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Listade abreviaturas

- ATCC: “American Type Culture Collection”

- atlE: “Saphylococcus epidermidisautolysin”

- BHI: “Brain Heart Infusion”

- CEP: Comité de Etica em Pesquisa

- CLSI: “Clinical and Laboratory Standards Institute”

- CVC: Cateter vascular central

- CVU: Cateter venoso umbilical

- DIV: Dispositivo intravascul ar

- DNA: Acido Desoxirribonucléico

- dNTP: desorribonul eotideo trifosfatado

- EDTA: “Ethylenediamine tetraacetic acid”

- fhe: “ fibrinogen binding protein”

- HCI: Acido cloridrico

- HC-UFU: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
- IH: Infeccdo Hospitalar

- ica: “ Intercellular adhesion locus”

- mec: *“ Methicillin resistance”

- MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

- MR-SCoN: Staphylococcus coagulase negativa resistente a meticilina
- NCCLS: “ National Committee for Clinical for Laboratory Standars”
- NHSN : “National Heathcare Safety Network”

- NNIS: “National Nosocomial Infections Surveillance System”

- PCR: Reag&0 em cadeia da polimerase

- PIA: “Polysaccharide Intercellular Adhesin”
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- PFGE: “ Pulsed Field Gel Electrophoresis”
- SCCmec: “ Staphylococcal Cassette Chromosome”
- SCoN: Saphyl ococcus coagul ase negativa
- TSA: “Trypticase Soy Agar”
- TSB: “Trypticase Soy Broth”
- UFC/ mL: Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro
- UTIN: Unidade de Terapia Intensiva Neonata

- Ug: micrograma
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Resumo

InfeccOes de corrente sanguinea associadal relacionada a cateter vascular centra (CVC) em
Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTINS) sdo freglentes, graves e onerosas. O
objetivo desse trabalho foi avaiar a incidéncia de infeccdo de corrente sanguinea
relacionada/associada a diferentes tipos de CVC e investigar a patogénese dessas infecces
em neonatos criticos internados na UTIN do Hospital de Clinicas da Universidade Federa de
UberlandiaMG. O estudo foi realizado no periodo entre Abril/2006 e Abril/2008. Foram
investigados 318 neonatos em uso de CVC através de vigilancia “National Healthcare Safety
Network”. As hemoculturas foram realizadas por método automatizado (BACTEC /VITEK®)
no laboratério de microbiologia do hospital. Adicionalmente, foram realizadas culturas de
mucosa nasal, pele no sitio de insercdo, canhdo e ponta de CVC. O trabalho obteve a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa sob o n° 022/06. A incidéncia de infeccdo de
corrente sangliinea associada e relacionada a CVC foi de 13,0 e 2,1/ 1000 dias CVC,
respectivamente. O cateter umbilical (40,6%) e o PICC (39.6%) foram os CVCs mais
utilizados com tempos médios de uso de 5,3 e 13,6 dias, respectivamente. O principa agente
de sepse relacionada ao uso de CVC foi Staphylococcus epidermidis (60,0%), seguido de
Staphylococcus aureus (30,0%) e Enterococcus faecalis (10,0%). O cateter umbilical foi
responsavel por 50,0% das infecgdes rel acionadas ao uso deste dispositivo. No total, 39,0% e
22,0% das amostras de ponta de CVC e sangue, respectivamente, apresentaram producéo de
biofilme. Cerca de 83,0% e 67,0% das amostras de sangue e ponta de cateter,
respectivamente, isoladas dos casos de infecgdo sangliinea relacionada a CVC, foram
resistentes a oxacilina e produtoras de biofilme. O gene mecA foi detectado em 50,0% das
amostras de S. epidermidis isoladas de sangue e ponta de CVC dos pacientes com infeccéo
relacionadaa CVC e, o geneicaAD foi detectado em 33,3% e 50,0% das amostras isoladas de
sangue e ponta de CVC, respectivamente. Houve concordancia entre os clones de S
epidermidis recuperados do sangue e ponta do CV C em apenas um paciente, sem definicéo de
origem, se pele, mucosa nasal ou canhdo do cateter, em decorréncia de culturas negativas
desses locais. Ha evidéncias de que a patogenia de infeccdo de corrente sangliinea rel acionada
a CVC em neonatos difere daquela relatada em adultos e, o seu melhor conhecimento

certamente permitird a adocéo de préticas de prevencao e controle dessas infeccdes.

Palavras— chave: Neonatos, Infeccéo de corrente sangliinea, cateter vascular central
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Abstract

Bloodstream infections associated/related to central vascular catheters (CVC) at Neonata
Intensive Care Units (NICUs) are frequent, severe and costly. The aim of this research was to
evaluate the incidence of bloodstream infection related / associated with different types of
CVC and to investigate the pathogenesis of these infections in critical newborns hospitalized
in the NICU at the Uberlandia University Hospital. The study was conducted between
April/2006 and April/2008. 318 neonates were investigated using CV C followed-up through
epidemiologic vigilance “*National Healthcare Safety Network’. Blood specimens were
obtained from peripheral puncture. Hemocultures were performed by the automatic
commercia system Bactec/ Alert (Vitek System). Additionally, were realized cultures of
nostril, skin of CVC insertion site, “hub” and CVC tip. The ethical approval was obtained
from the Ethics Committee of Uberlandia Federal University according to the Health Ministry
demands under No. 022/06. The incidence of CV C-associated/related to BSI was 13.0 and 2.1
per 1000 days CVC, respectively. The umbilical catheter (40.6%) and PICC (39.6%) CVCs
were used more frequently in times average usage of 5.3 and 13.6 days, respectively.
Staphylococcus epidermidis was the most common microorganism (60.0%) in bloodstream
infection related CVC, followed by Saphylococcus aureus (30.0%) and Enterococcus
faecalis (10.0%). The umbilical catheter was associated with 50.0% of infections related to
use of this device. In total, 39.0% and 22.0% of samples from the CVC tip and blood,
respectively, showed biofilm production. Approximately 83.0% and 67.0% of blood samples
and tip, respectively, isolated cases of CVC-related bloodstream infection were resistant to
oxacillin and producing biofilms. The mecA gene was detected in 50.0% of strains of S,
epidermidis isolated from blood and CVC tip of the patients with CVC-related infection, and
the gene icaAD was detected in the 33.3% and 50.0% of strains isolated from blood and CVC
tip, respectively. There was agreement among the clones of S. epidermidis recovered from
blood and CVC tip in only one patient, without definition of origin where skin, nostril or
“hub”, due to negative cultures of these places. There is evidence that the pathogenesis of
bloodstream infection related to CVC in neonates differs from that reported in adults, and
their best knowledge will certainly allow the adoption of practices to prevent and control

these infections.

Key - words. Neonates, bloodstream infection, central vascular catheters
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1.0- Introducéo

O acesso vascular seguro € um dos fatores essenciais a pratica médica moderna.
Infelizmente, os dispositivos intravasculares necessarios para estabelecer esse acesso
confiavel estdo associados com o0 desenvolvimento de doenca iatrogénica, particularmente,
bacteremia e candidemia (WORTHINGTON, ELLIOT, 2005; POSFAY-BARBE, ZERR,
PITTET, 2008). Entre esses dispositivos, destaca-se 0 uso de cateter vascular central (CVC)
gue pode ocasionar uma variedade de complicagdes locais e sistémicas, incluindo: flebites,
tromboflebite séptica, endocardite, bacteremia e metéstase infecciosa em sitios anatémicos
(FRATINO et a., 2001). Eles so utilizados para a administracéo de fluidos, medicamentos,
nutricdo parenteral e monitoramento hemodindmico em pacientes criticos (NISHIKAWA et
a., 2009) e sdo usados predominantemente nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatd
(UTINS) (LEE, McMILLAN, OHLSSON, 2002) com uma prevaléncia que variade 2 a 62,4%
(CHIEN et dl., 2002).

Estima-se que sdo inseridos mais de 150 milhGes desses dispositivos por ano sO nos
Estados Unidos (WORTHINGTON, ELLIOTT, 2005) e que 80.000 resultam em infeccéo de
corrente sangliinea, em pacientes de unidades criticas (BARSUK et a., 2009), com custos de
até 2.3 bilhdes/ano, variando de $11.9 a 54.000/infeccéo e 28.000 obitos (PROVONOST et
al., 2007), prolongando a permanéncia hospitalar por cerca de 10- 40 dias (SAFDAR, MAKI,
2005).

A Organizacdo Mundia de Salde estima gque a taxa de infeccéo hospitalar em UTINs
variade 5,9 a 32% (BANG et al., 2005). No Brasil estudos multicéntricos realizados em S&o
Paulo (PESSOA-SILVA et al, 2004) e Belo Horizonte (COUTO et al., 2007), apresentaram
taxas de 24,9 e 29,8 IHs/1000 paciente dia, respectivamente, enquanto Nagata e colaboradores

(2002) encontraram incidénciamais elevada em Londrina (62,0/1000 paciente dia).
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As infecgOes associadas a0 uso de CVCs representam 10 a 20% das infecgoes
hospitalares (IHs) em pacientes adultos (EGGIMANN, PITTET, 2004) e aproximadamente a
metade daquelas observadas em neonatos (PESSOA-SILVA et al., 2004). As infecgoes
relacionadas ao uso do CVC, ou sgja, aquelas em gque o microrganismo detectado na corrente
sanglinea também esta presente na ponta do cateter, representam até 29% dessas infeccoes
em UTINs com uma incidéncia que pode variar de 2- 49/1000 dias CVC (RAMASETHU,
2008).

Atuamente, os cateteres centrais de insercdo periférica (PICC) sdo os mais usados em
neonatos, especiamente em prematuros que requerem acesso venoso de longa duracéo
(BROOKER, KEENAN, 2007). A sua permanéncia é possivel por até 80 dias, com taxa de
infeccdo associada ao uso de CVC inferior a 10% (VERGUNTA et al., 2005) porém, ha
relatos de incidéncia comparada aos demais cateteres centrais, em neonatos de muito baixo
peso, variando de 10 a 30 por 1000 cateteres dia (FOO et al., 2001; SAFDAR, MAKI, 2005).

Os cateteres venosos umbilicais (CVU) diminuem o “stress” e promovem acesso
intravenoso e sdo utilizados durante as primeiras duas semanas de vida, para administracéo de
fluido e nutricdo parentera (SHAMA, PATOLE, WHITEHALL, 2002). Entretanto, entre as
complicacOes associadas a este acesso incluiu arritmias, trombose intracardiaca, embolia
pulmonar e sistémica, endocardite, perfuracdo do miocardio, hemorragia e, principa mente,
infeccd (ONAL et a., 2004) com uma taxa de aproximadamente 10% (WYERS,
MCALISTER, 2002).

Ha variacao significante no uso de CVU (1,9 a 60,3%), PICC (0,2 a 48,1%) e cateter
inserido cirurgicamente (0 a 20,5%) em funcdo da populacdo de pacientes considerada e, a
duracdo meédia de uso é de 4 dias para 0 CVU, 10 dias para cateter percutaneo e 16 dias para
cateter inserido cirurgicamente (CHIEN et al., 2002).

As infecgdes de corrente sanguinea, particularmente, bacteremias e candidemias, séo

classificadas em primarias quando de hemocultura positiva com 0 mesmo microrganismo
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presente na ponta do cateter e auséncia clinica e microbioldgica de outra fonte de infeccdo
(HOOD, DINCHER, 1995); e, secundaria, quando o microrganismo isolado do sangue esta
associado a outro sitio de infeccd (GARNER et al., 1998). Em adultos, as bacteremias
primarias associadas ao uso de CVCs respondem por até 75% das infecgdes de corrente
sanguinea relacionadas aos DIVs (ORNICH, MAKI, 2002).

A patogénese das infeccles relacionadas aos cateteres centrais € multifatorial e
complexa. Os dados disponiveis, provenientes de adultos, sugerem duas vias principais de
contaminacdo da ponta do cateter com potencial infec¢do da corrente sanguinea: disseminacéo
dos microrganismos intra e extralimen. No cateter de curta duragdo (< 8dias), ocorre
principal mente como resultado da colonizacdo de pele no sitio de insercdo (75-90%), seguido
do canhdo (10-50%), via hematogénica (3-10%) e infundido contaminado (2-3%). Em
paci entes criticos a via hematogénica pode ocorrer em até 50% dos episodios de infeccdo. Nos
cateteres de longa duracdo (> 8 dias) a colonizacdo do canhdo é mais freqlente (66%),
seguido da pele no sitio de insercéo (26%) (SHERERTZ, 2000). H& poucos estudos sobre a
patogénese de infecgdo de corrente sanglinea relacionadas a CVCs em neonatos. Garland e
colaboradores (2009) relataram que 67% dos neonatos com PICC tiveram a via intralimen,
20% a via extralimen e 13% indeterminada, como via de disseminacdo do microrganismo, a
exemplo do observado em adultos, quando do uso de CVC de longa duragéo.

