains. pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis is an

accurate, reliable, and discriminatory method us

laboratories®*, but it is technically demanding and time-consuming. Compared to

PFGE analysis, PCR-based typing m
ve shown limitations, either in intercenter pattem reproducibility, as

ed by many hospital and reference

ethods offer the advantages of rapidity and

simplicity but ha
described for arbitrarily primed PCR (AP-PCR) analysis®. Compared to the latter
assays, repetitive-element PCR (rep-PCR) analysis based on multicopy elements

of the staphylococcal genome has shown good reproducibility and discriminatory
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power in single-center studies?®?. In this investigation, the PFGE discriminate six
different pattems between MRSA and MSSA isolates wile the Rep-PCR only five
patterns. Among the MRSA isolates of PFGE grouping samples that presented the
same pattern for the Rep-PCR. However, between MSSA strains the PFGE
differented those isolates with identical PCR fingerprinting.

Because of the methods that use phenotyping alone cannot accurately
distinguish between strains relatedness staphylococci, DNA fingerprinting is
required to clarify the epidemiology of staphylococci catheter related bacterial
bloodstream infection. Antibiotic susceptibility patterns may also be used, but these
lack discriminatory power, and may also falsely indicate that isolates are distinct?8.
When we compared the susceptibility pattern to the antibiogram with the PFGE
and Rep-PCR we oberved that the same PFGE and Rep-PCR pattern exhibited
different antibiotic susceptibility pattems, while strains with differents PFGE and
Rep-PCR patterns had the same antibiotic susceptibility pattern. Thus, the
relationship between antimicrobial susceptibility and PFGE and Rep-PCR patterns
was'contradictory.

The study of the epidemiology and aetiology of S. aureus catheter related
bloodstream infection requires an accurate means of identifying strain relatedness
is needed to prevent the occurrence of such infections. Our present study has
produced further evidence to indicate that the colonisation of the skin insertion site
is important in the development of catheter related bloodstream infection. In three

out four cases of catheter related bloodstream infection the skin pericatheter was

colonized by 200 UFC/20cm?’.
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in conclusion, this study those used molecular techniques (PFGE and Rep-

pCR) evidenced the aetiology of CR-BSIs for S. aureus, the skin insertion site of

CVC as source of the microorganism, your migration through intra/extraluminal

until the catheter tip and of these for bloodstream. PFGE demonstrated larger

power discriminatory than Rep-PCR, however the Rep-PCR can used with initial

evaluation for identification of the microorganisms involved in CR-BSIs and an

understanding of their aetiologies.
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Figure 01. Microorganisms isolated from insertion site, catheter tip and bloodstream.
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Table 01.

Characteristics of nine strains of MRSA isolated from insertion site, catheter tip and bloodstream.

Antibiotic susceptibility Oxacillin CMI PFGE Rep-PCR
Numbgr Specimen Admission pattern screen agar E-test Patterns patterns
of Strain type date (m/dly)
7 Ac Skin insertion site ve, ip, ac, tt, T, of, qd R 256 A1 a
7Bp 04/30/2001 VG, ip, ac, tt, rf, cf, ad, R 256 Al a
Catheter tip clo
138 Bloodstream Ve, ip, ac, i, cf, ad R 256 A3 b
13 Bp Catheter tip 05/08/2001 Ve, ip, ac, i, cf, qd R 256 A3 b
3 Ac Skin insertion site 09/02/2002 g, ip, ac, i, 1f, cf, qd, cl R 256 A1l a
3Bp Catheter tip ve, ip, ac, t, rf, cf, ad R 256 A1 a
JPA S Bloodstream ve, ip, ac, tt, rf, qd, ¢l R 256 A2 b
JPA Ac2 Skin Insertion site ve, ip, ac, i, ff, cf, ad, ¢ R 256 A2 b
JPA Bp 02282002 VG, ip,ac, tt, i, cf, ad, ¢l R 256 A2 b
Catheter tip .
amoxacillin-clavulanic acid; cf: cephalotin; cl-chloranphenicol; ip:imipenem; rfriphampin; tttetraciclin;
vc:vancomycin
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Table 02. Characteristics of 12 strains of MSSA isolated from insertion site, catheter tip and bloodstream.

