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Abstract

Esta pesquisateve como objetivo verificar apresencade biofilme em amostrasde S. epidermidisisoladasde
sangue em casos de sepse relacionados ao uso de CVC em neonatos criticos. O estudo foi realizado na
Unidade de TerapialntensivaNeonatal (UTIN) do Hospital de Clinicas daUniversidade Federa de Uberlandia,
no periodo de Jan/02 aDez/06. Adiciona mente, foi realizado inquéritos de preval énciapontual de colonizagdo
por este microrganismo, através da col eta de espécimes da narina e axilacom auxilio de swabs, entre Janeiro
de 2004 e Junho de 2005. A avaliagéo de formagao de biofilmefoi realizada por densidade 6ticaem placasde
poliestireno, apds coloragéo com safranina, utilizando espectrofotdmetro (570nm). O teste de suscetibilidade
aoxacilinafoi realizado pelo método de dilui¢o de acordo com 0 “ Clinical and Laboratory Standards I nstitute”.
Foram analisadas 109 amostras de S. epidermidis de episddios de sepse, sendo 83 (76,1%) relacionadas ao
uso de CVC. Emrelagdo apresencade biofilme, 67/83 (80,7%) das amostrasisol adas de neonatos com sepse
relacionadas a CV C, apresentaram producéo intensa, enquanto que entre as 26 néo relacionadas ao uso de
CV C apenas seis(23,1%) demonstraram produg&o de biofilme, assim como, 10 (12,3%) entre asassociadas a
colonizacdo. Cerca de 73% das amostras foram resistentes & oxacilina (concentragéo inibitéria minima 3
0,5mg/ml), incluindo 56 (83,6%) correspondentes acasos deinfeccao relacionadosaCV C, seis(100%) amostras
n&o relacionadas ao uso de CV C e em quatro (40%) de amostras de colonizag&o. Conclui-se que amaioriadas
amostras de S. epidermidis isoladas de sepse relacionadas a CVC foram biofilme positivas e resistente a
oxacilina

Recém-Nascido; Unidades de Terapia I ntensiva Neonatal ; Sepse; Staphylococcus Epidermidis; Biofilmes;
Cateterismo Venoso Central.

This research aimed to observe the biofilm production by Staphylococcus epidermidis isolated associated
with central vascular catheter (CVC) related bacteremiain critical neonates. The study it was carried out in
Neonatal Intensive Care Unit of the Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, in the
period of Jan/02 to Dez/06. Additionally, it was carried out inquiries of prevalence, through the specimen
collection of the nostril and armpit with aid of swabs, between Jan/04 and Jun/05. The evaluation of biofilm
production was by optical density in polystyrene plates, stained with safranin and measured with ELISA
reader at 570nm. The oxacilin susceptibility test was carried out through to the dil ution method in accordance
with the“ Clinical and Laboratory Standards Institute”. It was analyzed 109 S. epidermidis samples, being 83
(76.1%) related to the use of CV C. Inrelation to the biofilm presence, 80.7% of the neonatesisolated samples
with sepsisrelated the CV C, had presented intense production, whereas of the 26 unrelated ones to the use
of CVC, only six (23.1%) had demonstrated biofilm production aswell as 10 (12.3%) of the samples associated
to the colonization. About 73% of the samples were oxacilin resistant (minimum inhibitory concentration
30.5mg/ml) . In conclusion, the S. epidermidis samplesisolated of CV C related sepsiswere biofilm positive
and pertaining to oxacilin resistant phenotype.

Keywords Infant; Neonatal Intensive Care Units; Sepsis; Staphylococcus Epidermidis; Biofilms; Central Venous
Catheterization.
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Introducéo

Algumas espécies de Staphylococcus coagul ase-negativa
(SCoN) destacam-se como principais agentes de sepse
hospitalar neonatal’, sendo Staphylococcus epidermidis a
espécie mais preval ente nestainfeccdo?. Infecgdo neonatal por
SCoN é raramente fatal, mas causa morbidade significativa,
especial mente entre neonatos de muito baixo peso (< 1500 g)°.
Hé& uma necessidade constante de acesso venoso de longa
durag&o no tratamento de neonatos criticos. Como o cateter
venoso periférico é indicado somente por um curto periodo de
tempo, o cateter venoso central (CV C) éusado preferencia mente
em Unidades de Terapia Intensiva Neonatais (UTINS)*. A
prevalénciadeuso de CVCem UTINsvariade 2 a62,4%?. Suas
vantagens est8o associadas com a possibilidade de fornecer
suporte nutricional através de via parenteral, administragéo de
fluidos, realizar monitoramento hemodinamico, facilidade de
permanéncia no lugar desejado além de evitar o “stress’ e
desconforto causados por puncturas repetidas®.