Em neonatos prematuros, a combinagdo de um sistema imunol 6gico imaturo, o uso de
nutricdo parenteral, resultando em uma mucosa intestinal atrofiada, somado a presenca de
bactérias potencialmente patogénicas na microbiota representa risco de transocacdo a partir
do lumen intestinal para 0 sistema vascular resultando em sepse (WESTERBEEK et al.,
2006). O desenvolvimento da microbiota inicia no momento do nascimento e é influenciado
por vérios fatores tais como: idade gestacional, tipo de parto, ambiente na unidade, tipo de
alimentac&o e, sobretudo uso de antibiéticos (HAMMERMAN, BIN- NUN, KAPLAN, 2004).

A colonizagdo bacteriana no intestino de neonatos, especidmente por bactérias benéficas
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como lactobacilos e bifidobactérias € retardada particularmente naguelas em uso de
antibioticos (WESTERBEEK et a., 2006).

Os fatores de risco para aquisicdo de sepse neonatal hospitalar incluem fatores
intrinsecos como: prematuridade, fragilidade da pele, baixa idade gestacional, peso inferior a
1000g, e, extrinsecos como: uso e técnica de inser¢do de CVC e infusdo de emulsdo lipidica
guando de nutri¢cdo parenteral (OLSEN et a., 2009; COUTO et al., 2007). O risco relativo de
infeccdo de corrente sangliinea € 64 vezes maior nos pacientes em uso de CVC do que nos
que utilizam cateteres periféricos (CICALINI et al., 2003).

De acordo com o “National Nosocomial Infections Surveillance System” (NNIS)
(2001) os patdgenos mais comumente isolados nas infecgdes sanguineas primérias em
pacientes adultos internados em UTI, no periodo de Janeiro de 1990 a Maio de 1999, foram
Saphylococcus coagulase negativo (SCoN) (37%), Staphylococcus aureus (13%),
Enterococcus sp (13%), bacilos Gram- negativos (14%) e Candida spp (8%).

As bactérias Gram-negativas sao 0s principais patdégenos de sepse neonatal em paises
em desenvolvimento (ZAIDI et a., 2005), enquanto, em UTINs de cuidados terciarios que
possuem espaco fisico e praticas de controle de infeccdo adequados, os SCoN destacam-se
Como 0s principais agentes de sepse hospitalar neonatal, com o Saphylococcus epidermidis a
espécie mais prevalente, representando cerca de 70% dos casos (STOOL et a., 2002;
SHWAB et al., 2007).

A infeccdo neonatal por SCoN é menos grave, mas causa significante morbidade,
especilmente entre neonatos de muito baixo peso (VENKATESH, PLACENCIA,
WEISMAN, 2006). A participacdo desse microrganismo como agente de sepse priméria é
dificil de ser definida pela dificuldade na distingdo entre infeccéo e contaminagéo quando da
coleta de sangue, necessitando-se de dois isolados a partir de duas col etas de sangue em sitios
anatbmicos distintos (KONEMAN et a., 2001), aém de critérios clinicos, que incluem

letargia, intolerancia aimentar, distensdo abdominal, comprometimento da funcéo
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respiratoria, instabilidade da temperatura corpérea e fatores de risco perinatais (STRUTHERS
et al., 2002).

Os agentes de bacteremias/candidemias relacionadas a CVCs formam biofilmes na
superficie do polimero, como um dos principais mecanismos de patogenicidade (GARLAND
et a., 2005). Na formacdo do biofilme, os microrganismos aderem-se inicidmente a
superficie do CVC ou a receptores representados por glicoproteinas séricas como fibronectina
e fibrinogénio, depositados na superficie do cateter, iniciando a fase de multiplicacéo de
células, através da producdo da matriz polissacaridica extracelular (“slime”), seguindo-se a
fase de maturagdo e eliminagdo de indculos metastéticos (GOTZ, 2002). A estrutura do
biofilme e afisiologia dos microrganismos resultam em maior resisténcia aos antimicrobianos
(DONLAN, COSTERTON, 2002). Os mecanismos responsaveis por essa resisténcia sdo:
dificuldade de difusdo do antimicrobiano através do biofilme; maior multiplicacdo de
microrganismos,; €, sobretudo maior expressdo de genes associados a resisténcia aos
antimicrobianos. A concentracdo de antibidticos necessaria para eiminar as bactérias no
biofilme pode ser quatro vezes maior do que comparada com 0 sangue e outros locas
(MORALES €t al., 2004).

A capacidade do S. epidermidis formar biofilme € considerada seu principal fator de
viruléncia (FREDHEIM et a., 2009). A aderéncia microbiana a biomateriais depende das
caracteristicas da superficie bacteriana e da natureza do polimero. As interagdes iniciais
envolvem forgas fisico-quimicas ndo especificas incluindo: van der Waal, interacdes
hidrofébicas e polaridade (KLINGENBERG et al., 2007). A aderéncia inicial € resultante
principalmente da hidrofobicidade associada a algumas proteinas da superficie celular. Duas
proteinas de superficie estafilococica, SSP-1 e SSP-2, possuem afinidade pelo polimero e
contribuem para a aderéncia do S. epidermidis ao polietileno (VEENSTRA et a., 2004). A
fase seguinte da formacdo do biofilme envolve a producdo de adesdo polissacaridica

promovida pela adesina intercelular polissacaridica (PIA) codificada pelo gene ica
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(CUCARELLA et d., 2001; RUPP et d., 2001). O operon ica € essencial na producdo de
biofilme, sendo constituido pelos genes icaR (regulatorio) e icaADBC (genes de biossintese)
(ARAUJO et a., 2006). Outras proteinas parecem estar envolvidas nesta fase, como a AAP de
140 kDa, gque tem a funcdo de ancorar PIA na superficie do S. epidermidis (MACK et al.,
2006).

A formacdo do biofilme por S epidermidis € também mediada por genes que
codificam uma autolisina (AtIE) e a proteina ligante de fibrinogénio (fbe) (BRADFORD et
al., 2006). A Atl é a hidrolase de peptideoglicano que predomina em estafilococos. Apoés a
clivagem da parede celular por estas hidrolases, novos componentes de peptideoglicano
sintetizados podem ser incorporados na estrutura da parede celular (BISWAS, et d., 2006). A
AtlE é composta de um dominio amidase e outro com atividade de glicosaminidase. Heilmann
e colaboradores (1997), identificaram o papel de AtlE como uma adesina envolvida naligacéo
primaria das células a superficie de poliestireno.

Recentemente, foi descrita uma nova autolisina/ladesina em S epidermidis (Aag),
associada a superficie celular, de 35kDa, com porcdo N-terminal com trés sequéncias
repetitivas que podem ser dominios de ligacdo ao peptideoglicano (dominio LysM),
encontrado em vérias enzimas envolvidas no metabolismo da parede celular e também em
outras adesinas. Adicionamente, a atividade bacteriolitica, Aae também se liga ao
fibrinogénio, fibronectina e vitronectina (HEILMANN, HUSSAIN, PETERS, 2003).

Alguns estudos demostram que sepse por SCoN é causada por tipos clonais
predominantes que sdo prevalentes entre neonatos e profissionais de salde, sugerindo
contaminacdo cruzada (KREDIET et a., 2004; VILLARI, SARNATARO, IACUZIO, 2000).
No entanto, outros pesquisadores demostraram a existéncia de uma diversidade genémica nas
amostras de S. epidermidis recuperadas de hospitais da Asia, Estados Unidos, Reino Unido e
do Brasil (NUNES et a., 2005, HANSSEN, KJELDSEN, SOLLID, 2004). Diferentes

técnicas de genotipagem de SCoN s30 usadas em estudos epidemiol 6gicos (BJORKQVIST et

B 2 To remove this message, purchase the
@ S D I—I D PD F productval vaw.SoIidDoctlljments.com



23
al., 2002), mas o uso de ge de eletroforese em campo pulsétil (PFGE) é considerado o
meétodo de escolha devido ao seu maior poder discriminatorio (MIRAGAIA et a., 2002).

Outro fator relevante associado as infeccles de corrente sangliinea é a ocorréncia cada
vez mais comum de patdgenos resistentes aos antimicrobianos (SRIVASTAVA et al., 2007).
A frequénciade SCoN e S aureus resistentes a oxacilina/ meticilina, enterococos resistentes a
vancomicing, bacilos Gram-negativos resistentes as cefalosporinas de terceira geragdo e
Candida “ndo albicans” resistentes ao fluconazol vém aumentando nos dltimos anos
(REACHER et al., 2000). No tocante a resisténcia a meticilina em amostras SCoN de
neonatos criticos, a freqiéncia de amostras resistentes € ainda mais expressiva do que a
observada para as de S. aureus (KREDIET et a., 2001). A disseminac&o horizontal de genes
através de plasmidios entre as amostras, nas UTINs e 0 uso de [lactdmicos sdo os
componentes mais importantes na emergéncia de amostras resistentes (KLINGENBERG,
2005).

O mecanismo mais importante de resisténcia a meticilina € a producdo de uma
proteina ligadora de penicilina de baixa afinidade com os B- lactamicos, denominada PBP2a
ou PBP2’, codificada pelo gene cromossdmico mecA (ARCHER, CLIMO, 1994) carreado por
um elemento genético denominado de cassete cromossomico estafilococico (“Staphylococcal
cassette chromosome”). O SCCmec € umailha genémica de elementos moveis de DNA de 21
a 67 kb que é integrado em um Unico sitio (attBscc) no cromossomo de estafilococos
resistentes, localizado préximo a origem de replicacdo. SCCmec carreia um dos trés pares de
genes A e B recombinase no cromossomo cassete (ccrA e ccrB), os quais codificam
recombinases da familia invertase-resolvase (ITO et al., 2001). A partir do descobrimento do
primeiro elemento SCCmec, varios outros foram caracterizados pela combinacdo do tipo do
complexo do gene ccr e a classe do complexo gene mec, composto pelo gene mecA e seu

“open reading frames” (ORFs) proximo (HISATA et al., 2005).
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Todos os trés tipos de genes ccrAB foram encontrados em combinagdo com ambos 0s
genes regulatérios mec completos e rearranjados em SCoN. Entretanto, esses trés tipos de
genes ccrAB também existem na auséncia de genes mec em SCoN, ou sgja, SCC ndo esta
somente relacionado a resisténcia a antibiotico mas pode servir como um sistema de permuta
de informac&o genética geral em estafilococos (HANSSEN, KJELDSEN, SOLLID, 2004).

Um total de cinco tipos aélicos foram identificados nos e ementos SCCmec. Trés
tipos de SCCmec (Tipo I, |1 elll) sdo carreados freqlientemente por amostras de estafilococos
hospitalares (HISATA et a., 2005). Por outro lado, SCCmec tipo IV e V s&o freqlientemente
encontrados em amostras de estafilococos adquiridos na comunidade. Estes elementos séo
caracterizados pelo tamanho pequeno (21 a 28kb) e falta de genes de resisténcia, exceto mecA
conferindo resisténcia aos antibidticos f-lactdmicos e heteroresisténcia a meticilina e os
estudos indicam que a aquisicdo destes elementos genéticos foram fatores determinantes na
emergéncia de S aureus resistente a meticilina (MRSA), resultando na sua disseminacdo na
comunidade (HIRAMATSU et a., 2001).

As |Hs constituem um grave problema de salide publica, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil onde os recursos humanos e financeiros s&o muito limitados
(MAHIEU, 2001). A vigilancia epidemiol 6gica destas infecgdes € necessaria para um melhor
controle e exige profissionais treinados e uma sistematica de trabalho acessivel e aplicavel
(GEFFERS et @, 2006; BORGHESI; STRONATI, 2008).

Estratégias de prevencdo de infecgbes de corrente sangliinea relacionadas a CV Cs sdo
baseadas no conhecimento da patogénese dessas infecgdes. Medidas que diminuem o risco de
colonizacdo da pele e do canhdo do cateter, tém demonstrado diminuir as taxas das mesmas
(CICALINI, PALMIERI, PETROSILLO, 2004), dentre as quais se destacam: lavagem
rigorosa das méos de profissionais de salde e visitantes, cuidado meticuloso com a pele do
neonato, reducdo da puncéo de veias, diminui¢do do tempo de cateterizacdo e do estimulo ao

uso de nutricdo enteral precoce (PAULSON, MILLER, 2008; WEI et a., 2005).
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2- Objetivo geral:
 Avdiar a incidéncia de infeccdo de corrente sanglinea por Staphylococcus
epidermidis relacionada e associada ao uso de CVC e sua patogénese em neonatos
criticos,
Objetivos especificos:
* Investigar a importancia da colonizacdo da mucosa nasal, pele no sitio de insercéo e

canhdo do cateter na patogénese das infecgdes sangliineas relacionadas a CVC,

» Determinar arelacéo de infeccdo associadal relacionada com diferentes tipos de CVC
(PICC, umhbilical, flebotomia e “Intracath’) utilizados pelos pacientes com infeccéo

associada e relacionada a estes dispositivos invasivos;

» Anaisar escores clinicos como o SNAP-II e SNAPPE-II, 0 peso ao nascer, idade
gestacional, tipo de CVC, tempo de hospitalizac&o e de cateterizacdo, uso de nutrigdo
parenteral, protese ventilatoria e antibidticos como fatores de risco de infeccdo

associ ada/rel acionada ao uso de CVC;

* Andisar a suscetibilidade a oxacilina de amostras clinicas de S. epidermidis pela

técnica de disco de difusdo e, deteccdo do gene mecA através datécnicade PCR,;

* Investigar a presenca dos genes icaAD em amostras de S epidermidis isoladas de

pacientes com infeccdo de corrente sanguiinea rel acionadas a CVCs,

» Vaerificar os genttipos de S epidermidis relacionados aos episddios de bacteremia na
unidade através da utilizagdo da técnica de PFGE, para caracterizacdo de possivel

transmissao cruzada entre 0s neonatos.
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3- Casuistica e Métodos
3.1- Instituicéo
O Hospita de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) € um
hospital de assisténcia terciaria, de ensino, com 500 leitos. A UTIN é de nivel Il e

compreende dez leitos e faz parte do Bercério de Alto Risco da institui¢do.