Antibiotic resistance Oxacillin CcMi PCR PFGE

Number Specimen Admission pattern agar screen . E-test Patterns  Patterns
of Strain type date (m/dly)

441 a Bloodstream ' ac S 0,19 a al
442 a Skin insertion site 11/21/2000 ac, er S 0,19 a at
443 a Catheter fip ac, ap S 0,19 a al
13 Ac Skin insertion site 05/08/2001 ac S 0,25 b e

4 Ac Skin insertion site 08/22/2001 ac, er S 0,19 a a2
4 Bp Catheter tip er S 0,19 a a2
9Ac Skin insertion site 08/23/2001 ac, er S 0,25 b b

9 Bp Catheter tip s S 0,25 b b
17-1 Bloodstream er S 0,25 b c
17-3 Skin insertion site 12/06/2001 ac, er S 0,19 b c
ANC S Bloodstrean er S 0,125 c d
ANC Bp Catheter tip 04/03/2002 er S 0,125 c d

amoxacillin-clavulanic acid; ap:ampicillin; er:erithromycin; S:susceptible all antimicrobial tested
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01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

PFGE patterns of Smal-digested
chromosomal DNA from MRSA isolated of mutiple site of
CVC. Lanes 14 : starins 3Ac, 3 Bp, 7Ac, 7Bp; Lanes 5-6:
strains: 13S, 13Bp; Lanes 7-9: strains JPA S, JPA Ac2,
JPA Bp; Lane 10: DNA size marker lambda ladder 100
pb. (B) Similarity Dendogram of PFGE MRSA pattern.

Figure 02.(A)
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(A)PFGE patterns  of Smal-digested
| DNA from MSSA isolated of mutiple
site of CVC. Lane 01: DNA size marker lambda

Figure 03.
chromosoma

2 strain 13Ac; Lanes 3-5: strains 441a
4423, 443aiLanes 6-7: strains 4Ac, 4Bp; Lanes 8-9:
strains 9Ac, 9Bp; Lanes 10-11: strains 17-1, 17-2
:Lanes 12-13: strains ANC S, ANC Bp.(B) Similarity
Dendogram PFGE MSSA Pattemn
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14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figure 04. Rep-PCR generated DNA ﬁngerprintjng from S.
aureus (MRSAMSSA) isolated from multiple site of CVC.
Lane 1: DNA size marker, Lane 2: MRSA control: lanes 3-4-
strains 17-1 and 17-3; lanes 5-7: strains JPA-S, JPA-Bp,
JPA-Ac; lanes 8-9: strains ANC-S, ANC-Bp; lanes 10-11-
strains 3Bp, 3Ac; lanes 12-13: strains 4Bp, 4Ac; lanes 15-16
and 25: strains 443a, 442a, 441a; lanes 17- 18: straing 7Ac,
7Bp; lanes 19-20: strains 9Ac, 9Bp; lanes 21-23: strains
138, 13Bp, 13Ac; lane 24: PCR negative control.
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S- DISCUSSAOD

Nos Estados Unidos, médicos inserem mais de cinco milhées de Catetereg
intravascu;a,»es todos os anos. Os cateteres intravasculares pemitem medida de
Varidveis hemodinamicas, que ndo podem ser medidas com precisso através de
Meijos ndo-invasivos, e da administragdo de medicamentos e nutricdo parentera| que
&0 podem ser dados seguramente atraves de cateteres periféricos (HODGE, 2002).
lnfeh'zmente, 0 uso de cateteres intravasculares esta rg!acionado com complicagses

