%
\%
&

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

5 %

% UE\][PJ; Centro Biomédico
<, A ) L.
"fsr,q'un o Faculdade de Ciéncias Médicas

Bianca de Oliveira Fonseca

Analise fenotipica e genotipica dos aspectos da viruléncia e da
resisténcia ao telurito de potassio de amostras bacterianas

isoladas de hemocultura de pacientes pediatricos

Rio de Janeiro
2021



Bianca de Oliveira Fonseca

Andlise fenotipica e genotipica dos aspectos da viruléncia e da resisténcia ao
telurito de potassio de amostras bacterianas isoladas de hemocultura de

pacientes pediatricos

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencéo do titulo de Doutor, ao Programa de
P6s-Graduacéao em Microbiologia, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Area de concentracdo: Microbiologia Médica
Humana.

Orientadora: Prof.2 Dra. Ana Claudia Rosa Ignéacio

Coorientador: Prof. Dr. José Augusto Adler Pereira

Rio de Janeiro
2021



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

F676 Fonseca, Bianca de Oliveira.

Andlise fenotipica e genotipica dos aspectos da viruléncia e da
resisténcia ao telurito de potadssio em amostras bacterianas isoladas de
hemocultura de pacientes pediatricos / Bianca de Oliveira Fonseca —
2021.

100f.

Orientadora: Ana Claudia Rosa Ignacio.

Coorientador: José Augusto Adler Pereira.

Tese (Doutorado) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Médicas. Pés-graduacao em Microbiologia.

1. Compostos de potassio — Resisténcia em microorganismos —
Teses. 2. Sangue — Microbiologia — Teses. 3. Infec¢Bes bacterianas -
Sangue — Teses. 4. Infeccdo em criancas — Teses. 5. Fatores de
viruléncia — Teses. |. Ignacio, Ana Claudia Rosa. Il. Pereira, José
Augusto Adler. Ill. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade
de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

CDU 615.015.8:661.832

Bibliotecaria: Kalina Silva CRB7/4377

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou

parcial desta tese, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Bianca de Oliveira Fonseca

Anédlise fenotipica e genotipica dos aspectos da viruléncia e da resisténcia ao
telurito de potassio de amostras bacterianas isoladas de hemocultura de
pacientes pediatricos

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencado do titulo de Doutor, ao Programa de
Pos-Graduacéo em Microbiologia, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Area de concentracdo: Microbiologia Médica
Humana.

Aprovada em 26 de julho de 2021.

Coorientador: Prof. Dr. José Augusto Adler Pereira

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ
Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Ana Claudia Rosa Ignéacio (Orientadora)
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof.2 Dra. Vania Lucia Carreira Merquior

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof. Dr. Robson de Souza Leao
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof.2 Dra. Verbnica Dias Gongalves

Instituto Oswaldo Cruz

Prof.2 Dra. Renata Flavia Abreu da Silva

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2021



DEDICATORIA

Ao querido professor Zé.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, por tudo que representa na minha vida.

Aos meus amigos irmaos: Carol, Débora, Robson, Dani, Mila, Z¢&, Verbnica,
Renata, Diogo, verdadeiros anjos da guarda.

Ao Ministério da Saude e aos colegas de trabalho.

Aos pacientes pediatricos oncolégicos, eles sdo os reais super-herais.

A médica, Ana Llcia Munhoz, pela amizade, conhecimento compartilhado e
dedicagdo aos seus pequenos pacientes.

A Talita Abreu, Ana Frota, Patricia Guttmann, Rosana Rangel, pelo
aprendizado em Comisséo de Controle de Infeccédo Hospitalar (CCIH).

Aos funcionarios do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (DMIP) da UERJ, em especial, Méarcia Jones, Denilson, Carla, Rose;
professores Mara, Vania, Alexandre, Robson e Elizabeth.

A professora Ana Claudia, pelo apoio e confianca.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia, representado por
Alessandra Saliba.

A UERJ.

As agéncias de financiamento Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Estado do
Rio de Janeiro (FAPERJ) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolbégico (CNPQ).

Ao professor doutor José Augusto Adler Pereira, mentor, amigo e pai, por me

apresentar pela primeira vez o fantastico mundo das bactérias.



S0 se pode alcancar um grande éxito quando nos mantemos fiéis a nés mesmos.

Friedrich Nietzsche



RESUMO

FONSECA, Bianca de Oliveira. Analise fenotipica e genotipica dos aspectos da
viruléncia e da resisténcia ao telurito de potassio em amostras bacterianas
isoladas de hemocultura de pacientes pediéatricos. 2021. 100 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, 2021.

As Infec¢des Primarias da Corrente Sanguinea (IPCS) sédo eventos adversos
graves, especialmente para pacientes vulneraveis. Dados de UTIs pediatricas apontam
casos de IPCS majoritariamente por Staphylococcus coagulase negativa,
Staphylococcus aureus, Complexo Klebsiella pnemoniae, Serratia spp. e P. aeruginosa.
Esse trabalho objetivou correlacionar 59 amostras bacterianas, isoladas de hemocultura
de 43 pacientes, a resisténcia aos antimicrobianos e ao K,TeOs3 além de fatores de
viruléncia em pacientes pediatricos hospitalizados. Do total de pacientes, 20 estavam
neutropénicos e 23 ndo. A analise de dados evidenciou que cateteres de curta
permanéncia foram mais suscetiveis as IPCS que os de longa permanéncia. As
espécies mais frequentes identificadas pelo sistema MALDI-TOF MS, foram SCN
(44,2%), K. pneumoniae (25,6%) e E. coli (18,6%). Aproximadamente, 75% das
amostras apresentaram concordancia na identificacdo entre o VITEK® 2 System e o
MALDI-TOF MS. Os perfis mais diversos de resisténcia aos antimicrobianos foram entre
as espécies SCN (17 perfis), K. pneumoniae (4 perfis) e E. coli (3 perfis). Entre os perfis
de resisténcia de SCN, aproximadamente 1/3 exibia marcador para classifica-los como
multirresistentes (resisténcia a OXA). Avaliando o crescimento em meio contendo
K>TeOs (25pg/mL e 112ug/mL), trés amostras de E. coli e uma de K. pneumoniae
apresentaram essa capacidade. Apenas trés amostras de Staphylococcus, foram
capazes de crescer na concentracdo de 112 pg/mL. Entre SCN e S. aureus foram
observadas diferencas no crescimento no meio Vermelho do Congo. As amostras de K.
pneumoniae foram capazes de produzir biofilme e cinco delas foram positivas para o
teste do fio. Entre as amostras de E. coli, quatro albergavam genes de viruléncia
relacionados a sideréforos e uma a producdo de capsula. Os resultados evidenciaram
que a presenca de doenca onco-hematoldgica foi diferencial para hemoculturas
positivas em neutropénicos, onde Staphylococcus epidermidis foi o principal agente
identificado entre as bactérias Gram-positivas e Klebsiella pneumoniae, entre as Gram-
negativas, que causou mais morbi-mortalidade. Apesar de limitada avaliacdo de fatores
de patogenicidade/viruléncia e da ndo investigacdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos nas cepas analisadas, considera-se que a quimioterapia favorece
processos de translocacdo de bactérias intestinais. A K.pneumoniae foi o agente mais
frequente nos casos de IPCS, e provaveis alteragcbes podem ser decorrentes de
processos de colonizacdo associdveis as diversas internacbes dos pacientes. A
avaliacdo nas culturas fecais de controle, poderiam incluir, além da pesquisa de cepas
multirresistentes, a avaliacdo de fatores de patogenicidade/viruléncia através de meios
contendo K>TeOs3.

Palavras-chave: Infeccdo de corrente sanguinea. Staphylococcus sp. Kilebsiella

pneumoniae. Escherichia coli. Biofilme. Telurito de potassio.



ABSTRACT

FONSECA, Bianca de Oliveira. Phenotypic and genotypic analysis of virulence
and potassium tellurite resistance aspects of bacterial samples isolated from
blood cultures of pediatric patients. 2021. 100 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, 2021.

Bloodstream infections (BSI) are serious adverse events, especially for
vulnerable patients. Data obtained from pediatric ICUs indicate cases of BSI mainly
due to coagulase-negative Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae complex,
Serratia spp., and P. aeruginosa. This study aimed to correlate 59 bacterial isolates
recovered from blood cultures from 43 patients with resistance to antimicrobials and
K2TeO3, in addition to virulence factors, in hospitalized pediatric patients. Out of the
total, 20 patients were neutropenic and 23 were not. Data analysis showed that
short-term catheters were more susceptible to IPCS than long-term catheters. The
most frequent species identified by the MALDI-TOF MS system were SCN (44.2%),
K. pneumoniae (25.6%), and E. coli (18.6%). Approximately 75% of the samples
showed agreement in identification between the VITEK® 2 System and the MALDI-
TOF MS. The most diverse antimicrobial resistance profiles were among the SCN
species (17 profiles), K. pneumoniae (4 profiles), and E. coli (3 profiles). Among the
SCN resistance profiles, approximately 13 had a marker to classify them as
multiresistant (OXA resistance). Assessing the growth in medium containing K2TeO3
(25 g/mL and 112 g/mL), three samples of E. coli and one of K. pneumoniae showed
this capacity. Only three Staphylococcus samples were able to grow at a
concentration of 112 g/mL. Between SCN and S. aureus, differences were observed
in growth in Congo Red medium. The K. pneumoniae samples were able to produce
biofilm, and five of them were positive for the wire test. Among the E. coli samples,
four harbored virulence genes related to siderophores and one to capsule production.
The results showed that the presence of onco-hematologic disease was different for
positive blood cultures in neutropenics, where Staphylococcus epidermidis was the
main agent identified among gram-positive bacteria and Klebsiella pneumoniae
among Gram-negative, which caused more morbimortality. Despite the limited
evaluation the pathogenicity/virulence factors and lack of the investigation of
antimicrobial resistance genes in the analyzed strains, it is considered that
chemotherapy favors translocation processes of intestinal bacteria. K. pneumoniae
was the most frequent in cases of IPCS, and probable alterations may result from
colonization processes associated with the different hospitalizations of these
patients. The evaluation of control fecal cultures could include, in addition to the
search for multiresistant strains, the evaluation of pathogenicity and virulence factors
through media containing K2TeOs.

Keywords: Bloodstream Infection. Staphylococcus sp. Klebsiella pneumoniae.

Escherichia coli. Biofilm. Potassium tellurite.
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INTRODUCAO

Uma das metas internacionais de seguranca nos Servicos de Saude é reduzir
as InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), que sdo consideradas
eventos adversos e de acordo com a Resolugcao da Diretoria Colegiada - RDC 36,
todas as instituicdes de salde do pais devem implementar o Nlcleo de Seguranca
do Paciente e a notificacdo e envio destes eventos adversos sao de carater
obrigatério (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). O
desenvolvimento de medidas preventivas e estratégias educativas como os bundles
(pacotes de medidas preventivas com nivel de evidéncia recomendado pela
literatura) devem ser implementados e uma das medidas principais é a higienizacéo
das méaos. As IRAS estdo associadas a elevados custos, aumento no tempo das
internagdes principalmente em pacientes com cateteres de longa permanéncia que
nao podem ser removidos (ALONSO et al., 2019, DANG et al., 2019).

IRAS sdo um grave problema de Saude Publica em todo o mundo (KHAN, et
al., 2017; FACCIOLA et al., 2019; FRASER et al., 2020; RAMOS-ZAYAS et al.,
2021). Medidas efetivas de prevencao e esforcos na formacgédo dos profissionais de
Saude e na pratica assistencial, quando reconhecidas, podem reduzir em até 70%
algumas das IRAS como, por exemplo, as infeccBes primarias da corrente
sanguinea — IPCSs (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016;
HERNANDEZ-ACEITUNO et al., 2020).

As IPCSs sédo uma das IRAS que promove mais complicagdes, com maior
morbidade e mortalidade. Os principais agentes etioldégicos destas infec¢bes séo
cocos Gram positivos, bastonetes Gram negativos e fungos, e as espécies destes
microrganismos sdo capazes de produzir biofilmes robustos na superficie do cateter
(ALONSO et al., 2019; DANG et al., 2019).

Devido a subjetividade na classificacdo das IPCSs, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2008, uniformizou a notificacdo desta infecgdo em
todo pais. De forma pratica, as IPCSs foram divididas em infecgcbes com
hemocultura positiva, que correspondem as infeccbes primarias da corrente
sanguinea com comprovacgdo laboratorial — IPCSL e em infec¢bes caracterizadas

somente por critérios clinicos - infec¢cdo priméria da corrente sanguinea clinica -
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IPCSC (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Atualmente, apesar de as IPCSC n&o serem infec¢cbes de notificacdo
obrigatéria em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos, Pediatricas e
Neonatais, estas devem ser acompanhadas e notificadas nestes setores nas
InstituicBes de satde (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

As IPCSs sdo um problema mundial, especialmente para pacientes
vulneraveis, como os pacientes pediatricos que possuem especificidades que devem
ser consideradas, como taxas mais elevadas de infeccdo, incluindo maior
suscetibilidade relacionada a morbimortalidade e maior tempo de duracdo das
infeccbes (AMANCIO et al., 2020).

Criancas hospitalizadas e com diagndstico de cancer, apresentam maior risco
de adquirir infec¢Bes, principalmente pacientes hemato oncolégicos, que necessitam
de um periodo de internagdo maior, podem se colonizar pela microbiota hospitalar e
ainda possuem suas barreiras naturais menos efetivas devido aos efeitos toxicos da
guimioterapia e a imunodepressao causada pelo cancer. Na maioria das situacdes
as infeccBes estdo associadas ao uso de cateteres venosos centrais (CVC) (BOLL et
al., 2021; FU et al., 2016; GOWIN et al., 2020).

Neste contexto pediatrico, destaca-se que pacientes com neoplasias
hematoldgicas tém maior risco de adquirir IPCS, uma vez que sao pacientes
gravemente imunocomprometidos devido a doenca subjacente, a terapia anti-
neoplasica e/ou ao transplante de células-tronco hematopoiéticas (BAIER et al.,
2020; HEINZ et al., 2017). Segundo Ziegler (et al., 2015), um estudo de meta-analise
realizado em pacientes de UTI sugeriu que a IPCS agrava o curso clinico dos
pacientes hemato-oncologicos e contribui para a mortalidade geral. Desta forma,
prevenir as IPCS nos pacientes imunocomprometidos € de grande importancia
(SNARSKI et al., 2015).

Os critérios diagnodsticos para notificagcdo das IPCS foram atualizados em
2017. Nesta atualizacdo foi incluido um fluxograma para facilitar a correta
identificacdo do agravo e, pela primeira vez, foi acrescido o conceito de IPCSL
confirmada associada a dano de barreira mucosa, em virtude da mucosite associada
a algumas modalidades de quimioterapia ou a ocorréncia de doenca do enxerto

contra o hospedeiro, associadas a neutropenia, poderem facilitar a translocacao
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bacteriana causando Infeccdo da Corrente Sanguinea - ICS (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Uma das principais caracteristicas de pacientes imunossuprimidos em
tratamento de cancer é a neutropenia (CARVALHO et al., 2020). Este quadro é
caracterizado por uma contagem de granulécitos abaixo de 500 células por milimetro
cubico (MOSKALEWICZ et al., 2017). Se essa contagem de globulos brancos for
acompanhada por episodios febris, com temperaturas superiores a 38°C, considera-
se que o paciente em questdo apresenta quadro de neutropenia febril. A emergéncia
de patégenos multirresistentes representa um importante desafio no tratamento de
pacientes oncoldgicos imunossuprimidos e, no que se refere ao contexto pediatrico,
esta relacionada ao aumento da taxa de mortalidade infantil (KAR et al., 2017).

