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RESUMO DA TESE

As infecgbes relacionadas a assisténcia a salde (IRAS) sdo eventos adversos
preocupantes em salde publica, que se configuram como importante causa de
morbidade e mortalidade em unidades de terapia intensiva. Dispositivos invasivos como
o cateter venoso central (CVC) favorecem um tipo de IRAS, a infeccdo da corrente
sanguinea. Esse evento é comumente diagnosticado por hemocultura e ou cultura da
ponta do cateter, entretanto nem sempre o tempo de resposta dos exames ou 0s achados
contribuem com o adequado tratamento. Os avangos em biotecnologia apontam
ferramentas capazes de contribuir com diagndsticos de infeccdo. O objetivo da presente
tese foi testar a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como ferramenta para
deteccdo de bactérias potencialmente patogénicas em ponta de CVC de pacientes com
suspeita de infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter, internados na
Unidade de Terapia Intensiva de Adultos de um hospital filantrépico e de ensino no
interior de Minas Gerais. Foram abordados os temas extracdo de DNA e rastreamento
molecular em CVC. Tratou-se de um estudo molecular, transversal, descritivo e
exploratério. Testes laboratoriais de comparagdo entre métodos de extracdo de DNA
foram realizados com cepa da bactéria Staphylococcus aureus para posterior aplicacéo
em cateteres coletados de pacientes. Durante um periodo de seis meses, uma amostra de
conveniéncia com trinta e quarto cateteres removidos de pacientes internados na
Unidade de Terapia Intensiva de Adultos, sob suspeita de infeccdo da corrente
sanguinea, foram submetidos a extracdo de DNA do material biolégico contido na
parede externa e no interior dos limens dos mesmos. Procedeu-se a identificacdo de
bactérias por PCR utilizando um padrdo de reagentes e temperaturas. Os resultados
encontrados na analise por biologia molecular foram comparados com os resultados das
culturas desses pacientes, realizadas pelo hospital. Houve ainda, o levantamento em
prontuario de dados dos pacientes: sexo, idade, uso de outros dispositivos invasivos,
tempo de permanéncia do CVC e local de inser¢do do cateter; e presenca de sinais
flogisticos no local de insercdo do dispositivo. Testes estatisticos com auxilio do
programa Stata, versdo 15, foram utilizados. A prevaléncia das bactérias no CVC por
teste de PCR foi: Staphylococcus aureaus (50%), Enterococcus
faecalis (41,2%), Klebsiella pneumoniae (32,4%), Pseudomonas aeruginosa (20,6%),

Acinetobacter baumannii (38,2%) e Escherichia coli (2,9%). Todas as hemoculturas



realizadas tiveram auséncia de bactérias como resultado do exame. A cultura de ponta
de cateter revelou bactérias em 21 (61,8%) dispositivos, enquanto a PCR apresentou
positividade em 31 (91,2%). Os patdgenos mais detectados sdo comumente encontrados
no ambiente e no microbioma humano, transmitidos aos pacientes inclusive pelas maos
dos profissionais de saude. Estes achados sdo relevantes ao se programar medidas de
prevencdo de infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao CVC. O método de
extracdo do material gendémico, o painel de primers e protocolo de amplificagdo deste
estudo identificaram os principais bactérias comumente prevalentes nas infecgdes da
corrente sanguinea. Desta forma, a identificacdo molecular de bactérias podera auxiliar
na deteccdo de infeccdo da corrente sanguinea e a tomada de decisdo relativa a escolha

da melhor terapia.

Palavras-chave: InfeccOes Relacionadas a Cateter, infeccdo hospitalar, cateteres,

cateterismo venoso central, reacdo em cadeia da polimerase, DNA bacteriano.



THESIS ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAIS) are worrying adverse events in public health.
They are an important cause of morbidity and mortality in intensive care units. Invasive
devices such as the central venous catheter (CVC) favors a type of HAIs, the
bloodstream infection. This event is commonly diagnosed by blood culture and/or
culture of the catheter tip, however, the response time of these tests or their results not
always contribute to the appropriate treatment. Advances in biotechnology provide tools
capable of contributing to diagnoses of infection. The aim of the present thesis was to
detect potentially pathogenic bacteria at the tip of a central venous catheter through
polymerase chain reaction (PCR). Subjects were treated with DNA extraction and
molecular tracing in CVC. It is a cross-sectional molecular study. Laboratory tests
comparing DNA extraction methods were performed with the Staphylococcus aureus
bacterium for subsequent application to catheters collected from patients. Over a period
of 6 months, in an Adult Intensive Care Unit of a philanthropic and training hospital,
(n=34) catheters were removed from patients under suspicion of bloodstream infection.
All the thirty-four catheters were subjected to DNA extraction from the biological
material contained in their wall and inside their lumens. The bacteria were identified by
PCR using a standard set of reagents and temperatures. The results found in the analysis
by molecular biology were compared with the results of the cultures of these patients,
performed by the hospital. Collection of patients' data was also carried out: sex, age, use
of other invasive devices, CVC insertion location and period of catheter’s use; and
presence of phlogistic signs in the insertion site of the device. Statistical tests were used
with the help of the Stata software, version 15. The prevalence of bacteria in CVCs was:
Staphylococcus aureaus (50%), Enterococcus faecalis (41,2%), Klebsiella pneumoniae
(32,4%), Pseudomonas aeruginosa (20,6%), Acinetobacter baumannii (38,2%) and
Escherichia coli (2,9%). All blood cultures performed had no bacteria as a result of the
examination. Catheter-tip culture revealed microorganisms in 21 (61.8%) devices,
whereas PCR showed positivity in 31 (91.2%). The most commonly detected pathogens
are usually found in the environment and in the microbioma of the skin and they are
possibly transmitted to patients by the hands of health professionals. These findings are
relevant when programming CVC-related bloodstream infection prevention measures.
The genomic material extraction method, primers panel and amplification protocol of
this study identified the major pathogens prevalent in bloodstream infections. In this



way, molecular identification of bacteria may assist in the detection of bloodstream
infection and decision-making regarding the choice of the best therapy.

Key Words: Catheter-related infections, cross Infection, Catheters, catheterization
central venous, polymerase chain reaction, bacterial DNA.
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APRESSENTACAO

Este volume apresenta a tese no formato de coletanea de artigos cientificos
originais e estad em consonancia com os requisitos para a obtengédo do grau de doutor em
Saude Publica do Programa de Pds-Graduagdo em Saude Publica da Faculdade de
Medicina da UFMG. Ele estd organizado em cinco partes. A primeira trata das
considerac0es iniciais e apresenta o arcabougo teorico que fundamentou a investigacao
realizada. A segunda e a terceira apresentam, respectivamente, 0S objetivos e o
detalhamento dos métodos da abordagem. Em seguida, a quarta parte apresenta os
resultados compilados em dois artigos: 1) “Comparison of five methods of extraction
Staphylococcus aureus DNA for molecular detection by PCR”, que aborda métodos
convencionais de extracdo de DNA testados com uma bactéria; e 2) “Rastreamento
molecular para investigacdo de infeccOes relacionadas ao cateter venoso central”, que
investiga bactérias em pontas de cateteres venosos centrais removidos de pacientes com
suspeita de infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter. Por fim, a quinta
parte traz as consideracdes finais, apresentado os limites, as vantagens e as

recomendacdes do estudo.
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CONSIDERACOES INICIAIS




1- CONSIDERA(;OES INICIAIS
1.1 — Infeccéo da corrente sanguinea relacionada ao cateter venoso central

As infeccBes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) sdo as mais incidentes e
relevantes complicagbes ocorridas em pessoas hospitalizadas. Configura-se como
importante causa de morbidade e mortalidade em unidades de terapia intensiva’. Em
parte, a causa das IRAS é explicada pelo alto nimero de procedimentos invasivos, uso
de antimicrobianos e o préprio ambiente que favorece a selecdo natural dos
microrganismos®>. No Brasil, estima-se que de 5% a 15% das pessoas internadas
contraem alguma IRAS, a qual acresce, em média, cinco a dez dias o periodo de
internacdo e eleva os gastos com procedimentos diagndsticos e terapéuticos® *. Ha
associacdo das IRAS e o0 desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos

antimicrobianos, aumento de custo, permanéncia hospitalar e morbimortalidade® °.

Dentre os tipos de IRAS, destaca-se a infeccdo da corrente sanguinea
relacionada ao uso do cateter venoso central (CVC) " 8, representando uma incidéncia
consideravel nas unidades de terapia intensiva® °. Esse tipo de infeccdo representa 10 a
20% das IRAS® ™ e apresentam maior mortalidade® **, variando de 12% a 25% dos

4 1415 A mortalidade é

casos e ainda, com altos custos ao sistema de salde
particularmente maior quando utilizada inadequada terapia antimicrobiana nas primeiras
24 horas e nos casos de infeccdes causadas por bactérias gram negativas®. Os gastos
diarios com medicamentos e materiais com paciente em terapia intensiva com infeccao

de corrente sanguinea associada a CVC é em média de R$666,47*.

As infecgOes de acesso vascular ocorrem em menor nimero quando comparadas
as de outros sitios, como pneumonia associada a ventilagdo mecénica, infeccao urinéria

e de ferida operatdria, entretanto, elas apresentam maior morbidade e mortalidade®’.

O CVC constitui acesso intravascular utilizado por adultos para monitoramento
hemodindmico, realizacdo de hemodialise, nutricdo parenteral, administracdo de
hemoderivados e medicamentos'’. Os fatores que favorecem a infeccdo na corrente
sanguinea sdo: alteracdo do estado imunoldgico, extremos de idade, preexisténcia de
comorbidades, gravidade da doenga, ma nutricdo, colonizacdo da pele por
microrganismos, tempo de permanéncia do cateter, tipo de cateter, dificuldade de

insercéo, local de internagéo e colonizagdo microbiana do conector **. Outro problema

16



é a aderéncia de microrganismos nos biomateriais formando biofilme " ** . Uma
variedade diversificada de patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa, € capaz de

produzir biofilmes em dispositivos internos®.

Os biofilmes aderem as superficies dos dispositivos e protegem suas populaces
bacterianas encapsulando os microrganismos em uma matriz extracelular complexa. Ha
uma protecdo contra o sistema imunolégico do hospedeiro e medicamentos
antibacterianos. Essa organizacdo facilita o crescimento celular e comunicacdo entre
diferentes bactérias, incluindo transferéncia de elementos genéticos que conferem
resisténcia antimicrobiana'. Apés a adesdo e estruturacdo do biofilme, as células se
agregam em multiplas camadas. Posteriormente, j& com o biofilme maduro, ocorre o
descolamento de células em um estado plancténico para iniciar um novo ciclo de

formacéo em outro lugar®.

A infeccéo da corrente sanguinea se da pela colonizacdo extraluminal do cateter
e ou colonizacdo da via intraluminal. Na primeira, as bactérias presentes na pele do
paciente, no local de insercdo do cateter ou nas conexdes do dispositivo, alcancam a
corrente sanguinea formam biofilmes na face externa do dispositivo. Durante as
frequentes manipulacfes do conector, ha o favorecimento da contaminagdo da via
interna do CVC ou ainda, por infusdo de solugbes contaminadas e disseminacao

hematogénica®® .

Um dos patégenos mais relevantes e responsaveis pelas infec¢fes de corrente
sanguinea é o Staphylococcus aureus’” 22 2 24 25 detectado entre 20% a 25% dos

casosl 26 27,

Essa bactéria coloniza a pele e mucosa de forma permanente ou
intermitente, possui alto poder de patogenicidade e € responsavel por Varias
enfermidades®. Ela passa pelos processos de selecdo de resisténcia a antimicrobianos e
tem capacidade de produzir enterotoxinas?®, além da grande habilidade em formar

biofilme®®.

Outros microrganismos mais comumente encontrados nas infec¢Ges da corrente
sanguinea sdo: Staphylococcus coagulase negativa, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Enterococcus

1, 5 11, 13, 17, 27, 29

faecalis As infeccbes vasculares podem desencadear celulite

periorificial, celulite peribolsa do cateter implantavel, infeccdo do tunel subcuténeo,

17



infeccdo do segmento intravascular, tromboflebite séptica, septicemia e infeccdes
metastaticas'’. As infeccdes da corrente sanguinea por bactérias gram-negativos
resistentes podem ter mortalidade entre 80% e 85%°. No Brasil, isolados de Klebsiella
pneumoniae e de Acinetobacter spp sdo responsaveis, respectivamente, pelo terceiro e o
quarto lugar entre as principais causadoras de infec¢do da corrente sanguinea e com alto

percentual de resistentes aos carbapenémicos®.