3.2- Desenho do estudo

Foi realizado estudo longitudinal, prospectivo com vigilancia ativa pelo sistema
“National Heathcare Safety Network” (NHSN) para avaliacdo da ocorréncia de infeccéo de
corrente sanguiinea associadal relacionada a CV Cs por S. epidermidis em neonatos criticos, no
periodo de abril de 2006 a abril de 2008. Os pacientes foram acompanhados 5 vezes por
semang, desde a sua entrada até a sua alta ou 6bito. Foi preenchida uma ficha individual com
dados demogréficos, diagnostico clinico e fatores de risco intrinsecos e extrinsecos (Anexo ).
Os pacientes somente foram inclusos na pesquisa mediante a autorizacdo dos respectivos

responsaveis através do termo de consentimento (Anexo I1).

3.3- Definigdes:
Sstema NHSN: é um sistema de vigilancia proposto pelo “Centers for Disease Control and
Prevention” incluindo mais de 300 hospitais com participacdo voluntéria para criar um banco

de dados de infeccdo hospitalar naciona nos Estados Unidos.

Colonizacdo da ponta do cateter: auséncia de sinais de infeccdo no sitio de inser¢cdo do
cateter e, crescimento de microrganismos = 102 UFC/ mL (andlise quantitativa) ou = 15 UFC/

mL (andlise semi- quantitativa) (EGGIMANN, PITTET, 2002).
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Infeccdo relacionada ao cateter: hemocultura positiva com 0 mesmo microrganismo presente
na ponta do cateter (em avaliagdo quantitativa ou semi-quantitativa) e auséncia clinica e
microbiolégica de outra fonte de infeccdo (EGGIMANN, PITTET, 2002; SIHLER et 4.,

2010).

Infeccdo de corrente sangliinea associada ao cateter: bacteremia com critério
microbiol6gico, manifestagbes clinicas de sepse, mas sem confirmagdo laboratorial da

colonizagdo dapontado CVC (ONCU et al., 2003; SIHLER et al., 2010).

3.4- Técnicas microbiol dgicas
3.4.1- Cultivos
3.4.1.1- Pontado CVC
O cateter foi removido em condi¢do asséptica e sua ponta cortada com tesoura estéril e

transportada para o laboratdrio de microbiol ogia em tubo estéril.

a) Técnica Semi- quantitativa de Maki ou “Roll-plate”

Um segmento de 5cm do CVC foi utilizado para o cultivo. No laboratorio, o segmento
do cateter foi transferido para a superficie de placas de Agar Sangue e Manitol Salgado paraa
cultura semi- quantitativa. O segmento do cateter foi rolado de quatro a cinco vezes sobre a
superficie das placas que foram incubadas a 35°C por 48 horas. O crescimento de > 15

colonias foi interpretado como colonizagdo/infecgdo (MAKI et al., 1977).

b) Técnica do “vortexing”
Foi utilizada a técnica relatada por BRUN-BUISSON (1987) com algumas
modificagdes. um segmento de 5cm da ponta de cateter foi colocado em um tubo contendo

10mL de PBS + 0,1% de tween 80 e agitado em vortex por 1 minuto; 0,1 mL da suspenséo
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semeada em placa de Agar Sangue sendo em seguida, incubada & 35°C por 48 horas. As

culturas foram consideradas positivas quando houve crescimento de= 10° UFC/mL.

3.4.1.2- Pele no sitio deinser¢édo do CVC

A coletafoi realizada no quinto e apés quatorze dias de insercéo do cateter, através da
utilizacdo de um campo fenestrado delimitando uma érea de 20 cm? onde foi passado um
swab pré-umedecido em salina estéril que foi colocado em um tubo com 1mL de solugéo de
salina estéril; cerca de 0,1mL do liquido foi inoculado em placas de Agar Sangue e Manitol
Salgado que foram incubadas a 35°C por 24 horas. A culturafoi considerada positiva quando

de um crescimento de = 200 UFC/ 20 cm? de camada cornea (MAKI et a., 1991).

3.4.1.3- Canh&o do cateter

A coleta foi realizada no quinto e ap0s quatorze dias de inser¢cdo do cateter através de
um swab que foi colocado em um tubo de ensaio contendo 1mL salina estéril. No laboratorio,
o tubo foi agitado em vortex e, cerca de 0,1mL do liquido foi inoculado em placas de Agar
Sangue e Manitol Salgado incubadas a 35°C por 24h. As placas foram submetidas a andlise

gualitativa das colbnias.

3.4.1.4- Hemocultura

Os casos de infecgd@o sangiinea por S. epidermidis s6 foram incluidos nesse estudo
guando de duas hemoculturas positivas.

Os espécimes de sangue foram obtidos a partir de puncdo de vela periférica. As
hemoculturas foram readlizadas inoculando-se 1mL de sangue em um frasco do sistema
comercial automatizado Bactec/Alert® (Vitek System) no Laboratério de Microbiologia do

HC- UFU. As culturas positivas foram subcultivadas em placas com Agar Sangue e incubadas
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a 35°C por 48 horas. Em seguida, as placas foram submetidas a andlise quaitativa das

colonias.

3.4.1.5- Mucosa nasd

As coletas de material de narina foram realizadas no quinto e ap0s quatorze dias de
insercéo do cateter, através de um swab, que foi colocado em tubo de ensaio contendo 1mL de
salina estéril. No laboratério, o tubo foi agitado em vortex e 0,1mL da suspensdo resultante
inoculada em placas de Agar Sangue e Agar Manitol Salgado, incubadas a 35°C por 24h. Em

seguida foram submetidas a analise qualitativa das col 6nias.

3.4.2- Estocagem das amostras
As amostras de SCoN obtidas de infecgdo, colonizagdo da mucosa nasal, canhdo,
ponta e pele do sitio de insercdo do CVC foram armazenadas em Caldo Tripticase Soja

acrescidos de glicerol 20% e mantidos no freezer a-20°C.

3.4.3 - Caracterizacdo do género Staphylococcus
As amostras foram coradas pelo método de Gram para observacdo de sua morfologia e
coloracdo e, foram submetidas as provas de catalase, coagulase e suscetibilidade a bacitracina.

Os testes foram realizados segundo Bannerman (2003) e MacFaddin (1976).

a) Producdo daenzima catalase

O teste foi realizado em lamina de microscopia pela mistura de gotas de suspensdo
bacteriana e de perdxido de hidrogénio a 3%. A producdo de bolhas foi indicativo da presenca
da enzima. As amostras padréo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Enterococcus

faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.
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b) Suscetibilidade a bacitracina

Uma suspensdo bacteriana diluida em solucdo de salina estéril com turvagéo
correspondente ao tubo 0,5 da escala McFarland (C110° UFC/ml) foi semeada com swab em
Agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) e incubada a 35°C por
48h apos a aplicacdo na superficie do meio de um disco contendo 0,04U de bacitracina
(CECON, S&o Paulo, Brasil). Amostras com halo de inibi¢cdo menor ou igual a 10mm foram
consideradas resistentes a bacitracina. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foi utilizado

como o controle positivo e Micrococcus luteus, cepa ATCC 10240 como controle negativo.

3.4.4 - ldentificacéo das espécies de Saphyl ococcus coagul ase negativa

a) Producdo de coagulase ligada (fator “clumping’)

O teste foi realizado em lamina de microscopia através da adi¢cdo de uma gota de
plasma de coelho e uma suspensio bacteriana em salina. O controle do teste foi realizado
utilizando-se apenas a suspensdo bacteriana sem o plasma. A leitura foi feita apds 60
segundos pela visualizacdo da reacdo de aglutinagdo. A amostra padrdo utilizada como
controle positivo foi S. aureus ATCC 25923 e a amostra de S. epidermidis ATCC 12228 foi

utilizada como controle negativo.

b) Producéo de coagulaselivre

Colbnias foram transferidas para tubo contendo plasma de coelho diluido 1:4 em
solucdo salina. A leitura para verificagdo de coagulacdo foi feita em 4 h e a confirmacéo de
resultado negativo apdés 24 h de incubacdo & 37°C, em banho-maria. Amostras padréo de
Saphylococcus aureus ATCC 25923 e Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 foram

utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.
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¢) Producéo de hemdlise
A observaco visua de hemdlise foi redizada em Agar sangue desfibrinado de
carneiro com leitura em 24, 48 e 72 h &35°C. O aparecimento de zona de hemdlise intensa ao
redor das colOnias apos 48 h de incubacdo foi indicativo de hemdlise positiva, enquanto uma
zona de hemdlise fraca ou ausente em até 72 h foi indicativo de hemdlise fraca ou negativa,
respectivamente. As amostras padrédo de Staphylococcus haemolyticus CCM 2737 e
Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas como controles de hemdlise

positiva e negativa, respectivamente.

d) Producéo da enzima pirrolidonil arilamidase

Foi feita uma suspensdo da amostra em cado TSB, contendo 0,01% de L-
pirroglutamil-B-naftilamina (Sigma Chemical Company) para verificar a producdo da enzima
pirrolidonil arilamidase. A leitura do teste foi realizada 4hs apés incubacao & 37°C em banho-
maria, pela adicdo de uma gota de solucdo reveladora de dimetilaminocinamaldeido a 1%
(Sigma Chemical Company) em HCI a 10% (v/v). O aparecimento de coloracdo rosa ou
purpura dentro de 10min, sob agitacéo leve, foi considerado indicativo de resultado positivo.
Foi utilizada a amostra padrdo Staphylococcus haemolyticus CCM 2737, como controle
positivo e como controle negativo a amostra padrdo de Staphylococcus epidermidis ATCC

12228.

€) Suscetibilidade a novobiocina

Uma suspensao bacteriana diluida em salina estéril naturvagdo correspondente ao tubo
0,5 da escala McFarland (C110° UFC/ml) foi semeada com auxilio de swab em Agar Mueller-
Hinton (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) e incubada a 35°C por 24h apés a

aplicacdo de um disco contendo 5ug de novobiocina (CECON, Sao Paulo, Brasil). Amostras
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gue apresentaram hal os de inibi¢do menores ou iguais a 16 mm foram consideradas resistentes
a novobiocina. Este teste foi utilizado de forma complementar para espécies suspeitas de
serem novobiocina-resistentes como: S saprophyticus, S conhii, S xylosus e S sciuri. As
amostras padrdo utilizadas como controle foram de S saprophyticus CCM 883 (controle

positivo) e S epidermidis ATCC 12228 (controle negativo).

f) Testedaurease

Foi realizado em tubo de caldo uréia de Rustigian & Stuart (Difco Laboratories), pH
6,8, acrescido de 2% de uréia (Reagen). A leiturafoi feitaapds 48-72 hs de incubagdo & 35°C,
sendo a mudanca de coloragéo do meio amarela para vermelha considerada como positiva. As
amostras padréo de Staphyl ococcus epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus haemol yticus

CCM 2737 foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

g) Teste de ornitina descarboxilase

Foi verificada em cado com 1ml de base M@eler (Difco Laboratories) (pH 6,0)
contendo 1% de L(+) ornitina (Sigma Chemical Company) seguida da adi¢do de uma gota de
6leo mineral esterilizado, apos 72h de incubacdo a 35°C. A mudanca da coloragdo do meio
para amarelo foi indicativa de resultado negativo. Este teste foi utilizado de forma
complementar na identificagdo de amostras suspeitas de Saphylococcus lugdunensis. As
amostras padréo de S. lugdunensis DSM 4804 e S. aureus ATCC 25923 serdo utilizadas como

controles positivo e negativo, respectivamente, da descarboxilacdo da ornitina.

h) Fermentacéo de carboidratos
Foi realizada em tubo com caldo contendo vermelho de fenol, pH 7,4, contendo 1% de
cada um dos seguintes carboidratos: manitol, manose e trealose (Sigma Chemical Company).

A leitura foi feita ap6s incubagdo & 35°C por 72 hs. A modificagdo da coloracgo do meio de
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vermelho para amarelo foi considerada como resultado positivo. As amostras padréo de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Saphylococcus haemolyticus CCM 2737 foram

utilizadas como controles positivo ou negativo nestes testes.

3.4.5- Identificacéo pelo sistema RaplD STAPH PLUS
A identificagdo das amostras de Staphylococcus coagulase negativa isoladas de
sangue, narina, ponta e canhdo de CVCs dos casos de infecgdo relacionada ao uso de CVC,

foram confirmadas pelo sistema RaplD STAPH PLUS (Oxoid).