’Sistémicas e locais, incluindo, infecgdo local no sitio de inserc3o, CR-BS|,
trombbﬂebite séptica, endocardites e outras infecgGes metaststicas (por exemplo,
abscessos no pulméo e cérebro, osteomielite,...)(VIOT, 2000; McGEE, GOULD,
2003: KLERK, SMORENBURG, 2003). Estas complicagées podem ocorrer em 5% g

19% dos pacientes decorrentes de complicagGes e trombose e 5% a 269 quando
felacionadas a bacteremia e candidemia (MERRER, 2001). As infecgdes de corrente

Sanguineas associadas aos dispositivos intravasculares apresentam taxag de

Morbidade (>250.000 pacientes/ano) e mortalidade atribuida (12-25%, nos EUA)

Considergvel (DIGIOVINE, 1999; SOUFIR, 1999; RELLO, 2000).
A incidéncia de CR-BSIs varia consideravelmente com o tipo de Cateter, mas g
maioria(QO%) esta associada com o uso de CVCs néo-tunelados de curta duragso

Nseridos em veia jugular interna e subclavia (KLUGER,MAKI, 2000), comg 0s CV(Cs

@nalisados em nosso estudo.
A proporgdo de CR-BSIs varia de 2,5% a 6,4% (BACH, 199s; TENNENBERG

1997 HEARD, 1998; HANNAN, 1999) ou apresenta taxas correspondentes 5 o 4-
12,0 episédios por 1000 dias/CVC (BARSIC, 1999, WALLACE, 199g. EGGIMANN
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2000; FINKELSTEIN, 2000; RICHARDS, 2000; SHERETZ, 2000). Em nossa
avaliagso as taxas foram de 2,2% ou de 4,9 episodios por 1000 dias/cateter, com a

ressalva importante de néo se tratar de pacientes internados em unidade critica.

Uma série de estudos publicados nos anos noventa com CVCs nao

impregnados com antissépticos/antimicrobianos demonstrou uma variagio na taxa
de colonizagso destes cateteres da ordem de 23,6% a 52,2% em pacientes

internados em UTIs (BACH, 1996; LOO, 1997; MAKI,1997; TENNENBERG, 1997:

HEARD, 1998; HANNAN, 1999; MARIK, 1999). Neste estudo a taxa de colonizac¢do

dos CVCs foi menor, sendo de 21,2%.
Os fatores de risco associados com CR-BSIs sdo numerosos e podem ser

divididos em intrinsecos, incluindo 0s caracteristicos do paciente e do agente
etiolégico, polimero utilizado € contaminagdo durante o preparo do infundido, e

extrinsecos (SHERETZ, 2002a) destacando-se pelo seu OR/RR ou pela relacao com
aspectos detectados no HC-UFU, 08 seguintes: servigo de cirurgia, hospitalizagso

Prolongada, cuidado em UTI, infecgdo ativa em outro sitio, prematuro de baixo peso,

" APACHE aito, sitio de insercdo do Cve

dificuldade na insergao do CVC, “score
(veias jugular interna/femoral), tipo de curativo, colonizagcdo da pele no sitio

(>7/10 dias), colonizagdo do canhéo do cateter,

Pericateter, duragéo do cateterismo
entre outros (SAFDAR, 2002). Foram detectados na nossa

Nutricdo parenteral ,
s de risco para CR-BSI através de andlise de

investigacso os seguintes fatore
regressao logistica: colonizagéo no St > 200 UFC/20cm? e na ponta do cateter>1( 3