Pacientes em terapia intensiva tem frequentes manipulacées ao CVC por dia
com fins assistenciais da equipe de saude, 0 que aumenta o risco de contaminacao e
subsequente infeccdo®™. A adequada higienizacdo das méos antes da insercdo ou
manipulacdo do CVC, uso de clorexidina alcodlica para antissepsia e barreira maxima
estéril de protecdo durante a insercdo; selecdo da veia subclavia, descontaminacao dos
conectores, uso de sistema fechado de infusdo e revisdo diaria da necessidade de
manutencdo do cateter sdo as medidas preventivas de impacto contra a infec¢do na
corrente sanguinea " ?°. A implementacdo de estratégias de bundles de insercdo e
manutencdo tem impacto positivo na diminuicdo das infeccdes relacionadas ao CVC em

pacientes criticos e ndo criticos®..

Para evitar as complicagdes decorrentes da insercdo e manutencdo de cateter
vascular € necessario que os profissionais de salde possuam capacitacdo técnico-
cientifica quanto as melhores praticas no cuidado com o acesso vascular e trabalhem de
forma sincronizada e consistente com o objetivo de garantir uma assisténcia segura aos

pacientes®.

Nos Estados Unidos, ocorrem 80.000 casos anualmente de infecgdes da corrente
sanguinea associada ao uso de CVC" ** %, Entre os hospitais participantes do National
Healthcare Safety Network (NHSN), a taxa de infeccdo de corrente sanguinea
relacionada com cateter variou de 1,3 a 1,5/1.000 cateteres-dia'’. Dados atuais apontam

12
I

a taxa de infeccédo de 5,1/1.000 cateteres/dia no Brasil™. O risco de infecgéo relacionada

a um acesso central é 64 vezes maior que de um acesso periférico®”.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou a
notificacdo de 18.370 infeccBes primarias da corrente sanguinea associadas ao CVC
provenientes de Unidades de Terapia Intensiva. Tal infeccdo é uma das prioridades da
area de acdes da OMS para reducdo de eventos adversos proveniente de CVC?* 33,

18



1.2 — Diagnostico da infeccdo da corrente sanguinea

A infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter, denominada
catheter-related bloodstream infection - CRBSI pela NHSN é definida a partir da
confirmacéo de testes laboratoriais especificos que identificam o cateter como fonte da
infecgdo. Nesse tipo de evento adverso, o microrganismo detectado no sangue também
estd presente na ponta do cateter” ®. O diagnéstico dar-se por uma cultura semi-
quantitativa positiva da ponta do cateter (>15 UFC) e pelo menos uma cultura sanguinea
positiva obtida de uma veia periféerica. O mesmo microrganismo (espécie e
susceptibilidade antimicrobiana) deve ser isolado nas culturas. Pode dar-se também por
método conservador do cateter, ou seja, sem remogdo deste, sendo o tempo diferencial
de crescimento entre cultura de sangue do CVC versus cultura do sangue periférico
(mais de 2 horas) ou diferenca de quantitativo de crescimento entre essas culturas’ **.
Quando a cultura de sangue obtida a partir do cateter é positiva, mas a amostra de

sangue periférica é negativa, indica colonizacéo do cateter em vez de CRBSI*%.

Outra definicdo existente é a infeccdo da corrente sanguinea associada ao CVC,
também conhecida como Central line Associated Bloodstream infection (CLABSI).
Uma CLABSI é uma infec¢do da corrente sanguinea priméaria em um paciente que tinha
uma CVC dentro do periodo de 48 horas antes do desenvolvimento da infeccdo e nédo
relacionado a uma infeccdo em outro sitio’. Nesse caso, a confirmacéo do diagndstico
ocorre por uma ou mais hemoculturas positivas como presenca de patdgeno néo
relacionado a outro foco” % 3*. Ambas definicdes correspondem ao mesmo evento
adverso, diferenciam apenas tecnicamente quanto aos testes de confirmacao.

A metodologia da cultura semiquantitativa de ponta de cateter associada a

1%, A cultura da

hemocultura qualitativa periférica € muito utilizada para avaliar CRBS
ponta de cateter é um procedimento realizado pela técnica de Maki, * onde s6 se avalia
a parte externa do cateter, sem avaliacdo da via intraluminal que frequentemente esta

colonizada. A sensibilidade varia de 45 a 84% e a especificidade é em torno de 85%.

Um estudo destacou o diagnostico por hemocultura pela analise da diferenca de
tempo de positividade de amostras em relacdo a coleta simultanea de sangue de cateter e
sangue periférico em um intervalo maximo de 15 minutos (amostras pareadas) e do
volume coletado, que deve ser igual em ambas amostras, bem como haver homologia de

microrganismos isolados™. Outro estudo comparou os dois critérios de diagnéstico de
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infecgdo relacionada ao cateter (método com cultura da ponta de cateter e método de
andlise de diferenca de crescimento de hemoculturas), ndo identificou diferencas

significativas em relacéo a mortalidade dos pacientes™*.

Vale destacar que a hemocultura é o padrdo ouro para diagnostico de infeccéo,
porém possui baixa sensibilidade (83 a 91%)", principalmente quando o volume de
sangue coletado for inferior ao recomendado (20ml). Além disso, os resultados nao
ficam disponiveis em tempo menor do que 48 a 72 horas para resultados positivos e até
5 dias para resultados negativos®. As vantagens deste método sdo a simplicidade,
relacio moderado custo® e o fato de constituir uma importante ferramenta
epidemioldgica de base para a antibioticoterapia, pois a partir dela é feito o
antibiograma®. Entretanto, seu valor como diagnéstico geral para o clinico é limitado
devido a demora nos resultados, baixa sensibilidade e o uso de antibi6ticos no paciente
antes do exame. Se por um lado, um resultado de cultura positivo confirma o
diagnéstico de infeccdo, de outro, um resultado negativo ndo transmite 0 mesmo grau de

seguranga®> %'

A importancia clinica de infeccbes relacionadas ao acesso vascular tem
estimulado o desenvolvimento de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua
ocorréncia®” . Os métodos de cultivo de sangue tém modernizado, mas ainda s&o
dependentes do crescimento dos microrganismos. Métodos moleculares tém sido

%.37 tendo demonstrado

utilizados para auxiliar o diagnostico e terapéutica de infeccdes
resultados rapidos com sensibilidade e especificidade satisfatoria, sem depender da

vitalidade do microrganismo®.

1.3 - Reagdo em cadeia da polimerase

Tecnologias moleculares podem identificar até pequenas quantidades de DNA
bacteriano e possuem grande sensibilidade e especificidade (em torno de 99%)% na
deteccdo de muitos agentes relacionados a infec¢do, podendo ser Uteis juntamente com
diagndsticos microbioldgicos tradicionais®. Uma das tecnologias ¢ a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) que consiste na amplificacdo do DNA de interesse a partir de uma

regi&o genotipica usando especificas moléculas de primers®.

20



Antes da identificacdo do DNA € necessario proceder sua extracdo de forma
eficiente. O método de extracdo deve garantir lise celular, nivel ideal de pureza e alta
qualidade do DNA para evitar inibicdo da PCR*®.

Nessa etapa, vale ressaltar a particularidade da parede celular do Staphycoccus
aureus, que possui uma camada grossa de peptidoglicano, responséavel por sua rigidez,
que dificulta a lise celular e a eficacia dos protocolos convencionais de extracdo do
DNA®. E importante notar que, embora um determinado método de extracdo possa

funcionar bem para um microorganismo, pode néo ser t4o eficaz para outros®.

As técnicas de PCR consistem em método rapido, sensivel e muito especifico
aos agentes para os quais foram desenhados, desde que se tenha material genémico para
a identificacdo e uma reacdo adequada®’. Estudos tem identificado uma vantagem na
utilizacdo da técnica de biologia molecular ao apresentar uma sensibilidade maior que
as técnicas de cultura de material biolégico®®. O custo com a técnica de PCR é maior
que a hemocultura ou cultura de ponta de cateter, entretanto a deteccdo rapida de
patdgenos oferece subsidio na prescri¢do de antimicrobianos influenciando a tomada de
decisdo clinica®’. Assim, os custos com permanéncia hospitalar e medicacdo podem

reduzir e consequentemente apresentar custo beneficio favoravel** *.

Anédlises em biotecnologia, como a PCR, vem sendo avaliada para constituir
uma ferramenta que pode ser facilmente incorporada em hospitais na avaliacdo de
infeccdo relacionada a assisténcia com vistas a reduzir a antibioticoterapia empirica,
complicacbes do paciente provenientes de um quadro infeccioso e permanéncia

hospitalar®’.

A utilizacdo da técnica de amplificacdo do DNA por meio da PCR tem enormes
perspectivas na deteccdo de agentes infecciosos e apresentam alto poder
discriminatorio, entretanto sdo escassos 0s estudos que investigam a infeccdo em
pacientes adultos hospitalizados em unidades de terapia intensiva™, principalmente
quando o material a ser analisado esta no limem de um dispositivo, ao inves do sangue,
por exemplo. Apesar dos varios trabalhos que tratam da deteccdo de microrganismos

por PCR3 16:36:44.45 53 exiguos estudos que tratam da investigacéo em CVC.

A presente tese teve como hipotese que a PCR na deteccdo de microrganismos
patogénicos melhora a compreensdo da variedade microbioldgica presente no CVC e

ajuda a desenvolver novos métodos para a identificacdo da infeccdo da corrente
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sanguinea. A deficiéncia de estudos, em &mbito regional, das infecgdes relacionadas ao
cateter e a utilizacdo da biologia molecular para apoio diagndstico destas bactérias
estimulou o desenvolvimento da pesquisa para conhecimento e divulgacdo dos

resultados obtidos.

A idealizacdo da pesquisa se deu ao acompanhar na pratica de ensino de
Enfermagem casos de suspeita de infeccéo relacionada ao uso do cateter e subsequentes
resultados microbioldgicos negativos. O servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar da
instituicdo de saude tem baixa taxa de infeccdes, que pode ser por subnotificacbes

justificadas por resultados negativos nos exames de cultura.

A estratégia adotada foi buscar novas ferramentas que pudessem apontar
possibilidades de rastreio da infec¢do e que inclusive revelasse o perfil microbioldgico

presente nos cateteres.

Dada a possibilidade de uso da tecnologia molecular em pesquisa e a parceria
com universidades, foi selecionado o método de PCR para teste nos cateteres dos

pacientes com suspeita de infeccdo vascular ou infecgcdo da corrente sanguinea.

A infeccdo relacionada a assisténcia a saude € um importante agravo de saude
publica e esforgos no sistema de salde para prevencdo, controle, diagndstico eficiente e
tratamento adequado sdo medidas a serem sempre adotadas®.

Pelas razdes expostas, torna-se relevante o estudo sobre a deteccdo de patdgenos
em ponta de CVC por PCR para conhecer e avaliar os achados por meio dessa
ferramenta. E a partir dos achados, repensar as praticas de diagnostico e mais além;
possibilitar aos gestores hospitalares conhecerem as caracteristicas das IRAS, em
especial a infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao CVC da instituicdo. Ademais,

fortalece a educacdo em satde quanto as medidas de prevencao a infecgéo.

Essa abordagem se apoia na perspectiva da salde publica quando trata de um
problema relevante, infeccdo relacionada a assisténcia a saude e com elevado impacto
em morbimortalidade. A ANVISA preconiza a notificacdo de indicadores: magnitude
do problema nos estabelecimentos de satde do pais; perfil epidemioldgico das infecgdes
relacionadas a assisténcia; vigilancia e resposta as ocorréncias infecciosas em UTI,

especialmente, aquelas de corrente sanguinea®.
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2-OBJETIVOS

Geral

Testar a técnica de PCR como ferramenta para deteccdo de bactérias
potencialmente patogénicas em ponta de CVC de pacientes com suspeita de infeccéo da
corrente sanguinea relacionada ao cateter, internados na Unidade de Terapia Intensiva
de Adultos de um hospital filantropico e de ensino no interior de Minas Gerais.

Especificos

- Comparar cinco métodos de extracdo de DNA de Staphylococcus aureus para
deteccdo por PCR (ARTIGO 1).

- Detectar as bactérias: Staphylococcus aureaus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e
Enterobacter cloacae, por PCR, de material extraido da ponta de cateteres centrais de
pacientes com suspeita de infeccdo (ARTIGO 2).

- Comparar os resultados das analises das culturas de ponta de CVC e hemoculturas
realizadas pelo hospital dos pacientes em relacdo a PCR da ponta de cateter (ARTIGO
2).