3.5- Teste de producéo de “slime”

Foi utilizada a técnica descrita por Christensen e colaboradores (1982). Uma alc¢a da
cultura obtida em placa de Agar sangue foi inoculada em 5mL de TSB, e incubada a 35°C por
48h. O contetdo dos tubos foi descartado e os tubos lavados 2 vezes com agua destilada e,
posteriormente corados com safranina a 0,1% por 1 minuto; 0 excesso de corante foi
descartado. Em seguida, foi avaliada a densidade 6tica (DO) do biofilme através de um leitor
de microplaca (Leitor de Elisa) em uma absorbancia de 570nm. As amostras com DO menor
gue 0,2; entre 0,21 a 1,0 e maior do que 1,0 foram consideradas n&o produtoras, produtoras
fracas e intensas de biofilme, respectivamente. Foram utilizadas como controle positivo

amostras de S. epidermidis ATCC 35984 e controle negativo S. epidermidis ATCC 35982.

3.6- Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2006)
Teste de difusdo a partir de disco

As amostras foram subcultivadas em TSA e incubadas a 37°C por 24 horas. Em
seguida, cerca de 3 a 5 colénias foram semeadas em tubos contendo 3 mL de caldo “Brain
Heart Infusion” (BHI) (Biolife) e incubadas a 37°C. A suspens3o resultante foi padronizada

guanto a turvacdo segundo a escala 0,5 de MacFarland, que corresponde a uma concentragcao

B 2 To remove this message, purchase the
@ S D I—I D PD F productval vaw.SoIidDoctlljments.com



34

de aproximadamente 1,2x10° unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL). Com o

auxilio de um swab a cultura foi semeada em placas de agar Mueller-Hinton, segundo a

metodologia do “Clinical and Laboratory Standards Institute” - CLSI (2006). A leitura foi
realizada apds aincubagio a 37°C, por 24 horas.

Foram utilizados os seguintes discos (CECON) de antimicrobianos: ciprofloxacina

(5ug), clindamicina (2ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug),

oxacilina (1pg), cefoxitina (30ug), rifampicina (5ug), sulfametoxazol/trimetoprima (25uQ),

teicoplanina (30ug) e tetraciclina (30pg). A interpretacdo da leitura dos halos de inibicéo foi

realizada segundo a técnica do CLSI (2006). A amostra padréo S. aureus 25923 foi utilizada

como controle.

3.7- Andlise molecular
Os testes foram redlizados no laboratorio de Infeccdo Hospitalar da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

3.7.1- Extracéo do DNA

A partir do crescimento em placa de Agar sangue trés a cinco coldnias de cada amostra
bacteriana foram transferidas para tubos eppendorfs com 100 pL de é&gua destilada
esterilizada (PCR-water, Sigma W-3500, St Louis, EUA), agitando-se vigorosamente e
aguecendo por 10 minutos a 100°C, seguindo-se e centrifugacéo a 15000xg por 30 segundos.
Foram utilizados 3 pL desta suspensdo resultante para a reagdo em cadeia da polimerase

(PCR).
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3.7.2- Técnicade PCR para deteccéo do gene mecA e do gene de viruléncia icaAD

A deteccdo dos genes mecA e icaAD foi redlizada pela técnica de PCR-
MULTIPLEX, conforme descrito por Santos e colaboradores (1999), Araljo e colaboradores
(2006), Biswas e colaboradores (2006) e McClure e colaboradores (2006), respectivamente.

Cada experimento foi realizado em um volume final de 25 yL de uma solucéo
reagente, contendo: 2,5 pL do tampdo PCR 10x (Life Technologies, UK), 2 mM de cloreto de
magnésio (Life Technologies, UK), 200mM de cada desoxinucleotideo (NTPs- A, G, T e
C), 50 pM de cada par de “primers” especificos e 1,5 U da enzima Taq polimerase (Life
Technologies, UK). A amplificagdo foi realizada em uma termocicladora (PTC-100; MJ
research, Inc.).

Apoés a redlizacdo de uma etapa de desnaturacdo inicia de 94°C por 15s, 30 ciclos de
amplificagdo foram realizados. desnaturagéo a 94°C/15s, anelamento a 55°C/15s e extensio a
72° C/5s. Os produtos amplificados foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose a 2% em TBE 1x (0,89M Tris, 0,89M é&cido borico, 2,5mM EDTA, pH 8,2), a 100V
por 1:30h. O gel foi corado posteriormente com solucéo de brometo de etidio (0,5ug/mL) e
fotografado sob luz U.V. Como padréo de DNA foi utilizado o marcador 100pb DNA ladder
(Life Technologies).

Foram utilizadas as amostras padréo de S. epidermidis ATCC 12228 como controle
negativo e S. aureus ATCC 33591 como controle positivo.

“Primers” especificos utilizados ma reacdo de PCR:

Genes Sequiéncias

mecA - MRS; TAGAAATGACTGAACGTCCG
mecA MRS, TTGCGATCAATGTTACCGTAG
icaAD- F TAGTAATCACAGCCAACATCTT
icaAD-R AAACAAACTCATCCATCCGAAT
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3.7.3- Andlise dos perfis de macrorestricdo do DNA cromossdmico apls clivagem com
enzimade restricdo Smal e Eletroforese em Campo Pul sétil

A técnica foi realizada segundo descrito por Nunes e colaboradores (2005). Foram
utilizadas amostras de Saphylococcus epidermidis isoladas de corrente sangliinea, mucosa
nasal, ponta e canhdo do CVC.

Inicialmente as amostras foram cultivadas em meio de Agar sangue a 37°C, por 24h.
Posteriormente, 5 colonias foram inoculadas em 5ml de caldo TSB e incubadas durante 18h a
37°C para obtencdo de crescimento bacteriano com turbidez correspondente a do tubo 2 da
escala de MacFarland (6.0 x 108 UFC/ml). Em seguida, 2ml desta suspensdo foram
centrifugadas (700xg por 5min) e o sedimento ressuspenso em 250ul de tampéo PIV (NaCl
IM, Tris-HCI 10mM, pH 7,6). A esta suspensdo foi adicionado 0 mesmo volume de agarose
de baixo ponto de fusdo (“Low Melting Point Agarose”, IBI Technical, New Haven, USA) a
2% e mantida a 58°C. Apds homogeneizacdo, a agarose foi distribuida em moldes (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, California, EUA) que foram mantidos a 4°C por cerca de 10min.
Posteriormente, os blocos de agarose foram colocados em 2ml de solucéo de lise EC (Tris
HCI 6mM pH7,6, NaCl 1M, EDTA 100mM pH 7,5, Brij 58 0,5%, lauril sarcosinato de sodio
0,5%) contendo 100ul de lisozima (500mg/L; Sigma) e 100ul de lisostafina (50mg/L; Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA) e incubados a 37°C, sob leve agitacéo, durante 18 a
24h. ApoGs este periodo, a solucdo foi substituida por 2ml de solucdo ESP (EDTA 0,4M pH
9,5 lauril sarcosinato de sodio 1%) contendo 10ul de proteinase K (Sigma) a 20mg/ml, sendo
esta mistura incubada a 50°C, em banho de imersdo, sob leve agitacéo, durante 18 a 24h. Ao
final destafase, os blocos de agarose foram estocados em nova solugéo ESP (sem proteinase)
a4°C. A digestédo do DNA cromossomico foi realizada a partir de 1 par de blocos de agarose.
Inicialmente, os blocos de agarose foram lavados quatro vezes em tampéo TE (TrisHCI
10mM pH 7,5 e EDTA 10mM) a 37°C, sendo as duas primeiras lavagens de 1h cada e as duas

subseqiientes de 2h. Ap0s este processo, 0s blocos de agarose foram transferidos para uma
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solucdo contendo 250pl do tampdo especifico da enzima de restricdo Smal (Boehringer
Mannheim Corporation, Indianopolis, IN, USA) e incubados a 25°C, por no minimo 4h. Os
blocos de agarose foram novamente transferidos para um novo tampao da enzima de restricéo
contendo 20U da enzima Smal e incubados a 25°C, durante 18-24h. Os blocos de agarose ja
tratados com a enzima de restricdo foram fundidos a 72°C e aplicados no gel de agarose
(Sigma) a 1% em tampédo TBE 0,5x. O gel foi processado através de el etroforese em campo
pulsado (CHEF DR 111, Bio-Rad), utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 35s, durante
23h a 6V/cm, a 13°C, com éangulo de 120°. O gel foi corado com brometo de etidio
(0,5ug/ml), por 30min, descorado por 1h com agua destilada, observado sob luz ultravioleta e

posteriormente fotografado.

4.0- Analiseestatistica

Foi redlizada andlise estatistica para confirmagdo da significancia dos principais
fatores de risco para infeccdo, utilizando-se teste do x* para comparacgo entre as variaveis
qualitativas e o teste t de Student para analisar varidveis quantitativas. Estes dados foram
analisados através do programa Epi Info Software versdo 2000 (CDC, Atlanta). Os fatores de
risco que apresentaram significancia (P < 0,05) na analise univariada foram reavaliados pelo

model o de regressdo logistica através do programa Bioestat versao 5.0 (Brasil).

6.0 - Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o Registro N°

196/96 (Anexo Il1).
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7.0 — Resultados

Foram investigados 318 neonatos que tiveram pelo menos um CVC inserido por um
periodo minimo de 24 horas, totalizando 461 atos de cateterizacdo, 4.845 cateter dia, 5.674
pacientes dia e uma média de 1,5 cateter/paciente. No total, constatou-se 84 pacientes com
106 episddios de infeccdo correspondendo a taxas de pacientes infectados e de infeccdo
hospitalar, de 26,4% e 33,3%, respectivamente. A maioria das IHs (68,9%) foi sepse
confirmada por critério microbiolégico, seguido de conjuntivite (17,0%), infeccdo urinaria e
de ferida cirdrgica, ambas com 6,6% e meningite (0,9%). No grupo de neonatos com muito
baixo peso (< 15009) 29,1% apresentou infeccdo hospitalar e uma taxa de mortalidade de
16,1%.

A incidéncia de infecgdo de corrente sangiinea foi de 15,1/1000 cateter dia, sendo de
12,6/1000 cateter dia para 0s neonatos com peso < 1500g. As taxas de sepse associada e
relacionada ao uso de CVC foram de 13,0 e 2,1/ 1000 cateter dia, respectivamente (Tabela 1).
Nagueles pacientes de muito baixo peso a incidéncia de infeccdo de corrente sanglinea
associada e relacionada ao uso de CVC foi de 10,7 e 1,1/1000 cateter dia, respectivamente.
Aproximadamente 39% dos pacientes apresentaram sepse clinica, destas 59,3% confirmadas
com o diagndstico microbiol 6gico, sendo 86,6% e 13,7% associadas e relacionadas ao uso de
CVC, respectivamente.

A mortalidade total foi de 13,5% e de 16,1% nagueles neonatos com peso menor que
15009 e de 9,5% no grupo com sepse associada ao uso de CV C, com apenas um naqueles (10)
com sepse relacionadaao CVC.

No tocante a estratificacdo segundo a critérios do NHSN, cerca da metade (51,0%) dos
neonatos tinham muito baixo peso (< 1500g), seqguido de 24,5% entre 1501 - 25009 e 24,8%
acima de 2500g. A maior densidade de utilizacdo de CVCs foi verificada na faixa de peso ao

nascer entre 751 a 1000g, mas a maior taxa de sepse associada a0 uso do cateter foi
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constatada naqueles com peso entre 1501 e 2500g (Tabela 2). A média de peso ao nascer foi

de 2449,69.

O tempo médio total de hospitalizacdo foi de 13,2 dias e 18,8 dias para aqueles

pacientes de extremo baixo peso (< 1000g).