Pacientes oncolégicos pediatricos tém sua sobrevida bastante reduzida em
decorréncia de complicacdes graves, sendo a febre a principal razdo que os levam a
procurar os servigcos de emergéncia pediatrica. Cerca de 0,9% a 39% dos pacientes
oncologicos febris ndo neutropénicos sao bacterémicos e, aproximadamente, 7,3%
dos pacientes oncologicos que sdo admitidos em servicos de emergéncia
apresentam hemoculturas bacterianas positivas. Entre os fatores que favorecem o
desenvolvimento de sepse sdo as infec¢cbes do trato respiratorio superior,
neuroblastoma, outros diagndsticos de cancer e o uso de cateter venoso central
(VAZQUEZ-LOPEZ et al., 2019).

Ao longo do tempo, os agentes etiologicos da neutropenia febril foram
mudando. Bactérias Gram negativas tiveram grande importancia na etiologia deste
quadro durante a década de 1970, enquanto na década de 1990, as mais
associadas foram as Gram positivas, principalmente as relacionadas ao género
Staphylococcus. Mais recentemente, vem sendo notado o predominio de
microrganismos Gram negativos, relacionado a cepas de Klebsiella spp. e E. coli.
Tais alteracdes epidemiologicas podem ser justificadas pelas diferentes abordagens
utiizadas em pacientes oncoldgicos, tais como utilizacdo profilatica de
fluoroquinolonas e uso de cateter intravascular. Também nao se pode deixar de
considerar o aumento na ocorréncia de mucosite severa associada ao uso da
guimioterapia (CUI et al. 2021; KAR et al., 2017; LENDAK et al., 202; MIKULSKA et
al., 2014).
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Em 2016, o boletim da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
mostrou que 75,5% das 33.481 IPCS, notificadas entre janeiro a dezembro de 2015,
tiveram confirmacdo laboratorial, detectadas, em sua maior parte nas UTls de
adultos e nas pediatricas. A avaliacdo dos dados de IPCSL nas UTls pediatricas,
sem discriminacdo entre pacientes pediatricos clinicos, cirirgicos e oncolégicos,
mostrou que, no ano de 2015, 70,1% das IPCS tiveram confirmag&o laboratorial
(IPCSL). Também, observou-se que entre os principais isolados nessas infeccoes,
18,7% foram Staphylococcus Coagulase Negativo (SCN), seguido 17,8% de
Candida spp. e 16,3 % de K. pneumoniae (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2016).

O dltimo Boletim Informativo da Coordenacdo Estadual de Controle de
Infeccdo Hospitalar (RJ), de Junho de 2021, mostrou que foram notificados, até
dezembro de 2020, 1954 casos IPCSL em UTIs de adultos, sendo o complexo K.
pneumoniae e os Staphylococcus coagulase negativa os dois principais agentes
bacterianos associados, seguidos pelo Complexo Acinetobacter baumanii-
calcoaceticus, Enterococcus faecalis, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Em
relagdo aos dados de UTI pediatrica, em 2020, foram notificados 72 casos de
IPCSL, entre os quais Staphylococcus coagulase negativa, S. aureus, Complexo K.
pnemoniae, Serratia spp. e P. aeruginosa foram os microrganismos mais envolvidos.

Em um estudo conduzido em hospital pediatrico, no Parana (Brasil), foi
observada a predominancia de bactérias Gram positivas nas IPCSL. Entre os
achados, Staphylococcus epidermidis foi o principal agente identificado. Neste
mesmo estudo, bactérias Gram negativas com perfil de resisténcia aos
antimicrobianos foram encontradas em 40% dos casos de infec¢do, sendo a espécie
Klebsiella pneumoniae a mais frequentemente isolada (AMANCIO et al., 2020).

Os Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) ja foram relatados como sendo
a principal causa de IPCSL em pacientes pediatricos (AMANCIO et al., 2020; OZALP
GERCEKER et al.,, 2019). Os SCN sao pertencentes a microbiota normal e
atualmente séo reconhecidos como agentes etioldégicos de uma série de processos
infecciosos (JAGLIC et al.,, 2009). Os Staphylococcus aureus possuem uma
variedade de fatores de viruléncia que contribuem para a piora do quadro clinico dos
pacientes (CHATTERJEE; OTTO, 2013). Atualmente, o numero de relatos de casos
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de infeccBes hospitalares causadas por SCN ultrapassou o numero causado por S.
aureus (AMANCIO et al., 2020; BERNARDI, 2005; OZALP GERCEKER et al., 2019).

Os Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase-negative (SCN) séo
causadores de infeccbes associadas a cateteres (PERCIVAL et al.,, 2015). A
identificacdo de fatores que favorecem a ocorréncia de infeccdo em cateteres é
importante para prevencdo destas infeccdes. A heparina que é o principal
componente das solugcbes de lock em cateteres de longa permanéncia tem se
mostrado capaz de estimular formacédo de biofilme em S. aureus através de uma via
ainda desconhecida, mas relacionada a proteinas ligadoras de heparina na referida
espécie. O entendimento desta formacdo de biofilme, através da heparina, pode
auxiliar na escolha de apropriadas solucdes de lock terapia. Cepas de S. aureus
podem formar biofilme, nas primeiras 24 horas, ap6s a insercédo do cateter, quando
estes sdo mantidos pelo uso de heparina (MISHRA; ORSWILL, 2017).

O estudo Brazilian SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiological Importance) aponta uma taxa de mortalidade de 40% entre
pacientes com ICS. Uma possivel explicacdo para esta alta taxa de mortalidade
pode residir na etiologia destas infeccbes. No Brasil, de forma geral em IPCSL,
isolados de K. pneumoniae e de Acinetobacter spp. ocupam, respectivamente, o
terceiro e o quarto lugares entre as principais causas da sindrome, situacdo
diferente de outros paises, como os EUA, onde nenhum microrganismo Gram-
negativo ocupa 0s quatro primeiros lugares em frequéncia na etiologia das ICS
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

A espécie K. pneumoniae esta associada a infeccbes graves, principalmente
em individuos imunocomprometidos, cepas classicas de K. pneumoniae causam
infecgbes nosocomiais graves e descritas em todo o mundo. O recente surgimento e
disseminagdo de cepas de K. pneumoniae hipervirulentas ampliaram o nimero de
pessoas suscetiveis a infec¢des por incluir pessoas saudaveis e imunocompetentes.
Este subtipo, com producéo elevada de cépsula, pode causar infeccfes adquiridas
na comunidade com risco de morte, como abcesso hepético piogénico, meningite,
fasciite necrotizante, endoftalmite e pneumonia grave (SHEN; BAJWA; RUSSO,
2013; PASSET; BRISSE, 2015).

E possivel que a colonizag&o intestinal seja determinante para a infecgéo por
cepas hipervirulentas. No entanto, ainda existem fatores a serem descritos sobre



21

sua patogénese, um deles é a capacidade de disseminacdo destas cepas pelo
corpo. Estas cepas sdo sensiveis aos antimicrobianos (pan-sensiveis), resistente
apenas a ampicilina, ao contrario das cepas classicas de K. pneumoniae que
adquirem genes de resisténcia, como os que codificam Betalactamases de Espectro
Estendido (ESBL) e carbapenemases (PATEL; RUSSO; KARCHMER, 2013).

Um estudo conduzido na Espanha, avaliando a epidemiologia da Infeccéo da
Corrente Sanguinea (ICS) em uma populacdo pediatrica, por um periodo de dez
anos, foi encontrado Escherichia coli como microrganismo mais frequentemente
isolado em ICS entre as criancas com idade inferior a trés meses (FERREIRA et al.,
2021).

Em Bangladesh, outro estudo revelou a predominancia de bactérias Gram
negativas, sendo Pseudomonas e, entre as enterobactérias, E. coli, seguida por K.
pneumoniae, 0S microrganismos mais comuns nos casos de ICS de pacientes
pediatricos (CHISTI et al., 2021). No Brasil, segundo o Boletim Informativo da
Coordenacéo Estadual de Controle de Infeccdo Hospitalar - RJ (2021), E. coli se
encontra entre os quinze principais microrganismos relacionados as IPCSs nas UTIs
pediatricas.

E. coli pertence a microbiota intestinal de seres humanos e animais de
sangue quente mas podem causar infeccdes intestinais e extra intestinais em
individuos em estado de salude comprometido e imunocomprometidos (CROXEN et
al., 2013; GOMES et al., 2016; MANGES et al., 2019; MIRSEPASI-LAURIDSEN et
al., 2019).

Estas enterobactérias podem ser comensais ndo patogénicas e patogénicas,
sendo classificadas em dois grupos principais denominados E. coli intraintestinal
diarreiogénica (DEC) e o outro grupo denominado E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC) que carregam fatores de viruléncia que permitem a colonizagdo das
mucosas (CROXEN et al.,, 2013; GALLARDO et al.,, 2017; GOMES et al., 2016;
KHAIRY et al., 2019; MANGES et al., 2019; MIRSEPASI-LAURIDSEN et al., 2019;
PARAMITA et al., 2020).

Entre os diversos fatores de viruléncia de E. coli podem ser citados fimbrias,
capsula, adesinas, toxinas, hemaglutininas, sideréforo, hemolisina, capacidade de
invasdo a célula do hospedeiro, entre outros (KADRY; AL-KASHEF; EL"GANINY,
2020).
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Os sideroforos sdo moléculas secretadas que possuem alta afinidade pelo ion
férrico, tendo a funcdo de capturar o ferro do ambiente, concentrando-o no citosol
bacteriano. Em E. coli, este fator de viruléncia tem sido fortemente associado a
cistite, pielonefrite e bacteremia (JOHNSON; STELL, 2000; WILES et al., 2008).

O Ferro (Fe) € essencial para o crescimento e para vias metabdlicas de todos
0s organismos vivos. As células humanas contém Fe, e este & responséavel por
varias funcdes, mas ndo é encontrado de forma livre e disponivel como nutriente em
varios ambientes e em hospedeiros animais. Desta forma microrganismos
desenvolveram formas de se proteger de efeitos toxicos e adquirir o Fe, através da
producdo de sideréforos, e a partir destes conseguem se ligar, sequestrar e
transportar o Fe (lll) (BENITE, A. M. C. et al.,, 2002). Varias bactérias entéricas,
bactérias patogénicas de humanos, animais, fungos e plantas, microrganismos do
solo, cianobactérias, leveduras sintetizam sider6foros (JOHNSON; STELL, 2000;
LUTHJE; BRAUNER, 2014; WILES et al., 2008).

Em E. coli existem duas formas de sideréforos: a enterobactina e a
aerobactina e o sistema aerobactina é regulado pele gene cromossomal Fur.
(BENITE et al., 2002; BRITO et al., 2004).

E. coli, como ja citado, apesar de pertencer a microbiota intestinal de seres
humanos e animais saudaveis, podem causar infec¢gbes, devido ao rompimento das
barreiras intestinais e capacidade de translocar para outros sitios (GHITA et al.,
2020). Além disso, esta espécie se destaca por sua habilidade de transferéncia
horizontal de genes de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, intra e inter-
espécie, inclusive entre géneros distintos (SONG et al., 2021).

Uma das causas predominante de IPCS ocorre nas primeiras semanas pela
colonizagédo extraluminal (EL) devido a formacéo de biofilmes na face externa do
dispositivo. Apos este periodo, no entanto, e principalmente nos cateteres de longa
permanéncia, passa a prevalecer a colonizacédo da via intraluminal (IL), devido ao
elevado numero de manipula¢des do hub (favorecendo sua contaminacao), infusao
de solugdes contaminadas e a forma mais rara, a colonizacdo da ponta do
dispositivo por disseminacéo hematogénica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

Biofilmes sao definidos por grupos de microrganismos organizados,

envolvidos por uma matriz exopolimérica que os protegem e com a capacidade de
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se aderir em superficies bioticas e abidticas. Podem ser formados por populacdes de
microrganismos de uma Unica ou de multiplas espécies (COSTERTON; STEWART;
GREENBERG, 1999; MENOITA; TESTAS, 2016).

Geralmente, o biofime é composto 80% de componentes da matriz
exopolimérica e 20% de células bacterianas. Esta matriz determina a estrutura e a
integridade do biofilme, age como barreira defensiva contra situagdes de estresse e
contribui para patogenicidade bacteriana, por proteger 0s microrganismos da
fagocitose, do sistema complemento além de reducdo da suscetibilidade aos
antimicrobianos (CORTES; BONILLA; SINISTERRA, 2011; COSTERTON;
STEWART, 2001; FLEMING; WINGENDER, 2010; KIM; STEINBERG, 2012).

Biofilmes estédo associados a infec¢cBes cronicas nos tecidos por se aderirem
as superficies de dispositivos médicos. A dificuldade no tratamento de infeccdes,
associadas a biofilmes, ocorre devido a persisténcia da infeccdo, mesmo com a
terapia antimicrobiana, pois a propria estrutura e a composi¢do do biofilme confere
protecdo as células bacterianas, além do mais esta estrutura, também impede, a
acao das células da resposta imunoldgica inata, causando uma reacéao inflamatéria
ao redor. Estabelecer o diagnostico e o tratamento para infeccbes associadas a
biofilme € bastante dificil, visto que a padronizacdo dos exames que os laboratérios
clinicos realizam para liberar os resultados de culturas clinicas € realizado em
células plancténicas e ndo em células agregadas em biofilme. Infeccbes causadas
por biofilme como as infeccBes pulmonares cronicas, sinusites, infeccbes em feridas
cronicas, bem como aquelas associadas a dispositivos médicos como tubos
orotraqueais, cateter vesical de demora e, adicionalmente, entre pacientes em uso
de cateteres intravenosos, sao problemas desafiadores. O tratamento destas
infec¢des tem sido abordado desde de 1996, em conferéncias entre as sociedades
Americanas e Européia de Microbiologia para discutir sobre as infeccbes causadas
por biofilme e desenvolver guidelines baseados em evidéncias para atender a
necessidade de tratamento clinico (ESCMID, 2014).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos cateteres centrais, impregnados ou
recobertos por substancias antimicrobianas ou antissépticas para reduzir Infec¢des
Primarias da corrente sanguinea relacionada ao cateter (IPCSRC). Ainda néo
existem evidéncias suficientes para justificar a escolha entre um ou outro destes

dispositivos em particular. No Brasil, os cateteres impregnados/recobertos CSIl (de
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segunda geracéo recoberto com sulfadiazina de prata e clorexidina na face extra e
intraluminal) ainda ndo estdo disponiveis em didmetros compativeis para uso em
pediatria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017). O estudo
Impregnated central venous catheters for prevention of bloodstream infection in
children (CATCH), patrocinado pelo governo inglés, que incluiu 14 UTIs pediatricas
da Inglaterra e 1485 pacientes, demonstrou que o uso deste dispositivo reduziu em
75% a incidéncia de IPCSRC nesta populacao (GILBERT et al., 2016).

Uma das formas de controlar e minimizar a disseminacdo de bactérias
multirresistentes, e também as sensiveis, causadoras de IRAS é usar medidas
efetivas de limpeza e desinfec¢céo e de controle para o uso adequado e racional de
antimicrobianos. Biocidas incluindo antissépticos e desinfetantes tém sido usados
em hospitais e em outras unidades de salde, com objetivo de evitar a disseminacéo
de microrganismos a partir de superficies contaminadas. Uma das preocupacdes
também é a relagdo da resisténcia aos biocidas associada a multirresisténcia e a
falha na desinfeccdo com estas substancias, o que pode levar a disseminacédo de
cepas multirresistentes a antimicrobianos e desinfetantes. O uso de baixa
concentracdo, por diluicdes inadequadas, pode ser uma possivel causa da
emergéncia destes microrganismos multirresistentes (VIJAYAKUMAR et al., 2016).

A suscetibilidade reduzida a biocidas tem sido descrita em varios patdégenos
nosocomiais, 0 que permite supor o envolvimento de genes e mecanismos de
resisténcia para estas substancias. Assim como a resisténcia a antimicrobianos, a
suscetibilidade reduzida aos biocidas pode ser uma propriedade intrinseca, pode se
estabelecer, também, por mutacdo de genes cromossomais ou por aquisicdo de
material genético por plasmidios ou transposons (genes gac e cepA). Além disso,
poucos estudos tém discutido e analisado os valores das concentragfes inibitorias
minimas (CIMs) de biocidas com antimicrobianos, 0 que € necessario porque,
geralmente, os genes de resisténcia aos biocidas podem estar associados aos
genes que codificam mecanismos de resisténcia (VIJAYAKUMAR et al., 2018).