- Caracterizar a populacdo estudada quanto ao sexo, idade, uso de outros dispositivos
invasivos, tempo de permanéncia do CVC e local de insercdo do cateter, sinais

flogisticos presentes em sitio de inser¢édo (ARTIGO 2).
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3- METODOLOGIA
3.1- Apresentacao da pesquisa

A pesquisa concretizou-se utilizando trés etapas metodologicas. A primeira
consistiu em definir uma técnica para extrair de forma eficiente 0 DNA do material
bioldgico residual dos cateteres venosos centrais apds remogdo desses nos pacientes.
Nessa etapa utilizou-se cepas clinicas de cada microrganismo para teste e para amostra
de controle positivo das reacdes. O Staphylococcus aureus apresentou-se como 0 mais
dificil de lise bacteriana e extracdo de material genético por motivos ja elucidados. Para
contornar este impasse, protocolos convencionais de laboratério de biotecnologia foram
testados e comparados, gerando varios testes e andlises junto a literatura (Artigo 1).
Dando seguimento a pesquisa, os protocolos testados foram aplicados a outras bactérias
(gram positivas e gram negativas) e fungos com o objetivo de verificar seu emprego em
diferentes espécies de patdgenos. Apos padronizacdo do método adequado de extracdo

de DNA a ser utilizado, passou-se para a proxima etapa.

A segunda etapa trabalhou com padronizacdo da PCR para todos os
microrganismos investigados neste estudo. Esse cuidado foi importante, considerando
que num rastreio de infeccdo ndo se sabe a priori qual bactéria ira ser detectada. O ideal
é que embora haja um primer para cada microrganismo investigado, possa ocorrer uma
Unica reacdo com varios microtubos da mesma amostra para diferentes alvos. Assim, a
quantidade de reagentes em cada teste foi a mesma, bem como as temperaturas em cada
fase da amplificacdo do DNA. Essa padronizacgdo otimiza tempo num exame de apoio
diagnostico e facilita a operacionalizacdo do teste. Devido a dificuldade de
padronizacdo encontrada entre bactérias e fungos, excluimos o rastreio de Candida

albicans desta pesquisa.

Na terceira etapa, procedeu-se a extracdo de DNA dos cateteres removidos dos
pacientes, sua quantificagdo e a PCR convencional. A partir dos resultados ocorreu a

analise dos mesmos (Artigo 2).

3.2 - Delineamento do estudo

Estudo molecular, transversal, descritivo e exploratorio.
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3.3 - Periodo e local do estudo

A coleta de dados ocorreu de julho a dezembro de 2015, na Unidade de Terapia
Intensiva de adultos de um hospital filantropico e de ensino de Minas Gerais com 20
leitos. O hospital é referéncia para uma macrorregido de salde do estado com 23
municipios e populacdo superior a 290.000 habitantes, referéncia em neurologia e
trauma, maioria do atendimento via SUS*. No periodo do estudo, a taxa de utilizacdo
de CVC foi de 34%, sendo 4318 pacientes-dia e 1468 cateteres-dia; e ndo houve
infeccdo da corrente sanguinea com comprovacdo microbioldgica (hemoculturas e
culturas de ponta de cateter). Os diagnosticos de internacdo foram variados: doencas
cardiacas, pneumonia, edema agudo de pulmdo, trauma cranioencefalico, doencas

enddcrinas, hemorragias subaracnéideas, acidente vascular encefalico e outros.

3.4 - Populagéo e amostra

A populacéo elegivel para a pesquisa foram pacientes sob suspeita de infeccédo
de foco vascular ou da corrente sanguinea relacionada ao uso do CVC e que estavam
internados na Unidade de Terapia Intensiva por no minimo 72 horas. Os CVC foram
removidos apds indicacdo médica de acordo com protocolo da instituicdo, pelo
enfermeiro da unidade. Depois da retirada, foi cortado cinco centimetros da ponta do
cateter e colocado em um recipiente de vidro estéril com tampa, disponibilizado para a
equipe do CTI, sem nenhuma solucdo conservante. Outros cinco centimetros
subsequentes foram disponibilizados em recipiente especifico para analise por cultura
de ponta de cateter realizada pelo laboratorio conveniado do hospital. Durante o periodo
estabelecido, seis meses, 34 cateteres foram recolhidos, constituindo amostra de

conveniéncia.

Os critérios de incluséo foram estar em uso do CVC héa pelo menos 72 horas, sob
suspeita de infeccdo da corrente sanguinea e aceitar participar da pesquisa. Foram
considerados como critérios de exclusdo: pacientes que ndo estavam em uso de CVC, os
pacientes em uso de cateter sem suspeita de infeccdo da corrente sanguinea e 0s
pacientes ou responsaveis que ndo assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido. Nao houve perdas durante o recrutamento da amostra.
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O instrumento de coleta de dados foi construido pela pesquisadora de acordo
com os parametros que foram julgados necessarios para pesquisa. A ficha de dados foi
composta pelas seguintes varidveis: sexo, idade, presenca de outros dispositivos
invasivos, tempo de permanéncia do CVC e seu local de insercédo, sinais flogisticos
presentes no sitio do cateter, resultado de cultura e hemocultura. Os instrumentos foram

codificados para evitar a identificagdo dos individuos.

Em relacdo ao teste de hemocultura a coleta da amostra, processamento e analise
do material (sangue) também foi realizada pelo hospital, seguindo sua rotina de exames
laboratoriais e equipe prépria, sob solicitagio médica. Ressalta-se que esse
procedimento faz parte do protocolo assistencial em casos suspeitos de infec¢do da

corrente sanguinea.

3.5 - Procedimentos do estudo

Os cateteres foram acondicionados em frascos de vidro estéreis e levados para o
Centro Integrado de Pesquisa e Pés-graduacdo da Universidade Federal dos Vales
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), no laboratério Labimuno. Cada cateter foi
manipulado dentro de uma capela de fluxo laminar para extragdo do material contido
em suas paredes internas e externas. Por meio de pipeta, instilou-se em torno de 150uL
solucdo de lise de bactéria, um tampdo (TrisHCI) com quelante de Mg++ e Ca++ e
glicose. Esse volume foi instilado varias vezes sobre o cateter e com auxilio de pinca e
bisturi estéreis, abriram-se seus limens para facilitar a remocdo de debris, secre¢des
incrustadas, pequenos coagulos. O vidro recipiente foi o captador do liquido utilizado
nessa lavagem e ao final, esse contetdo foi transferido para um microtubo e armazenado
a-20° C até a fase de extracdo do DNA.

Os testes com protocolos de extracdo de DNA ocorreram no laboratorio de
Biotecnologia e Marcadores Moleculares do Departamento de Biologia Geral do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Ja
os testes posteriores ocorridos com as amostras dos pacientes ocorreram no laboratorio
de Bioprocessos do Departamento de Farméacia da Universidade Federal dos Vales
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), devido a proximidade com o local de coleta. Ambos

processados pela pesquisadora.
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3.5.1 - Extracdo de DNA

A padronizacdo da extracdo de DNA preconizou reagentes de facil
disponibilidade, baixo custo, amplo espectro (diferentes bactérias e fungos) e agilidade
do processo. Esses critérios tornam sua aplicabilidade em contextos praticos de
investigagcdo viaveis. Considerando a variedade de microrganismos, ha diferentes
métodos de extracdo de DNA para diferentes estruturas e composicdes de paredes
celulares*’. O fato de extrair o DNA a partir da lavagem do cateter diminui a
concentracdo de DNA de células humanas. A presenga de células humanas
normalmente, compromete a reacdo quando o método de extracdo é de amplo

espectro.

Os Kits comerciais para a extracdo de DNA, geralmente possuem uma lise
enzimatica, silica ou um tampéo de lavagem que evita a retencéo de proteina ou outros
contaminantes. No entanto, neste estudo, optou-se por utilizar métodos convencionais,
pois apresentam também resultados satisfatorios na obtencdo do DNA. Ademais, um
estudo que avaliou dez tipos de kits de extracdo identificou que possuem limitaces

inclusive quanto ao rendimento de DNA extraido™®.

Apos avaliar cinco protocolos para Staphylococcus aureus a partir dos resultados
encontrados, ajustou-se um protocolo que atendesse a todas as espécies alvos e

procedeu-se a extracdo das amostras dos pacientes.

O DNA gendmico foi extraido a partir do material recolhido do lavado de
sedimentos e secre¢Bes encontradas nos cateteres. As células lisadas ficaram em banho-
maria a 56° C em overnight, depois seguiu-se a purificacdo por fenol/cloroférmio. Esse
protocolo foi descrito anteriormente®®, mas para extragdo do material coletado dos
cateteres foi realizado adaptagdes: ndo adicionado proteinase K e mantido em banho—
maria®®. Ele empregado para diferentes tecidos animais, cultura de células e sangue
humano, além da boa disponibilidade dos materiais e facilidade na preparagdo®® “.
Apos a precipitacdo, 0 DNA foi ressuspenso em 50 ul de TE ( 10 mM Tris - HCI pH 8,0

e EDTAL1mM).
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3.5.2 - PCR e eletroforese

A partir do material genémico extraido foi possivel realizar a multiplicacdo da
fita de DNA na PCR convencional utilizando para isso, 0s iniciadores especificos
(primers) para cada microrganismo, nucleotideos isolados (DNTPs), &gua, tampéo,
MgCl, e enzima DNA polimerase em equipamento convencional. Os primers sdo fitas
de DNA, com mais ou menos 20 bases (A, T, C, G) complementares, isto €, se ligam

por complementaridade ao inicio da sequéncia de DNA que se quer multiplicar.

O microtubo com a amostra de DNA e mistura de reagentes € colocado em uma
maquina de PCR, termociclador, que eleva e diminui a temperatura a cada etapa do
processo de amplificacdo. Primeiro a dupla fita de DNA se separa por desnaturacdo em
torno de 95° C por 1 minuto, formando duas fitas diferentes, mas complementares entre
si. Os passos seguintes: anelacdo, que corresponde a juncdo do primer na fita de DNA
separada; e extensdo, por meio da enzima DNA polimerase Taq, termoresistente, que

extende a nova fita fixando as bases nucleotideas (DNTPs).

Ocorrendo a amplificacdo das moléculas de DNA, faz-se seu reconhecimento
pela técnica de eletroforese em gel de agarose. A agarose é um polissacarideo (&gar e
pectina) que dissolve em agua fervente e entdo gelifica quando esfria. Para realizar uma
eletroforese, o gel de agarose com brometo de etideo foi preparado, e o produto da PCR
foi aplicado em pequenos pogos do gel. O gel fica em uma cuba, submerso em liquido
tampdo Tris-Acetato-EDTA 1X e submetido a uma corrente elétrica (100V). Como o
DNA é negativamente carregado, ele é atraido pelo eletrodo positivo, migrando através
do gel de agarose. Os fragmentos de DNA corados com brometo de etidio, fluorescem
vivamente em contato com a luz ultravioleta. Os fragmentos sdo separados de acordo
com o tamanho (pares de bases nucleotideas), os fragmentos mais leves e menores

migram na frente. Dessa forma pode-se localizar as bandas que correspondem ao DNA.

3.5.3 - Microrganismos molde

Cepas clinicas de referéncia de cada microrganismo foram adquiridas através
Newprov Ltda (Parana, Brasil) e cultivadas em laboratorio com o0 meio de cultura Brain
Heart Infusion (BHI), mantido em shaker incubadora (New Brunswick Scientific,
C25KC, USA) a 37°C, overnight. Aliquotas de 1000uL do cultivo, foram centrifugadas
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a 10.000 rpm por 3 minutos e os precipitados (pellet), congelados a -20°C para

execucdo dos protocolos testados e para controle positivo dos testes das amostras.

Foram ainda realizadas diluicGes seriadas da cepa estudada para crescimento e

quantificacdo celular da amostra inicial em 1 milh&o de células em 1000 microlitros de

volume para extragdo (Quadro 1).

Quadro 1 — Descricdo e quantificacdo das cepas utilizadas para padronizacao e controle

positivo dos testes.

Nome

Especificacdo

Quantificacao
(10° células)

Staphylococcus aureus

NEW 0038 (1250) - NEWPROV
- Similar ao ATCC 25923 -
Controle industrial

6,2

Enterococcus faecalis

NEWP 0012 (1221) - NEWPROV
- Similar ao ATCC 29212 -
Controle clinico

6,0

Klebsiella pneumoniae

NEWP 0083 (1233) - NEWPROV
- Similar ao ATCC 13883 -

Controle clinico

3,3

Pseudomonas

aeruginosa

NEW 0027 (1242) - NEWPROV -
Similar ao ATCC 9027 Controle

industrial

19,9

Acinetobacter baumannii

CCCD AO001 — Cefar — Similar ao
ATCC 19606 Controle clinico

8,9

Escherichia coli

ATCC 11229

2,5

Enterobacter cloacae

NEWP 0047 (1216) - NEWPROV
- Similar ao ATCC 13047 -

Controle clinico

4,3
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3.6 - Considerac0es éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri - CAAE - 43533115.3.0000.5108, Parecer
1.092.481 (ANEXO A). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado
pelo paciente ou responsavel.

3.7 — Colaboradores e financiamento

O suporte de material permanente foi do Departamento de Biologia Geral do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) —
Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares e do Departamento de

Farmacia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) —
Laboratorio Bioprocessos.