UFC.
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Estudos tém demonstrado que um importante fator de risco associado a

o canhéo do cvVCéa colonizagéo no sitio cutaneo pericateter

Colonizagdo da PC e d
). Esta colonizagdo demonstrou ser um fator de

(EGEBO, 1996; MAHIEU et al, 2001
osso estudo, mas também

risco independente para colonizagdo da PC em n
encontramos outros fatores de risco significantes associados, a esta colonizagéo,

e internagdo maior ou igual ha quatorze dias e cateterizagédo por ¥

que foram: tempo d
mais de sete dias.
s a colonizagdo do cateter resulta mais 4

Nos CVCs de duragdo inferior @ oito dia

comumente (75-90%) da migragao extralimen de microrganismos da pele até a
ponta do cateter no interior do vaso (SHERETZ, 2000a). O risco de CR-BSI
de 6,3-56,5 (SAFADAR,

apresenta um RR para colonizagdo no sitio de insercéo
o os curativos aplicados neste local podem ter

2002). Essas observagoes sugerem qu

incidéncia destas infeccées (ENGERVAL, 1985;

influéncia consideravel na
). Na maioria das enfermarias e unidades do

NIKOLETTI, 1999; CURGHOE, 2002
tica da ndo utilizagdo freq

ie, verificamos que apenas 16 pacientes (8,94%)

HC-UFU prevalece a pra uente de curativo oclusivo neste
v
procedimento invasivo. Nesta S€f

vo e destes 87,5% aprese
ndo assim a importancia da utilizagcdo do curativo

ntavam contagens <200 UFC/20 cm?

tinham curativo oclusi

na pele pericateter, demonstra
BSL.

ade prevengéo de CR-
A

oclusivo como pratic
ercéo do CVC & usualmente a veia jugular interna e

O sitio anatomico de ins

ferido anteriormente,
mo pneumotérax e hemotérax do que a subclavia

avi endo que a veia subclavi : .
subclavia, como re s q via esta mais

associada a complicagdes co

2003). Ja, a insergao percutanea na jugular interna apresenta um

(McGEE, GOULD,
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* Hisco SUsbtancialmente maior de infecgdo do que na subclavia (RUESCH et al, 2002).
Nestg Serie, embora fossem identificadas diferencas significativas, tanto em analise
Univariadg (tempo de cateterizacdo, de internagdo e uso de dispositivos invasivos) e
Multivariada (tempo de cateterizagdo e internagdo igual ou superior a 14 dias, uso de

trés oy Mais dispositivos invasivos), as avaliages microbioldgicas nao evidenciaram

difer €ncas quantitativas no sitio de insergéo do CVC.
A maioria dos microrganismos implicados nas CR-BS| fazem parte da

Microbiota normal da pele (DAROUICHE et al, 1999; HEARD, 1998). Os cocos

Gram—positivos séo responsaveis por pelo menos dois tercos destas infecgGes. Os
®stafilococos coagulase negativos (Staphylococcus epidermidis) so os agentes mais

Comuns, seguidos pelo S. aureus, Enterococos, Bacilos Gram-negativos e fungos
leveduriformes (CDC-2002a). Diferentemente, no nosso trabalho, o S. aureys (38%)

foi o Patdgeno mais freqgilente, superando os CoNS (34%), seguindo-se dos BGN

(24%). Fo; detectado apenas um caso de infecgio de corrente sanguineg Causada

Por enterococos e ndo foi diagnosticado nenhum caso de candidemia,
Em revisdo publicada por RAAD, HANNA (2002), sobre uma série de estudos

Prospectivos realizados na década de 90, demonstrou que os microrganismos Mmais
'Solados da ponta do cateter foram os CoNS e, ao contrario, no sangue foj detectada
Uma maior frequiéncia de S. aureus. Estudos mais recentes, também demosntraram
UMa presenca mais freqiiente de CoNS colonizando a ponta do cateter (DOBBINS et

al, 2002; MAHIEU et al, 2001). Em nossa investigagao, a exemplo destes estudos, 3

frequénc,'a de pontas colonizadas por CoNS foi de 60% e pelo S. ayreys de 30%. No

entanto quando avaliamos a presenca destes microrganismos nq sangue
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observamos uma maior porcentagem de hemoculturas positivas com o S. aureys
(38%) do que pelos CoNS (34,5%). O predominio dos S. aureus em relacdo aos
CoNS isolados de sangue também foi referido em outras investigagées (BANTAR et
al, 2002; ONCU et al, 2003; RICHARDS et al, 2003).