Um dos biocidas mais utilizados em hospitais durante a assisténcia é a
clorexidina, cujas solucbes de uso topico utilizadas como antisséptico contém
gliconato de clorexidina. Tais solugcbes sdo amplamente utilizadas em
estabelecimentos de saude nos procedimentos para preparo de pele que antecedem

0s procedimentos invasivos, como insergéo de cateteres, cirurgias etc. O banho com



25

clorexidina a 2% é um recurso para evitar infecgdes recorrentes, em pacientes com
idade superior a 2 meses, internados em UTI, em situagbes especiais, como em
unidades com taxas elevadas de IPCS, em pacientes de alto risco para infeccao
(presenca de proteses, imunossupressdo grave etc.) (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2005, 2017).

No Brasil, a segunda causa de morte na populagéo infantil € o cancer e para o
seu tratamento € necessario 0 uso de acessos venosos centrais (CVC). Estes
cateteres sdo imprescindiveis para o tratamento completo desses pacientes, sendo
a infeccdo da corrente sanguinea um dos principais fatores relacionados a perda de
funcionalidade de dispositivos venosos (CARVALHO, 2015). As taxas de IPCS
também dependem dos tipos de dispositivos que séo utilizados e escolhidos para a
terapia medicamentosa.

As taxas de infeccdo sdo menores quando sdo utilizados -cateteres
tunelizados com cuff, port totalmente implantados no tecido subcutaneo e cateter
venosos central inserido por via periférica (PICC) e cateter tunelizado sem cuff, em
relacdo aos cateteres ndo tunelizados de curta duracdo. Os PICCs tém sido utilizado
frequentemente neste grupo de pacientes, permanecem por um longo tempo e
possuem menos complicacbes em relacdo a infecgdo, em comparagdo aos outros
cateteres (BOLL et al., 2021). Alguns outros estudos em neonatologia mostram que
0 cateter venoso central apresenta menor risco de infeccdo que o periférico nesta
populacdo (GORSKI et al., 2021; RATCHAGAME; PRABAKARAN, 2021).

O uso frequente de cateteres indica a rotineira avaliacdo das condi¢cOes
clinicas dos pacientes e do CVC para o diagnéstico das IPCS relacionadas a este
dispositivo, e para isto, € necessaria a coleta de exames, sendo o0 mais frequente, a
hemocultura. A coleta de hemocultura € amplamente utilizada para o diagnostico de
sepse e IPCS. No entanto, o diagnostico laboratorial em pacientes com sinais e
sintomas de sepse e IPCS causado por agentes etioldgicos de diversas espécies
bacterianas pode ser dificil, principalmente para neonatos e criancas, sendo
necesséaria a avaliacdo combinada de aspectos clinicos e suporte laboratorial. Em
muitas situacdes clinicas, a positividade das hemoculturas € baixa, frequentemente
menor do que 30%. Alguns pacientes podem apresentar resultados de hemoculturas
falso negativos, por uso prévio de antimicrobianos ou por coleta da hemocultura em
momentos nos quais ndo havia bacteremia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
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SANITARIA, 2017).

O uso da biologia molecular para melhoria do diagnéstico destas infecgoes,
por meio da detecgcdo de genes bacterianos rRNA16S, por Polymerase Chain
Reaction (PCR) e ensaios de microarray, pode contribuir muito para a rapidez do
diagnostico. As ferramentas de biologia molecular trazem grandes beneficios para
auxiliar no diagnostico rapido e seguro de agentes etiolégicos nas IPCS, mas para
implementacdo desta metodologia, exige-se investimento em recursos que nao Sao
acessiveis a maioria das instituicbes de saude. Portanto, a implementacdo e o
estudo de recursos bacteriolégicos, como a de meios de cultura que possam
contribuir para o isolamento e identificacdo de agentes causadores de IRAS, se
fazem necessarios. O uso de meios que facilitem a mais precoce deteccao de cepas
especialmente relevantes em IPCSs, seria de muita importancia para o controle de
infeccbes (SHANG et al., 2005).

O Telurio faz parte de grupo calcogénico da tabela periddica dos elementos
guimicos, em conjunto com oxigénio, selénio, enxofre e polbnio, diferente dos outros
elementos que possuem uma fungcdo importante bioquimica, bioldégica e na area
médica, o Teldrio ndo parece ter nenhuma funcdo nos sistemas biologicos, é um
elemento pouco explorado, tem classificagdo quimica de ndo metal ou metaloide
mas possue caracteristica fisica de metal. As caracteristicas quimicas deste
elemento sdo bem similares ao Selénio, em muitas vias, € 0s mecanismos de
compostos do Teldrio ainda ndo foram completamente desvendados (VAVROVA et
al., 2021).

O Telurio é raro na Crosta terrestre, mas compostos contendo Tellrio tém
aumentado como poluentes ambientais, devido atividade industrial e podem
aumentar como poluentes no meio ambiente, como em areas proximas a minas de
ouro e também em produtos eletrénicos cobertos por Cobre e outros metais como
Ouro e Prata, melhora a viabilidade e protege da corrosdo quando associados aos
metais. Devido seu uso na industria (telas de LED, CDs, DVDs e etc) pode causar
danos ambientais, ndo relacionados somente a destruicdo da ecologia microbiana
do solo mas também a riscos a satde humana (VAVROVA et al., 2021).

Os compostos, do Telurio podem ser divididos em trés grupos: Telurito

inorganico, Telurio contendo estruturas complexas e organoteluritos. O Telurito de
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potdssio (K2TeOs) é um sal do metaloide, classificado como Telurito inorganico
(VAVROVA et al., 2021).

O uso do K2TeOs em meios de cultura seletivo tem sido utilizado por muitos
anos. A resisténcia ao K2TeOs é comum em varias bactérias Gram negativas e Gram
positivas, como Staphylococcus aureus, Corynebacterium sp., Yersinia pestis e E.
coli produtora de toxina Shiga (ORTH et al.,, 2006). Diferentemente do selenito,
telurito ndo foi reconhecido como elemento essencial (essencial trace elemento).
Embora tenham sido identificados alguns determinantes de resisténcia ao telurito
(TelR) em plasmideos ou no cromossomo de diferentes espécies bacterianas, as
bases genética e/ou bioquimica subjacentes a toxicidade do telurito para bactérias
sao, ainda, pouco compreendidas (CHASTEEN et al., 2009).

Estudos com E.coli, através de analises bioquimicas, genéticas, enzimaticas e
moleculares, demonstraram pela primeira vez, que a toxicidade do telurito (TeOs?-)
nesta espécie, envolve a formacgédo de superéxido. Esse radical é produzido, pelo
menos em parte, pela reducdo do telurito. Autores consideram, pelas observacdes
durante a redugéo enzimatica in vitro do K2TeOs, que a resisténcia ao telurito esta
relacionada ao gene que codifica a proteina small heat shock protein, associada a
resisténcia a superoxido; aos aumentos de: ROS, do contetdo de carbonilas nas
proteinas celulares, da atividade de superdxido dismutase, da transcricdo de genes
sodA, sodB e soxS e da geracdo de superoxido (durante a reducdo enzimatica in
vitro do K2TeOs) (PEREZ et al., 2007).

O K2TeOs tem sido usado, por anos, para o isolamento de patdgenos (ZADIK,
CHAPMAN; SIDDONS, 1993). Interessante que o grande cientista Alexander
Fleming relatou as propriedades antimicrobianas do K2TeOs adicionalmente a
penicilina, em artigo de 1932. Posteriormente outros autores sugeriram que a
toxicidade ao telurito resultaria, pelo menos em parte, da geracdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS), incluindo H202. Entretanto, a resisténcia ao telurito
parece ser mediada mais pela resisténcia ao dano oxidativo do que pela
detoxificacdo do proprio 6xido do metaldide (CHASTEEN et al.,, 2009; PEI et al.,
2013; TURNER; WEINER; TAYLOR, 1995; WHITBY et al., 2010).

O gene ter, presente no operon ter, inicialmente caracterizado no plasmideo
IncHI2 originado de Serratia marcescens, parece estar associado a resisténcia ao

K2TeOs. Estudo prévio tentou esclarecer a fungdo dos genes ter no mecanismo de
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resisténcia ao telurito e, aparentemente, sua acdo esté relacionada a biorreducéo
dos sais toxicos de telurito, aparecendo como inclusdes de depdsitos negros dentro
das células resistentes (VALKOVA et al., 2007). Em Pseudomonas syringae,
entretanto, foi descrito um gene cromossdmico, uma protease (tmp), que codifica
uma transferase tiopurina. A proteina tmp pode estar envolvida na volatilizacdo do
telurito, transformando-o em dimetiltelurito, além de estar envolvida na detoxificacdo
de outras moléculas, como as tiopurinas. Os genes cromossémicos YceC, YceD,
YceE e YceF descritos em Bacillus subtilis, apresentam homologia com proteinas
terZ presentes no plasmideo R478 (TAYLOR et al., 1999).

O gene tehAB (determinante de resisténcia ao telurito) foi originalmente
descrito em Escherichia coli. Homologos foram identificados em Vibrio cholerae,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica e Corynebacterium glutamicum
(CHASTEEN et al., 2009; PEI et al., 2013). Em Proteus mirabilis, a resisténcia ao
telurito se localiza no locus cromossémico terZABCDE, ortdlogos dos genes ter
encontrados em plasmideos de bactérias entéricas (TAYLOR et al., 1999;
TOPTCHIEVA et al., 2003). Analises genotipicas através de PCR, mostram que o
gene terB (gene de resisténcia ao K2TeOs), além de outros genes, estdo presentes
nos plasmideos de cepas de Klebsiella pneumoniae hipervirulentas (PATEL,;
RUSSO; KARCHMER, 2013).

O genoma de E.coli K12 contém dois genes de resisténcia ao telurito (tehA e
tehB) que sédo cripticos em E.coli. Estes genes inseridos em plasmideo de nimero
multiplo de copias ou sob forte promotor, expressam resisténcia a 128 pug/mL de
telurito de potassio e, também, quando localizados upregulation, tem funcédo de
operon (TAYLOR, et al., 1999). O gene TehB parece estar associado a processos de
reducdo, mas ndo de eliminagcdo, do telurito. O gene TehA que se encontra na
membrana, determina efluxo, mas nao do telurito. E. coli O157 apresenta resisténcia
ao K2TeOs (TORO, et al., 2018) por possivel upregulation dos genes tehA e tehB
(cripticos) do genoma de E. coli (TAYLOR et al., 1999). Desta forma, os genes tehA
e tehB compdem um operon e expressam resisténcia ao telurito quando estédo
presentes no genoma em multiplas copias. Esta expressao foi verificada, quando
ocorreu uma contaminacdo com DNA cromossémico de E.coli, em preparagéo de
DNA plasmidial de alto peso molecular. De outra forma, na condicdo de genes

cromossOmicos sao fenotipicamente silenciosos (TAYLOR et al., 1994). O alto nivel



29

de resisténcia ao telurito (CIM = 1024ug/mL) tem sido extensivamente estudado em
PMERG610 e R478 e tem sido demonstradas associa¢des de resisténcia com varios
genes ter (terZABCDEF). Este cluster também codifica resisténcia a infec¢do por
vérios fagos. Os mecanismos dos genes do cluster de resisténcia ao telurito ndo séo
entendidos, assim como as funcbes das proteinas codificadas por este cluster.
Vérias espécies bacterianas (Gram negativas e Gram positivas) contém um ou mais
genes ter (TAYLOR et al., 2002).

Um cluster de genes homélogos terZABCDE codificados em E. coli tem sido
identificado. Previamente, foi mostrado que este cluster terZABCDE faz parte de
uma llha de patogenicidade, onde se localizam, também, genes codificando
integrases profagos e urease em E. coli produtora de toxina shiga EDL933. Estes
genes também codificam resisténcia a infeccdo por bacteriofagos, assim como
protecdo contra colicinas. Apesar dos genes terBCDE serem suficientes para a
resisténcia ao telurito, suas fun¢des sdo desconhecidas. Ja foi descrito na literatura
qgue a ilha de patogenicidade contendo resisténcia ao telurito foi adquirida em um
unico plasmideo presente em isolados de E. coli enterohemorragicas. Os genes ter
do plasmideo pLVPK séo adquiridos horizontalmente. Tem sido especulado que os
genes ter tem outras funcdes como protecdo contra defesas do hospedeiro, assim
como manutencdo da bactéria. Uma ORF localizada cromossomialmente no qual
mostrou 77% de identidade da sequéncia de aminoacidos com o gene tehB de E.
coli telurito resistente, foi isolada de uma cepa de K pneumoniae CG 43. A delecéo
do gene tehB néo tinha nenhum efeito aparente na resisténcia ao telurito, sugerindo
gue esta resisténcia seja determinada pelo cluster do pLVKP ao invés do homélogo
do tehB (CHEN, 2004).

A caracteristica fenotipica secundaria relacionada a provavel resisténcia ao
telurito pode estar relacionada ao favorecimento e auxilio na deteccéo precoce de
cepas com marcadores de resisténcia aos antimicrobianos em conjunto com a
presenca de plasmideos R transferiveis, associados a fatores de risco para
colonizagdo por bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar. Meios de cultura
contendo antimicrobianos (gentamicina 8ug/ml) ou K2TeOs (25ug/mL) contribuiram
para o isolamento de cepas de enterobactérias multirresistentes em pacientes com
fatores de risco associado a colonizacao e risco de infeccdo e, consequentemente,
na busca de elementos genéticos para construgcdo de sondas para rastrear
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plasmideos R. Neste estudo foi marcante o uso do meio contendo telurito para
diferenciar cepas comunitarias e hospitalares, de acordo com marcadores de
resisténcia, presenca de plasmideos, associado ao tempo de internacdo dos
pacientes. As prevaléncias de Klebsiella pneumoniae em fezes de pacientes
hospitalizados e ambulatoriais foram similares. A média de marcadores de
resisténcia ndo determinou diferenca significativa para os dois ambientes (PEREIRA,
1990).

Em outra abordagem foi verificada, entretanto, que a prevaléncia de
enterobactérias fecais resistentes ao ion telurito foi maior entre pacientes internados
h& mais de uma semana do que entre aqueles com menos de uma semana. Na
segunda etapa de internacdo o numero de marcadores de resisténcia por cepa foi
maior, além de detectarmos uma modificacdo no espectro de espécies resistentes
ao telurito. Sugerindo que tais fendmenos representem a pressao de colonizacdo de
microrganismos hospitalares sobre a microbiota fecal de pacientes hospitalizados
(MELO et al., 1993).

O uso deste sal do metaloide em meios de cultura também é importante na
deteccdo de outras espécies bacterianas que apresentem genes de resisténcia,
relacionados a presenca de plasmideos e a outros elementos genéticos méveis,
além da viruléncia. A utilizacdo deste meio no estudo de Pereira (1990) permitiu o
isolamento de uma K. pneumoniae (401F10) proveniente de fezes, resistente aos
aminoglicosideos e, também, ao K2TeOs e ao mercurio. De tal cepa foi possivel
isolar plasmideo, que ap0s a digestdo por enzimas de restricdo gerou fragmentos
(B2c e B2d) que expressavam resisténcia a gentamicina (GONCALVES, 2015;
MELO et al, 1993; VIEIRA et al,1999). O fragmento B2c, originado a partir da
digestdo de plasmideo da cepa 401F10, K. pneumoniae, possui 777pb e seu
sequenciamento mostrou a presenca de plasmideos R, transposase, 1S26 e o gene
acc2 que codifica resisténcia a aminoglicosideos (GONCALVES, 2015).