Tabela 1- Taxas de infeccdo de corrente sangiinea associada/ relacionada a cateter

vascular central, colonizacdo de ponta de cateter e mortalidade, no periodo de

Abril/2006 — Abril/2008

Taxas N (%)
Colonizagdo de pontade CVC 18.2
Colonizacdo de pontade CVC/ 1000 cateter dia 17,3
Infeccéo de corrente sanguinea associada CVC 86,3
Infeccdo de corrente sanguinea associada CV C/ 1000 13,0
cateter dia

Infeccéo de corrente sanguinearelacionada CvVC 13,7
Infeccdo de corrente sanguinea relacionada CV C/1000 2,1
cateter dia

Mortalidade total 13,5
M ortalidade nos neonatos com sepse associadaao CVC 9,5

= SOoLuD
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Tabela 2- Taxas de incidéncia de sepse relacionada/associada a cateter vascular central

por categorias de peso ao nascer segundo critérios do National Heathcare Safety

Networ k
Peso N°pacientes N°CVC DU Sepse Sepse
(gramas) N(%) N (%) associada/ relacionada/
1000 CvC dia 1000 CVCdia

<750 17 (5,4) 27 (5,9) 0,87 134 33
751 - 1000 34(10,7) 57 (12,4) 0,96 9,4 0

1001 - 1500 110 (34,6) 190 (41,2) 0,94 13,0 2,6
1501- 2500  78(24,5) 104 (225) 0,76 15,8 25
> 2501 79 (24,8) 83 (18,0) 0,74 114 1,3
Total 318 (100,0) 461(100,00 0,85 13,0 2,1

" CVC: Cateter Vascular Central;  DU: Densidade de utilizacio

™ DU = Densloade de Utiizagdo = n° dias de uillizacdo do CVC "Sapse = n° de neanafos com sepse e com cafetar x 1.000
n° fotal dias de hospitalizagdo n° de cateter-dla {fodos neonatos)

O cateter umbilical foi o mais utilizado (40,6%), responsavel por 50,0% e 15,5% das
infeccOes relacionadas e associadas a CVC, respectivamente, enquanto o cateter central de
insercéo periférica (PICC) foi responsavel por 50% das infecgbes associadas e 20,0% das
relacionadas a0 uso desse dispositivo. No total de 461 CVCs andisados, 84 (18,2%)
apresentaram colonizac&o da ponta, com maior frequéncia do umbilical (39,3%), seguido do
PICC (23,8%), inserido por flebotomia (28,6%) e “Intracath™ (8,3%). O tempo médio total de
cateterizacéo foi de 10,5 dias sendo 15,2 e 14,8 para os CVCs inseridos por flebotomia e
“Intracath”, respectivamente (Tabela 3). O tempo médio de cateterizacdo para o cateter
umbilical foi de 5,3 dias.

A taxa de incidéncia de infeccdo relacionada ao uso de CVC foi de 2,1/1000 cateter
dia sendo 1,0 para o CVC umbilical, 0,6 parao PICC e 0,4 para os inseridos por flebotomia;

enquanto a de infec¢do associada/1000 CVC diafoi quase seis vezes maior (13,0). Uma alta
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taxa de incidéncia de infeccdo associada ao cateter foi verificada no grupo em uso de PICC

(6,0/1000 CVC dia) quando comparado aos demais.

Tabela 3- Tipos, colonizacdo de ponta de cateter e sepse relacionada/ associada a CvVC

TipoCVC UsoCVC Colonizagdo Infecgdo Infeccdo Peso DU Tempo
N(%) pontaCVC  relacionada/ associadal médio médio
N (%) 1000 CvCdia 1000 CVCdia (9) uso CVC

Umbilical 187 (40,6)  33(39,3) 1,0 17 15789 0,17 53
PICC 183(39,6) 20(23,8) 0,6 6,0 14193 044 136
Flebotomia 69(15,0) 24 (28,6) 04 35 23546 018 152
“Intracath” 22 (4,8) 7(8,3) 0 19 27969 0,05 1438
Total 461(100,0) 84 (100,0) 2,1 13,0 24496 085 105

" CVC: Cateter Vascular Central;  DU: Densidade de utilizacio

A tabela 4 mostra a distribuicdo de infeccdo de corrente sangliinea associada e
relacionada a diferentes tipos de CVC por categoria de peso ao nascer. A incidéncia de
infeccdo associada ao uso de CVC foi maior nos neonatos com peso < 7509 (10,0/1000 dias

de PICC).

Tabela 4- Distribuicdo de infeccdo de corrente sanguinea associada/ relacionada a

diferentestipos de cateter vascular central, conforme peso do neonato ao nascer

Peso a0 Umbilical PICC Flebotomia “Intracath™ Total
nescer (9) —e

A R A R A R A R A R
<750 33 3,3 10,0 0 0 0 0 134 33
751- 1000 0 0 78 0 1,6 0 0 94 0
1001- 1500 1,6 1,0 7,8 1,6 2,1 0 1,6 0 13,0 2,6
1501- 2500 17 0,8 4,2 0 6,7 17 3,3 0 15,8 25
> 2501 2,5 13 1,3 0 51 0 25 0 11,4 13
Total 17 1,0 6,0 0,6 35 0,4 19 0 13,0 2,1

Cateter Central de inserc8o periférica; ~ Infeccdo corrente sanguinea associada a CVC; ~ Infeccdo corrente
nguineareacionadaa CVC; * P < 0.01
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Os fatores de risco associados (P < 0,05) com sepse associada ao uso de CVC, pela
andlise univariada, foram: tempo de hospitaizaco > 7 dias, SNAP-1I = 20, utilizacdo de
nutricdo parenteral, ventilagdo mecéanica, uso de “Intracath™, tempo de cateterizacdo > 16
dias, uso de antibioticos e de > 3 antibidticos (Tabela 5). O uso de nutricdo parenteral e a
exposicao a = 3 antibioticos foram os fatores de risco independentes para o desenvolvimento
dessainfecgéo (Tabela 6).

O principa agente etioldgico de sepse foi Saphyl ococcus coagul ase negativa (39,7%),
seguido de S aureus (24,6%), bacilos Gram-negativos (19,2%), Enterococcus spp (9,6%),
Candida albicans (5,5%) e Streptococcus spp (1,4%) (Tabela 7). As colonizagdes de mucosa
nasal, sitio de inser¢do, canhdo e ponta de CVC foram de 22,3%, 14,5%, 12,3% e 18,2%,
respectivamente. Staphylococcus epidermidis foi o patdgeno mais isolado das amostras de
pele (95,2%), sangue (89,7%), narina (76,6%), canhao (57,8%) e ponta do CV C (52,6%).

Das 183 amostras de Staphylococcus coagul ase negativa recuperadas de narina, pele,
canhd e ponta de CVC, 72,4% foram identificadas como S epidermidis, 11% S
haemolyticus, 10% S lugdunensis e 6,6% S saprophyticus (Tabela 8). Todas as amostras

isoladas dos pacientes com infeccdo relacionada a CV C eram de Staphylococcus epidermidis.
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Tabela 5- Fatores de risco para sepse associada a CVC em neonatos internados na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, no periodo de abril 2006 a abril 2008

Fatores de risco Sepse P OR' IC*
associada a
CcvC
Caso Controle
N= 63 (%) N= 91 (%)
Peso (Gramas)
<1000 10 (15,8) 11 (12,0) 0,66 1,37 (0,50 - 3,78)
1001 - 1500 25 (39,7) 28 (30,8) 0,33 1,48 (0,72 - 3,07)
1501 - 2500 19 (30,2) 27 (29,7) 0,94 1,02 (0,48 - 2,19)
> 2500 9(14,3) 25(27,5) 0,08 0,44 (0,17 - 1,09)
| dade Gestaciona
(sem)
<26 0 1(1,1) 1,00 0,00 (0,00 - 25,33)
27-31 21 (33,3) 27 (29,7) 0,09 1,19 (0,56 - 2,50)
32-36 31(49,2) 43 (47,3) 0,94 1,08 (0,54 - 2,16)
=37 11 (17,5) 20 (21,9 0,62 0,75 (0,31-1,82)
Tempo de internacdo
(dias)
>7 58 (92,1) 63 (69,2) <0,01 5,16 (1,74 - 16,38)
SNAP-1I°
0-9 12 (19,0) 29 (31,8) 0,11 0,50 (0,22 -1,15)
10-19 11 (17,5) 27 (29,7) 0,12 0,50 (0,21-1,18)
=20 40 (63,5) 35(38,5) <0,01 2,78 (1,36 - 5,72)
SNAPPE - 11*
0-9 6 (9,5) 29 (31,9 <0,01 0,23 (0,08 - 0,62)
10-19 9(14,3) 27 (29,6)
=20 48 (76,2) 35(38,5) 0,04 0,40 (0,16 - 0,97)
NTP° 55 (87,3) 61 (67,0) <0,01° 3,38 (1,34 - 8,79)
Entubado 49 (77,8) 56 (61,5) <0,01 5,35 (2,44 - 11,86)
Uso de antibidtico 55 (87,3) 41 (45,1) <0,01 8,38 (3,37 - 21,55)
>3 44 (69,8) 15 (16,5) <0,01° 11,73 (5,09 - 27,55)
Tipo deCvC®
Flebotomia 17 (27,0) 14 (15,4) 0,11 2,03 (0,86 - 4,85)
“Intracath” 9(14,3) 3(3.3) 0,02 4,89 (1,24 - 23,95)
PICC’ 29 (46,0) 48 (52,7) 0,51 0,76 (0,38 -1,53)
Umbilica 8(12,7) 26 (28,6) 0,03 0,36 (0,24- 0,93)
Tempo deuso CVC
(dias)
1-5 5(7,9) 33(36,2) <0,01 0,15 (0,05- 0,45)
6-10 15(23,9) 29 (31,9 0,36 0,67 (0,30- 1,47)
11-15 7(11,1) 16 (17,6) 0,39 0,59 (0,20 - 1,65)
=16 36 (57,1) 13 (14,3) <0,01 8,00 (3,48 - 18,70)

*P = < 0,05; OR'= Odds Ratio; IC” = Intervalo de Confianca; SNAP-I1° = Score for Neonatal Acute Physiology
I1; SNAPPE-11* = Score for neonatal acute Physiology Perinatal extension I1; NTP® = Nutricdo Parenteral Total;
CVC® = Cateter Vascular Central; PICC’= Cateter Central de Inserco Periférica
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Tabela 6- Analise multivariada de fatores de risco para sepse associada ao uso de CVC
em neonatos internados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital de
Clinicasda Universidade Federal de Uberlandia

Fatores derisco P OR' 95% Cl™

Nutricéo parenteral 0,01 4,81 1,41 - 16,46
Uso de antibiético 0,04 2,99 1,02 - 8,79
Uso > 3 antibioticos <0, 0001 7,90 2,91 -21,48

"Odds Ratio; ~ Intervalo de Confianca

Tabela 7- Microrganismos isolados de ponta de CVC colonizada e sangue de neonatos

com sepse associada erelacionada a cateter vascular central

Microrganismo Sepse com diagndstico  Infecgéo Infeccdo  Colonizagdo

microbiol 6gico associada relacionada pontaCVC
N (%) N (%) N (%) N(%)

S. epidermidis 29 (39,7) 27 (42,9) 6 (60,0) 58 (69,0)
S aureus 18 (24,6) 15 (23,8) 3(30,0) 22 (26,2)
Bacilos Gram-negativos 14 (19,2 14 (22,2) 0 0
Candida albicans 4 (5,5) 3(4,8) 0 3(3,6)
Sreptococcus spp 11,9 0 0 0
Enterococcus spp 7(9,6) 4(6,3) 1(10,0) 11,2
Total 73 (100,0) 63(100,0) 10(100,0) 84 (100,0)
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Tabela 8- Espécies de Staphylococcus coagulase negativa isoladas de sangue, pele,
narina, canhdo e ponta de cateter vascular central isolados de neonatos criticos, no

periodo de Abril/2006 — Abril/2008

Ponta Canhéo Pele Narina Sangue Total

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
S epidermidis  30(52,6) 15(57,8) 39(952) 23(76,6) 27(89,7) 133(72,6)
S lugdunensis 9(158) 5(19,2) 1(2,4) 2(6,7) 1(3,4) 18 (9,8)
S saprophyticus 6 (10,5)  3(11,5) 0 3(10,0) 0 12 (6,6)
S haemolyticus 12 (21,1) 3(11,5) 1(2,4) 2(6,7) 2(6,9) 20 (11,0)

Total N (%) 57 (100,0) 26 (100,0)  41(100,0) 30(100,0) 29(100,0) 183 (100,0)

Dentre os 63 casos de infeccdo de corrente sanguinea associada a CVC, apenas 10
(15,9%) foram relacionadas ao uso desse dispositivo, com o cateter umbilical associado a
metade desses casos. Staphylococcus epidermidis foi o principal agente etiolégico (60,0%)
dessas infecgdes, seguido de Staphyl ococcus aureus (30,0%) e Enterococcus faecalis (10,0%)
(Tabela9).

Dos 10 casos de infeccdo relacionada ao uso de CVC, 7 foram detectados no ano de
2006, dois em 2007 e apenas um em 2008. Embora ndo houvesse relagdo temporal entre esses
casos, constatou-se um mesmo clone de S epidermidis no sangue dos pacientes 2 e 4; e, 0
mesmo clone detectado no sangue e ponta de CVC do paciente 1, também foi encontrado nas
pontas de CV C dos pacientes 3 e 5 demonstrando disseminagdo na unidade.

Umadas amostras de S epidermidisisolado de mucosa nasal de paciente com infecgdo
relacionada ao uso de CVC foi perdida em decorréncia de problema de descongelamento do
freezer.

A andlise das amostras de S. epidermidis através da fragmentacéo pelaenzima Smal e
técnica de PFGE, foi prejudicada pela perda de duas amostras (ponta e canhdo do cateter dos

pacientes 4 e 6, respectivamente). Em quatro dos seis casos de infecgdo por S epidermidis

B 2 To remove this message, purchase the
@ S D I—I D PDF productval vaw.SoIidDoctlljments.com



46
relacionada a CV C foram discriminados clones diferentes no sangue e ponta do cateter; e, em
apenas um (16,7%) desses pacientes houve concordancia quanto aos clones isolados de
sangue e ponta do CVC, sem definicdo de origem, se pele, mucosa nasal ou canhéo do cateter,
em decorréncia de culturas negativas desses locais. No total, detectou-se a presenca de 4
“clusters” de amostras com similaridade clonal com um deles englobando 4 amostras isoladas

de pontade CVC e umade sangue (Figura 2).