O diagnostico microbiolégico de uma CR-BSI é de grande importancia, pois a

Sua terapéutica varia de acordo com o agente isolado e com o sey fendtipo de
resisténcia. Os CoNS apresentam normalmente taxas de mortalidade atribuida
inferior aquelas relativas ao S. aureus, BGN e Candida (VALLES, LEON, ALVAREZ.
LERMA, 1997: RELLO et al, 2000). Como comentado anteriormente, um outro
aspecto importante, a ser observado, em relagéo a estas infecgGes é o problema de

resisténcia aos antimicrobianos, pois muitos dos agentes responsaveis por causar

CR-BSI, CoNS, S. aureus, enterococos, BNG e Candida, sso comumente

resistentes aos antimicrobianos utilizados rotineiramente no tratamento (NNIS, 2001).
As infecgdes por CONS e S. aureus resistentes a oxacilina vem apresentando uma
frequéncia crescente, principalmente em hospitais tercidrios e/ou ensino,
respondendo por mais de 30% dos isolados em alguns hospitais brasileiros, 34% nos
americanos e cerca de 1,8-54% nos paises da Europa (MOREIRA et al, 1998;
DIEKMA et al, 2001), enquanto que estes fendtipos de CoNS podem atingir taxas de
até 85,5% (FREBOURG, CAULIEZ , LEMELAND , 1999). Em um estudo anterior
realizado no HC da Universidade Federal de Uberlandia verificamos uma freqliéncia
de amostras resistentes a oxacilina de 44% entre os isolados de S aureus

(SADOYAMA, GONTIJO FILHO, 2000). Nesta série, foi observada uma proporgéo

singular de 41% de MRSA e de MRCOoNS de 45%.
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As maiorias das amostras de MRSA sdo também resistentes gz varios

antibiéticos, incluindo betalactamicos, aminoglicosideos, macrolideos,
fluoroquinolonas, cloranfenicol, mupirocina e outros (CHAMBERS, 1997), sendo g
vancomicina e teicoplanina as drogas de escolha para o tratamento de infecgGes
graves por estes microrganismos (SENSON, HINDLER, PETERSON, 1999).
Recentemente, duas novas drogas, dalfopristina/quinupristina e linezolida surgiram
Como opgdes para o tratamento de infecgGes causadas por MRSA (BAVHNAMI,
BALLOW, 2000). Em nossa investigagéo verificamos a assaciacao de resisténcia a
Oxacilina com multirresisténcia; os isolados de MRSA demonstraram suscetibilidade
total somente a trés antimicrobianos (imipenem, dalfopristina/quinuspristina e
linezolida).
As vias de contaminacéo por estafilococos propostaé para a ponta do CVC e
Subsequente CR-BS! sdo a extraluminal no CVC de curta duragéo (<8 dias) e
intraluminal para os de longa duracéo (>8dias) e através da corrente sanguinea em
Pacientes criticos (CRNICH, 2002) como foi referido anteriormente. A avaliagao da
Colonizagdo no sitio de inser¢do do GVC foi um fator de risco independente
associado a colonizagdo do CVC, em nosso estudo, demonstrando assim gz
importancia da pele como reservatorio destes microrganismos para uma colonizagao
da ponta do CVC.