Os 1S26 sdo amplamente disseminados entre plasmideos e facilitam a
mobilizacdo de sequéncias de cromossomo contendo genes de resisténcia entre
espécies diferentes (HARMER, 2014). Foram descritos transposons compostos de
IS26, carreando de um a nove genes de resisténcia. O 1S26 parece facilitar a
mobilizacdo de sequéncias de cromossomo contendo genes de resisténcia. Os 1S26
mediam a cointegracdo de diferentes replicons; cointegrados que podem ser,
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posteriormente, resolvidos por recombinacdo homologa dependente de RecA (LEE;
HOPKINS; SYVANEN, 1990; MAHILLON; CHANDLER, 1998; NAAS et al., 2001).

Os 1S26 sao considerados os ISs de maior predominancia nos plasmideos de
cepas multirresistentes sem qualquer indicacdo de especificidade por espécie
bacteriana. Possui no Unico mecanismo de transposi¢cao (conservativo e replicativo)
a habilidade de reconhecer sua prépria sequéncia como alvo para integracdo, nao
controlar o numero de cépias e habilidade para mobilizar genes de resisténcia aos
antimicrobianos (REID et al.,, 2017). As estruturas associadas ao 1S26 sao
semelhantes aquelas encontradas para transposons da classe 1, entretanto, o
mecanismo de transposicao é diverso (HARMER, 2015).

Existe relacdo aos plasmideos de incompatibilidade IncHI2 e integrons, que
aumentam a CIM de imipenem por rearranjos mediados pelo 1S26 na estrutura de
plasmideos. Neste estudo as cepas resistentes foram selecionadas por meios
contendo telurito (30pg/mL) e indica uma relevante (co)ocorréncia de 1S26 e de
genes de resisténcia ao telurito (LOLI et al., 2006).

A resisténcia intrinseca ao telurito em Enterobacteriaceae é frequentemente
mediado por genes plasmidiais e comumente envolve plasmideos dos grupos de
incompatibilidade HI, HIl e P (ZADIK CHAPMAN; SIDDONS, 1993). A resisténcia ao
telurito € um marcador de resisténcia carreado por todos os plasmideos HI2 (exceto
para o R476b) e por todos os plasmideos IncHII. Plasmideos do grupo IncPa com
amplo espectro de bactérias hospedeiras, carreiam 3 genes em um mesmo operon,
todos requeridos para a resisténcia ao telurito (TAYLOR et al., 1999). Varios estudos
tém usado o K2TeOs como marcador preliminar de plasmideos IncHI2 (TAYLOR,
1999; TAYLOR et al., 2002). Os sequenciamentos de DNA mostram que 0s genes
de resisténcia aparecem em clusters carreados por integrons da classe |, que apesar
de nao “moveis” estdo, comumente, associados a transposons como Tn21, Thn1696
e da familia dos Tn3 (MIRIAGOU et al., 2005).

Um primeiro estudo gendmico de E. coli comensal, no qual foram isoladas
cepas resistentes aos antimicrobianos em carne de suinos destinada a
comercializacdo, chama atencao para os rejeitos destes animais como grande fonte
de disseminacdo de genes de resisténcia e viruléncia, podendo ser uma especial
rota de disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos, a partir de elementos
genéticos moveis, de grande importancia, como ja citado o 1S26, inseridos em
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integrons de classe 1. A selecéo destes elementos nestes rejeitos pode ser induzida
pelo uso de metais pesados para tratar infecgcdes nestes animais. Esta sele¢cédo pode
explicar a cadeia de disseminacdo de resisténcia entre alimentos, animais, meio
ambiente e seres humanos (REID et al., 2017).

As fezes destes suinos podem ser preocupantes poluentes ambientais por
carrear genes de resisténcia aos antimicrobianos e genes determinantes de
viruléncia. Foram detectados genes de resisténcia a metais pesados merA (69%) e
cusA (100%) em conjunto ao gene terA (39%) em 98% das cepas testadas, assim
como o elemento 1S26, frequentemente associado estruturalmente ao integron de
classe 1 (REID et al., 2017).

Desta forma, os plasmideos IncHI2 de multirresisténcia sédo de grande
interesse. Um estudo mostrou o primeiro relato de co-existéncia de oqxAB, blaCTX-
M e de operons de outros genes, que codificam resisténcia ao cobre e prata no
mesmo plasmideo. Adicionalmente, genes de resisténcia ao mercurio, ao telurito, ao
niqguel e a compostos de quaternario foram identificados, além de genes de
resisténcia a varios antimicrobianos. Outros genes foram identificados, assim como o
sistema CRISPR correspondente a um sistema imune de protecdo do plasmideo
contra acdo de bacteriéfagos e plasmideos. Isto pode promover a disseminacéo de
isolados multirresistentes sob pressdes seletivas de antimicrobianos, de metais
pesados ou por K2TeOs e, também, por radiacdo UV (FANG et al., 2012; RUTH,
HALL, 2007).

Muitos microrganismos desenvolveram diferentes mecanismos para se
manterem capazes de resistir a acdo do sistema imune primario através de células
fagocitarias. A sobrevivéncia dos microrganismos depende da sintese de proteinas e
de outros componentes celulares necessarios para se defender e agir contra a acao
destas células, como o estresse oxidativo. O locus ter parece ser um importante fator
de viruléncia de cepas de E.coli patogénicas, representando, desta forma, uma
notéavel contribuicdo para a adaptacdo de enterobactérias, permitindo que escapem
de uma resposta imune primaria do hospedeiro. Foi mostrado que cepas de E.coli
com o operon ter sdo fagocitadas mais lentamente, mostrando opsonizagao
estendida. Entretanto, uma vez ingerida, as E. coli foram capazes de se multiplicar e,
mesmo, de destruir os macréfagos. A elevacdo da resisténcia dessas bactérias ao

estresse oxidativo, dentro dos fagolisossomos, trouxe para as mesmas, vantagem
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seletiva nesse microambiente. Isto pode ser a razao porque o operon de resisténcia
ao telurito persista entre varios microrganismos patogénicos, apesar do fato do
telario ser raro na natureza, e de as bactérias ndo estarem sob a pressao seletiva do
telurito em ambientes naturais. Pode ser que tal resisténcia seja uma consequéncia
acidental (adventitious consequence) e que exista outra funcdo para os genes ter
que seja mais importante para suas células hospedeiras (VALKOVA et al., 2007).

As associacles entre viruléncia e resisténcia bacteriana devem ser estudadas
com maior detalhamento, assim como as relacbes de expressdo de viruléncia
veiculada a mobilidade de elementos genéticos mdveis que carreiam genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Em particular, quanto ao telurito, cuja resisténcia
estd associada a viruléncia, sabe-se que o Unico achado 6bvio € a visualizacédo de
depdsitos negros dentro das células resistentes por biorreducao dos sais de telurito.
Ainda é intrigante a presenca do gene ter, mesmo na virtual auséncia de presséo
seletiva do telurito, mas a expressdo de resisténcia ao telurito pode melhorar a
adaptacao geral de cepas bacterianas, favorecendo suas chances de sobrevivéncia
em eventos de ataque de macréfagos, e assim conferindo uma vantagem seletiva
contra a resposta imune inata do organismo hospedeiro (TAYLOR, 1999; VALKOVA
et al., 2007).

A resisténcia ao telurito parece ser importante para a sobrevivéncia
microbiana, possivelmente incluindo a resisténcia aos mediadores toxicos de
macrofagos (TAYLOR, 1999). A presenca de determinantes de resisténcia ao telurito
em bactérias patogénicas sugere que estes genes podem trazer vantagens seletivas
a sua sobrevivéncia em alguns ambientes e podem estar associados a
patogenicidade. Existem evidéncias de associacdes, em plasmideos, de genes
codificando adesinas/toxinas/resisténcia, entre outras expressdes ou caracteristicas,
possivelmente, relacionadas a resisténcia ao telurito (patogenicidade/resisténcia a
antibioticos) (HARMER, 2016).

Os determinantes de resisténcia ao telurito em bactérias devem trazer
também vantagens seletivas em ambientes naturais. Em Corynebacterium
diphtheriae, a resisténcia ao telurito (classicamente reconhecida) apareceu
associada a respostas a agentes oxidativos e produtores de radicais livres como o
peréxido de hidrogénio e o paraquate (SANTOS et al, 2015). Entre 100 isolados de

E.coli uropatogénicas, duas cepas com maiores CIMs para o telurito, foram
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selecionadas para analise genética, através de RT PCR. Sendo assim, foram
detectados genes ter. Estas duas cepas selecionadas anteriormente, livres do
operon, foram transformadas por plasmideo contendo os genes terW-terF. As CIMs
das cepas transformadas apareceram elevadas (2,5 vezes e 5 vezes). A aquisi¢ao
dos genes levou a um aumento de 10% na resisténcia ao H202 (VALKOVA et al,
2007).

Estudos realizados com outras espécies bacterianas, onde foram realizadas
mutacOes produzidas por transposons, que causaram a perda do gene yceGH,
tornaram cepas de Bacillus anthracis mutantes mais sensiveis ao telurito, assim
como a espécies reativas de oxigénio e a familia de catelicidinas, antibioticos
peptidicos. Constatou-se, também, que 0s mutantes apresentaram sobrevivéncia
diminuida em sangue total humano e em camundongos. Consideram C. elegans um
atil modelo de infeccdo para o estudo da patogenia do Bacillus anthracis (FRANKS
et al., 2014).

A correlacdo de dados microbiolégicos e clinicos em cepas isoladas de
hemoculturas, como o estudo da dindmica dos biofilmes, da resisténcia ao K2TeOs,
biocidas e a outros agentes oxidantes, assim como a disseminacdo de genes de
resisténcia associadas aos marcadores de resisténcia aos antimicrobianos, pela
disseminacdo de genes através de elementos genéticos como os 1S26, junto a
fatores predisponentes a ocorréncia das IPCS (presenca de cateter venoso,
neutropenia, tempo de internacdo, Lock terapia) apresenta grande relevancia e pode
contribuir com medidas de controle, bem como na identificacao e terapéutica destas
infeccoes.

A deteccdo de agentes infecciosos especificos € tarefa de necessidade
permanente e infindavel, exigindo alta complexidade de recursos institucionais. A
investigagdo epidemioldgica, genética e da viruléncia desses microrganismos
utilizando técnicas de Biologia Molecular associadas a ensaios para avaliacdo da
viruléncia torna-se primordial no intuito de esclarecer e entender a dinamica da
possivel transferéncia de genes de resisténcia associados a viruléncia na evolucéo
da patogénese.

A triagem de cepas bacterianas através do K2TeOs pode auxiliar na
correlacdo destas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. O uso do telurito nos

meios de cultura, tanto no isolamento como na identificagdo de algumas espécies
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bacterianas, também tem seu importante papel na selecdo de cepas com tolerancia
a este metaldide além de conferir a estas cepas resisténcia ao estresse oxidativo e
consequente resisténcia fagocitaria, que pode estar associada a genes que podem
ser disseminados através de plasmideos de multirresisténcia, contendo elementos
moveis, que codificam resisténcia aos antimicrobianos, biocidas, agentes oxidantes
e também fatores de viruléncia.

O estudo da formacdo de biofilme e determinacdo das concentracfes
inibitérias minimas de agentes oxidantes e biocidas, também pode ser relevante
para o0 entendimento da  patogénes das IPCS  frequentemente
associadas/relacionadas ao uso de cateteres venosos. Portanto, torna-se importante
o entendimento e associacdo destes mecanismos genéticos e de viruléncia, que
poderdo contribuir para o estabelecimento das estratégias, que através de
protocolos especificos, possam contribuir para a prevencao, tratamento e das IPCSs

em pacientes pediatricos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar relacdes entre o fenotipo de resisténcia ao Telurito de Potassio com os
perfis de resisténcia aos antimicrobianos e com os fatores de viruléncia em bactérias

de hemoculturas positivas de pacientes pediatricos hospitalizados.

1.2 Especificos:

g_)/

a) descrever as caracteristicas dos pacientes pediatricos quanto
presenca de neutropenia e ao tipo de cateter;
b) avaliar a associacdo entre 0 uso de cateter em pacientes e a

ocorréncia de infeccdo priméria de corrente sanguinea;

(0]

c) identificar espécies bacterianas por métodos fenotipicos
moleculares;

d) determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos;

e) verificar a capacidade de formacao de slime nas amostras;

f) avaliar a capacidade de formagédo de biofilme em amostras de
Klebsiella pneumoniae;

g) avaliar a resisténcia das amostras para diferentes concentracdes de
K2TeOs;

h) pesquisar genes de viruléncia nas amostras de Escherichia coli.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento do estudo e variaveis

Trata-se de um estudo descritivo retrospectivo, com abordagem quantitativa

dos dados, que analisou amostras bacterianas isoladas em hemoculturas de

pacientes pediatricos hospitalizados no periodo de agosto de 2015 a agosto de

2016.

As amostras foram analisadas a partir das seguintes variaveis:

a)

b)

caracteristicas relacionadas aos pacientes: unidade de internacéo,
sexo, idade, diagndstico, tipo de cateter (em casos com pacientes
com cateter totalmente implantado, se fez ou n&o, lockterapia
antimicrobiana), neutropenia e classificacdo de infeccdo primaria de
corrente sanguinea associada a cateter e ao dano de barreira
mucosa a partir dos critérios definidos pela ANVISA (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017);

para o perfil microbiolégico as variaveis identificadas foram:
identificacdo dos microrganismos por espectrometria de massa e
por metodologia automatizada, susceptibilidade aos antimicrobianos
e ao KoTeOs, fatores de viruléncia a partir de técnicas fenotipicas
para todas as amostras e de técnicas genotipicas para amostras de
E.coli.

2.2 Local do estudo

O local do estudo foi o servigco de Pediatria de um Hospital Federal localizado

no municipio do Rio de Janeiro. Este servico € composto por 10 enfermarias de

pediatria clinica e cirlrgica, cada enfermaria possui 2 leitos, 10 leitos de terapia

intensiva pediatrica, e um ambulatério de hematologia pediatrica, onde sao
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realizadas consultas, coleta de exames laboratoriais e administracdo de
quimioterapicos.

Esta pesquisa foi realizada em colaborag¢do com o laboratério de Microbiologia
do referido hospital associado ao Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (DMIP-FCM-UERJ), local onde as amostras bacterianas foram

analisadas.

2.3 Populacédo do estudo e critérios de elegibilidade

A amostragem se deu por conveniéncia, considerando as hemoculturas de
todos os pacientes pediatricos no periodo de agosto de 2015 a agosto de 2016,
conforme os seguintes critérios de elegibilidade:

a) critérios de Inclusdo: os pacientes que apresentaram hemocultura
positiva durante o periodo. Foi incluido uma amostra por paciente
relacionado a infeccdo ou a colonizagdo. Amostras bacterianas que
apresentassem intervalo de datas de isolamento superior a 14 dias, de
um mesmo paciente, também foram incluidas;

b) critérios de exclusdo: pacientes que apresentassem hemocultura
positiva, porém relacionadas a infeccdo secundéria de corrente
sanguinea, que seriam aqueles com hemocultura positiva com foco

infeccioso identificavel em outro sitio (pulmonar, urinario etc.).
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2.4 Selecao das amostras

2.4.1 Coleta de amostras bacterianas isoladas nas hemoculturas na rotina do

laboratério de microbiologia da instituicdo hospitalar.

A rotina de avaliagdo dos pacientes com suspeita clinica de sepse (sinais
clinicos como febre, taquicardia, hipotenséo, oliguria, entre outros), infec¢@o primaria
da corrente sanguinea e, também, aqueles que, na admissdo ou durante a
internacdo, estavam com neutropenia febril, inclui a solicitacdo de exames
bacteriologicos pela equipe clinica do hospital em que o estudo foi realizado. Desta
forma salienta-se que tanto a solicitacdo, assim como a coleta de sangue para as
hemoculturas analisadas, acontecem como conduta clinica de rotina na unidade em
apreco, independentemente do presente estudo.