Tabela 9- Patogénese das infeccdes relacionadas a cateter venoso central em 10 neonatos
criticosinternadosna UTIN do HC-UFU, no periodo de Abril/2006 a Abril/2008

Paciente Sitio Sangue Ponta Tipo Tempo de
CcvC deCVC  cateterizacdo
(dias)
Narina Pele Canh&o

1 - - - S epidermidis S epidermidis PICC 10

2 - - - S epidermidis S epidermidis  Umbilica 8

3 - - - S epidermidis S epidermidis  Flebotomia 11

4 - - - S epidermidis S epidermidis  Flebotomia 7

5 S epidermidis - - S epidermidis S epidermidis  Flebotomia 6

6 S epidermidis - S epidermidis S epidermidis S, epidermidis PICC 23

7 S aureus S aureus - S aureus S aureus Umbilical 5

8 - S aureus - S aureus S aureus Umbilical 9

9 - - - S aureus S aureus Umbilical 6

10 - - - E. faecalis E. faecalis Umbilica 5

PICC: Cateter central de insercdo periférica; CVC: Cateter Vascular Centra
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Figura 1- Dendograma dos per fis genotipicos de amostr as de Staphylococcus epidermidis
apos fragmentacao pela enzima de restricdo Smal e andlise por PFGE através da analise
computadorizada

Colunas 11 e 12: amostras de sangue e ponta, respectivamente do paciente 1; Colunas2 e7:
amostras de sangue e ponta, respectivamente do paciente 2; Colunas 4 e 9: amostras de
sangue e ponta, respectivamente do paciente 3; Coluna 1: amostra de sangue do paciente 4,
Colunas 3, 6 e 10: amostras de sangue, mucosa nasal e ponta, respectivamente do paciente 5;

Colunas 8 e 5: amostra de sangue e ponta, respectivamente do paciente 6.
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No total, foram detectadas freqliéncias altas de resisténcia a oxacilina nas amostras de
Staphylococcus coagulase negativa isoladas de sangue (79,3%), ponta de CVC (76,2%),
canhdo (87,5%), pele (87,5%) e narina (88,5%) (Tabela 10). Multiresisténcia aos antibioticos
foi observada em 45,7% e 21,4% das amostras de S. epidermidis isoladas de ponta de CVC e
sangue dos neonatos, respectivamente. No tocante as amostras de S. epidermidis recuperadas
dos casos de infec¢éo relacionada a CVC, 66,7% das amostras de sangue e ponta de CVC
apresentaram resisténcia a oxaciling; e, 66,7% e 50,0% dessas amostras de sangue e ponta de
CVC, respectivamente, foram resistentes & cefoxitina. A amostrade S. epidermidis isolada de
mucosa nasal apresentou resisténcia a oxacilina e cefoxitina e, a Unica recuperada do canh&o
do CVC, foi resistente apenas a oxacilina.

Aproximadamente 47,5% das amostras de SCoN foram produtoras de biofilme, das
guais apenas duas, uma isolada do canh&o e outra da ponta de CVC, eram produtoras intensas
(Tabela 11). No total, 50,9% e 31,0% das amostras de ponta de CVC e sangue,
respectivamente, formaram biofilme. No tocante aos casos de infecgdo sangliinea relacionada
aCVC, 66,7% e 50,0% das amostras de sangue e ponta, respectivamente, foram produtoras de
biofilme e, 0 gene icaAD foi detectado em 33,3% e 50,0% das amostras de S epidermidis,

isoladas de sangue e ponta de CV C, respectivamente, desses pacientes (Figura 2).
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Tabela 10- Resisténcia de amostras Staphylococcus coagulase negativa em 183 amostras
isoladas de sangue, pele, narina, canh&o e ponta de cateter vascular central, isolados de

neonatos criticos, no periodo de Abril/2006 — Abril/2008

Sitios

ATM Canhéo Pele Narina Sangue Ponta

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Sulfazotrim 5(15,6) 9(23) 15(28,3) 12 (41,4) 22 (34,9
Teicopanina 4(12,5) 4(10,2) 5(94) 1(3,4) 12 (19,0)
Clindamicina 12 (35,3) 11(34,3) 20 (37,7) 9(31,0) 28 (44,4)
Gentamicina 8 (25,0 7(21,8) 21 (39,6) 14 (48,3) 18 (28,6)
Ciprofloxacina 13 (40,6) 8(25,0) 18(33,9) 10 (34,5) 15 (23,8)
Cloranfenicol 10(31,3) 7(21,8) 13(24,5) 7(24,2) 12 (19,0)
Eritromicina 19 (59,4) 25 (78,1) 19(35,8) 11 (37,9) 23 (36,5)
Rifampicina 12 (35,3) 5(15,6) 18(33,9) 10 (34,5) 24 (38,1
Tetraciclina 11 (34,3 14 (43,8) 7(13,2) 5(17,2) 14 (22,2)
Oxacilina 28 (87,5) 28 (87,5) 46 (88,5) 23 (79,3) 48 (76,2)
Cefoxitina 18 (56,3) 15 (46,9) 27 (50,9) 19 (65,5) 27 (42,9)
Total 32 (100,0) 39(100,0) 53(100,0) 29(100,0) 63 (100,0)

"ATM: Antimicrobiano
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Figura 2- Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de 154 pb e 546 pb dos genes
mecA e icaAD, respectivamente, de amostras de S. epidermidisisoladas de neonatos.

Coluna 1: Padréo de peso molecular (100pb ladder); coluna 2: branco; colunas 3 e 4: amostras
clinica 1115 e ATCC33591 de S. aureus, controles positivos para o gene mecA; coluna 5:
amostra ATCC35984 de S. epidermidis, controle positivo para os genes mecA e ica AD;
coluna 6: amostra ATCC12228 de S epidermidis, controle negativo para o gene icaAD;
colunas 7 e 8. amostras de sangue e ponta de CVC, respectivamente, do paciente 1 (mecA e
icaAD positivas); colunas 9 e 10: amostras de sangue e ponta de CVC, respectivamente, do
paciente 2 (mecA e icaAD negativas); colunas 11 e 12: amostras de sangue e ponta de CVC,
respectivamente, do paciente 3 (mecA e icaAD positivas); colunas 13 e 14: amostras de
sangue e ponta de CVC, respectivamente, do paciente 4 (mecA e icaAD negativas); colunas
15, 16 e 17: amostras de sangue (mecA e icaAD negativa), ponta de CVC (mecA e icaAD
positiva) e narina (mecA e icaAD negativa), respectivamente, do paciente 5; colunas 18, 19 e
20: amostras de sangue (mecA positiva e icaAD negativa), ponta de CVC (mecA e icaAD

negativa) e “hub” do CVC (mecA eicaAD positiva), respectivamente, do paciente 6.

A . 5 T thi ) hase th
SOLID CONVERTER PDF ) bt nesam puias e



51
Tabela 11- Producdo de biofilme e susceptibilidade de amostras de Saphylococcus
coagulase negativa isoladas de sangue, pele, narina, canh&o e ponta de cateter vascular

central em neonatos criticos, no periodo de Abril/2006 — Abril/2008

Sitio Intensa Fraca N&o produz

* 3

R S R S R S

Narina 0 13(190) 159 7171  9(164)
Pele 0 18(26,5) 5(294) 6(146) 12(21,8)

Canh&io CVC 1 (50,0) 9(132) 2(118) 8(195  6(10,9)

Sangue 0 6(88  3(17.6) 7(17.1)  13(236)

0
0
0
PontaCVC ~ 1(500) 0  22(324) 6(353) 13(3L7) 15(27.3)
0
0

TOTAL 2 (100,0) 68 (100,0) 17(100,0) 41(100,0) 55 (100,0)

"Resistente aoxacilina; ~ Sensivel a oxacilina

Dentre as 84 pontas de CVC colonizadas 39 (46,4%) foram de CVC de curta duragdo
(<8 dias), com tempo médio de uso de 5,1 dias. Neste grupo, o CVC mais utilizado foi o
umbilical (59,0%), seguido daguele inserido por flebotomia (20,5%), PICC (12,8%) e
Intracath (7,7%). O Saphylococcus epidermidis foi responsavel pela metade (48,7%) das
amostras isoladas de ponta de CVC, seguido de S aureus (33,3%) (Tabela 14). A maioria
(54%) dos CVCs colonizados era de longa duracdo (> 8 dias) com tempo médio de uso de
21,9 dias, sendo os mais utilizados os inseridos por flebotomia e Intracath, ambos com
40,0%. Staphylococcus epidermidis (48,9%) e S. aureus (31,1%) foram o0s patdgenos mais

isolados (Tabela 15).
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Tabela 12- Patogénese de colonizacdo de ponta de cateter vascular central de curta

duracéo inseridos em neonatos criticos internados na UTIN do HC-UFU, no periodo de

Abril/2006 a Abril/2008

Ponta Sangue Canhéo Pde Narina TipoCVC  Técnica Tempo
cultivo uso
CvC CvC

" S epidermidis S epidermidis - - S epidermidis  Flebotomia SQ 6

S epidermidis S epidermidis - - - Umbilical SQ/QT 6

" S epidermidis S epidermidis - - - Flebotomia SQ 7

" S epidermidis S epidermidis - - - Umbilical SQ 8

S epidermidis - - - - Umbilical SQ 4

S epidermidis S agalactiae - - - Umbilical SQ/QT 4

S epidermidis - - - - Flebotomia QT 3

S epidermidis S bovis - S lugdunensis - Umbilical SQ 8

S epidermidis - - - - Flebotomia  SQ/QT 3

S epidermidis - - - - Flebotomia SQ 4

S epidermidis - - - - Umbilical SQ 2

S epidermidis - - - - Umbilical SQ/QT 5

S epidermidis - - S epidermidis - Umbilical SQ/IQT 5

S. epidermidis - - S epidermidis S epidermidis  Umbilical SQ/IQT 5

S epidermidis S aureus S aureus - S aureus PICC SQ/IQT 5

S epidermidis - - - - PICC SQ/QT 6

S epidermidis S aureud S. - S aureus S epidermidis  Umbilical SQ 6

haemolyticus

S epidermidis S aureus - - - Umbilical SQ/QT 6

S lugdunensis - - - - Flebotomia  SQ/QT 7

S lugdunensis S marcescens - - - Umbilical SQ/QT 5

S lugdunensis - S lugdunensis - S lugdunensis ~ Umbilical QT 5

" S aureus S aureus - S aureus S aureus Umbilical SQ/QT 5

"S aureus S. aureus - - - Umbilical SQ/IQT 6

S aureus - - - - PICC QT 5

S aureus - - - S epidermidis  Umbilical SQ/QT 5

S aureus - - S epidermidis - Umbilical SQ/QT 5

S aureus - - - - Umbilical SQ/QT 5

S aureus - - - - Umbilical SQ/IQT 5

S aureus - - - - Flebotomia  SQ/QT 4

S aureus - - - - Umbilical SQ/QT 3

S aureus - - - - Umbilical SQ/QT 6

S aureus - - S epidermidis - Intracath SQ/QT 5

S aureus - S aureus S aureus - Umbilical SQ/QT 6

S aureus/ - - S. epidermidis Intracath SQ/QT 4
S epidermidis

" E. faecalis E. faecalis - - - Umbilical QT 5

Micrococcus sp - - - - Intracath SQ 3

Micrococcus sp - - - - PICC QT 6

C. albicans - - - - PICC SQ/QT 7

C. albicans - - - - Flebotomia SQ 7

Total: 39 13 3 8 8 - - -

Infecc@o de corrente sangliinea relacionada ao uso de CVC; SQ: Técnica semi-quantitativa; QT: Técnica quantitativa
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Tabela 13- Patogénese de colonizacdo de ponta de cateter vascular central de longa duracdo

inseridos em neonatos criticos internados na UTIN do HC-UFU, no periodo de Abril/2006 a