Este estudo contou com o apoio financeiro para material de consumo da

Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais, Edital 01/2015 - Demanda Universal,
APQ-01862-15.
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4 — RESULTADOS

4.1- Artigo 1 (Aceito para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical — Anexo C)

Comparison of five methods of extraction Staphylococcus aureus DNA for
molecular detection by PCR

Comparacdo de cinco métodos de extracdo de DNA de Staphylococcus aureus para
deteccdo molecular por PCR

Abstract

Introduction: Molecular techniques for the detection of pathogens have been
shown to be a readily diagnostic tool with a high level of sensitivity and short
turnaround times. Methods: This study compared five Staphylococcus aureus DNA
extraction methods for detection by polymerase chain reaction (PCR). Results: The
concentration and purity of extracted DNA showed that the methods did not yield
significant quality DNA. However, most protocols yielded positivity of 100%, even
with low concentrations of DNA. Conclusions: Although one of the protocols seems
more efficient than others, PCR was sensitive enough to allow detection of S. aureus in

all other protocols.

Keywords: polymerase chain reaction, bacteria DNA, DNA extraction, nosocomial

infection.
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The healthcare-associated infections present an overall rate prevalence of 34,5%
in patients in intensive care units in USA *. This is sector at a higher rate of healthcare-
related infections. Most infections are associated with the use of invasive devices
(catheters, bladder catheterization, mechanical ventilation, surgeries, and implants)>.
Among the most common pathogens that cause these infections, within intensive care
units, reported by the World Health Organization is the Staphylococcus aureus,

represents more than 20% of isolates®.

In most cases, this pathogen is detected using microbiological cultures of
samples taken from body fluids or from therapeutic devices®. However, this method is
not entirely satisfactory since it is associated with ambiguous results®. This study
compared five S. aureus DNA extraction methods for detection by polymerase chain
reaction (PCR).

Strains of S. aureus ATCC 25923 were provided by Newprov Ltda (Parana,
Brazil). The strains were cultivated in the laboratory using Brain Heart Infusion medium
kept in a shaker incubator (New Brunswick Scientific, USA) overnight at 37°C.
Aliquots of 1,000uL of the culture were centrifuged at 10,000rpm for 3 minutes and the
pellets were frozen at -20°C.

The five conventional DNA extraction protocols *’ compared with this study
were selected because they are low cost, and easy to use. For each method tested, DNA
was extracted in triplicate from independent samples of strands of the strain.

Protocol 1 — this method used a bacterial lysis buffer (Tris-HCI) with Mg2+ and Ca2+
cations and glucose, and solution Il containing a mixture of sodium hydroxide and
sodium dodecyl sulfate (SDS), followed by purification with Phenol: Chloroform. This
protocol has been previously described®. However, the following adaptation was made
for this work: the proteinase K was not added and the sample was freeze-thawed on dry
ice and in a 70°C water bath ten times, before of the purification with phenol and
chloroform. Advantages of this method are the ready availability of and its ease of

preparation®.
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Protocol 2 — this method used the Kit GTS™ (Phoneutria) in accordance with the
manufacturer’s instructions and subdivided into extraction “2a” and “2b”:in “a ”20uL
Lifton buffer (0.2M sucrose, 0.05M EDTA, 0.1M Tris, 0.5% SDS) and 1.2uL of
Proteinase K (10mg/ml) were added to the pellet and the mixture was then incubated at
60°C for at least 90 minutes (or overnight) to test the effect of the use of these reagents
prior to using the kit; while in “b”, extraction was performed using the Kit GTS. This

method does not use phenol: chloroform.

Protocol 3 — this method used cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and it was
described by the literature®. It used proteinase K (20mg/ml), 10% CTAB, and RNase
(10mg/ml) to enhance DNA vyield, followed by purification with phenol, chloroform,

and isoamyl alcohol, 25:24:1.

Protocol 4 — the pellet was diluted using phosphate buffered saline (PBS) pH7.2
(137mM NaCl; 2.7mM KCI; 4.3mM Na2HPO4; 1.4mM KH2PO4), followed by

purification with phenol: chloroform (1:1)°.

Protocol 5 — the pellet was diluted using a NET buffer (50mM NaCl; 1256mM EDTA,;
50mM Tris-HCI) and the addition of an adenaturing solution made up of NaOH 2.6N

and 24% SDS in accordance with the protocol described by a previous study’.

DNA concentration was measured using the Qubit® 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, USA). The absorbance at 260 nm and 280 nm was used to assess the
quality and purity of the extracted DNA using a spectrophotometer (Thermo Scientific
NanoDrop™ 2000/2000C, USA). High values for both ratios (260/280> 1.8, 260/230>
2) are commonly accepted as a good indicator of pure DNA?®, In contrast, a ratio of less

than 1.8 is indicative of protein contamination, while a ratio greater than 2.0 indicates
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contamination with RNA®. A low 260/230 ratio may indicate the presence of organic

compounds such as phenolates, thiocyanates, carbohydrates, or salts in the extract®.

Qualitative polymerase chain reaction (PCR) was standardized using a total
volume of 25 L containing 8.5uL of ultrapure water, 12.5uL of pre-mix (buffer IC,
Tag DNA, and NTPs), 1uL of each primer, and 2uL of DNA mold. The forward and
reverse sequences of the 16S rRNA gene (5GACGGTCTTGCTGTCACTTA3’ and
5’AGTTCCAGTGTGGCCGATCAZ3’, respectively) were used as primers to detect the
amplified material (access GenBankPr016589760). The size of the amplified product is
approximately 119bp. The reactions were conducted in a thermocycler (Applied
Biosystems Veriti ® Thermal Cycler, USA) using the following procedure: initial
denaturation for 5 minutes at 94°C, followed by 35 cycles (30s at 94°C, 30s at 52°C,
and 30s at 72°C), and final extension (10 minutes at 72°C).The amplified fragments
were then analyzed by electrophoresis using 1.5% agarose gel stained with ethidium

bromide (0.5ug/mL).

Tests were performed to determine the limit of detection of PCR using serial
dilutions of genomic DNA extracted from 10° CFU/ml aliquots of culture plated on BHI
agar plates to reproduce the minimum detectable level of CFUs °. In order to determine
the sensitivity of the primer to lower concentrations of DNA extracted from 10°
CFU/ml, serial dilutions were prepared and PCR testing was performed on the titrations

using the same bacterial detection parameters.

The initial number of bacteria cells used for extraction in the 100uL culture

solution was 4.7 x 10" CFU for all Protocols.

The DNA extraction process of conventional protocols can be time-consuming,

especially given the freeze-thawing cycles and multiple centrifugations lasting for an
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average of 10 minutes. The average run-time spent for each protocol ranged 2.5 hours

(protocol 2b) to 16.5 hours (protocol 2a).

The concentration and purity of the extracted DNA reveal that the extraction

methods did not obtain significant amounts of DNA. Table 1 shows the average

concentration of three independent extractions with their respective standard deviations

of absorbance. Only protocol 5 achieved values the ideal purity threshold.

Table 1. Concentration and purity of DNA extracted from S. aureus (10’ CFU/ml).

Average
Extraction concentration Purity* Purity*
protocols of DNA 260/280 260/230
Protocol 1 3.02 ng/pL 2.54 1.34-2.09 0.95-2.97
Protocol 2a 4.54 ng/uL 2.14 1.28-1.79 0.10-0.34
Protocol 2b 2.43 ng/uL 0.18 0.80-1.71 0.16 - 0.26
Protocol 3 13.10 ng/pL 9.16 1.42-2.14 1.79-4.35
Protocol 4 1.36 ng/uL 2.19 0.08 - 1.35 0.01-1.09
Protocol 5 40.78 ng/uL 7.97 1.81-1.86 1.74 - 3.80

SD: standard deviation

* Minimum and maximum values obtained by the tests

One PCR was performed for each repeating group (A, B, and C for each of the

protocols). All protocols yielded positivity rates of 100%, apart from Protocol 4 and

Protocol 2b, where the rate was 33.3% and 66.6%, respectively (Fig.1)
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Fig. 1 Amplification for each of the protocols in samples at a concentration of
10’CFU/mI for each repeating group. a: MW, molecular weight marker 1000; NC,
negative control; 1, protocol 1; 2a, protocol 2a; 2b, protocol 2b; 3, protocol 3; 4,
protocol 4; 5, protocol 5. b: MW, molecular weight marker 641; NC, negative control;
1, protocol 1; 2a, protocol 2a; 2b, protocol 2b; 3, protocol 3; 4, protocol 4; 5, protocol 5.
¢: MW, molecular weight marker 752; NC, negative control; 1, protocol 1; 2a, protocol
2a; 2b, protocol 2b; 3, protocol3; 4, protocol 4; 5, protocol 5.

Only protocol 5 was used to extract DNA from isolates cultures at a
concentration of 10° CFU/mlI due to the greater concentration of DNA and a higher level
of purity achieved by this method in comparison to the other protocols. DNA
concentration measurement showed a lower standard deviation than that of samples at a
concentration of 10" CFU/mI, while purity was below the ideal threshold. The

concentration 2.1ng/uL to 3.39 ng/uL showed purity of 0.85 from 1.67 (absorbance

260/280 nm) and 0,18 from 0,44 (absorbance 260/230 nm).

Figure 2 shows the PCR results of four extractions of DNA from isolates
cultures at a concentration of 10° CFU/mI using protocol 5. Furthermore, Fig 2

illustrates the limit of sensitivity of the primer in low concentrations of genetic material.
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MWNC 1 2 3 4 MW CN CP 1 2 3

Fig. 2 Amplification of DNA extracted from samples at a concentration of 10°CFU/ml
using protocol 5. a: MW, molecular weight marker 641; NC, negative control; 1 to 4,
four extractions carried out on different days. The limit of sensitivity of the primer in
low concentrations of genetic material by serial dilutions b: NC, negative control; PC,
positive control 10°%; 1, 10™%; 2, 107%; 3, 107,

PCR has the potential to become a valuable tool for enhancing the management
of patients suspected of having sepsis. Blood culture methods are considered the gold
standard for diagnosis of sepsis. However, they have low sensitivity and their

turnaround time for results is between 48 and 72 hours, while PCR has been shown to

provide faster turnaround times from sample to results and has high specificity™.

The findings of this study show that protocol 5 achieved a maximum positivity
rate and that absorbance was within the ideal purity (260 and 280 nm). Although the
duration of DNA extraction is shorter using protocol 2b, protocol 5 (run-time was 4.5
hours) was the ideal method for extracting the minimum amount of DNA needed to

perform PCR testing.

Protocol 3 used CTAB, which commonly used for the extraction of DNA from
gram-positive bacteria®>**. However, despite its low cost, this method is time

consuming™. Although this method resulted in a rate of PCR positivity of 100% and the
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second highest concentration of DNA, purity was lower than expected. As shown by
other studies™ **, of enzymes such as proteinase K and RNase does not ensure a high

yield of DNA and ideal purity.

The low level of purity of the samples tested using protocol 4 is probably
explained by PCR inhibition due to contaminants such as proteins and/or residues of
extraction reagents®. Another study that used this protocol® on human cell samples

observed higher DNA vyields and purity.

The cell wall of S. aureus consists of a thick peptidoglycan layer that is
responsible for its rigidity, impairing the lysis of the bacterium and the effectiveness of

11 Extraction methods should be capable of extracting the

conventional protocols
highest possible concentration of intact and pure DNA'. The success of PCR depends
largely on ensuring the absence of inhibitory factors*2. Such factors may arise from the
sample could be introduced during one or more of the essential stages of the DNA
extraction process: obtaining DNA through cell lysis, during DNA polymerase activity,
and nucleic acid degradation or capture®. It is important to note that while a given

extraction method may work well for one microorganism, it may not be so effective for

others®®.

Protocol 5 used incubation with a NET buffer, denaturant solution, and heat
shock. This procedure may have facilitated cell lysis and DNA purification thereby

leading to higher DNA concentration and purity’.

Although the levels of purity of DNA extracted from samples at a concentration
of 10°CFU/mI were low, the PCR vyielded positive results. This is favorable since the

contaminants that were present did not act as PCR inhibitors. A possible explanation for
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the large difference between the rates observed by this test and those produced by the

other protocols is the low number of cells.

The use of proteinase K, a lifton buffer and incubation by protocol 22 led to an
increase in DNA concentration and purity and PCR positivity, showing that these

reagents play an important role in cell lysis.

PCR had greater clinical diagnostic accuracy as compared to standard blood
culture method for the detection of bacteremia associated*®. The present study sought to
assess DNA extraction using a concentration of 10°UFC/ml, with currently accepted
diagnostic thresholds for conventional blood culture methods, in order to validate the
protocol based on its capacity to extract DNA in these concentrations and PCR

sensitivity.

Studies using real-time PCR to analyze biofilm formed in CVCs removed from
intensive care unit patients found that S. aureus was the most prevalent bacteria in the
catheter tip'* *>. Another important point is the contribution that PCR can make to the

management of antibiotic therapy.