As amostras bacterianas foram encaminhadas e incluidas na Cole¢do de
Bactérias do DMIP-UERJ. Os dados para cadastro destas amostras foram obtidos
nas fichas de encaminhamento que incluem dados referentes as caracteristicas dos
pacientes, uso de antimicrobiano, uso de cateter venoso central, lock terapia nos
cateteres totalmente implantados, neutropenia, sintoma abdominal, e a classificacdo
de IPCS, a partir dos critérios definidos pela (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA

SANITARIA, 2017), apresentados esquematicamente nas Figuras 1 e 2.
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Figural - Sistematizacdo dos critérios diagnosticos para infeccdo primaria de
corrente sanguinea, laboratorialmente confirmada como associada a
cateter

IPCS laboratorialmente confirmada associada a cateter central

O microrganismo identificado n&o esta
relacionado a outro foco infeccioso

Paciente acima de 28 dias com agente patogénico
identificado em uma ou mais hemoculturas
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Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017.
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Figura 2 - Sistematizacdo dos critérios diagnoésticos para infeccdo primaria
decorrente sanguinea, laboratorialmente confirmada como associada a
dano de barreira mucosa

IPCS laboratorialmente confirmada associada a dano de barreira mucosa
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Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017.

2.4.2 Acondicionamento das amostras bacterianas

Todas as amostras bacterianas foram estocadas em solugdo de leite
desnatado a 10% (Skin Milk; Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA), contendo

glicerol a 10%, e mantidas a -20°C, até a realizacdo dos testes.
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2.5 ldentificacao bacteriana

2.5.1 Identificacdo bacteriana no laboratoério assistencial

As amostras tiveram sua identificacdo inicial realizada no laboratorio
assistencial com uso do sistema automatizado VITEK® 2 System com software
versao 6.01 (bioMérieux, Franca). Para a identificacdo de amostras Gram positivas e
Gram negativas, foram utilizados os cartbes VITEK® 2 GP e GN (bioMérieux,
Francga), respectivamente. A probabilidade da exatiddo de identificagdo (nivel de
confianca) é dividida em quatro grupos: excelente (96 a 99%), muito bom (93 a
95%), bom (89 a 92%) e aceitavel (85 a 88%).

2.5.2 Identificacdo bacteriana por espectrometria de massa

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com o Instituto de
Microbiologia Professor Paulo de Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(IMPG-UFRJ).

Todas as amostras tiveram sua identificacdo confirmada por analise
prote6bmica, utilizando a técnica de espectrometria por lonizacdo e Dessorcao a
Lazer Assistida por Matriz - Tempo de véo (MALDI-TOF MS). Com o auxilio de um
palito de madeira, uma pequena amostra da colbnia isolada no meio Mueller
Hintonagar (BD®, Heidelberg, Alemanha), foi transferida para um poco da placa 96
(Bruker Daltonik GMbH, Alemanha). A cada poco foi adicionada uma aliquota de 10
ML de matriz acido alfa-ciano hidroxicindmico (CHCA - Bruker Daltonik GMbH,
Alemanha), e deixado secar em temperatura ambiente.

A placa foi entdo inserida no equipamento Microflex — MALD-TOF MS (Bruker
Daltonik GMbH, Alemanha) para obtencéo da identificacdo bacteriana. A amostra é
exposta a pulsos de laser, ocorrendo a dessor¢cdo de moléculas ionizadas na fase
gasosa. As moléculas sdo entdo aceleradas por potenciais elétricos num tubo de

vOoo até um espectrometro de massa, com a separacdo de biomarcadores
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determinados pela relacdo entre sua massa e carga elétrica. O espectro gerado é
entdo comparado com outros presentes na biblioteca do programa flexControl 3.4
(Bruker Daltonik GMbH, Alemanha), gerando um escore de identificacdo, de acordo
com o grau de similaridade.

Seguindo as recomendacdes do fabricante (Bruker Daltonik GMbH,
Alemanha), as amostras cujo escore foi igual ou superior a 2,0 foram identificadas
ao nivel espécie, enquanto as amostras com escore inferior a 2,0 e superior a 1,7

foram identificadas até o nivel género.

2.5.3 Identificacdo bacteriana por seqguenciamento de fragmento de DNA

Para a identificagdo em espécie de um microrganismo exigente e raramente
isolado na rotina da instituicdo hospitalar estuda foi empregado o sequenciamento
do gene rDNAL16S da bactéria.

2.5.3.1 Obtencéo do DNA bacteriano

Para a obtencdo do DNA bacteriano, foi utilizado o PureLink®Genomic DNA
Mini Kit (K1820-01, Invitrogen, Life Technologies), seguindo-se as instrucbes do

fabricante.

2.5.3.2 Identificac&o bacteriana por sequenciamento do 16SrDNA

Para identificacdo por metodologia de sequenciamento do gene 16S rDNA foi
realizada uma reacdo de amplificacdo, contendo uma mistura com: 2uL de DNA,
obtido como descrito no item acima, 50ng de cada iniciador (27FB - 5’AGA GTT TGA
TCATGG CTC AG 3'e 1492RAB - 5’GTT TAC CTT GTT ACG ACT T), 0,5 unidades
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de Taq Platinum (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 0,1mM de desoxirribonucleotideo
trifosfato (ANTP), 2mM de cloreto de magnésio e tampao na concentragdo final de
1X. A mistura da reacao foi submetida a um ciclo inicial de 94°C por 5 min, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto e 72°C por 2 min, seguidos de um ciclo adicional
de 72°C por 15 minutos. Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit
QIAquick (Qiagen) e, em seguida, aproximadamente 100 ng foram usados para o
sequenciamento.

O sequenciamento do produto de amplificacdo foi realizado em colaboracao
com a Rede de Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz — Genbémica, Rio de Janeiro,
usando-se o DYEnamic ET terminator kit (Amershambiosciences, Sao Paulo, Brasil)
e as reacdes foram aplicadas no Sequenciador ABI 3730xL. As sequéncias foram
confrontadas com sequéncias depositadas em bancos de dados (NCBI) para a

identificacéo bacteriana.

2.6 Teste de susceptibilidade

2.6.1 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

As amostras tiveram seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
obtidos, também no laboratério assistencial, empregando-se o sistema automatizado
VITEK® 2 System com o software versédo 6.01(bioMérieux, Franca).

Para as amostras Gram positivas, utilizou-se o cartdo VITEK® 2 AST-637
(bioMérieux, Franga). Os seguintes antimicrobianos foram analisados: acido fusidico
(AFS), ampicilina (AMP), benzilpenicilina (PEN), ciprofloxacina (CIP), clindaminica
(CLIN), estreptomicina HLR (HLR-ST), eritromicina (ERI), gentamicina (GEN),
gentamicina HLR (HLR-GE), linezolida (LIN), moxifloxacina (MOX), norfloxacina
(NOR), oxacilina (OXA), rifampicina (RIF), teicoplanina (TEC), tigeciclina (TIG),
trimetoprim-sulfametoxazol (SMX), vancomicina (VAN).

No caso de amostras Gram negativas, aplicou-se o cartdo VITEK® 2 AST-239

(bioMérieux, Franca). Os seguintes antimicrobianos foram analisados: amicacina
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(AMI), ampicilina (AMP), ampicilina-sulbactam (APS), cefepima (CPM), cefoxitina
(CFO), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), cefuroxima (CRX), ciprofloxacio (CIP),
ertapenem (ERT), gentamicina (GEN), imipenem (IMP), meropenem (MER),

piperacilina-tazobactam (PPT) e tigeciclina (TIG).

2.6.2 Teste de susceptibilidade ao Telurito de Potassio (K2TeOsz) por diluicdo em agar

A avaliagdo da susceptibilidade ao K2TeOs foi realizada por meio de
semeadura com auxilio de alca bacteriolégica em meios de &gar chocolate
(Laborclin, Parand, Brasil) e agar Mueller Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha) com
concentragdes de 25ug/mL e 112ug/mL de K2TeO3.

Apo6s semeadura, as placas foram incubadas, em atmosfera de aerobiose,
durante 24 horas a uma temperatura de 35-37°C. As amostras que cresceram nos
meios foram classificadas como resistentes ao K2TeOs, na respectiva concentracao.
Como controle positivo foi utilizada a cepa K. pneumonia e 401F10 e como controle

negativo a E. coli K12, pertencentes a colecao de cultura da DIMI-FCM-UERJ.

2.6.3 Teste de susceptibilidade ao Telurito de Potassio (K2TeOs3) por gradiente de

concentracdo em agar

A confeccao das placas de Petri (150 x 20mm) com estimativas de
concentragdes decrescentes de K2TeOs, eram realizadas em duas etapas, 0 que
permitia a formacao de duas camadas sucessivas de agar.

Inicialmente 10 mL de agar Mueller Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha)
foram distribuidos em placa e esta submetida a uma inclinacdo de 10° durante a
solidificacdo do meio. Posteriormente, sob essa camada foi adicionado 10 mL de
Mueller Hinton com K2TeOs (BD®, Heidelberg, Alemanha). Este procedimento foi

realizado para as concentragdes de 25ug/mL, 112 pg/mL e 336 pg/mL. Assim uma
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diluicdo proporcional a relacdo de espessura das camadas de agar foi obtida,
estabelecendo-se uma gradiente de concentragdo uniforme.

As amostras foram semeadas em 5mL de caldo infusdo cérebro coracdo
(BHI-Laborclin, Parana, Brasil) e incubadas por 24 horas a 35-37°C. Apés
verificacdo do crescimento, foi realizada uma diluicdo 1:10 em solucéo salina 0,85%.
Com auxilio de uma alga bacteriolégica de 10uL, a suspenséao foi semeada em estria
Gnica, de modo que alcancasse toda extensdo do meio, perfazendo uma estria de
aproximadamente 15cm. Essa placa foi incubada por 24h, a 35-37°C, e foi
observada a capacidade de inibicdo de crescimento da estria semeada no meio.

Para melhor avaliar a capacidade de cada amostra crescer sob diferentes
gradientes de concentracdo, as estrias semeadas foram divididas em quatro faixas,
denominadas A, B, C e D (Figura 3), de modo que a maior concentracdo fosse
observada na faixa D e a menor a faixa A. Como controle positivo foi utilizada a cepa
K. pneumoniae 401F10 e como controle negativo a E. coli K12, pertencente a
colecdo de cultura da DIMI-FCM-UERJ.

Figura 3 - Critérios interpretativos do teste de susceptibilidade ao telurito de potassio
por gradiente de concentracao em agar

Fonte: A autora, 2021.

2.7 Teste qualitativo para deteccao de slime — Vermelho do Congo

A partir de um crescimento recente em agar MH, foi selecionada uma coldnia
de cada amostra bacteriana, e entdo semeada, de modo que se formasse pequenos
circulos com massa bacteriana (spots), em meio de cultura Vermelho Congo (CRA,;
Sigmal Chemical Company, St Louis, MO, USA).
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As placas foram incubadas durante 24 horas em atmosfera de aerobiose a
uma temperatura de 35-37°C apds o que foi realizada a primeira leitura. A segunda
leitura foi realizada ap6s 72 horas de incubacao da placa em temperatura ambiente.

A caracterizacdo da producédo de slime foi baseada de acordo com o
crescimento e coloragdo das colonias no meio, sendo positivas quando se
observava a coloracdo negra, indeterminadas com a presenca de coloracao
bordeaux e negativas com coloracao translucida.

Como controle positivo do teste foi utilizada a cepa S. aureus ATCC 25923 e
como controle negativo a E. coli K12, pertencentes a colecdo de cultura da DMIP-
FCM-UERJ.

2.8 Teste do fio

Todas as amostras bacterianas identificadas como K.pneumoniae foram
avaliadas quanto a capacidade de formacéo de fio em placa sob estimulo.

Apébs crescimento recente em meio MH &gar, todas as cepas foram tocadas
com alca bacterioldgica e esticadas perpendicularmente em relacdo a superficie do
meio de crescimento para avaliar a presenca, ou néo, de fio.

O teste foi classificado como positivo quando se observava a presenca de um
fio viscoso maior que 5 mm (PATEL; RUSSO; KARCHMER, 2013). Como controle
negativo foi utilizada a cepa E. coli K12, pertencente a colecéo de cultura da DIMI-
FCM-UERJ.

2.9 Formacao de biofilme

As amostras bacterianas classificadas como K. pneumoniae foram cultivadas
em agar MH, incubadas por 24h a 35-37°C. Posteriormente, 1 a 2 coldnias foram
semeadas em caldo tripticaseina de soja (TSB - Laborclin, Parana, Brasil) e
incubadas por 24h a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Apds o periodo de crescimento
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foi realizado um ajuste da cultura, em um novo tubo contendo caldo TSB, para uma
suspensao com DO 0.1 a 580 nm.

Apoés o ajuste, 200 pL da suspensédo padronizada em TSB foram distribuidas
para cada poco de uma placa de microtitulacdo com fundo chato de 96 pocos e
incubados por 24h a 37°C em aerobiose sem agitacdo. Ao término da incubacao, os
pocos foram lavados 2X com tampao fosfato estéril (PBS; 0,01M; pH 7,2). Em
seguida, 200 pL de cristal violeta 2% foram adicionados a cada poco. Apds 5
minutos, os pocos da placa foram lavados, exaustivamente, com PBS estéril. Apés
esta etapa, 150 pL de acido acético a 33% foram adicionados aos pocos para
eluicdo do corante impregnado.

Foi utilizado como controle negativo o caldo TSB estéril. Entdo, a DO de cada
poco foi aferida quanto a densidade ética final (DOf), utilizando-se espectrofotdmetro
(Spectramax 190 Gemini ELISA, Molecular Devices Corp. Sunnyvalle, Calif) em
comprimento de onda de 570 nm. As amostras foram entdo classificadas em trés
categorias com base na DO do controle negativo (DOC): ndo aderente (DOf < DOC),
fraca a moderadamente aderente (DOC <DOf < 2 x DOC) e fortemente aderente
(DOf> 2 x DOC) (STEPANOVIC, 2000).

2.10 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

2.10.1 Deteccao de genes codificantes de capsula do grupo 2, alfa-hemolisina e

fimbria S nas amostras de Escherichia coli

Para a pesquisa da presenca dos genes kpsMTII, hlyA e sfaDE foi utilizada a
técnica descrita por Johnson, Stell AL (2000), utilizando volume final de 25 L e as
seguintes concentracdes de reagentes: 20 pmol de cada iniciador (Quadro 1); 20
mM de dNTP, tampéao para PCR 1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio; 2,5 unidades
da enzima Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Sado Paulo, Brasil) e 2 puL de
DNA bacteriano. A reacdo de termociclagem foi realizada no equipamento
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando
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um ciclo de trés minutos a 94°C, 25 ciclos alternados de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 63°C e 30 segundos a 68°C, seguidos por um ciclo final de dez minutos
a 72°C. Para validacdo da PCR utilizou-se uma reacdo sem DNA bacteriano
(controle branco), e uma reacdo com DNA extraido de controle positivo de E. coli
143/09.

Quadro 1 - Genes alvos, iniciadores utilizados e fragmentos pesquisados na PCR
para identificacdo do gene codificante de enterotoxinas nas amostras
de Escherichia coli.

Tamanho
Iniciadores Sequéncia 5>3’ Alvo f e
ragmento
(bp)
kpsMTII(F) | GCG CAT TTG CTG ATACTG TTG capsula do 279
kpsMTII(R) | CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA grupo 2
hlyA (F) AAC AAG GAT AAG CACTGTTCTGGC T alfa- 1177
hlyA(R) ACC ATATAA GCG GTC ATT CCCGTCA hemolisina
sfaDE(F) CGG AGG AGT AAT TAC AAACCT GGC A fimbria S 410
sfaDE(R) CTC CGG AGA ACT GGG TGCATCTTAC

Fonte: A autora, 2021.