Os agentes de bacteremias/candidemias primérias usual mente
formam biofilmes na superficie do CVC’. Paraaformacdo do
biofilme, os microrganismos aderem asuperficie do polimero ou
a receptores em proteinas séricas, como fibronectina e
fibrinogénio. A seguir, formam microcol énias que apésumafase
de maturagdo podem eliminar indculos metastaticos e dao
origem a um fendtipo caracteristico onde destaca-se a maior
resisténciaaos antimicrobianos. A aderénciainicial éresultante
principal mente da hidrof obicidade dasuperficie celular queesta
associada a algumas proteinas. Duas proteinas de superficie
estafilocdcica ja descritas, SSP-1 e SSP-2 (proteina associada
a0 “dime"), possuem afinidade pel o polimero e contribuem para
aaderénciado S. epidermidis ao poliestireno. A fase seguinte
da formacéo do biofilme envolve a producéo de adesdo
polissacaridica promovida pela adesina intercelular
polissacaridica (PlIA) codificada pelo geneica®.
Staphylococcus epidermidis é o principa agente de infeccéo
de corrente sanguinea neonatal associada a cateter®'°,
representando cercade 70% dos casos. A capacidade deformar
biofilme na superficie do cateter é considerada como seu
principal fator de viruléncia', secundado pela resisténcia a
oxacilina®?,

Objetivo
O objetivo da pesquisafoi verificar a capacidade da producéo
debiofilmeentreamostras de S. epidermidisisol adas de sangue
em casos de sepse relacionados ao uso de CVC em neonatos
criticos.

Metodologia

Desenho do estudo:

O estudo foi realizado naUnidade de Terapia | ntensivaNeonatal
(UTIN) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, no periodo de Jan/02 a Dez/06. A vigilancia
epidemiol bgicafoi realizadapel o sistema National Nosocomial
Infection Surveillance’*® e, a definicdo de sepse por
Staphylococcus epidermidis incluiu critérios clinicos, como
febre >38°C ou hipotermia ou bradicardia ou letargia sendo

confirmada pelo laboratério com o isolamento de patdgeno a
partir da cultura de sangue, o qual néo estava relacionado a
outro sitio deinfec¢do™. Paraevitar acontaminagéo dacultura,
umaenfermeirado setor, especializada, realizavaas coletas apos
uma meticul osa limpeza da pel e usando gaze estéril embebida
em chlorexedine alcodlica a 0,5% . Os neonatos foram
monitorizados diariamente em busca de infec¢do de corrente
sanguinea por SCoN. Foi preenchidaumafichaindividual com
dados pessoais, demogréficos, fatores de risco e diagnéstico.

Coletadas amostras:

As amostras recuperadas de sangue foram obtidas junto ao
laboratério de microbiologia do hospital, onde as garrafas de
hemocultura foram incubadas até cinco dias com leitura
autométi caacadadez minutos no sistemaBACTEC 9240 (Becton
Dickinson). Umaaliquota de sangue proveniente de hemocultura
positiva foi subcultivada de acordo com os procedimentos
laboratoriais padronizados. Adiciona mente, nos neonatos em
uso de CVC, foi realizado inquérito de preval éncia pontual de
colonizagéo por S. epidermidis a partir do sétimo dia de
internaco, através da col eta de espécimes danarinae axilacom
auxilio de swab, entre Janeiro de 2004 e Junho de 2005. Os
neonatos somente foram inclusos na pesquisa mediante a
autorizag8o das respectivas mées através do termo de
consentimento. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisada Universidade Federal de Uberlandia.

| dentificac&o bacteriana:

A espécie Saphylococcus epidermidis foi identificada por
testes bioquimicos classicos como: producdo de hemdlise,
producéo daenzimapirrolidonil arilamidase, susceptibilidade a
novobiocina, producdo da enzima urease, producdo daenzima
ornitinadescarboxilase, fermentacdo dos carboidratos manitol,
manose etrealose. A identificac&o foi confirmada pelo sistema
API STAPH ID32 (Biomerieux).