Its turnaround time enables the rapid start of therapy with correct medication,
thereby positively influencing clinical outcomes and mortality, the incidence of sepsis,
and the control of antimicrobial resistance®. Although molecular techniques may be
more expensive, they are able to contribute to reducing mortality and length of hospital

stay”.

In summary, the protocol developed for the present study is reproducible and the
method uses reagents, inputs, and equipment that are readily available in routine
diagnostic laboratories. However, important questions should be explored further, such

as yield and DNA quality.

42



The main limitation of this study is that only isolated strains were used, and the
protocols were not tested on samples taken from catheters removed from patients.
Therefore, it is not possible to confirm whether the extraction method that showed the
best performance would suffer from the interference of blood cells and other blood

products.

Although one of the protocols seems more efficient than others, PCR was
sensitive enough to allow detection of S. aureus in all other protocols. Furthermore, the
primers used were shown to be sensitive to the detection of S. aureus even with low

concentrations of DNA.

Conflicts of Interest - The authors declare no conflict of interest. The founding

sponsors had no role in the design of this study; in the analyses or interpretation of data.
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4.2- Artigo 2

Rastreamento molecular para investigacdo de patdégenos em cateter venoso central
Molecular screening for pathogen investigation in central venous cateter
RESUMO

Introducdo — A infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter venoso central
(CVC) é um importante evento adverso na assisténcia a satude. Métodos moleculares
ainda ndo substituem os microbioldgicos na detecgdo dos patdgenos responsaveis pela
infeccdo, mas podem auxiliar na caracterizacdo epidemioldgica e até na escolha
terapéutica. Objetivo - detectar as bactérias Staphylococcus aureaus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli e Enterobacter cloacae, por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de
material extraido da ponta de cateteres centrais de pacientes com suspeita de infeccgéo,
internados em Unidade de Terapia Intensiva. Método — Cateteres (n=34) de pacientes
sob suspeita de infeccdo relacionada ao CVC foram analisados por PCR. Os achados
foram comparados com cultura de ponta de cateter e hemoculturas realizadas pelo
hospital. Dados dos pacientes: sexo, idade, uso de outros dispositivos invasivos, tempo
de permanéncia do cateter, local de insercdo do CVC e presenca de sinais flogisticos
também foram analisados com o programa estatistico Stata, versdo 15. Resultados - A
prevaléncia das bactérias foi: Staphylococcus aureaus (50%), Enterococcus faecalis
(41.2%), Klebsiella pneumoniae (32.4%), Pseudomonas aeruginosa (20.6%),
Acinetobacter baumannii (38.2%), Escherichia coli (2.9%) e Enterobacter cloacae
(0%). Nenhuma hemocultura apresentou crescimento bacteriano, a cultura de ponta de
cateter revelou bactérias em 21 (61,8%) e a PCR teve positividade em 31 (91,2%) dos
cateteres. O tempo medio de permanéncia do CVC foi 11 dias e a veia jugular foi o sitio
de insercdo mais prevalente. Conclusdo — O método molecular identificou mais
bactérias que os métodos microbioldgicos e revelou colonizacdo dos cateteres.  As
bactérias mais encontradas estdo comumente no ambiente e na microbiota da pele o que
sugere contaminacao pelas méos de profissionais da salde e aponta necessidade de mais

esforgos em estratégias preventivas.

Palavras-chave: Infeccdes Relacionadas a Cateter, infeccdo hospitalar, cateteres,

reacdo em cadeia da polimerase.
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ABSTRACT

Intoduction — Central venous catheter-related bloodstream infection is an important
adverse event in health care. Molecular methods are not yet substitutive of
microbiological in the detection of the pathogens responsible for the infection, but they
can help in the epidemiological characterization and even in the therapeutic choice.
Objective - to detect microorganisms Staphylococcus aureaus, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli e Enterobacter cloacae, by polymerase chain reaction (PCR), from
material extracted from the tip of central catheters of patients suspected of infection,
admitted to the Intensive Care Unit (ICU). Method - Catheters (n = 34) of patients
suspected of CVC-related infection were analyzed by polymerase chain reaction (PCR).
The findings were compared with culture of catheter tip and blood cultures performed
by the hospital. Collection of patients' data was also carried out: sex, age, use of other
invasive devices, CVC insertion location and period of catheter’s use; and presence of
phlogistic signs in the insertion site of the device were also analyzed using Stata
statistical software, version 15. Results - The prevalence of bacteria was:
Staphylococcus aureaus (50%), Enterococcus faecalis (41.2%), Klebsiella pneumoniae
(32.4%), Pseudomonas aeruginosa (20.6%), Acinetobacter baumannii (38.2%),
Escherichia coli (2.9%) e Enterobacter cloacae (0%). No blood culture showed
bacterial growth, the culture of catheter tip revealed bacteria in 21 (61.8%) and the PCR
had positivity in 31 (91.2%) of the catheters. The mean CVC time was 11 days and the
jugular vein was most prevalent insertion site. Conclusion - The molecular method
identified more bacteria than microbiological methods and revealed colonization of the
catheters. The most commonly found bacteria are in the environment and in the
microbiota of the skin, which suggests contamination by the hands of health

professionals and points out the need for more efforts in preventive strategies.

Key Words: Catheter-Related Infections, cross infection, catheters, polymerase chain

reaction
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INTRODUCAO

Infeccdo relacionada a assisténcia a saude representa o evento adverso mais
frequente que ameaca a seguranca dos pacientes, principalmente nos paises em
desenvolvimento®. Estudos revelaram uma taxa geral de infeccdo de 34,5% entre
pacientes em UTI nos EUA e 29,1% no Brasil® . Dentre os tipos de infeccdes,
destaca-se a infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter venoso central
(CVC), uma vez que representa alto indice de morbidade, mortalidade e; aumento de
permanéncia e custo na hospitalizacdo™®. Atualmente esta entre a terceira ou quarta
infeccdo mais prevalente associada a assisténcia a satde*®. Os pacientes internados em

Unidade de Terapia Intensiva sio os mais acometidos®.

A contaminacéo do cateter se d& por via extraluminal ou intraluminal de vérias
formas: microrganismos da microbiota cutanea, contaminacdo do local de inser¢do do
cateter, infusdo de solucdes intravenosas contaminadas, manipulacdes no conector do

dispositivo, via hematogénica e pelas maos da equipe que o manipula®® V.

A deteccdo da infeccdo da corrente sanguinea pode ocorrer através de cultura
microbioldgica de liquidos corporais como sangue ou de dispositivos terapéuticos como
cateteres utilizados pelos pacientes®. A hemocultura tem sido considerada o padrdo
ouro para o diagnéstico de infeccdo, entretanto, esse método ndo é inteiramente
satisfatorio porque estd associado com resultados imprecisos e maior tempo de
resposta®® ¥, embora seja crucial na producdo do antibiograma®®. A cultura da ponta
de cateter tem seu resultado associado a hemocultura para diagnéstico®. Os testes
moleculares, apesar de ainda ndo serem substitutivos dos métodos microbioldgicos,
constituem importante auxilio na verificacdo das espécies e genes de resisténcia

antimicrobiana®® ¥,

Apesar dos vérios trabalhos que tratam da detecgdo de
microrganismos por PCR™™% h4 uma lacuna de estudos que tratam da investigacdo em
CVC, principalmente quando o material a ser analisado esta no lumem de um
dispositivo. A hipotese é que um exame molecular da comunidade bacteriana em CVC
melhora a compreensao da variedade de bactérias que estdo presentes nos dispositivos
intravasculares e ajuda a desenvolver novos métodos para o diagndéstico de infecgdo da
corrente sanguinea. Estudos indicam que ha perspectivas de que a biotecnologia podera

facilitar o diagnstico e melhorar o tratamento dos pacientes com infecgdes®? 9.

Este estudo teve por objetivo detectar as bactérias Staphylococcus aureaus,

Enterococcus faecalis, klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
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baumannii, Escherichia coli, e Enterobacter cloacae, por PCR, de material extraido da
ponta de cateteres centrais de pacientes com suspeita de infecgédo, internados em

unidade de terapia intensiva de adultos.

METODOS

Tratou-se de um estudo molecular, transversal, descritivo e exploratorio, por
amostra de conveniéncia obtida entre os meses de julho a dezembro de 2015. Foram
recolhidos os CVC de 34 pacientes adultos internados na unidade de terapia intensiva de
um hospital filantropico e de ensino do interior de Minas Gerais com pelo menos 72
horas de internacdo e com suspeita de infec¢do relacionada ao cateter. Os critérios de
inclusdo foram estar em uso do CVC ha pelo menos 72 horas, sob suspeita de infeccédo
da corrente sanguinea e aceitar participar da pesquisa. Foram considerados como
critérios de exclusdo: pacientes que ndo estavam em uso de CVC, os pacientes em uso
de cateter sem suspeita de infecgdo da corrente sanguinea e 0s pacientes ou responsaveis
que ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. N&o houve perdas

durante o recrutamento da amostra.

A remocdo do cateter ocorreu de forma asséptica, sendo utilizados os cinco
centimetros distais para o estudo. Outros cinco centimetros subsequentes foram
disponibilizados em recipiente especifico para analise por cultura de ponta de cateter
realizada pelo laboratorio conveniado do hospital por analise microbiologica pela

(20)

técnica de rolamento de Maki*“”. Realizou-se hemocultura pelo hospital, seguindo

rotina de exames laboratoriais e equipe prépria, sob solicitacdo médica.

A partir da ponta do cateter foi extraido o DNA dos residuos organicos aderidos
ao dispositivo. Estes residuos foram removidos com exaustivas lavagens com solugdo
de lise bacteriana, um tampédo (TrisHCI) com quelante de Mg++ e Ca++ e glicose até
gque macroscopicamente ndo pudessem mais ser visualizados. Utilizou-se protocolo
convencional a base de fenol e cloroférmio®. A concentragdo do DNA obtido foi
estimada pelo Qubit reagent for DNA quantification broad range (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

A PCR convencional/qualitativa foi padronizada para o rastreio de todos as
bactérias investigados no estudo, tanto nos reagentes utilizados quanto na temperatura

de amplificacdo. Procedeu-se reacOes independentes para cada alvo investigado, sendo
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cada unidade de analise com volume total de 10 pL contendo 0,65uL de agua ultrapura;
2uL tampéo Promega®, 0,8uL de 25mM MgCI2 Promega®, 0,05 de Taq polimerase
1.25u Promega®, 1pLde mix DNTPs (2mM cada), 1,5uL de glicerol a 1,5%, 1uL cada
primer (Forward e Reverse) e 2uL do DNA molde. A concentracdo de cada primer

Forward e Reverse foi 1mM, exceto para o alvo Staphylococcus aureus que foi 0,3mM.

Os primers empregados para deteccdo do material amplificado e tamanhos dos

produtos de PCR em pares de bases estdo descritos na Tabela 1:

Tabela 1 — Sequéncias de oligonucleotideos usados para PCR do estudo.

Genes Sequéncias dos nucleotideos dos primers Bactéria alvo Nimero de Posicdo de Tamanho
(5’-3) acesso anelamento do
Genbank produto
de PCR
16srRN F- GACGGTCTTGCTGTCACTTA Staphylococcus aureus  MG878973.1 129 - 148 119
A R- AGTTCCAGTGTGGCCGATCA 244 - 225
ef2181 F- ACACCAAATCAGGCCAGAAG Enterococcus faecalis ~ CP008816.1 1050000 - 499
R- GGCGCTAATTCATCATCGTT 1049981
1049502
1049521
ramA F- AGCCTGGGGCGCTATATT Klebsiella pneumoniae  CP014696.2 5203209 - 180
R- GTGGTTCTCTTTGCGGTAGG 5203226
5203388
5203369
oprl F- ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCT Pseudomonas JX040480.1 1-24 249
R- CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG aeruginosa 249-229
ompA F- TCTTGGTGGTCACTTGAAGC Acinetobacter AY485227.1 774-793 89
R- ACTCTTGTGGTTGTGGAGCA baumannii 859-840
Genome F- CAGTACAGGTAGACTTCTG Escherichia coli AE014075-1 522451 - 219
complete R- TGGGAGCGAAAATCCTG 522469
522669
522653
pyrG F- AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT  Enterobacter cloacae * 535

R- CRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC

*https://doi.orq/10.1371/iournal.pone.0066358

As reagOes foram conduzidas em um termociclador (Amplitherm, modelo TX96)
usando o seguinte programa: para desnaturacdo inicial 95° C por 2 minutos; seguida por
40 ciclos incluindo dois passos consecutivos de 30 segundos cada, 94° C na

desnaturacdo e 52° C no anelamento; e um ciclo de 60 segundos a 72° C na extensao.
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Uma fase a 72° C por 5 minutos de extensdo final. Os fragmentos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e corado com brometo de etidio
(0,5pug/mL) em transiluminador UV (Loccus Biotecnologia, BR).