Em relagdo a patogénese das CR-BSls, enquanto os S. epidermidis e outros
CoNS usualmente aderem & superficie do polimero do CVC formando

“slime”/glicocalix ap6s a sua insergdo no sistema vascular, ja no S. aureus o principal

Mecanismo ¢ mediado por adesinas protéicas na parede celular bacteriana que
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- Culturas da ponta do CVC, ¢U

reconhece fibrinogénio e fibronectina no biofilme que recobre a ponta do CVC

(FOSTER, ROOK, 2002; EIFF, PETERS, HEILMAN, 2002).
atogénese de CR-BSIs causadas por S. aureus a importancia

Em relagdo a p
smo esta estabelecida (KLUYTMANS, VAN

da colonizagso nasal por este microrgani
1997). SESSO et al (1998) demonstraram que a

BELKUM, VERBRUGH,
co de colonizagédo pericateter em oito vezes e de

descolonizagio nasal diminui 0 ris
CR-BSI em quatro vezes. LIVESLY (1998) relatou
Narina aumentou em trés vezes o iS¢0 de BSI e havia um aumento de vinte e seis
quando da sua presenga na pele no sitio

que a presenga de S. aureus na

vezes no risco deste tipo de infecgao,
incluidos neste estudo

i ientes
pericateter. A colonizagéo nasal por S. aureus nos pacient
onente dessa infecgdo, mas a presenca @200

ndo foi aferida como fator predisp
um fator independente de risco

UFC/20 cm? no sitio de insergao do CVC constituiu

Para CR-BS| (OR=6,89).
relacionada com a positividade de

A carga bacteriana na ponta do CVC esta
[turas de sangue €, portanto com CR-BSI (RIUNDERS,

WIJNGAEQDEN pEETER'MANS, 2002). Neste estudo, levando em consideragao

I
Somente os casos de sepse por S. aurels a co
ra CR-BSI (OR=7,85) por andlise de regresséo

onizagdo da ponta do cateter

210°UFC foi um fator significante pa

logistica muitipla.
A utilizagao de técnicas de epidemiologia molecular, particularmente de "DNA

no estudo de surtos hos
a médica fomou-se uma rotina

tem os ECNs como grupo mais importante,

pitalares e na patogénese de muitos

ﬁngerprinting”,
(OLIVE, BEAN, 1999).

Microrganismos de importanct

Em relagdo as CR-BSIS, cuja etiologia
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
BIBLIOTECA
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existem varias publicagées relatando o isolamento de estafilococos em diferentes
Sitios anatémicos (pele do SI do CVC, ponta de cateter e sangue) como sendo
amostras idénticas, ou seja, apresentando o mesmo perfil de “DNA fingerprinting”
(FREBOURG, 1999; SHARMA et al, 2001; DOBBINS et al, 2002). Além disso, ha
evidéncias da predominancia de certos clones nestas infecgées, mas alguns estudos

demonstram que as amostras recuperadas destes sitios ndo sao relacionadas

(SHERETZ, 2002).
As informagées em relagdo a patogénese de CR-BSIs causadas por S. aureys

&0 mais escassas (MAK! et al, 1997; DAROUICHE et al, 1999), provavelmente em
fungdo da sua menor participagéo nesta sindrome infecciosa (5-15%) (CDC, 2002b ),
€ ndo pertencer a microbiota normal da pele (HADAWAY, 2003). Na nossa
investigagso foram analisadas 21 amostras de S. aureus provenientes de nove
Pacientes isoladas dos seguintes sitios anatomicos: pele pericateter (n=8), ponta do

cateter(n=8) e sangue(n=5), através de tipagem molecular confirmando uma etiologia

policlonal das CR-BSIs.
A técnica de PFGE é considerada padréo para analise molecular do S. aureus