Avaliac&o daproducéo de biofilme:

Logo apos a identificacdo, todas as amostras foram avaliadas
guanto a produc&o de biofilme através do método descrito por
Christensen et al. (1985)%. As amostras foram inicialmente
cultivadas em meio agar sangue a 37°C por 48h e em seguida
transferidas para caldo tripticase de soja (TSB) e cultivadas a
37°C por 24h. Uma aliquota de 200l de suspens&o bacteriana
(@ 10° UFC/ml) em TSB foi dispensadaem poco deumaplaca
de microtitulacdo de poliestireno de 96 pogos (cadaamostrafoi

inoculadaem oito pocos paral el 0s). As placas foram incubadas
a37°C por 24h e em seguidalavadas duas vezes com 200pl em
tampéo salinafosfato (PBS) e posteriormente corados com 100
M desafraninaa0,1% por 1 minuto. Apds aremocéo dasolugdo
de coloragéo, 100l de etanol a97% foi adicionado a cadapogo
juntamente com 100pl de PBS, eem seguidaretirado. A avaliacéo
deformag&o de biofilmefoi realizadaatravés daleiturade cada
poco utilizando espectrof otémetro (570nm) e o valor médio dos
oito pogos foi calculado, apds trés repeticbes do teste. Foi

utilizado como controle positivo amostras de S. epidermidis
ATCC 35984 e controle negativo S. epidermidisATCC 35982.
Asamostrascom leiturasde OD,,; <0,20,0,20£ -£1,0e >1,0
foram consideradas negativas, produtoras moderadas e intensas
debiofilme, respectivamente.
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Determinag&o da susceptibilidade aoxacilina

A concentrac&o inibitériaminima (CIM) foi determinada pelo
método de dilui¢cdo em agar usando concentrac@es de 0,25mg/
mL a 1024mg/mL de oxacilina de acordo com o “Clinical and
Laboratory Standards Institute”’®. VValores de CMI €” 0,5mg/
mL ed” 0,25mg/mL Foram consideradasresistentes e sensiveis
aoxacilina, respectivamente.

Andlise estatistica

Foi verificado se houve diferenca estatistica entre as amostras
com producdo intensa de biofilme em dois momentos: primeiro,
entre aquelas provenientes de infecgdo, comparando as
relacionadas ao uso de CV C versus néo relacionada ao uso de
CVC; segundo, entre aquelas provenientes de infeccéo
relacionadas ao uso de CV C versus com aguel as de col onizag&o.
Foi utilizado o teste do c? para as comparacOes.

Resultados

Foram isoladas 109 amostrasde S. epider midis de episddiosde
sepse, sendo 83 (76,1%) relacionadas a CVC entre as quais
67(80,7%) apresentaram producédo intensade biofilme. Entre as
26 amostras ndo relacionadas a presenca de CV C no neonato,
apenas seis (23,1%) demonstraram esta caracteristica. No que
se refere as 81 amostras de S. epidermidis associadas a
colonizacdo, 10 (12,3%) foram produtoras intensas e 49,4%
mantiveram-se produtoras moderadas de biofilme (Tabela1).

Tabela 1. Formacdo de biofilme em amostras de Staphylococcus
epidermidis isoladas de infeccéo e colonizagdo em neonatos criticos

Produgéo Infeccdo Colonizagao
Relacionado a Néo relacionado a (n=81)
de biofilme CVCa cvC
(n=83) (n=26)
N % N % N %
Intensa (OD*s; > 1,0) 67 80,7 6 231 10 12,3
Moderada (0,20 ? ODso? 10 121 2 7,7 40 494
1,0)
Negativa (ODs < 0,20) 6 72 18 69,2 31 383

*OD = Densidade Optica
#CVC = Cateter Vascular Central

As amostras provenientes de infeccdo com producgdo intensa
de biofilme relacionadas com a utilizacdo de CVC foram
estatisticamente significantes quando comparadas com as
amostras recuperadas de pacientes sem este procedimento
invasivo (p<0,0001), assim como as provenientes de infecgdo
com CV C comparadas com as de colonizagdo (p<0,00001).
Nototal, 90 (82,6%) das 109 amostras deinfeccéo e 48 (59,3%)
das 81 de colonizagdo foram resistentesaoxacilina(CMI 2 0,5mg/
ml ). A resisténcia a oxacilina foi observada em 56 (83,6%)
amostras produtoras de biofilme provenientes de casos de
infecc8o relacionadas & CVC, em todas as seis amostras ndo
relacionadas a CVC e em quatro (40%) relacionadas a
colonizag&o de neonatos (Diagramal).