Foram ainda coletados dados dos pacientes em prontudrio por um instrumento
elaborado pelos pesquisadores deste estudo. Este instrumento conteve as seguintes
variaveis: sexo, idade, presenca de outros dispositivos invasivos, tempo de
permanéncia do CVC e seu local de insercdo, sinais flogisticos presentes no sitio do
cateter, resultado de cultura e hemocultura. Os instrumentos foram codificados para

evitar a identificacdo dos individuos.

A pesquisa teve aprovacio do Comité de FEtica em Pesquisa, CAAE
43533115.3.0000.5108, parecer 1.092.481, em acordo com a Resolucdo 466/2012. O
termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelo participante ou responsavel
concordando com a participag@o na pesquisa.

As analises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Data
Analysis and Statistical Software (Stata)®,versdo 15. Na analise descritiva paramétrica,
utilizaram-se dados Minimos (Min), Maximos (Max), Média (M) + Desvio Padrdo (DP).
A normalidade de distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. Para varidveis continuas ndao paramétricas (PCR positivo e quantidade de
bactérias) utilizou-se o teste de Mann—Whitney. Para a comparacéo entre as médias das
variaveis de distribuicdo normal (tempo de permanéncia) foi o utilizado o teste t student
para amostras independentes.

Para as variaveis categodricas (quantidade de DNA e presenca de arraste) fez-se
o teste exato de Fisher quando necessario (n<5), ou qui-quadrado de Pearson. O nivel de
significancia considerado para inferéncia estatistica foi de 5% (p < 0,05) e foram

reportados intervalos de 95% de confianca.

RESULTADOS
A taxa de utilizacdo de CVC foi de 34,0% dos pacientes na UTI no periodo de

pesquisa, sendo 4318 pacientes-dia e 1468 cateteres-dia. Ndo houve notificacdo de

infeccdo primaria da corrente sanguinea pela institui¢cdo no periodo de estudo.
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Os cateteres recolhidos foram provenientes de uma amostra com 22 pacientes do
sexo masculino (64,7%) e 12 (35,3%) do sexo feminino. A maioria dos pacientes tinha
entre 18 e 59 anos (70,6%).

Treze pacientes investigados (38,2%) fizeram hemocultura e todos tiveram
auséncia de bactérias como resultado do exame. Entre estes resultados negativos, 10
(76,9%) dos cateteres apresentaram bactérias quando feito PCR. Considerando 0s
cateteres de pacientes que ndo fizeram a hemocultura, um total de 21 (61,8%) cateteres,
ao teste de PCR, no entanto, 18 (85,7%) apresentaram presenca de bactérias.

A cultura de ponta de cateter revelou bactérias em 21 (61,8%) dispositivos,
enquanto a PCR apresentou positividade em 31 (91,2%). No método microbioldgico
somente um bactéria foi identificada e no método molecular até 4 bactérias foram
identificadas em cada cateter. Entre as sete bactérias rastreadas apenas um,
Enterobacter cloacae group, ndo foi identificado na PCR. A Tabela 2 apresenta a
distribuicdo dos achados em cada cateter em relacdo a cultura de ponta de cateter e a
PCR.
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Tabela 2: Bactérias encontradas na cultura de ponta de cateter e na PCR (n=34).

Cultura de PCR
Ponta CVC

S. aureus E. faecalis K. pneumo- P. aeruginosa A. bauma- E. coli E. cloa-
niae nnii cae

N % N % N % N % N % N % N %

17 50 14 41,2 11 32,4 7 20,6 13 38,2 1 2,9 0 0

- + + R - - - -
S. aureus - - - - + - -
P. aeruginosa - - - + - - -
E. coli - - + + _ _
Proteus mirabilis - - + + _ _
- _ _ + - - . .
- + _ R - - - -
- _ _ . + - . .
Proteus vulgaris - - + - - - -
Staphylococcus. + - - - + _ _
spp cqagulase

negativa

- - + R - - - -
- + + - - + - -
- + + R - - - -
- + + - + - - -
- + + R - - - -
Staphylococcus. + + + - - - -
Negativa

- + + - - + - -
- + _ + - - - -
- + - - + -
Streptococcus spp + - - - - -
P. aeruginosa - + - - - - -
- + - + - - -
- + _ + - + - -
Staphylococcus. - - - - - - -
Negativa

Proteus mirabilis + - + - - - -
- - + - - + - -
- + _ + - + - -
- - - + + - - -
- + + - - + - -

- significa auséncia de crescimento ou identificacdo bacteriana
+ significa identificacdo da espécie bacteriana
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A tabela 3 apresenta a associacdo entre os dispositivos invasivos que estavam
presentes nos participantes da pesquisa, além do CVC, versus a positividade da PCR e

quantidade de bactérias encontradas na ponta do cateter por PCR.

Tabela 3: Associacdo entre os dispositivos invasivos que estavam presentes nos
participantes da pesquisa, além do CVC, versus a positividade da PCR e quantidade de
bactérias encontradas na ponta do cateter por PCR.

Dispositivos Amostra Valor de p Valor de p
(n=34) PCR positivo Quantidade
de
bactérias
n % P valor P valor
CVC diélise 5 14,71 0,008* 0,004*
PIA 20 58,82 0,129 0,002*
PIC 6 17,75 0,401 0,006*
DVE 1 2,94 0,234 0,123
Dreno 3 8,82 0,573 0,008*
abdominal
Tubo 15 44,12 0,289 0,001*
orotraqueal
Traqueostomia 13 38,24 0,121 0,003*
CVC para
Nutrigdo 7 20,59 0,356 0,006*
parenteral
Sonda 20 58,82 0,100 0,004*

nasoentérica

*
p<0,05
PIA — Presséo intrarterial; PIC- Pressdo intracraniana; DVE — Derivacao ventricular externa.

Todos os pacientes apresentavam sinais flogisticos no sitio de inserg¢do do cateter
gue se encontrava na maioria na veia jugular interna e com permanéncia média de 11
dias (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo das caracteristicas inflamatérias e infecciosas, local de inser¢do
do CVC e o tempo de permanéncia.

Sinais Amostra Local de insercdo Tempo de permanéncia
inflamatorios (n=34) (dias)
e infecciosos

Jugular  Subclavia M +DP Min-Max

N % N %N %

Sinais 16 47,06 8 3809 8 6154 11,05£6,45 3-33
flogisticos
Sinais 18 52,94 1361,91 5 38,46 11,25+¢8,29  4-39
flogisticos
e secrecao
purulenta

A associacdo entre o tempo médio de permanéncia do cateter (11,05+7,19)
versus a positividade na PCR e a quantidade de bactérias identificadas em cada CVC,
apresentou valore significativos, sendo p = 0,0025 e p= 0,001 respectivamente.

A quantificagdo do DNA de cada amostra de cateter apontou valores variados
entre < 1ng/pL a 76,70ng/uL. Todas as amostras com rendimento de DNA acima de
25ng/uL apresentaram um arraste no gel de agarose. A quantidade de DNA foi testada
para analisar sua influéncia na presenca de arraste, revelando elevada significancia
estatistica (p<0,001). N&o houve relacdo entre o nimero de bactérias detectadas na PCR
e o rendimento do DNA.

A Figural apresenta a amplificagdo dos alvos investigados.

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Figura 1 - Eletroforese de gel de agarose 1,5% mostrando a amplificacdo por PCR do
DNA extraido em amostras de 34 cateteres venosos centrais de pacientes com suspeita

55



de infeccdo. As colunas séo as seguintes: WP, marcador de peso molecular 752 (700,
500 e 200 pares de bases); PC, controle positivo; NC, controle negativo; 1 a 34,
amostras.

DISCUSSAO

No presente estudo, 0 sexo masculino encontrado predominante pode ter relacéo
com perfil da demanda do hospital do estudo. Por outro lado, uma revisdo de literatura

apontou que homens, criancas e idosos s&o grupos com maior incidéncia de sepse™®?.

Métodos de diagnostico molecular emergentes sdo capazes de fornecer
identificacdo rapida para organismos-chave e marcadores de resisténcia antimicrobiana
de hemoculturas positivas™®. Uma vantagem da padronizacio da PCR realizada neste
estudo é que as sete bactérias investigados foram processados com a combinacdo de
reagentes e 0 mesmo programa de temperaturas para cada fase da amplificacdo do DNA
para todos os alvos. Na prética laboratorial isso otimiza tempo, possibilitando rastreio

das bactérias num processo Unico no termociclador.

A técnica biomolecular complementa a cultura microbiologica, uma vez que esta
possui limitacdes como especificidade mais baixa, maior tempo de resultado e inicio de
terapia antimicrobiana empirica®™. Novas técnicas em biotecnologia tém sido avaliadas
e sdo, por enguanto, consideradas estratégias adicionais importantes para garantir

terapéutica correta com inicio rapido®.

A especificidade da PCR tem apontado valores elevados quando comparadas as
hemoculturas™ 22 mas hé diferencas nos métodos e elas sio justificadas em parte pelas
diferencas nas populagdes investigadas, desenho de estudo, quantidade de material
coletado, diferencas nos sistemas de cultura de sangue'® e uso de antimicrobianos
anteriores a coleta das amostras ® 22, A técnica de PCR tem mostrado ser superior a
cultura convencional em pacientes submetidos & antibioticoterapia®. Outro ponto a
destacar, € a concorréncia entre niveis baixos de DNA bacteriano e altos niveis de DNA

gendmico humano, resultando em sensibilidade diminuida da PCR®® %),

Um estudo onde foram comparados testes de hemocultura e PCR na investigacéo
da infeccdo da corrente sanguinea, teve resultados positivos por métodos moleculares

que ndo foram detectados em métodos microbiolégicos™®. Outro estudo testou a
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sensibilidade e especificidade da PCR em relagdo a hemocultura padrdo para
identificacio de bacteremias provenientes de cateteres venosos”. Tal estudo
comprovou uma melhor acurécia da técnica de PCR para contribuicdo de diagnosticos
clinicos. Esta avaliacdo é variavel, dependendo de fatores como uso de antimicrobianos
e quadro imunoldgico do paciente. Uma contribuicdo da PCR é no manejo da
antibioticoterapia, considerando o intervalo de tempo para inicio da terapia
medicamentosa correta que influencia nos resultados clinicos e mortalidade, nas taxas

de sepse e no controle da resisténcia microbiana™®?.

Neste estudo, algumas culturas de ponta de cateter apresentaram Staphylococcus
aureus e tal bactéria ndo foi identificada nesses CVC na PCR. A auséncia de
identificacdo pode ser devida a contaminacéo da amostra durante coleta do material para
hemocultura. As bactérias mais comumente isolados em pacientes com infeccdo da
corrente sanguinea relacionada ao cateter sdo Staphylococcus coagulase negativa e
Staphycoccus aureus, que podem ser reflexo da colonizagdo da pele do paciente e das
maos dos profissionais de saide’?. Embora o grupo das gram-negativas apresenta
maior prevaléncia nas infeccdes da corrente sanguinea, o Staphylococcus aureus como
neste estudo, foi a principal bactéria identificada em grande coorte multicéntrica
nacional, apontou ainda que a maioria das infeccSes sdo monomicrobianas . O
Staphylococcus aureus é uma das principais causas relacionadas a infec¢do da corrente
sanguinea® e acuracia na sua deteccdo e consequente eliminacdo é um desafio para
saide publica em nivel mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento®®. Ela
ja é reconhecida como a bactéria mais comum responsavel por biofilme associado a
infeccdo, sendo essa a habilidade que facilita sua colonizacdo nos dispositivos, inclusive

com correlagdo de genes formadores de proteinas de aderéncia a dispositivos®”.

Os achados da PCR deste estudo apontam coloniza¢do dos cateteres, o que
configura um pré-requisito para a infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao
cateter®®39_ A presenca de bactérias nas pontas de cateteres cultivados é em si, um
alerta, servindo para aumentar a consciéncia clinica do risco de infecgdo associada ou
relacionada a0 CVC®. Um argumento sobre os critérios de diagnéstico de infecgéo da
corrente sanguinea relacionada ao cateter pontua limitagdes: nem sempre a hemocultura
é realizada, o tratamento antimicrobiano prévio interfere no crescimento de bactérias da
cultura, volume de sangue coletado, liberacdo intermitente de bactérias para o sangue e
transporte inapropriado ou demora em chegar ao laboratério®. No caso especifico deste
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estudo ainda ha o fato do equipamento de processamento das hemoculturas ndo ser de
agitacdo automatizada.

Em um estudo retrospectivo realizado em UTI comparando os trés tipos de
avaliacdo para infeccdo relacionada ao cateter, foi constatado que a remocéo do cateter
reduziu a infeccdo da corrente sanguinea com tendéncia para menor mortalidade®. A
remocao do cateter elimina possivel biofilme®V.