2.10.2 Deteccdo de genes codificantes de fimbria P nas amostras de Escherichia

coli

Para a pesquisa da presenca do gene codificante da fimbria P, papC, utilizou-
se a técnica descrita por Le Bouguenec, Archambaud, Labigne (1992), com
pequenas alteragdes na reagédo, utilizando volume final de 25 uL e as seguintes
concentracdes de reagentes: 20 pmol de cada iniciador (Quadro 2); 20 mM de dNTP,
tampéo para PCR 1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio; 0,75 unidades da enzima
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e 2 uL de DNA
bacteriano. A reacdo de termociclagem foi realizada no equipamento GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando um ciclo de
trés minutos a 94 °C, 35 ciclos alternados de um minuto a 94°C, 30 segundos a 63°C
e 3 minutos a 72°C, seguidos por um ciclo final de sete minutos a 72°C. Para
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validacdo da PCR foi utilizada uma reacdo sem DNA bacteriano (controle branco), e

uma reacdo com DNA extraido de controle positivo de E.coli 143/09.

Quadro 2 - Genes alvos, iniciadores utilizados e fragmentos pesquisados na PCR
para identificagdo do gene codificante da fimbria P nas amostras de
Escherichia coli

Tamanho
Iniciadores Sequéncia 523’ Alvo ; o
ragmento
(bp)
papC (F) | GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G | fimbria
papC (R) | ATATCCTTT CTG CAG GGA TGC AAT A P 328 bp

Fonte: A autora, 2021.

2.10.3 Deteccdo de genes codificantes do sistema aerobactina de aquisicado def erro

nas amostras de Escherichia coli

Para a pesquisa da presenca do gene codificante do sistema aerobactina,
iucD seguiu-se o protocolo estabelecido por Herrero; Lorenzo, Neilands (1988).
Cada reacéo foi realizada com um volume final de 25 yL, contendo: 20 pmol de cada
iniciador (Quadro 3); 20 mM de dNTP; tampé&o para PCR 1X; 1,5 mM de MgClz; 0,75
U da enzima Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e 2 uL de
DNA bacteriano. A amplificacéo foi realizada em um termociclador (GeneAmp® PCR
System 9700/ Applied Biosystems, Foster City, USA) sob as seguintes condi¢des:
um ciclo inicial de dois minutos a 94°C; 25 ciclos alternados de 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C, e um ciclo final de dez minutos a 72°C.
Para validacdo da PCR foi utilizada uma reacdo sem DNA bacteriano (controle

branco), e uma reagdo com DNA extraido de controle positivo de E. coli 143/09.
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Quadro 3 - Genes alvos, iniciadores utilizados e fragmentos pesquisados na PCR
para identificacdo do gene codificante do sistema aerobactina de
aquisicao de ferro nas amostras de Escherichia coli

Tamanho
Iniciadores Sequéncia 5>3’ Alvo f o
ragmento
(bp)
iucD(R) AAG TGT CGATTT TAT TGG TGT A Aerobactina 760 b
iucD(F) | CCA TCC GAT GTC AGT TTT CTG sideréforo b

Fonte: A autora, 2021.

2.10.4 Deteccdo de genes codificantes da enzima malato dehidrogenase, intimina,

invasina, plasmideo enteroagregativo, toxina Shiga like 1 e 2, enterotoxina

termolabil e termoestavel nas amostras de Escherichia coli

Foi realizada a técnica de PCR multiplex descrita por Omar e Barnard (2014)
com algumas alteragdes, para pesquisa de 8 genes alvos (Quadro 4).

As reacgOes foram realizadas em volumes finais de 20 pL, contendo: tampéo
para PCR 1X; 20 pmol de cada par de iniciadores (Quadro 4); 20 mM de dNTP,
1,5mM de cloreto de magnésio, 2 unidades da enzima Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e 3 uL de DNA bacteriano da amostra em
andlise.

A reacdo de termociclagem foi realizada no equipamento GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando um ciclo de trés
minutos a 94°C, 35 ciclos alternados de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C e
dois minutos a 68°C, seguidos por um ciclo final de cinco minutos a 72°C. Para
validacdo da PCR foi utilizada uma reacdo sem DNA bacteriano (controle branco), e
duas reagbes com DNA obtidos de controles positivos EDL933 (stx1,stx2 eaeA),
2348/69 (eaeA), H10407 (stelt), 042 (eagg) e 20851 (ial), que foram extraidos

separadamente e mantidos em um mix de controle positivo (Pool).
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Quadro 4 — Genes alvos, iniciadores utilizados e fragmentos pesquisados na PCR
para identificacgdo do gene codificante da enzima malato
desidrogenase, intimina, invasina, plasmideo enteroagregativo, toxinas
Shiga-like 1 e 2, enterotoxinas termoldbel e termoestavel nas amostras
de Escherichia coli.(continua)

Tamanho
Iniciadores Sequéncia 5>3’ Alvo f 2
ragmento
(bp)
mdh (R) GGCAGAATG GTAACACCAGAGT enzima malato
mdh (F) GGT ATG GAT CGT TCCGACCT dehidrogenase 304 bp
eaeA(R) CTG AAC GGC GATTACGCG AA
eagg(F) GAC GAT ACGATC CAG intimina 917 bp
ial(F) GGT ATG ATGATGATG AGT GGC
ial(R) GGAGGC CAACAATTATITCC invasina 630 bp
eagg(F) AGACTCTGG CGAAAGACTGTATC plasmideo

eagg(R) ATG GCT GTCTGT AATAGATGAGAAC | enteroagregativo 194 bp

stx1 (F) | ACACTG GAT GAT CTCAGT GG

stx1(R) CTG AAT CCCCCT CCATTATG toxina Shigalikel 614 bp
stx2 (F) CCATGACAACGGACAGCAGTT

stx2 (R) CCTGTCAACTGAGCACTTTG toxina Shigalike 2 779 bp
It (F) GGC GACAGATTATACCGT GC enterotoxina

It(R) CGGTCT CTATATTCCCTGTT termolabil 450 bp
st (F) TITCCCCTCTTITTAGTCAGTCACC enterotoxina

st (R) GGCAGGATT ACAACAAAG TTC ACA termoestavel 160 bp

Fonte: A autora, 2021.

2.10.5 Anélise dos produtos das PCR

Os produtos de amplificacdo das PCR (2,0 pL) foram misturados a 2,0 pL de
corante (0,25% bromofenol / 20% glicerol) e, em seguida, aplicados em gel de
agarose a 1,2% (Invitrogen, Sédo Paulo, Brasil) em 100 mL TBE 1X (Tris Base, &acido
borico, EDTA-0,5M e pH 8,0), corado com 10 pL de SYBR®Safe DNA gel stain
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). A eletroforese ocorreu em cuba horizontal
(GibcoHorizon 58/ Biometra, Gottingen, Alemanha) com tampédo TBE 1X com as
seguintes condi¢des: 100 V, 100 mA por 30 minutos. Os produtos amplificados

foram observados em luz ultravioleta (UV) (DNr / Bioimaging systems - Mini Bis Pro/
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BioAmerica) tendo por parametro o marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil).

2.11 Processamento e Analise dos dados

Os dados foram analisados com uma abordagem quantitativa, a luz da
estatistica descritiva e tabulados com o uso do programa Microsoft Excel Office
XP®.

Para as variaveis continuas relacionadas ao paciente, como faixa etaria, perfil
de microrganismos e resisténcia foram realizadas medidas de frequéncia absoluta e
relativa (porcentagem). Ainda quanto as caracteristicas dos pacientes, foram
avaliadas as seguintes associacoes: i) tipo de cateter versus presenca de infeccao
priméria de corrente sanguinea e ii) presenca de neutropenia em relacdo ao género
(sexo), unidade de internacéo, doenca onco-hematoldgica e iii) hemocultura positiva.
Para as associacdes foi avaliado significancia estatistica (p) pelo qui- quadrado (x?)
considerando o nivel de significancia de 0,05.

Quanto a andlise do perfil microbiolégico, foi medida a frequéncia absoluta
das bactérias resistentes ao antimicrobiano, conforme o antibiograma. As amostras
foram classificadas como multirresistentes a antimicrobianos quando apresentaram
determinados fendtipos de resisténcia que sao importantes para 0 ambiente
hospitalar, como se segue: i) Staphylococcus sp resistentes a oxacilina, ii)
Enterobactérias e Bastonetes Gram negativos ndo fermentadores resistentes a
cefalosporinas de terceira/quarta geracdo e/ou a carbapenémicos, iii) Enterococcus

Spp. resistentes a vancomicina.

2.12 Procedimentos éticos

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa e foi aprovado com
namero do Parecer: 4.502.848. CAAE: 41955320.4.0000.5259. (ANEXO)
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3 RESULTADOS

3.1 Pacientes

Durante o estudo (agosto de 2015 a agosto de 2016), foram selecionados 50
pacientes, destes, 43 se enquadravam nos critérios de inclusao estabelecidos pelo
estudo. Sete pacientes foram excluidos, um por estar fora da faixa etaria, um pelo
isolamento de fungo na hemocultura, dois pelo espécime clinico ser diferente de
sangue e trés por apresentar infeccdo secundaria da corrente sanguinea. Do total de
pacientes, 25/43 (58,1%) tinham doenc¢a onco-hematolégica, 20/43 (46,5%) estavam
neutropénicos e 23/43 (53,5%) ndo neutropénicos, no momento da coleta. A maior
parte dos pacientes era da faixa etéria de lactentes, seguida de criancas nas faixas
de pré-escolar e escolar, com percentuais de 32,5%, 256% e 23,3%,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes pediatricos com hemocultura positiva de
acordo com faixa etéria e presencga de neutropenia (n=20)

Presenca de neutropenia

Com

Faixa etaria neutropenia Sem neutropenia Total

n % n % n %
0 a 28 dias (neonatal) 0 0 2 4,6 2 4.6
>28 dias - 2 anos
(lactente) 3 6,9 11 25,6 14 32,5
3 - 6 anos (pré-escolar) 7 16,2 4 9,30 11 25,6
7 - 11 anos (escolar) 7 16,2 3 6,9 10 23,3
12 - 18 anos
(adolescente) 3 6,9 3 6,9 6 13,9
Total 20 46,5 23 53,5 43 100%

Fonte: A autora, 2021.

A Tabela 2 apresenta a associagdo das variaveis relacionadas ao sexo,
unidade de internacdo, presenca, ou ndo, de doengca onco-hematolégica e

hemocultura positiva com a presenga ou auséncia de neutropenia, foi evidenciado
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significancia estatistica (p<0,001), apenas em relacdo a doenca onco-hematoldgica,

considerando que nestes pacientes a neutropenia é mais frequente.

Tabela 2 — Associacdo de caracteristicas relacionadas aos pacientes pediatricos
com hemocultura positiva quanto a presenca de neutropenia

Presenca de neutropenia

Caracteristicas cor : SET . Total p*
neutropenia neutropenia
n % n % n %
Sexo
Masculino 14 32,5 14 32,5 28 65,1 0531
Feminino 6 13,9 9 20,9 15 34,9 ’
Unidade de Internacao
CTI 5 11,6 11 25,6 16 37,2 0.122
Enfermaria 15 34,9 12 27,9 27 62,8 '
Doenca onco-hematoldgica
S|~m 20 46,5 5 11,6 25 58,1 <0.001
N&o 0 0 18 41,9 18 41,9
Hemocultura Positiva
IPCS 14 32,5 15 34,9 29 67,4 0739
Colonizacio 6 13,9 8 18,6 14 32,5 '

Legenda: * Qui-Quadrado considerando nivel de significancia de 0,05
Fonte: A autora, 2021.

Quando associado os tipos de cateter central, classificados em curta
permanéncia (cateteres periféricos e cateteres centrais, que em pacientes
pediatricos (cateteres periféricos) ndo possuem rotina de troca, ambos devem ser
avaliados continuamente para necessidade da retirada, monitorizacao
hemodindmica etc.) e longa permanéncia (séo cateteres tunelizados que podem
permanecer implantados por meses e até anos, ou seja, acesso seguro em terapias
de longa duracdo, como doengas onco-hematoldgicas entre outras), com a presenca
de IPCS, conforme demonstrado na Tabela 3, observou-se que apesar de nao
apresentar significancia estatistica, os pacientes portadores de cateteres de curta
permanéncia apresentaram 1,13 mais chance de ocorréncia de IPCS do que os

cateteres de longa permanéncia (Tabela 3).
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Tabela 3 - Associacao dos tipos de cateter inserido nos pacientes pediatricos com
hemocultura positiva quanto a presenca de infeccéo primaria da corrente

sanguinea
Presenca de IPCS
Tipos de Cateter IPCS* Sem IPCS* Total ggﬁg p**
n % n % n %
Curta
Permanéncia 19 44,2 7 16,3 26 60,5
Longa 1,13 0,859
Permanéncia 12 27,9 5 11,6 17 39,5
Total 31 72,1 12 27,9 43 100

Legenda: *Infeccdo priméria da corrente sanguinea (IPCS);**Qui-Quadrado considerando nivel de
significancia de 0,05.
Fonte: A autora, 2021.

3.2 Amostras bacterianas

3.2.1 Identificacdo das amostras bacterianas

Foram incluidas no estudo, 59 amostras bacterianas isoladas de hemocultura
de 43 pacientes pediatricos, independentemente de estarem ou nédo relacionadas a
infeccdo. As espécies mais frequentes identificadas pelo sistema MALDI-TOF MS,
foram SCN (19/44,2%), K. pneumoniae (11/25,6%) e E. coli (8/18,6%).

A maior parte das espécies bacterianas foram provenientes de episédios de
IPCS, exceto para as espécies de SCN, onde quase a totalidade estava envolvida
em casos de ndo-IPCS, independentemente de serem isoladas de pacientes com ou
sem neutropenia. Somente um episédio de IPCS foi causado por SCN em paciente

com neutropenia (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicdo das espécies bacterianas recuperadas de hemoculturas de
recuperadas de pacientes pediatricos

Pacientes
(n=43)
Com neutropenia Sem neutropenia
(n=20) (n=23) Total
Sem Sem n

* *
IPCS IPCS* IPCS IPCS*

Microrganismos

Acinetobacter baumanii 1
Brevibacterium celere 1
Chronobacter sakazakii
Campylobacter jejuni
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
E. coli
K. pneumoniae
P. aeruginosa
Pantoea sp 1
SCN** 10 8
S. aureus 5
Sphingomonas paucimobilis 2
Stenotrophomonas maltophilia 1
Streptococcus sanguini

NO©NN
NRPNR R R

=
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Legenda: *Infec¢@o primaria da corrente sanguinea (IPCS); ** Staphylococcus coagulase negativo
(SCN).
Fonte: A autora, 2021.

3.2.2 Identificacdo bacteriana

Aproximadamente trés quartos das amostras bacterianas (47/59)
apresentaram concordancia na identificagéo entre o VITEK® 2 System, realizado no
laboratério de origem, e o MALDI-TOF MS aplicado como instrumento de
confirmagcdo dos dados. Nos 12 casos de discordancia na identificagdo, sete
apresentaram score acima de 2, caracterizando certeza na identificagdo em espécie,
e cinco delas apresentaram scores entre 1,7 e 1,99, relacionado a nivel de confianga

em género (Tabela 5).
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Tabela 5 — Relacdo das amostras bacterianas em que houve discrepancia entre as
metodologias aplicadas na identificacéo

Métodos aplicados na identificacdo bacteriana

Sequenciamento

Amostra VITEK® 2 System MALZ_EZ%: MS do gene 16S
rDNA
7 Stenotrophomonas Pseudomonas hibiscicola (2.137)
maltophilia
8 Sphingomonas Brevibacterium -
paucimobilis celere (2.049)
11 Stawgrlr?ﬁ]ci);cus Staphylococcus epidermidis (2.034)
18 Enterobacter Enterobacter -
Cloacae kobei (1.998)
29 Cronobacter Enterobacter -
Sakazakii cloacae (2.128)
32 Sphingomonas Micrococcus -
paucimobilis luteus (2.006)
36 Staphylococcus Staphylococcus haemolyticus -
Warneri (2.011)
42 Enterobacter Enterobacter -
Cloacae hormaechei (1.801)
59 Enterobacter Enterobacter -
Cloacae Asburiae (1.779)
128 Francisella i Campilobacter
Tularensis jejuni
60 Klebsiella Klebsiella -
Pneumoniae variicola (1.826)
91 Staﬂggﬁﬁgcus Staphylococcus epidermidis (2.139)
80 Klebsiella Enterobacter -
Pneumoniae aerogenes (1.763)

Fonte: A autora, 2021.