Abril/2008
Ponta Sangue Canhdo Pele Narina TipoCVC  Técnica Tempo uso
cultivo cvC
CvC
"S epidermidis S epidermidis S epidermidis - S epidermidis PICC SQ 23
*S. epidermidis S epidermidis - - - PICC sQ 10
"S. epidermidis S epidermidis - - - Flebotomia  SQ/QT 11
S epidermidis - S aureus - S aureus PICC SQ 10
S epidermidis - S aureus S epidermidis S epidermidis  Flebotomia  SQ/QT 19
S epidermidis - - S epidermidis - Flebotomia SQ 20
S epidermidis - - - - Umbilical SQ 12
S epidermidis - - - S aureus Flebotomia  SQ/QT 15
S epidermidis  A. baumannii/ E. coli - - - PICC SQ/ 24
QT
S epidermidis - - - - PICC SQ 16
S epidermidis S liquefaciend E. - S epidermidis - Flebotomia  SQ/QT 17
agglomerans
S epidermidis - - - - PICC QT 25
S epidermidis - - - S aureus Flebotomia SQ 28
S. epidermidis - - - - Flebotomia SQ 32
S epidermidis - - S epidermidis - Flebotomia SQ 33
S epidermidis - - - - Flebotomia SQ 32
S epidermidis - - S epidermidis - PICC SQ/QT 19
S epidermidis - - - - PICC SQ 39
S epidermidis - - - S epidermidis PICC SQ 9
S epidermidis C. albicans - - - Flebotomia  SQ/QT 9
S lugdunensis - - - - Flebotomia  SQ/QT 48
S lugdunensis S aureus/E.faecalis - S lugdunensis - Intracath SQ/QT 49
S lugdunensis - - - - Flebotomia  SQ/QT 10
S lugdunensis S aureus S lugdunensis - S epidermidis PICC SQ 42
S lugdunensis - - - S aureus PICC SQ 29
S haemolyticus - - - - PICC SQ 12
S haemolyticus - - S haemolyticus S aureus Flebotomia QT 50
S haemolyticus S aureus - - - PICC SQ 22
"S aureus S aureus - S aureus - Umbilical SQ/IQT 9
S aureus/ - - S aureus - PICC SQ 12
S epidermidis
S aureus - - - - Umbilical SQ/QT 9
S aureus - - - - Flebotomia  SQ/QT 12
S aureus - - - - Flebotomia SQ 25
S aureus E. aerogenes - - - PICC SQ/QT 20
S aureus - - - S aureus Umbilical SQ 12
S aureus/ - - - S epidermidis Intracath SQ/QT 34
S epidermidis
S aureus - S epidermidis - - PICC SQ 35
S aureus S epidermidis - - - PICC SQ/QT 36
S aureus - - - - Umbilical SQ/QT 9
S aureus - - - S aureus PICC SQ 19
S aureus - S aureus S aureus S aureus Intracath SQ/QT 42
S aureus - - - - Flebotomia  SQ/QT 9
Micrococcus sp - - - S lugdunensis PICC SQ 10
Micrococcus sp - - - - Flebotomia QT 15
C. albicans - - - S aureus Umbilical SQ 11
Total: 45 12 5 10 14 - - -

Infecgdo de corrente sangliinea relacionada ao uso de CVC; SQ: Técnica semi-quantitativa; QT: Técnica quantitativa
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8.0 — Discussao

O desenvolvimento tecnol égico permitiu maior sobrevida de neonatos prematuros e de
baixo peso submetidos a internaces prolongadas e procedimentos invasivos indispensaveis a
seus cuidados (LOPES, 2008), mas por outro lado, em funcdo de maior susceptibilidade
desses pacientes as infecgdes e de barreiras de defesa ndo completamente desenvolvidas,
sobretudo a pele, apresentam usua mente taxas eevadas de IHs (COOLEY, GRADY, 2010).
A maior suscetibilidade as infecgdes somada ao uso de procedimentos invasivos resulta em
incidéncia de IH superiores as de outras populacdes (ARNASON et al., 2010) e apresentam
taxas significativas de morbidade, mortalidade e custos hospitalares elevados (DOGRU et al.,
2010).

A incidéncia de IHs em neonatos varia entre 7 e 24% em pacientes admitidos em
UTINSs de paises desenvolvidos (GARLAND, UHINGs, 2009) e cerca de 30% em unidades
de paises em desenvolvimento, com uma mortalidade atribuida de 40% (TAVORA et dl.,
2008). Infeccéo de corrente sangliinea € a principal infeccdo neonatal em UTINS (45 a 55%),
seguido daguelas nos tratos respiratorio (16 a 30%) e urinario (8 al8%) (BORGHESI,
STRONATI, 2008). Nesse estudo, detectou-se 84 pacientes com 106 episodios de infeccdo
correspondendo a taxas de pacientes infectados e de infeccéo hospitalar, de 26,4% e 33,3%,
respectivamente. Aproximadamente 69% das IHs foram sepse confirmada por critério
microbiol égico.

A maioria dessas infecgbes € associada a0 uso de CVC, pois neonatos criticos
requerem administracdo de nutricdo parenteral e medicamentos por longo periodo (POSFAY -
BARBE et a, 2008), com taxas variando entre 0 a 29% e de 2 a 49/1000 cateter dia,
especiamente quando do uso de PICC e/ou cateter umbilical que sdo muito utilizados em
neonatos, principalmente prematuros (RAMASETHU, 2008). A incidéncia de infeccéo

relacionada ao uso do PICC variade 0,3 a 16,7/1000 cateter dia (BOORGHESI, STRONATI,
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2008). Nesse estudo, as taxas de infeccéo relacionadal associada ao PICC foram de 0,6 e
6,0/1000 cateter dia, respectivamente. A insercéo por flebotomia também esté associada com
alto risco de infeccao, e 69 (15%) da nossa série utilizou esse tipo de CV C apresentando uma
taxa de 3,5/1000 cateter.

Desde a introducdo de CVCs inseridos percutaneamente, o uso de cateter inserido
cirurgicamente diminuiu na maioria das UTINs (COOLEY, GRADY, 2009). Essa pesquisa
constatou um predominio no uso de cateter umbilical (40,6%) e PICC (39,6%) quando
comparado aflebotomia (15,0%) e “Intracath™ (4,8%).

Dados recentes do sistema de vigilancia NHSN, mostraram uma incidéncia média de
infeccdo de corrente sanguinea associada ao uso de CVC de 4,4 e de 6,4/1000 cateter dia
naqueles neonatos de peso inferior a 1000g (EDWARDS et al., 2007). Nessa pesquisa, as
taxas de sepse associada e relacionada ao uso de CVC foram de 13,0 e 2,1/ 1000 cateter dia,
respectivamente. A mortalidade atribuida a essas infecgdes tem sido estimada entre 1 a 25%
(COLOMER et d., 2000). Nesse estudo a mortalidade total foi de 13,5% e de 16,1% naqueles
neonatos com peso < 1500g e 9,5% no grupo com sepse associada ao uso de CVC.

Os fatores de risco envolvidos na aquisi¢do de sepse neonatal incluem: prematuridade,
fragilidade da pele, uso de CVC, proétese ventilatoria, procedimento cirdrgico, baixa idade
gestacional, peso inferior a 1000g, hemodidlise, trombose relacionada ao cateter, dificuldade
na insercdo do CVC, tempo de permanéncia no hospital antes da insercdo do cateter,
colonizagdo do canhdo e do sitio de inser¢do do CVC e emulsdo lipidica na nutricéo
parenteral (SCHWAB, 2007; COUTO, 2007, CICALINI, PALMIERI, PETROSILLO, 2003).
Neonatos que necessitam de nutricdo parenteral tém risco maior de ocorréncia de sepse, com
taxas variando entre 1,9% e 45% (DONNELL et a., 2002). Neste estudo, os fatores de risco
para sepse associada a CV C que apresentaram significancia estatistica pela analise univariada,
foram: tempo de hospitalizagcdo >7 dias, SNAP-II > 20, utilizacdo de nutricdo parenteral,

ventilagdo mecénica, tempo de cateterizagdo > 16 dias, uso de antibidticos e de > 3
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antibidticos; e, pela andlise por regressdo logistica multipla, o uso de nutri¢éo parentera e a

exposicdo a= 3 antibidticos.

Outro fator de risco relevante para o desenvolvimento de infecgdes de corrente
sanguiinea rel acionada/associada ao uso de CVCs é o tempo de utilizagdo desse dispositivo
invasivo; CVCs inseridos por um periodo maior que 21 dias aumentam dramaticamente o
risco de sepse (BORGHESI, STRONATI, 2008). Stoll e colaboradores (2002) evidenciaram
gue PICCs mantidos por mais de 16,4 dias e cateter umbilical por mais de 4 dias, aumentaram
0 risco de sepse em pacientes em uso de nutricdo parenteral. Nessa pesquisa a média de
duracdo do PICC foi de 13,6 dias e de 5,3 dias para o umbilical. O uso do “Intracath” foi
fator de risco com significancia estatistica na andlise univariada enquanto a insergdo por
flebotomia foi significativa naqueles neonatos com peso < 1500g, com permanéncia por 14,8
e 15,2 dias, respectivamente.

O baixo peso e, sobretudo o muito baixo peso (<1500g), séo fatores de risco de grande
importancia para ocorréncia de infecgdo associada/relacionada ao uso de CVC (KREDIET,
2004; STOLL, 2002). Os nossos resultados mostraram que a populagdo com peso < 7509
representou apenas 5,4% dos neonatos incluidos na investigacdo, e tiveram uma taxa de
incidéncia de infeccdo de corrente sangliinea associada ao uso de CVC de 3,3/1000 cateter
dia, enquanto este indicador epidemiol6gico foi de 12,6 no grupo com peso < 1500g.

Em unidades terciarias nivel 111, 0 SCoN é o principal agente isolado das infeccdes,
com S epidermidis o mais freguente, representando cerca de 70% das infecgbes por
estafilococos (CHEUNG, OTTO, 2010). Embora a infeccdo por SCON sgja menos grave
causa significativa morbidade, especiamente nagueles de muito baixo peso (VENKATESH,
PLACENCIA, WEISMAN, 2006). Nesse estudo este microrganismo foi 0 patégeno mais
isolado das infecges de corrente sangtiinea (39,7%), seguido de S. aureus (24,6%) e bacilos

Gram- negativos (19,2%). Dentre as amostras de Staphylococcus coagul ase negativa isoladas
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do sangue, aproximadamente 90% era Staphylococcus epidermidis. Couto e colaboradores
(2007), em estudo multicéntrico, constataram que em apenas 20,8% dos episodios de infeccéo
de corrente sanglinea era por S. epidermidis, sendo a maioria (51,6%) por bacilos Gram-
negativos, com Klebsiella sp mais freqlente (26,6%), o que condiz com a reaidade da
maioriadas UTINS de paises em desenvolvimento.

Embora a avaliagcdo das amostras por técnicas moleculares sgja imprescindivel, em
funcdo de seu poder discriminatério, a sua utilizacdo na investigacéo da patogenia de infeccéo
de corrente sanguinea associadal relacionada a CVC é rara; dém de haver poucos estudos
sobre a patogénese de infeccdo sanglinea relacionada ao uso de CVC em neonatos criticos.
Garland e colaboradores (2008) relataram que 67% dos neonatos com PICC tiveram a via
intralimen, 20% a via extralimen e 13% indeterminada, como via de disseminacdo do
microrganismo, a exemplo do observado em adultos, quando do uso de CVC de longa
duracdo. Nessa investigacdo detectou 63 neonatos com infeccdo de corrente sanglinea
associada a CVC, das quais apenas 10 neonatos (15,9%) eram relacionados ao uso deste
dispositivo.

Verificamos que em apenas um paciente com infeccdo por S. epidermidis relacionada
a CVC houve concordancia quanto aos clones isolados de sangue e ponta do CVC, sem
definicdo de origem, impossibilitando uma definicéo da via de disseminacdo, independente do
tempo de permanéncia do cateter. N&o foi possivel estabelecer uma relagdo temporal em
nenhum desses casos de infecgdo, afastando a possibilidade de uma transmisséo horizontal.
Por outro lado, as m&os dos profissionais de salide representam a principal via de transmisséo
de infeccbes no ambiente hospitalar, particularmente patdgenos resistentes aos
antimicrobianos (PITETT et al., 2006). A higiene das méos € considerada a medida mais
importante e menos dispendiosa para prevenir infecgdes associadas ao cuidado com a salide e

reduzir o risco de transmissao de microrganismos de um paciente aoutro (LARSON, 2001).
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A tipagem por técnica molecular € uma ferramenta poderosa para andlise de isolados e
orientacdo quanto a pratica de controle e prevencdo de infecgdes. O método de escolha ideal
deve ser f&cil, rdpido, seguro, reprodutivel e com poder discriminatério (FOKA et a., 2006).
Nessa investigacéo, a andlise através de gel de eletroferese em campo pulsatil mostrou a
natureza policlonal das amostras de S epidermidis na unidade, com a presenca de quatro
“clusters”. O primeiro, compreendendo 4 amostras com 100% de similaridade genética e,
também, com concordancia genotipica em relagdo a presenca dos genes mecA e icaAD. O
segundo “cluster”, com duas amostras de sangue, também apresentou 100% de similaridade
entre as amostras. Os clones pertencentes aos terceiro e quarto “cluster” apresentaram 75,0 e
65,0% de similaridade genética, respectivamente; resultado semelhante ao encontrado por
Krediet e colaboradores (2004) que detectaram 10 “clusters” principais com mais de 80% de
homogenia entre as amostras de sangue de neonatos criticos.

Estudos de epidemiologia molecular demonstram que “clusters” de clones de
infecgdes por SCoN podem estar distribuidos entre neonatos e a equipe de profissionais de
salide, mas os isolados associados com sepse sdo mais homogéneos (FOKA, 2006). Os tipos
mol eculares predominantes podem persistir nas UTINSs por periodos prolongados (KREDIET
etal., 2004), conforme observamos em nosso estudo, em que no “cluster” predominante o
mesmo clone foi detectado em pontas de CVC distintas em mais de 12 meses depois da
primeira.