As bactérias das familias Staphylococcus e enterobacterias lideram a prevaléncia

s 5 %) Neste estudo a

nas investigacbes de ponta de cateter e hemocultura
Enterococcus faecalis foi encontrado em 41,2% dos cateteres, 0 que chama atencao da
possivel contaminacdo durante a prestacdo de cuidados. A higienizacdo das maos, uso
de gluconato de clorexidina como antisséptico, uso de barreira maxima de precaucédo
durante a insercdo cateter, avaliacdes didrias da necessidade do CVC com remogédo
precoce e desinfeccdo do conector sdo importantes bundles de controle da infeccéo

relacionada ao cateter™ *?

. Uma revisdo sisteméatica que avaliaram a reducdo de
infeccdo antes e pds intervencdes, cuidados na insercdo e manutencdo do cateter; e
vigilancia para remocdo do dispositivo, demonstrou que tais acdes resultaram
positivamente na queda das taxas de infeccdo®®. Outras revisdes apontaram como a
aplicacdo dos bundles reduziu as taxas de infec¢Ges associadas ou relacionadas ao CVC
nos estudos analisados®" *). Uma coorte de 6 anos, em hospital sueco, demonstrou
reducdo das taxas de infeccdo relacionada ao cateter com implementacdo de programa
de prevencdo recomendado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)®.
O uso de solugdo antisseptica clorexidina 2% no local de inser¢do, seguindo um
protocolo de repeticBes da aplicacdo, revelou reducdo na taxa de infeccdes relacionadas

ao cvc®.

A presenca de outros dispositivos ndo apresentou significancia (p>0,05) na
identificacdo de bactérias no CVC por PCR, exceto com o cateter de dialise. Verificou-
se ainda que os dispositivos invasivos aléem do CVC, como a sonda vesical de demora,
cateter de dialise, PIA, PIC, dreno abdominal, tubo orotraqueal, traqueostomia, cateter
de nutricdo parenteral e sonda nasoentérica foram siginificativos (p<0,05) quando
comparados a quantidade de bactérias presentes no dispositivo de acesso venoso central.
Tais resultados apontam para uma possivel tendéncia a adquirir infeccdo aqueles
pacientes criticos que apresentam uma maior quantidade de dispositivos invasivos uma

vez que maior serd 0 numero de manipulagcfes e entradas para microrganismos, ou seja
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aponta a gravidade do estado de sadde e consequentemente os riscos do paciente®.
Geralmente uma infecgdo da corrente sanguinea é priméaria, mas ocasionalmente pode
ser secundaria devido a colecdo de dispositivos invasivos inseridos, dificuldade da

abordagem diagnéstica e complicagoes®.

Todos os pacientes deste estudo tiveram sintomas e sinais inflamatérios no sitio
de insercdo. Esses sintomas e sinais sdo uma suspeita da presenca de biofilme no
CcvC®Y, Os sinais como hiperemia, secrecdo purulenta e enduracdo sdo sinais
sugestivos de infeccdo e a vigilancia é de extrema importancia, recomendando-se,

inclusive, curativo transparente do acesso para monitoramento desses sinais®.

Estudo aponta média de tempo de permanéncia do cateter menor que o
encontrado no presente trabalho®. Ja um estudo prospectivo de 3 anos, detectou
aumento progressivo de infeccdo da corrente sanguinea associada ao CVC com o
tempo de uso do dispositivo®®. Ademais, uma revisdo recomendou a remocéo do

cateter até o oitavo dia®®

. Quanto maior o tempo de permanéncia do cateter maior a
variedade de categorias de microrganismos e prevaléncia de infeccdo da corrente

sanguinea®®.

Revisdo de literatura apontou que 0 acesso em veia subclavia apresenta menor
risco de infeccdo que a veia jugular interna, mas alguns estudos né&o corrigiram fatores
de confusdo ou ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas®”.A escolha
pela veia subclavia é a mais indicada no controle de infeccdo. Entretanto, outro ponto
importante € o risco mecéanico da acesso em subclavia que deve ser considerado
(pneumotdrax, puncdo da artéria subclavia, laceracdo da veia subclavia, estenose,
hemotérax, trombose, embolia)® e maior facilidade de insercdo, guiada por ultrassom,
talvez por isso sua maior prevaléncia evidenciada nos estudos®. A influéncia do local
sobre o risco de infeccdo pelo cateter, esta relacionada em parte pelo risco de
tromboflebite e densidade da microbiota local®, além da proximidade com a cavidade
bucal, o contato proximo com as secrecOes das vias aéreas e dificuldade em manter a

cobertura do cateter.

O conhecimento das bactérias potencialmente responsaveis por infeccGes
sanguineas permite que o tratamento que possa ser adaptado e auxilia na escolha dos

antibiéticos mais adequados®®. O estudo apresenta algumas limitacdes. Foi realizado
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em um unica unidade e ndo teve um grupo controle para aplicacdo das mesmas analises.

Além disso, ndo conseguiu relacionar os achados da PCR com as hemoculturas.

Apesar dos resultados das PCR e o quantitativo de bactérias encontradas, ndo foi
possivel notificar infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter no periodo do
estudo. Isto mostra que a identificagdo de bactérias isoladas nos cateteres ndo significa a
presenca de infecgdo. A tecnologia favoreceu a elucidagéo da colonizagdo do cateter, a
necessidade de repensar e avaliar as hemoculturas realizadas na instituicdo, a
importancia de realizacdo de hemocultura pareada com a ponta de cateter e impulsiona

novos inquéritos para comparar amostra de sangue por teste de PCR e hemoculturas.

Finalmente, € importante ter em mente que a estratégia proposta neste estudo
complementa as hemoculturas no diagnostico de infec¢do da corrente sanguinea. A
combinacdo de estratégias diagndsticas e meétodos eficientes e rapidos possibilitam
melhor terapéutica. A PCR adiciona clinicamente valiosas informagOes para cultura de
sangue e seu curto tempo de resposta oferece um grande potencial na pratica clinica.
Apesar da técnica molecular ser mais cara, ela pode contribuir para reduzir a
mortalidade e o tempo de hospitalizacdo®. Testes de PCR com amostras de sangue do
cateter central e sangue periférico sdo possiveis de serem realizadas utilizando a mesma
padronizacdo deste estudo e podem representar uma alternativa para preenchimento dos

critérios de diagndstico de infecc¢éo.

CONSIDERACOES FINAIS

Mais de 60% dos cateteres foram identificados como colonizados com pelo
menos uma das bactérias investigadas. Por outro lado mais de 90% apresentou
positividade para PCR. Além disso, 0 método molecular identificou diferentes tipos de

bactérias num mesmo cateter nao identificado no método microbioldgico.

Tal fato contribui tanto na pratica clinica, ao considerar as bactérias presentes no
cateter, a quantidade de dispositivos invasivos e tempo de permanéncia do CVC acima
do tempo descrito em outros estudos, quanto para o conhecimento cientifico uma vez
que ainda é uma lacuna os testes diagnosticos precisos para identificacdo de bactérias na

deteccdo da infeccdo da corrente sanguinea. Importante destacar, entretanto, que, 0s
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resultados do presente estudo ndo possibilitaram a detec¢do da infecgdo da corrente

sanguinea relacionada ao cateter devido a ndo correlagdo com hemoculturas realizadas.

Outro ponto a considerar € que, 0s patdgenos mais detectados sdo comumente
encontrados no ambiente e transmitidos aos pacientes geralmente pelas maos dos
profissionais de saude. Estes achados sdo relevantes ao se pensar nas medidas de
prevencdo de infecgdo da corrente sanguinea relacionada ao CVC. Medidas efetivas de
higienizacdo das méos, desinfeccdo de conector e medidas de barreira estéril na insercao

do CVC podem contribuir para diminuigdo dessa taxa.

Finalmente, a técnica de biologia molecular demonstrou viabilidade e
efetividade no identificacdo de patdgenos. O painel de primers e protocolo de
amplificacdo deste estudo identificaram os principais dos patdgenos prevalentes nas
infeccdes da corrente sanguinea. Desta forma, a identificacdo de microrganismos podera
guiar, a avaliagdo de eventos adversos que afetam a saude e a tomada de decisao relativa
a escolha da melhor terapia.

Conflitos de interesse: Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse. A
fundacdo apoiadora ndo teve papel no desenho do estudo, na analise ou interpretacéo
dos dados
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5 — CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo detectou patdégenos em ponta de CVC por PCR. Dois
enfoques orientaram a investigacdo: 1) métodos de extracdo de DNA convencionais e 2)
rastreamento molecular para investigacdo de patégenos em CVC. Os métodos de
extracdo de material gendmico foram eficientes na bactéria Staphylococcus aureus, e a
partir dessa referéncia padronizou a obtencdo de DNA das demais bactérias
investigadas. A avaliagdo dos métodos de obtencdo do DNA possibilitaram
conhecimento das caracteristicas e potenciais de cada protocolo, bem como de fatores
inibidores de PCR.

Em relacdo, ao rastreamento molecular para investigacdo de patdgenos, o
método de extracdo de DNA selecionado a partir da comparacao anteriormente testada
com Staphylococcus aureus, o painel de primers utilizado e a padronizacédo da PCR
foram eficientes para detectar os sete alvos pretendidos. Esse conjunto de etapas bem
definidas possibilita a replicacdo do estudo em outras amostras. No caso da
padronizacdo da reacdo, a vantagem é a otimizacdo de tempo e facilidade de
manipulagdo na montagem de um teste, bem como a possibilidade de rastreio para sete

microrganismos em um Unico processo de PCR.

Os achados no rastreamento evidenciaram uma detec¢do superior por PCR
comparado a cultura de ponta de cateter. Além de apontar até quatro bactérias em um
unico CVC, enquanto nas culturas de ponta do CVC positivas houve crescimento de
apenas um microrganismo. Ja as hemoculturas apresentaram auséncia de crescimento
bacteriano. Tais resultados ndo confirmaram infeccédo da corrente sanguinea relacionada
ao cateter, entretanto determinaram colonizacdo de mais de 90% da amostra. Destaca-se
a predominancia de microrganismos presentes no ambiente e na microbiota da pele,

sugerindo possivel contaminacéo pelas méos dos profissionais de salde.

Na perspectiva da salde publica, os achados servem de incentivo as iniciativas
de permanentes medidas de prevencdo da infeccdo da corrente sanguinea. Neste &mbito,
sugere-se discutir com o servico de saude a vigilancia dos bundles recomendados pelo
CDC e pela ANVISA para controle da colonizacdo dos cateteres. A literatura

evidenciou que tais medidas tem impacto redutor das taxas de infecgéo.

Outra contribuicdo diz respeito a identificagdo molecular de microrganismos que

podera auxiliar a avaliacdo de eventos adversos que afetam a salde e a tomada de
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decisdo relativa a escolha da melhor terapia. Vale ressaltar que tal abordagem
investigativa é inédita na regido estudada e que estimula outros estudos semelhantes,
utilizando a biotecnologia na epidemiologia da vigilancia em saude e no auxilio ao

desvelamento das IRAS.

Pesquisas futuras séo indicadas para ampliar a deteccdo de microrganismos,
inclusive com resisténcia antimicrobiana; e também aprofundar as analises ora
apresentadas. O teste da ponta do cateter concomitante com teste de DNA extraido do
sangue periférico e a reacdo em equipamento real-time possibilitariam maiores

inferéncias sobre os resultados

A despeito da consisténcia do estudo, as limita¢cbes devem ser esclarecidas. O
municipio onde foi realizado o estudo possui uma Unica unidade de terapia intensiva de
adultos, inviabilizando a comparacdo com outra unidade. Em relacdo a auséncia de
grupo controle, se deu pela dificuldade de enquadrar pacientes com perfis e situagoes

semelhantes e sem suspeita de infecgéo vascular.