A amostra 128 foi, inicialmente, identificada pelo VITEK® 2 System como

Francisella tularensis, e, como parte do protocolo da unidade hospitalar, foi

encaminhada para um laboratério de apoio para sequenciamento do gene 16S

rDNA, sendo identificada como Campylobacter jejuni. Nao foi possivel recuperar

essa amostra para identificacao por espectrometria de massa.
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3.3 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Para 14 amostras nédo foi possivel a realizacdo de um perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, uma vez que em sete amostras nao foi observada resisténcia a
nenhum dos antimicrobianos testados (K. pneumoniae n = 5; E. coli n = 2). Para
cinco amostras nao existe padronizacéo para realizacdo de antibiograma (Pantoea
sp n =1, S. maltophilia n =1, S. sanguinis n =1 e S. paucimobilis n = 2) e para duas
amostras ocorreu a perda da viabilidade do microrganismo (C. jejuni e B. celere).

Diferentes perfis de resisténcia foram observados nas amostras bacterianas.
As maiores diversidades desses perfis entre as espécies foram observados para
SCN (17 perfis), K. pneumoniae (4 perfis) e E. coli (3 perfis).

Entre os perfis de resisténcia de SCN, aproximadamente 1/3 exibia marcador
para classificd-los como multirresistentes (resisténcia a OXA). Todas os perfis
destacados em K. pneumoniae foram multirresistentes (todos com resiténcia a CPM
e apenas um com resisténcia a IMP). Para E. coli um uUnico perfil foi classificado

como multirresistente (resisténcia a CPM) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre as espécies bacterianas
recuperadas de hemoculturas recuperadas de pacientes pediatricos

Microrganismos Perfil de resisténcia aos antimicrobianos
A. baumanii AMP-CFO-CRX
C. sakazakii AMP-CFO-CRX
E. faecalis CLIN-HLR-G
E. cloacae AMP-APS-CPM-CFO-CAZ-CRO-CRX-IMP-PPT*
AMP-APS-CPM-CFO-CAZ-CRO-CRX*
AMP-APS-CFO-CRX
E. coli AMP-CPM-CAZ-CRO-CRX*
AMP-APS-CRX-PPT
AMP-APS
AMP
K. pneumoniae APS-CPM-CAZ-CRO-CRX-ERT-IMP-MER-PPT*

TIG-APS-CPM-CFO-CAZ-CRO-CRX-PPT*
CIP-GEN-TIG-APS-CPM-CAZ-CRO-CRX*
APS-CPM-CAZ-CRO-CRX-PPT*
P. aeruginosa APS-CFO-CRO-CRX
SCN** PEN-CIP-CLIN-ERI-GEN-MOX-NOR-OXA-TEC-SUT*
PEN-CIP-CLIN-ERI-GEN-MOX-NOR-OXA-SUT-AFS*
PEN-CIP-CLIN-ERI-MOX-NOR-OXA-SUT-AFS*
PEN-CIP-CLIN-ERI-GEN-MOX-NOR-OXA-SUT*
PEN-CIP-CLIN-ERI-MOX-NOR-OXA-SUT-AFS*
PEN-CIP-CLIN-ERI-MOX-NOR-OXA-SUT*
PEN-CIP-ERI-MOX-NOR-OXA-RIF-SUT*
PEN-ERI-OXA-SUT-AFS*
PEN-OXA-SUT-AFS*
PEN-CLIN-ERI-OXA*
PEN-ERI-OXA-TEC*
PEN-ERI-OXA*
PEN-OXA*
PEN-ERI
PEN-SUT
PEN-LIN
PEN
S. aureus PEN-CLIN-ERI-GEN
PEN-ERI-OXA*
PEN-OXA*

Legenda: *Perfil de resisténcia classificados como multirresistentes; **Staphylococcus coagulase
negativo (SCN). Ampicilina (AMP); Acido fusidico (AFS); Ampicilina-Sulbactam (APS);
Ceftazidima (CAZ); Cefoxitina (CFO); Clindamicina (CLIN); Cefepima (COM);
Ciprofloxacino (CIP); Ceftriaxone (CRO); Cefuroxima (CRX); Eritromicina (ERI);
Ertapenem (ERT); Linezolida (LIN); Imipenem (IMI); Meropenem (MER); Moxifloxacino
(MOX); Norfloxacino (NOR); Oxacilina (OXA); Penicilina (PEN); Piperacilina-Tazobactam
(PPT); Rifampicina (RIF); Sulfametoxazol-Trimetoprim (SUT); Teicoplanina (TEC);
Tigeciclina (TIG).

Fonte: A autora, 2021.
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Duas amostras de E. coli apresentaram crescimento em meio contendo
K2TeOs (25pug/mL e 112ug/mL), sendo apenas duas positiva no meio Vermelho do
Congo. Apenas uma cepa de K. pneumoniae com perfil de resisténcia aos

antimicrobianos apresentou crescimento em meios contendo K2TeOs (25ug/mL e
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112pg/mL), apresentando, também, crescimento no meio com gradiente de

concentragéo ao K2TeOs (Tabela 7).

Tabela 7 — Producéo de slime e sensibilidade a K2TeOs em amostras de Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae

] Gradiente de concentracdo ao
Meio com K2TeOs

Amostra  Microrganismos VvC KeTe0
(Hg/mL) (Hg/mL)

25 112 25 112 336

79 E. coli Neg S S nhc nhc nhc
19* E. coli Neg S S nhc nhc nhc
1 E. coli Pos R R nhc nhc nhc
3 E. coli Pos R S nhc nhc nhc
130 E. coli Neg S S nhc nhc nhc
140 E. coli Neg S S nhc nhc nhc
58 E. coli Neg S S nhc nhc nhc
72 E. coli Neg S S nhc nhc nhc
9* K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
10 K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
14 K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
112* K. pneumoniae Neg R S D A nhc
113 K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
42 K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
59* K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
80* K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
60 K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
62* K. pneumoniae Neg S S nhc nhc nhc
73* K. pneumoniae  Neg S S nhc nhc nhc

Legenda: *Perfil de resisténcia classificados como multirresistentes; Vermelho do Congo (VC);
positivo (pos); negativo (neg); indeterminado (ind); ndo houve crescimento bacteriano
(nhc); faixas nas estrias de crescimento em meio com gradiente de concentracdo de
K2TeOs. (A, B, C e D ); Resisténcia (R); Sensivel (S).

Fonte: A autora, 2021.
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Quando avaliamos a capacidade das espécies de Staphylococcus crescerem
em meio contendo K2TeOs constatamos que todas apresentaram resisténcia a
concentracédo de 25 pg/mL e apenas trés amostras (S. aureus) foram capazes de
crescer na concentracdo de 112 pug/mL. Foram observadas diferencas no
crescimento no meio Vermelho do Congo entre as espécies de SCN e S.aureus,
sendo todas as amostras dessa Ultima espécie positivas, além disso, observou-se
crescimento uniforme (por todo o gradiente) nos meios com gradiente de

concentracdo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Producdo de slime e sensibilidade a K:TeOs em amostras de

Staphylocccus sp.

Meio com K2TeO3

Gradiente de concentragcédo ao

. . K2TeOs
Amostra  Microrganismos VC**
(Hg/mL) (Hg/mL)
25 112 25 112 336
2* SCN Neg R S nhc nhc nhc
38* SCN Neg R S D C nhc
68* SCN Ind R S D D B
11* SCN Ind R S D D nhc
16* SCN Ind R S D C A
20* SCN Ind R S D D A
39* SCN Ind R S D D B
40* SCN Ind R S D D B
27* SCN Ind R S D C A
25* SCN Ind R S D D B
36* SCN Ind R S D C nhc
37* SCN Ind R S D C nhc
47* SCN Ind R S D C A
50* SCN Ind R S C nhc nhc
129* SCN Ind R S D C A
70* SCN Ind R S D D nhc
87* SCN Neg R S D D A
84* SCN Ind R S D D B
64* SCN Neg R S D D B
28* S. aureus Pos R S D C C
105 S. aureus pos R S D D B
65* S. aureus Pos R R D D C
66* S. aureus Pos R R C C C
67* S. aureus Pos R R D C C

Legenda: *Perfil de resisténcia classificados como multirresistentes; Staphylococcus coagulase
negativo (SCN); positivo (pos); negativo (neg); indeterminado (ind); ndo houve crescimento
bacteriano (nhc); faixas nas estrias de crescimento em meio com gradiente de
concentragdo de K2TeOs. (A, B, C e D ); Resistente (R); Sensivel (S).
Fonte: A autora, 2021.
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Todas as amostras de K. pneumoniae foram capazes de produzir de
moderado (moderada quantidade de produc&o) a forte (elevada quantidade de
producdo) biofilme. Das cinco amostras positivas para o teste do fio, trés delas
apresentaram perfil de sensibilidade a todos os antimicrobianos. Uma amostra foi
caracterizada como multirresistente por mais de um marcador de resisténcia
(descritos acima, na Tabela 7) e cresceu no meio com gradiente de concentracéo de
K2TeOs (Tabela 9).

Tabela 9 — Comportamento das amostras de K. pneumoniae frente a formacao de
biofilme, ao teste do fio e a sensibilidade ao K2TeOs3
Gradiente de concentracdo ao

Amostra Fog.“a.@ao . Testedo fio KeTe€0s

iofilme (ug/mL)
25 112 336
9* ++ pos nhc nhc nhc
10 +++ pos nhc nhc nhc
14 ++ pos nhc nhc nhc
112* ++ pos D A nhc
113 ++ pos nhc nhc nhc
42 ++ neg nhc nhc nhc
59* ++ neg nhc nhc nhc
80* +++ neg nhc nhc nhc
60* ++ neg nhc nhc nhc
62* ++ neg nhc nhc nhc
73 ++ neg nhc nhc nhc

Legenda: *Perfil de resisténcia classificados como multirresistentes; forte formador de biofilme (+++);
moderado formador de biofilme (++); positivo (pos); negativo (neg); ndo houve crescimento
bacteriano (nhc); faixas nas estrias de crescimento em meio com gradiente de
concentracdo de K:TeOs (A, B, C e D).

Fonte: A autora, 2021.

Entre as amostras de E. coli estudadas, quatro delas merecem destaque por
albergarem genes de viruléncia relacionados a sider6foros e uma a producgdo de
capsula. Esta ultima, aléem de apresentar o marcador molecular para producao
capsular, também foi capaz de produzir slime observado no meio Vermelho do
Congo (Tabela 10).
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Tabela 10 — Comportamento das amostras de E.coli frente a formagdo de slime,
deteccédo de genes de viruléncia e a sensibilidade ao K2TeO3s

Gradiente de concentracdo ao

e A . K2TeOs

Amostra VC Genes de viruléncia (ug/mL)
25 112 336
79 neg ) nhc nhc nhc
19* neg iucD nhc nhc nhc
1 pos iucD nhc nhc nhc
3 pos kpsMTII nhc nhc nhc
130 neg - nhc nhc nhc
140 neg - nhc nhc nhc
58 neg iucD nhc nhc nhc
72 neg iucD nhc nhc nhc

Legenda: *Perfil de resisténcia classificados como multirresistentes; Vermelho do Congo (VC);
negativo (neg); positivo (pos); ndo houve crescimento bacteriano (nhc); gene que codifica
producéo de sidero6foro (lucD); gene que codifica producao de capsula (kpsMTII).

Fonte: A autora, 2021.
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4 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que, entre as caracteristicas clinicas e
demograficas dos pacientes pediatricos com hemocultura positiva quanto a presenca
de neutropenia, a Unica variavel que apresentou diferenca estatistica foi a presenca
de doenca onco-hematologica. Estudos mostram que, entre 0s pacientes com
cancer, doencas hematologicas oferecem o maior risco para IPCS aos pacientes
com tumores soélidos, assim como para os pacientes com doenca hematoldgica
maligna como leucemia e linfoma (GOWIN et al., 2020).

A neutropenia € o maior fator de risco independente para IPCS e pacientes
com esta infeccdo tem maior mortalidade em comparacdo a pacientes nao
neutropénicos. Vale ressaltar que os cateteres totalmente implantados sao inseridos
através de procedimento cirdrgico, reforcando a necessidade de atualizacbes e
revisdo de rotinas, vigilancia, treinamentos e verificagdo de medidas preventivas,
através de bundles de insercdo e manutencdo de CVCs (higienizacdo das maos,
técnica asséptica etc.) (BOLL et al., 2021; GORSKI, 2017; PINELLI et al., 2018;
O’GRADY et al., 2011).

Portanto, os cuidados com o cateter, além da condicdo do paciente
(neutropenia), devem ser reforcados durante toda assisténcia. Este cuidado deve ser
muito maior no manuseio do cateter, onde o risco de infeccdo € maior, ou seja, com
as rotinas e medidas preventivas para as IPCSs relacionadas ao CVC. Os cuidados
preventivos devem ser realizados independentemente do tipo de (cateter totalmente
implantado e os de curta permanéncia) e, adicionalmente, devem ser
acompanhados e revisados periodicamente

Infec¢des da corrente sanguinea associadas ao Port sdo classificadas com o
mesmo critério das que séo classificadas como relacionadas aos outros cateteres
venosos centrais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).
Embora seja o dispositivo de menor risco, comparado aos outros cateteres venosos,
complicagdes frequentes sdo encontradas em alguns servigos de saude. De acordo
com o IDSA, assim como pela ANVISA, hemoculturas ndo devem ser coletadas
rotineiramente de pacientes que nao apresentam sintomas de IPCS. Em um estudo

retrospectivo em instituicdo de tratamento de criangas com cancer, as principais
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complicagbes com este tipo de cateter foram as mecanicas e as infecciosas (GOWIN
et al., 2020, TOLLER et al., 2019).

Nos pacientes avaliados no presente trabalho os cateteres de curta
permanéncia estavam associados a uma chance 1,13 vezes maior de causar IPCS
quando comparados aos cateteres de longa permanéncia, ja que estes possuem um
menor risco de causar infeccdo, mas um estudo transversal realizou uma
retrospectiva de IPCS em pacientes onco-hematolégicos com cateter venoso de
longa permanéncia e mostrou que este dispositivo estava relacionado a 68% dos
casos de IPCS (OZALP GERCEKER et al., 2019). De fato pacientes oncoldgicos em
geral, fazem uso de cateteres venosos centrais de longa permanéncia
frequentemente, para um tratamento quimioterapico seguro, assim sao mais
expostos aos riscos de infeccao relacionados aos cuidados com o cateter, e assim
se faz necessario cuidado rigoroso no manuseio e na infusdo de medicamentos, isto
mostra que na unidade do estudo, a vigilancia e as medidas preventivas parecem
ser eficazes e quando estas ndo sdo seguidas o risco de IPCS pode aumentar
independente do tipo de cateter.

O Vitek® identificou uma amostra como Francisella tularensis. Por ndo se
tratar de um microrganismo frequentemente relacionado ao ambiente hospitalar,
seguindo os protocolos estabelecidos pelo hospital, esse microrganismo foi enviado
para identificacdo por sequenciamento do gene 16S rDNA. E sabido que F.
tularensis € uma bactéria transmitida por carrapatos, especialmente pelo género
Dermacentor spp, tipicamente encontrado em cavalos, e é o agente etiolégico de
uma doenca potencialmente fatal, conhecida como tularemia (REIF et al, 2018; KOH
et al, 2019). Além disso, vale ressaltar que numerosos trabalhos apontam dificuldade
na identificacdo de certos grupos de microrganismos por sistemas automatizados
(CAO et al., 2021; KOREM et al., 2020; SHIN et al., 2021; WU et al., 2021).

Importante ressaltar que a amostra erroneamente identificada como F.
tularensis pelo Vitek®, apos (a identificacdo por) o sequenciamento do gene 16S
rDNA, foi identificada como Campylobacter jejuni. Este microrganismo figura na lista
de prioridade global de bactérias resistentes a antibiéticos da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), que visa orientar a pesquisa, descoberta e desenvolvimento de

novas drogas, como uma bactéria de alta prioridade (OMS, 2017). Desta forma, C.
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jejuni € um agente de infeccdo para o qual € urgente a necessidade de novas
alternativas de tratamento.