Discusséo

Entre os principais agentes deinfec¢do em neonatos prematuros
incluem-se os SCoN, considerados comensais até vinte anos
atras”. No periodo imediatamente apds o nascimento, ocorre a

Diagrama 1. Distribuicdo dos isolados de Staphylococcus epidermidis
de acordo com os neonatos e a producéo de biofilme

Infeccdo
N=109
Relacionadaa Né&o relacionadaa
CcvC —>| 70 ORSE# cvC —» 200RSE
N=83 (76,1%) (84,3%) N=26 (23,8%) (76,9%)
Produgéo intensa de Produggo intensa de
biofilme —> | 56 ORSE biofilme —>| 6 ORSE
N=67 (80,7%)*# (83,6%) N=6 (23,1%)* (100%)
Colonizagéo
N=81

|

Producgo intensa de biofilme

N=10 (12,3%)%

|

4 ORSE
(40%)

* Diferenca estatisticamente significante p<0,0001
# Diferenca estatisticamente significante p<0,00001
# ORSE =S epidermidis resistente aoxacilina

colonizag&o microbiana da mucosa da orofaringe seguida pela
pele com estes microrgani smos. Eles sdo responsavei s por cerca
de 60% dos casos de sepse nas UTINS, com S. epidermidis
respondendo por 70% destas infeccOes'®.

A utilizagdo de CV C érotina nos dias atuais nos cuidados de
pacientes mantidos em unidades criticas®. Um dos grandes
desafios da medicinamoderna é o aumento do uso de CVC em
UTI neonatal. A aderénciados S. epidermidis abiomateriaisou
superficies inertes € um passo critico no desenvolvimento de
infeccdo em pacientes com implantes'.

A producdo de biofilme estd ligada a viruléncia de
microrganismos. Isolados de S. epidermidis relacionados a
cateter normalmente demonstram forte produgao de biofilme”.
Em nosso estudo, a producdo intensa de biofilme em S.
epidermidisfoi maior nosisoladosrelacionadosa CV C do que
naqueles de casos ndo relacionados a CVC (p<0,0001).
Adiciona mente, similar aoutras investigacdes??, a producao
intensa de biofilme foi maior (p<0,00001) nos isolados de
infecc@o por S. epidermidis relacionados a cateter do que
nagueles correspondentes a casos de colonizagdo.

Nos nossos isolados, foi detectado uma alta freqiiéncia de
resisténcia bacteriana (72,6%) a oxacilina, com uma alta
freqliéncia entre os isolados produtores de biofilme (47,8%),
assim como rel atado por Klingenberg et al (2005)%. Estataxade
resisténcia encontrada reflete a natureza tardia dos episodios
de sepse e a natureza hospitalar destes microrganismos.

A aderéncia de estafilococos a biomateriais € um importante
passo inicia no desenvolvimento deinfeccédo em pacientescom
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uso de CVC, dificultando o tratamento daquel es que necessitam
desse procedimento. Inclusive, a formag&o do biofilme torna
mais dificil a penetracdo do antibidtico, contribuindo para a
persisténcia da infecgdo®. Por isto, a escolha de métodos
confiaveis paraanalise das propriedades da superficie celular é
altamente relevante podendo fundamentar a recomendacéo da
remocado do CVC.

Apesar de ser umatécnicalaboriosa, avantagem de severificar
aproducéo de biofilme pelo método quantitativo (microtitul acéo)
éapossibilidade de se analisar aintensidade da producéo em
nivel alto, moderado ou ausente®.

Conclusdo

Das amostras de S. epidermidis isoladas de sepse relacionadas
aCVC, 80,7% foram biofilme positivas com 83,6% resistente a
oxacilina. Neste caso, a producdo de biofilme mostrou-se um
forte indicador de amostras de S. epidermidis como agente da
infeccdo (sepse).
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