(TENOVER, 1995; LIVESLY et al, 1998; NETTO DOS SANTOS et al, 2001), mas
outros métodos genotipicos como o Rep-PCR (DEPLANO et al, 2001) s3o tteis em
estudos epidemiolégicos de infecgOes hospitalares causadas por este microrganismo
(VAN DER ZEE ET AL, 1999), particularmente em fungdo de seus custos maié’:
baixos e de sua maior simplicidade (OLIVE, BEAN, 1999). Quando comparamos o
PFGE e o Rep-PCR na discriminagdo das 21 amostras referidas anteriormente,

verificamos que o PFGE apresentou um melhor poder discriminatério, com seis
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P
padrées diferentes, do que o Rep-PCR que evidenciou cinco gendtipos distintos,
Sendo que quatro pacientes apresentaram o mesmo tipo clonal nos isolados da ponta
& sitio de insergdo do CVC e outros dois entre sitio de insergéo/Sangue € ponta do
CVC/Sangue pelas duas técnicas; nos trés pacientes restantes, com -amostras
Provenientes dos trés sitios, dois apresentaram padrao clonal idéntico por ambas as
tecnicas, confirmando a pele pericateter como a fonte dos isolados de S. aureus do

Sangue, com a sua possivel migragéo extraliimen até ponta do cateter considerando

que investigamos CVCs de curta duragéo (média de cateterizacao de sete dias).
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6 — CONCLUSOES:

Os S. aureus e os CoNS foram responsaveis por dois ter¢os das infecgoes de

comrente sanguinea sendo 0 S. aureus o principal patégeno com taxa de

incidéncia de 4,9 episddios de CR-BSIs por 1.000 dias/cateter;

Cerca de um quinto das pontas de CVCs analisadas foram positivas para a

presenca de CoNS (60%) e S. aureus (30%), refletindo provavelmente
problemas na area de microbiologia clinica’ do hospital, ‘incluindo

particularmente 0 nGmero e volume de amostras de sangue coletadas para

hemocultura.
Os fatores de risco independentes relacionados com uma maior chance de
contaminagdo da ponta do cateter foram: colonizagado no sitio de insergao,
cateterezigio maior ou igual ha sete dias e internagéo prolongada (> 14 dias);

As técnicas moleculares utilizadas evidenciaram a etiologia das CR-BSls

causadas por S. aureus, tendo a pele no sitio de insergéo do CVC como fonte

do microrganismo.

O PFGE mostrou maior poder discriminatério do que Rep-PCR para amostras

de S. aureus associadas as CR-BSls em pacientes internados no HC-UFU.
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8 - ANEXO 1

talar Associada a Cateteres Venosos Centrais/HC-UFU.

Estudo de Infecgfo Hospi
Ficha n% Prontuario:
Nome: Sexo: Idade:
Unidade: Leito:
Data de Internagdo: Data da Alta:
Data do CVC: Tempo de permanéncia do CVC:
Indicagdo:

Localizagio do CVC: () Subcldvia ( )Jugular ( ) Artéria Pulmonar

( ) percutinea ( ) cirdrgica

Passagem:
Dificuldade de Insergdo do CVC:( ) Sim ( ) Nio

Tempo: ' Local da ponta:
Complicagdo/Retirada: () mecénicas ( ) tromboembdlicas
Doenga de Base:
Diagnéstico Clinico:
Infecgdo : ( ) Hospitalar ( ) Comunitdria ( ) Desconhecida

Sitio:

Data de Diagnéstico da Infecgéo:
Febre: ( )Sim ( )Nao

() infecg:ﬁo

Uso de Antimicrobianos: ( ) Sim ( ) Ndo
Quais: Inicio Término
1) —— e
2) . S
3) —— ——
4) —
5) — —
Fatores de Risco:
- Intrinsecos: - ASIS:
- Imunossupressor: ( ) Sim ( )Ndo
Qual: ,
* - Hipoalbuminemia: ( ) Sim ( ) Nio
- Extrinsecos:
- Cirurgia: ( )Sim ( )Néo
Qual: Data:

- Respirador: ( ) Sim ( ) Néo
- Sonda Vesical: ( )Sim ( ) Nio
-Dreno: ( ) Sim ( )Néo
- Outros: ( ) Sim ( ) Nao

( ) Entema ( YPus
( )Ala ( )Obito  Causa:

Quais:

Presenca :

Evolugdo Clinica:

Obsevagoes:
-
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