Por fim, o estudo desperta profissionais e pesquisadores para a elaboracdo de
estratégias e acOes intersetoriais (pesquisa, gestdo, atencdo) na prevencao e controle das

infecgBes relacionadas a assisténcia a satde.
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ANEXO A - Instrumento de Coleta de dados
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COLETA DE DADOS DE PESQUISA

Pesquisa: DETECCAO DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS EM PONTA DE CATETER
VENOSO CENTRAL POR REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Responsavel: Profa. Maristela Oliveira Lara

Nome do paciente

Sexo
Prontuério: Registro: Data de internacgao:
DN: Idade:

Diagnostico de internagao

Uso procedimentos invasivos
Ventilacdo mecénica TOT( )
Nutricdo enteral

Nutricdo parenteral
Transfuséo sanguinea

TQ
)
)
)
SVvD ()
)
)
)
()
)

T(O)

Dreno tor4cico

DVE

PIC

PIA

Didlise

Data da insercéo do CVC
Data de retirada do CVC
Retirada devido suspeita de | ( ) sim ( )ndo
infeccdo relacionada ao CVC
Local de insercéo:

Subclavia D() E()
Jugularinterna D () E()
Femoral D() E()

Comorbidades:

Complicacoes:

Precaucédo de contato:
Resultado cultura de ponta de
cateter

Resultado de hemocultura
Presenca de sinais flogisticos
no sitio do CVC

Uso de ATB

OBS:
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Apresentagéo do Projeto:
Trata-se de um estudo epidemioldgico corte transversal, que objetiva detectar sequéncias genémicas de 08
espécies de microrganismos comuns em infecgao de corrente sanguinea por cateter venoso central (CVC) -
baseado em evidéncias que este método tem rapidez e sensibilidade adequadas. Os cateteres removidos
de pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de Adultos de um hospital filantrépico com
suspeita de infecgao da corrente sanguinea serdo submetidos a extragdo de DNA do material biolégico
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Continuacao do Parecer: 1.092.481

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detectar microrganismos patogemcos em ponta de cateter venoso central pela reacdo em cadeia da
polimerase. 1

Objetivo Secundario:

Detectar as sequéncias gendmicas dos microrgan'ismos: Staphylococcus aureaus, Staphylococcus
coagulase negativa, klebsiella penumoniae, Psedudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Candida
aibicans, Enterococcus faecalis e Enterobacter sp, por reacdo em cadeia da polimerase, extraido da ponta
de cateteres centrais de pacientes com suspeita de infecggo, internados na UTI de um hospital filantrépico
no interior de Minas Gerais.- |dentificar a especiﬂ'cidade e sensibilidade da reagdo em cadeia da polimerase
microrganishwos comuns em infecgdo da corrente sanguinea devido ao uso do cateter central de pacientes
comAsuspeita de infec¢ao, internados na UTI de um hospital filantrépico.-ldentificar os casos de
hemoculturas positivas para os géneros pesquisados- Comparar entre os resultados das analises das
hemoculturas realizadas pelo hospital dos pacientes em relag:ao ao PCR da ponta de cateter- Caractenzar a
populagao estudada quanto ao sexo, idade, peso, diagndstico de ‘

internacéo, outros dispositivos invasivos, tempo de permanéncia e local de inser¢do do CVC.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: : d

Adequados. Os pesquisadores nao irdo manipular ou retirar cateter do paciente. Somente profissionais de
saude do setor de internagdo é que irdo retirar os

cateteres. No que diz respeito ao prontuario, os pesquisadores afirmam que o risco envolvido pode estar
associado ao constrangimento do paciente em saber que outros ;
profissionais que nao trabalham na Unidade de Terapia Intensiva estardo cientes da sua doenga de base,
do uso de medicamentos e do motivo da retirada do cateter por exemplo. Esse risco sera minimizado pela
garantia de total anonimato eh relagdo as informagbes e em nenhuma hipétese os suijeitos da pesquisa
serao identificados. : :
Os resultados desta pesquisa promoverao identificacdo dos microrganismos comuns nas infecgées da
corrente sanguinea deste servigo de terapia intensiva, permitindo aos profissionais de satide compreenséo a
cerca do tema. Apontara o perfil de casos de infecgéo associadas a cateter e possibilitara a comparagao da
técnica de PCR com a utilizada atualmente na instituigao, a hemocultura. Além disso, possibilita 0 aumento
das tecnologias para realizagéo de protocolos validados relativos a a segurancga dos cateteres Venosos
centrais e novas técnicas dlagnostlcas A |dent|ﬁca<;ao de m|cr0rgan|smos podera guiar ainda a avaliagao de
eventos adversos que afetama
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saude e a tomada de decis@o relativa 4 escolha da melhor terapia. Para os usuarios favorece menor tempo
de diagnostico de infeccé@o, menor tempo de internagdo, evita complicagdes no estado de satde.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa: :
Seréo recolhidos os cateteres venosos centrais dos pacientes internados no Centro de Terapia Intensiva de
um hospital filantrépico do interior de Minas Gerais apés sua remog&o com indicacdo médica de acordo com

protocolo da instituicdo, por suspeita de infecgdo hospitalar durante 6 meses, apos aprovagdo do Comité de

etica e anuéncia da instituigdo envolvida. Dessa forma, quem fara a remocao dos cateteres do paciénte
serdo os médicos ou profissional enfermeiro preparado da Unidade de Terapia Intensiva de acordo com a
rotina. Apos retirada, sera cortado 5 centimetros da ponta do cateter e colocado em um recipiente de vidro,
estéril com tampa dlsponlbmzado pela pesquisadora para a equipe da UTI até que a mesma possa recolhé-
lo. Somente esses 5 centimetros serédo destinados a analise que se pretende neste projeto. Nao havera

necessidade de acondicionamento especial ou imers&o em substancias. A enfermeira do setor entrara em _

contato a.pesquisadora avisando do recolhimento do cateter. O restante do cateter estara disponivel para ao
servigo para o destino que desejarem, deéprezo em lixo préprio ou outro tipo de analise como cultura de
ponta de cateter. Os dados dos pacientes serdo coletados em seu prontudrio, sendo esses: sexo, idade
diagnéstico de intemnagao, outros dispositivos invasivos, tempo de permanéncia e local de insergéo do CVC
Em relacéo ao teste de hemocultura a qual pretendesse

fazer comparag@o ao resultado do PCR, a.coleta da amostra, processamento e analise do material (sa’ngue)
sera feita pelo hospital, seguindo sua rotina de exames laboratoriais e equipe propria, sob soli.citagéo
médica. Ressalta-se que esse procedimento faz parte do protocolo assistencial em casos suspeitos de
infecgd@o da corrente sanguinea e que este projeto n3o propoe fazer hemocultura, somente comparar os
resultados das hemoculturas realizadas com os de PCR pesquisados. Outro detalhe é que a coleta de
sangue para hemocultura é feita em acesso venoso periférico 4

)

diferente do acesso. venosos central onde se encontra o cateter que iremos analisar, também seguindo
protocolo da instituigdo em-estudo. O total de sujeitos da pesquisa sera obtido por meio de amostra por
conveniéncia no periodo de 6 meses. Cabe ressaltar que a pesquisa tera inicio apés a aprovagao do Comité
de Etica em Pesquisa. O DNA gendmico sera extraido da lavagem da ponta do cateter onde se encontram
os ; ; :

sedimentos celulares em 250 ul de solugéo | ( 50 mM de glucose , 25 mM de Tris - HCI, pH 8,0, e
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EDTA 10 mM ). As células seréo lisadas por adicao de 25 ul de solugZo Il [NaOH 200 mM e 1 % (w /v )de
SDS] , e misturou-se durante 5 min. Em seguida , 500 ul de soluggo de Eu e 2,5 ul de RNAse A (10 mg / ml
)t '0 DNA é entao pyrificado com fenol - cloretos utilizando um protocolo padrao de laboratério do
Departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG); e apés a precipitagéo, o DNA foi re suspenso em 30 ul de TE (10 mM Tris - HCI pH 8,0 e
: EDTA 1 mM ) . Os isolados bactenanos serdo identificados por sequenciagdo de rDNA (FACCHIN et al
2013) A reacgé@o PCR sera realizada utilizando os. iniciadores especificos para cada microrganismo. As
amostras de sangue para hemocultura serdo colhidas de rotina pelo Servico de Laboratério do hospital em
estudo, mediante solicitagdo médica, nos casos de suspeita de infecgéb dos da corrente sanguinea, onde
serao proceséados e analisados pelo sistema local, sendo os resultados comparados com os obtidos por
este estudo. Esse exame faz parte da rotina hospitalar e nao do estudo proposto, portanto ndo é de
responsabilidade dos

3

pesqunsadores A andlise de prontuarios sera felta através dos dados coletados sexo, idade, diagndstico de
mtemagao outros dispositivos invasivos, tempo de permanéncia e local de insergéo do CVC.
Critério de Inclusao:

Seréo incluidos no estudo os pacientes do Centro de Terapia Intensiva Adulto de um Hospital ﬁlantrépico.do ?

interior de Minas Gerais, com pelo menos 72 horas de internaggo, no periodo de 6 meses no ano de 2015.
Critério de Exclus&o: ;

Seréo excluidos os casos em que quais os pacientes néo estavam em uso de CVC, os pacientes em uso de

CVC sem suspeita de infeccdo hospitalar e 0s pacientes ou responsaveis que nao assmarem o termo de
consentimento livre e esclarecido.
- Metodologia de analise dos dados.

A comparagao entre os resultados das analises das hemoculturas dos pacientes serdo avaliados em relagdo

ao PCR da ponta de cateter, por meio do teste nao paréméfrico Qui-quadrado com tabela de contingéncia
2x2 com células de valor maior que 5. Os demais resultados as variaveis avaliadas neste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de gréﬁcos. A analise estatistica sera realizada
utilizando-se o “Software” Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0, considerando
diferencas significativas quando o valor de “p” for menor que 0,05. Plano de divulgacado. dos resultados Os
resultados desta pesquisa, sejam eles favoraveis ou néo, serdo divulgados por meios cientificos adequados
(artigos, congressos)
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* resguardados os critérios éticos da pesquisa em saude. Né&o ha acordo pré-existente quanto a propriedade
das informagGes geradas, que seréo tornadas publicas nos meios cientificos adequados.

“ Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Foi apresentado o Projeto de Pesquisa, Folha de Rdsto, Cronograma, TCLE, carta de concordancia dos
setores com assinatura dos respbnséve‘is e Carta da Instituigdo coparticipe. O TCLE esta adequado
(informag6es necessarias para os sujeitos da pesquisa, linguagem acessivel e contato do CEP/UFVJM
atualizado, conforme a Resolugdo 466/12).
Recémendagées: ;
- Segundo a Carta Circular n°. 003/2011/CONEP/CNS, de 21/03/1 1, ha obrigatoriedade de rubrica em todas
as paginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador, que devera também
apor sua assinatura na Ultima pagina do referido termo.
- Relatério final deve ser apresentado ao CEP ao término do estudo em 01/07/2016. Considera-se como
antiética a pesquisa descontinuada sem justificativa aceita pelo CEP que a aprovou.
Conclusodes ou Pendéncias e Listé de Inadequacoes: ; :
O projeto atende aos preceitos éticos para pesquisas envolvendo seres humanos preconizados na
Resolugéo 466/12 CNS.
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

'Consideragées Finais a critério do CEP:

DIAM
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ANEXO C - Ata da qualificacéo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS U Fm G
=

ATA DO EXAME DE QUALIFICACAO DA ALUNA
MARISTELA OLIVEIRA LARA

Realizou-se, no dia 22 de julho de 2016, as 14:00 horas, sala 029, andar
térreo da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a
apresentacido do exame de qualificacao da aluna MARISTELA OLIVEIRA
LARA, numero de registro 2014651676, intitulado DETECCAO DE
INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE, perante a
Comissdo Examinadora composta pelos professores: Prof(a). Carla Jorge
Machado - Orientador (UFMG), Prof(a). Adriana Cristina de Oliveira (UFMG),

Prof(a). Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo (UFVJM), Prof(a). Thabata
Coaglio Lucas (UFJVM). Terminada a apresentacdo, foi considerada:

))(aprovada

() reprovada

e, para constar, foi lavrada a presente ata que, lida e aprovada vai assinada
pelos membros da Comiss.

/(//, ( /7,74,_

Prof(ai%aﬂa { }/ achado(Doutora)
me(a) Abgéna %‘rfstn%lwelra ( Doutora )
/.

L { | >'( o "’ 1;{/
Prdf(T 'Gus{a\/o Euglé*quio Bnto Alvim de’ N@Io ( Doutor )

//kL {7 /L {t_l_.l;/. (4 .4{. lind
Prof(a). Thabata Coaglio Lucas ( Doutora )
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ANEXO D - Aceite da revista

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / Journal of the Brazilian Society of

Tropical Medicine - Decision on Manuscript ID RSBMT-2017-0352.R1

Dalmo Correla <onbehalfof@manuscriptcentral.com:=

qui 01/03,/2018 2020

Paramaryslara@hotmail.com <maryslara@hotmail.com=;

Cemaryslara@hotmail. com <maryslara@hotmail.com>; thabataclucas@gmail.com <thabataducas@gmail.com>; kalapothakis@gmail.com <kalapothakis@gmail.com>;

ronaldothomasini@gmail.com <ronaldothomasini@amail.com>; carlaim@ufmag.com <carlgm@ufmg.com>;

01-Mar-2018
Dear Prof. LARA:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Comparison of five methods of extraction Staphylococcus aureus DMA for molecular
detection by PCR" in its current form for publication in the Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / Journal of the Brazilian
Society of Tropical Medicine.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / Journal of the
Brazilian Society of Tropical Medicine, we look forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerely,

Prof. Dalme Correia

Editor-in-Chief, Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine
dalmo@rsbmt.uftm.edubr

80