Saphylococcus epidermidis foi o principal agente etiolégico (60%) de sepse. Esse
microrganismo coloniza mucosa incluindo de intestino, narinas e orofaringe de onde podem
migrar para a corrente sanguinea. Esses dados sdo evidenciados por estudos epidemiol 6gicos,
experimentais, clinicos e moleculares. Donnell e colaboradores (2002) relataram que a
translocagcdo microbiana, a partir do lUmen intestinal, foi responsavel por 84% dos episodios
de sepse em 76% dos neonatos cirdrgicos e gue 0s patdgenos mais isolados foram SCoN

(86%).
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Bjorkqvist e colaboradores (2010), em estudo realizado na Suécia, relataram que a
colonizagdo de mucosa nasal ocorre antes da mucosa perianal e do coto umbilical e, em 80%
dos pacientes com infeccdo de corrente sanguinea por Saphylococcus epidermidis foi
detectado o mesmo clone colonizando a mucosa nasal dos pacientes investigados. Nesse
estudo, apenas 30% e 40% dos pacientes com infeccdo relacionada e associada ao uso de
CVC, respectivamente, apresentaram colonizagéo prévia de mucosa nasal .

O principal fator de patogenicidade do S. epidermidis € a sua habilidade em formar
biofilme mediado pela adesina polissacaridica intercelular (PIA), codificada pelo operon ica,
compreendido pelos genes icaA, icaD, icaB, icaC e, e icaR (regulatorio) (EFTEKHAR,
SPEERT, 2009). Esta bactéria adere-se a superficie de dispositivos invasivos, como os CVCs,
formando biofilme que responde por maior resisténcia aos antibidticos, particularmente a
metilicina, aumentando o tempo de hospitalizacdo e custos hospitalares estes da ordem de 2
bilhdes de ddlares, s nos Estados Unidos (CHEUNG, OTTO, 2010). As bactéias que
formam biofilmes sdo dificeis de serem erradicadas e estima-se que este mecanismo estgja
associado a 65,0% das infecgdes hospitalares (UCKAY, 2009).

Klingenberg e colaboradores (2007) relataram que a maioria (61,0%) das amostras de
S epidermidis isoladas de infeccdo de corrente sangiiinea em neonatos foram produtoras de
biofilme. Este achado foi corroborado por Brito e colaboradores (2007), em estudo na UTIN
do HC-UFU, que verificaram que 80,7% das amostras de S epidermidis isoladas de infecgéo
de corrente sangiiinea associada a CV C apresentaram producdo intensa de biofilme e 83,6%
foram resistentes a oxacilina. Nessa pesquisa, aproximadamente 45,7% das amostras de
Staphylococcus coagulase negativa tinham capacidade de produzir biofilme. No tocante aos
casos de infeccdo sanglinea relacionada a CVC, 83,3% e 66,7% das amostras de sangue e
ponta, respectivamente, foram, simultaneamente, produtoras de biofilme e resistentes a

oxacilina
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Oliveira (2009) analisou 130 amostras de SCoN isoladas de neonatos, das quais 40%
apresentaram 0s genes icaA e icaD concomitantemente e 42% os genes icaACD, resultado
semelhante ao encontrado por Cafiso e colaboradores (2004) em que 35% das amostras
isoladas foram positivas para os genesicaA eicaD concomitantemente. Nesse estudo, 0 gene
icaAD foi detectado em 33,3% e 50,0% das amostras de S. epidermidis, isoladas de sangue e
ponta de CV C, respectivamente, nos pacientes com infeccéo relacionadaa CVC.

Atuamente, a emergéncia e disseminacdo hospitalar de cepas resistentes a meticilina
tornou-se um grave problema terapéutico, principalmente, para o tratamento das
estafilococcias, por S. aureus e S. epidermidis, adquiridas em ambiente hospitalar IBRAHEM
et al., 2008), refletindo a adaptacéo de clones nosocomiais em virtude da pressdo seletiva
conseguente do uso indiscriminado de antibidticos (MACHADO, 2007). O mecanismo de
resisténcia a essa penicilina € mediado pelo gene mecA, localizado no SCCmec, conferindo
resisténcia aos antibioticos da classe dos [3-lactamicos, e associa da a presenca de plasmideo e
transposon que codificam resisténcia a outros antibiéticos, ou sga, as amostras Sao
multiresistentes. O gene mecA é detectado em mais de 90,0% das amostras de S epidermidis
resistentes a meticilinaisoladas de infecgdo hospitalar  (CHEUNG, OTTO, 2010).

O programa SENTRY relatou uma proporcéo de resisténcia a meticilina em torno de
34,0% para Saphylococcus aureus e 80,0% para SCoN, em hospitais brasileiros no periodo
de 1997 a 1999 (SADER et a., 2001), a exemplo do verificado em outros inquéritos,
incluindo os dados do NNIS. Couto e colaboradores (2007), detectaram que 70,0% das
amostras de SCoN isoladas de sangue de neonatos foram resistentes a meticilina e, Souza
Junior e colaboradores (2009), em estudo redizado em pacientes hospitalizados na
maternidade da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, verificaram uma prevaléncia
de amostras de SCoN resistentes a meticilina de 71,1% e de 18,1% para Saphylococcus

aureus.
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Nessa investigacdo, verificou-se uma freqiéncia ata de resisténcia a oxacilina nas
amostras de Staphylococcus coagulase negativa isoladas de sangue (79,3%), ponta (76,2%),
canhéo (87,5%), pele (87,5%) e narina (88,5%). Considerando apenas 0S neonatos com
infecc@o sanguinea relacionada a CVC, 83,0% e 67,0% das amostras de sangue e ponta,
respectivamente, foram resistentes a oxacilina e produtoras de biofilme.

A deteccdo do gene mecA por PCR é considerada o padréo ouro, porém poucos
laboratérios utilizam técnicas genotipicas devido ao custo ato, sendo o teste de gel-difusdo a
partir de disco e o de triagem os métodos mais utilizados (BROWN, 2001). O CLSI prop6s o
uso de disco de cefoxitina (30ug) como método de scrennig para predizer a resisténcia
mediada pelo gene mecA para amostras de SCoN visando a otimizagdo do uso das
metodologias fenatipicas. A precisdo e a rapidez na deteccdo da resisténcia a meticilina em
estafilococos sdo importantes para o controle hospitalar de infecgbes por MRSA e MR-SCoN
(MACHADO, 2007).

Hira e colaboradores (2007) detectaram a presenca do gene mecA em 87,0% de
amostras de SCoN resistentes & meticilina isoladas de sangue de neonatos, resultado
semel hante ao encontrado por Krediet (2004) e colaboradores (70 - 92%) entre 1991 e 2001.
Nesse estudo, a deteccdo do gene mecA ocorreu em 50,0% das amostras de S. epidermidis
isoladas, simultaneamente, de sangue e ponta de CV C dos pacientes com infeccao relacionada

aCVC, ratificando o resultado do teste fenotipico.

Conclusbes
- As taxas de incidéncia de infec¢do associada e relacionada a CV C foram de 13,0 e 2,1/1000
cateter dia, respectivamente, com o S epidermidis responsavel por 42,9 e 60,0% dessas

infeccOes, respectivamente;
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- Os fatores de risco para infeccdo de corrente sanguinea associada ao uso de CVC, pela
andlise univariada, foram: tempo de hospitaizaco > 7 dias, SNAP-1I = 20, utilizacdo de
nutricdo parenteral, ventilagdo mecénica, uso de “Intracath™, tempo de cateterizacdo = 16
dias, uso de antibidticos e de > 3 antibidticos, €, 0 uso de nutrico parenteral e exposicdo a =

3 antibidticos foram os fatores de risco independentes para o desenvol vimento dessa infeccao;

- N&o houve relacéo entre os clones isolados de mucosa nasal, sangue, ponta e canh&o do

CVC nos pacientes com infeccdo relacionadaa CVC por S. epidermidis;

- O cateter umbilical foi o mais utilizado (40,6%) associado com 60 e 15,5% das infeccOes
relacionadas e associadas a0 uso de CV C, respectivamente, enquanto o PICC foi responsavel

por 50,0% das associadas e 20,0% das relacionadas;

- A maioria (66,7%) das amostras de S. epidermidis recuperadas isoladas de sangue e ponta de
cateter dos pacientes com infecgdo relacionada a CV C apresentou resisténcia a oxacilina, com

a deteccao do gene mecA em 50,0% das amostras,

- A maioria das amostras recuperadas de sangue (66,7%) e a metade daguelas da ponta de
CVC em neonatos com infecgdo relacionada a CV C, formaram biofilme; e, o geneicaAD foi
detectado em duas e trés das seis amostras cultivadas de sangue e ponta de cateter,

respectivamente;

- Ha evidéncias de que a patogenia de infeccéo de corrente sangtiinea relacionada a CvVC em
neonatos difere daguela relatada em adultos e, 0 seu melhor conhecimento certamente

permitira a adocéo de préticas de prevencao e controle dessas infecgdes.
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ANEXO ||
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

participar do projeto de pesquisa intitulado “Etiopatogenia de infeccdes de corrente sanglinea

, concordo em

por Staphylococcus epidermidis associadas e relacionadas ao uso de cateter vascular centra
em neonatos criticos”, cujo principal objetivo é avaliar a ocorréncia dessas infeccdes na UTIN
do HC-UFU.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais o meu filho (a)
serd submetido (a) e que serdo realizados no Laboratdrio de Microbiologia, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Campus Umuarama, Bloco 4C, a saber de:

c) necessidade de coleta de material no local de entrada de cateter, na ponta e canhdo do
cateter e no nariz.

Terel a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duvida acerca dos procedimentos relacionados com a investigacdo. Terel a liberdade de me
retirar da pesquisa a qualquer momento que desgjar.

Serarespeitado o carédter confidencia das informacfes fornecidas, ndo sendo permitida

aminhaidentificagdo, inclusive no caso de publicagao.

Uberlandia, de de200 .

ASSINATURA

Responsaveis pela investigacgao:
Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho (Coordenador, ARIMP, UFU)
Ms. Cristiane Silveira de Brito (Responsavel, UFU)

Laboratorio de Microbiologia- (034) 3218-2236.
Comité de Etica em Pesquisa (CEP)- (034) 3239-4531/4131.
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U Universidade Federal de Uberigndia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA CEP
Av. Jo@o Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEF 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 056/06

Registro CEP: 022/06

Projeto Pesguisa: “Influencia dos diferentes tipus de caleteres vasculares centrais
{CVCs) na patogénese de infecgdo sanguines por Staphylococcus epiderimidis erm
neonalos crilicos”

Pesquisador Responsavel: FPaulc Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuigdes definidas na Resclugao CNS 158/96. o CEP
manifesta-se pela aprovag¢do do mesmo.

Situagao: Aprovadao

Data para enfrega do Relatdrio Parcial: maio/2007
Data para entrega do Relatorio Final: maio/2008

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugao 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o
relatoric da pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido,

assinados pelo sujeito de pesquisa.
b- poderd, por escolha aleatodria, visitar o pesquisador para conferéncia do

relatério e documentacao pertinente ao projeto.

Uberlandia, 22 de marco de 2006. - 4 I
i -—f 0 <1 4 ]
_}Ji':- \,..:j—‘\s_. Jo L 2l - T ,,{)‘\e e “we 1 f»:fﬂ ]";:._—_‘(,- R
Profa. Dra Sandra Terezinha de I'arias Furtada
Coordenadora do CEP/URT]

Orientacéics 20 pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagaes)

+ O sujeito da pesquisa tem a Jiberdade de recusar-se a participar ou de retirar s2u conseatimento en qualquer fase da
puesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CHS 196/96 - Ttem IV 1 1) ¢ deve
receber wma copia do Tenmo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por cle assmado (liemn
IV2.4)

+ O pesquisador deve desenvolver a pesipusa conforme delimeada ne protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos anabse das rardes da descontimndade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS llem I1.3.2).
aguarcando seu parecer, excelo quando perceber risce ou dane nda previsio ao sujeito participante ou quando
constatar a supenondade de regime oferecide a um dos grupos da pesquisa (llem V.3 que requeram agio
unediata.

- O CEP deve ser informado de 1odos o3 efcitos adversos ou fatos relevantes que allerem o curso normal do estudo
(Ies CNS hem V4. E papel do pesquisador assegurr medidas imedianias adequadas frente o evenlo adversa
prave orormido (mesma que tenha sido em outra centr) ¢ enviar notificagio ao CEP e d Apércia Nacional de
Vigilincia SamiEna - ANVISA — junlo com sen posicionameifo.

< Everiunis modificacdes o emendss 5o protocelo devem ser apresenindas a0 CEP de forma clus ¢ sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser medificada ¢ suas justificativas, Em easo de projetos do Grupo [ ow 11
apresentados anteriomente 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinader dove envid-las também d mesma, junto
com @ parecer aprovatinoe do CEF, para serem quntadas ao protocolo ezl { Res. 250497, item 11L.2.) O
prazo para cntrega de relaldrio ¢ de 120 dias apds ¢ término da execugio prevista no cronograma do projeto,
conforme nomma da Res. 19696 CNS,
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