Espécies de Campylobacter sédo conhecidas por causar enterite e nos ultimos
40-50 anos, este microrganismo esteve associado a infeccbes variadas, como
celulite, espondilodiscite e bacteremia, sendo o C. jejuni a espécie mais implicada
nos casos de bacteremia (PISIPATI et al., 2020).Entretanto, ha relatos de que
doencas causadas por Campylobacter jejuni raramente estejam associadas a
complicacBes extra-intestinais e que a bacteremia por C. jejuni é dificil de detectar
em pacientes com neoplasias hematolégicas submetidos a quimioterapia. Assim
como 0 nosso trabalho, um estudo na Italia relatou dois casos de bacteremia em
pacientes pediatricos afetados por leucemia linfoblastica aguda (MARTORA et al.,
2020). Entre as doencas associadas a infeccdo por C. jejuni, merece destaque a
sindrome de Guillain-Barré, uma doenca auto-imune do sistema nervoso periférico
(KOIKE et al., 2021).

A realizacdo de identificacdo de espécies bacterianas em pacientes
imunodeprimidos faz-se necesséria para evitar o uso inadequado de antimicrobianos
de amplo espectro e diminui o risco de realizacéo de procedimentos mais invasivos
que podem comprometer o progndstico destes pacientes. Esta amostra bacteriana,
por ser uma espécie exigente para cultivo ndo foi recuperada para posteriores
analises, portanto ndo foi possivel realizar o teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos.

Das 59 amostras bacterianas isoladas de hemocultura dos pacientes
pediatricos, as espécies mais frequentes identificadas foram SCN (19/44,2%), K.
pneumoniae (11/25,6%) e E. coli (8/18,6%). Ozalp Gergeker (et al., 2019) verificaram
SCN em 47,6% dos pacientes onco-hematolégicos, sendo a espécie mais freqiente
nas infeccbes da corrente sanguinea. Outro estudo mostrou, em pacientes
pediatricos neutropénicos que amostras de E. coli foram os microrganismos mais
frequentemente observados (STEINBERG et al., 2013).

De acordo com o ultimo Boletim Informativo da Coordenag¢édo Estadual de
Controle de Infeccao Hospitalar (RJ), de junho de 2021, SCN, S. aureus, Complexo
K. pneumoniae, Serratia spp. e P. aeruginosa foram 0s microrganismos mais
envolvidos em IPCS, em 2020. E importante ressaltar que estes dados s&o
referentes as IPCS notificadas em unidades de terapia intensiva pediatrica, sem
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discriminagdo de diagnostico entre os pacientes pediatricos (pacientes clinicos,
cirirgicos e oncologicos). As espécies envolvidas nas IPCS de pacientes onco-
hematolégicos na maioria dos centros de atendimento para estes pacientes sao
comumente causadas por SCN, mas recentemente algumas instituicbes tém
notificado também bactérias Gram negativas MDR (ALP, AKOVA, 2013). A
predominéncia de enterobactérias, principalmente K. pneumoniae e E.coli, tem se
tornado comum e isso deve-se a caracteristicas especificas dos pacientes com
cancer, como uso profilatico de fluoquinolonas e hospitalizacdo com uso de cateter
intravascular, além da mucosite associada a quimioterapia (VAZQUEZ-LOPEZ et al.,
2019).

Entre as espécies bacterianas isoladas no presente estudo, a maioria era
proveniente de episédios de IPCS. No entanto, as espécies de SCN ndo estavam,
na maioria das vezes associadas a IPCS, com excec¢édo de um caso de IPCS que foi
causado por SCN em paciente com neutropenia. Bactérias Gram-positivas
predominaram em hemoculturas de pacientes com diagndéstico de imunodeficiéncias
e outras condi¢cdes ndo oncoldgicas e ndo hematoldgicas (AMANCIO et al., 2020).
Entre as espécies encontradas, Staphylococcus epidermidis foi o principal agente
identificado  (77,7%), possivelmente devido a colonizacdo da pele e
consequentemente do cateter. No entanto, bactérias Gram-negativas com um perfil
de resisténcia representaram 40% dos casos de infec¢cdes bacterianas, a principal
espécie associada foi K. pneumoniae (66,6%). Esta bactéria se mostrou responsavel
por um risco maior de admissdo em Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica e morte
(AMANCIO et al., 2020).

A prevaléncia de enterobactérias MDR encontradas neste estudo néo foi
relevante. Entre os perfis de resisténcia observados entre os Staphylococcus sp, o
perfil fenotipico de multirresisténcia (resisténcia a OXA — MRSA e MRSE) foi
observado na quase totalidade das amostras. E sabido que, em casos graves
causados por Staphylococcus sp resistentes a oxacilina, a opc¢ao terapéutica mais
comumente adotada € a vancomicina. No entanto, recentemente, foi relatado o caso
de um paciente, em nosso pais, com uma infeccdo da corrente sanguinea causada
por uma amostra resistente a vancomicina. O numero crescente de infeccdes
relatadas causadas por Staphylococcus sp resistente no Brasil torna necessario

estudos de vigilancia para ajudar a entender como essas cepas circulam em
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ambientes de saude (ANDRADE et al.,, 2020; ROSSI et al., 2014; ZUMA et al.,
2017).

Estas complicacdes infecciosas em algumas situacdes indicam a remocao do
dispositivo (GOWIN et al., 2020). Estudos tém mostrado que SCN foi associado a
infec¢des relacionadas aos cateteres intravascular e doencga neoplésica, enquanto
S. aureus com doencas cronicas como as renais e diabetes mellitus (NGUYEN et
al., 2012).

Infeccbes da corrente sanguinea em pacientes neutropénicos tém como
principal agente os SCNs e estes tém grande facilidade em adquirir genes de
resisténcia aos antimicrobianos no ambiente hospitalar, que dificulta o tratamento do
paciente. Das 19 cepas de SCN, 13 cepas apresentaram um fenétipo de MRSE, ou
seja, resisténcia a oxacilina e a outros antimicrobianos. Este fenétipo de resisténcia,
em S. epidermidis e S. haemolyticus isolados no ambiente hospitalar, € comum,
sendo a porcentagem de resisténcia a oxacilina em torno de 80%. Ainda é discutida
a funcdo destas espécies como reservatorios de genes de resisténcia, portanto,
analises e investigacbes devem ser realizadas para nortear medidas de higiene,
vigilancia e de prevencdo no ambiente hospitalar (HEILMANN et al., 2017).

Aproximadamente, metade das amostras de K. pneumoniae, e uma Unica
amostra de E. coli, apresentaram resisténcia a CPM, uma cefalosporina de “quarta
geracao” que é frequentemente usada como terapia nas infec¢gdes associadas aos
cuidados de saude (CHOPRA et al., 2012; MUKHERJEE et al., 2021). A resisténcia
a esse antimicrobiano esta relacionada, principalmente, a producdo de enzimas do
tipo ESBL, que s&o os genes mais comumente associados, em todo o mundo,
incluindo o Brasil, blaCTX-M e blaSHV (AABED et al., 2021; EDA et al.,, 2020;
OLOWO-OKERE et al., 2018). Uma limitagdo do nosso estudo foi n&o ter buscado
0S mecanismos genéticos associados a essa resisténcia.

A deteccdo de genes de resisténcia, principalmente nas enterobactérias, é
uma importante ferramenta epidemiolégica. A colonizagdo intestinal por bactérias
portadoras de genes de resisténcia pode favorecer a disseminacdo destes genes,
que é facilitada devido a grande plasticidade genética das enterobactérias, em
especial E. coli, e o intestino € um dos ambientes favoraveis para estas trocas de
material genético entre as espécies. Estudos mostram que E. coli carrea varios

genes de resisténcia aos betalactamicos, aos aminoglicosideos e ao trimetoprim,
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sendo 0s genes respectivamente mais prevalentes para cada classe destes
antimicrobianos blacTx-m-15 € blactx-m-27, aph(6)-ld e aadA5 e dfrA (PARAMITA et al.,
2020).

A maior parte das cepas de enterobactérias isoladas nao apresentou fenotipo
de multirresisténcia, mas podem ter um importante papel como portadoras de genes
de resisténcia que podem ser transferiveis e, além do mais, genes de viruléncia,
importantes para sua sobrevivéncia e invasdao. Uma revisdo sistematica indica que
as EXPECs possuem um importante papel na disseminacdo global de genes de
resisténcia, sendo o fenotipo de ESBL o mais predominante, mas EXPEC suscetiveis
aos antimicrobianos sdo causadoras de infec¢gBes extraintestinais também tem sua
importancia (MANGES et al., 2019).

Uma das primeiras etapas para manutencdo das cepas bacterianas nos
ambientes, superficies, dispositivos e tecidos é a ades&o. E discutido que na maioria
das situacdes as infeccoes sdo precedidas de colonizagcdo bacteriana, algumas
espécies bacterianas colonizam e fazem parte da nossa microbiota normal. Estes
microrganismos podem albergar genes envolvidos com fatores de viruléncia e séo
capazes de se aderir em dispositivos, superficies e tecidos do hospedeiro.
Inicialmente os estudos na década de 80 comecaram a visualizar uma matriz (slime)
formada naturalmente por Staphylococci em cateteres intravenosos e atualmente
sdo denominados biofiimes que conferem protecdo as bactérias frente aos
mecanismos de defesa do organismo e a acdo de desinfetantes, antissépticos e
antimicrobianos (HEILMANN et al., 2017). Outras espécies bacterianas também tem
a capacidade de produzir biofilme. A formacgédo de biofilme pode ser avaliada por
diferentes metodologias, sendo uma delas o meio Vermelho do Congo.

As amostras de S. aureus que ja tem seus mecanismos de viruléncia
reconhecidos e descritos como cepas causadoras de infec¢cdes graves sao
classicamente produtoras de slime e biofilmes mais robustos, todas as cepas foram
positivas no vermelho do Congo, diferente dos SCN. A avaliacdo da producédo de
slime foi avaliada em todas as cepas isoladas neste estudo através da utilizacdo do
meio Vermelho do Congo. No ambiente hospitalar, os SCN apresentam uma perda
de sensibilidade ou se apresentam, frequentemente resistentes aos antimicrobianos
e essa resisténcia se associa a producdo de slime, que € importante fator de

viruléncia para colonizacdo (BERNARDI et al., 2007).
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Entre as enterobactérias, as amostras de E. coli apresentaram resultado
positivo no meio Vermelho do Congo (duas amostras), as mesmas que continham o
gene kpsMTII responsavel pela producédo de capsula e gene iucD, responsavel pela
producéo de sideréforo. As K. pneumoniae foram todas negativas para producdo de
slime, mas foram todas produtoras de biofilme detectado através de metodologia
guantitativa. Vimos que a producdo de slime €& mais generalizada no género
Staphylococcus e para K. pneumoniae a produgéo de slime nao foi concomitante
com a producao de biofilme quantitativo.

A identificagcdo de bactérias produtoras destes fatores de viruléncia é
importante para a indicagdo da patogenicidade do microrganismo e, assim, contribui
para a implementacdo de medidas e estratégias de controle e prevencao,
principalmente medidas de prevencdo de IPCS, onde o biofilme é envolvido na
patogénese destas infeccdes relacionadas aos CVCs

Os resultados obtidos mostraram que todas as amostras de K. pneumonaie
foram capazes de produzir biofilme. Cinco amostras merecem destaque por terem
apresentado resultado positivo para o teste do fio, sendo que trés destas amostras
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Estes achados sugerem se
tratar de cepas de K. pneumoniae hipervirulentas, responsaveis por infeccdes
graves adquiridas na comunidade, podendo ser prevalentes em infecgdes invasivas
como as bacteremias (SHANKAR et al., 2018). Uma caracteristica importante destas
cepas hipervirulentas € a possivel presenca de um grande plasmideo de viruléncia
gue alberga genes de resisténcia ao telurito de potassio, tais como terZABCDE e
terW, este Ultimo parece apresentar uma maior relagdo com as cepas hipervirulentas
(PASSET; BRISSE, 2015).

A adesdo de microrganismos na superficie interna do cateter favorece a
formacdo do biofilme e permite a liberacdo de bactéria dentro da corrente
sanguinea, podendo levar a bacteremias e subsequente IPCS. A colonizagao
bacteriana de qualquer tipo de cateter é inevitavel, a evolu¢do para infecgdo é um
fendbmeno relativamente raro, esta relacionado com a viruléncia e a quantidade do
microrganismo dentro do biofilme, que por si s6 pode aumentar a patogenicidade
dos microrganismos. O uso de solugdes antimicrobianas em Lock terapia
apresentam CIM de 100 a 1000 vezes maior que a CIM comumente utilizada na

terapia convencional e pode ser capaz de destruir o biofilme (PINELLI et al., 2018).
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O uso destas solucdes antimicrobianas na Lock terapia necessita ser
empregadas em conjunto com solu¢cdes anticoagulantes, para manter a
permeabilidade do cateter, principalmente nos cirurgicamente implantados. Existem
contraindicacdes para a utilizacdo da heparina.

Uma das contra indicacbes do uso de heparina com etanol, € o mau
funcionamento dos cateteres, e limitacbes devido a eventos adversos, como altas
concentracbes do etanol e precipitacdo de proteinas que podem comprometer a
viabilidade do cateter, além do mais a heparina tem mostrado aumentar a formacao
de biofilme por Staphylococcus sp., favorecendo a incidéncia de IPCS por este
genéro (ALONSO et al., 2019, CHAFTARI et al., 2017).

Novas solucdes anticoagulantes estdo sendo estudadas, como nitroglicerina,
gue mostrou ter acdo superior a tauloridina, e tem sido Gtil em pacientes com cancer
que necessitam utilizar CVC por longos periodos. Uma das suas vantagens € nao
estar combinada aos antimicrobianos, e, assim, induzir menos resisténcia
microbiana (CHAFTARI et al., 2017).

Amostras de enterobactérias isoladas das hemoculturas de pacientes
neutropénicos e com doenca onco hematolédgica foram analisadas, as espécies mais
prevalentes deste grupo foram K. pneumoniae e E. coli, que compdem a microbiota
intestinal. Amostras de Klebsiella spp. foram mais prevalentes, podendo este achado
ser justificado pela modificacdo da microbiota destes pacientes devido aos multiplos
atendimentos e internacfes no ambiente hospitalar devido a sua condicao de saude.

A avaliagéo de bacteremia em pacientes com cancer deve ser considerada e
classificada como IPCS, de acordo com o novo critério (quebra de barreira e
mucosa) recomendado pelos critérios nacionais de classificacédo de IRAS (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017). Portanto esta definicio pretende
identificar bacteremias neste grupo de pacientes, relacionado com a quebra da
barreira mucosa, favorecendo a translocacdo de bactérias do trato gastrointestinal
que ndo estdo diretamente relacionadas a infecgdo do CVC (BOLL et al., 2021).

Apenas uma cepa de K. pneumoniae e duas cepas E. coli apresentaram
crescimento nos meios contendo K2TeOs, nas concentragdes de 25 e 112ug/mL.
Podemos considerar que as concentracdes utilizadas foram elevadas ao comparar
com estudos que utilizam meios contendo K2TeOs para avaliagdo da viruléncia. A

presenca do determinante de resisténcia ao K2TeOs, tdo amplamente detectada
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entre muito diversos taxons bacterianos, parece corroborar a hipotese de que, em
geral, tal determinante pode estar associado a vantagem seletiva (Valkova et al.,
2007), dentro de constatacdo (ainda restrita a alguns determinados géneros e
espécies bacterianas) de efeito protetor diante de mecanismos celulares
microbicidas. As evidéncias incluem Gram positivas (Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium glutamicum, Yersinia pestis e Bacillus anthracis) (ORTH et al.,
2006; CHASTEEN et al., 2009; PEI et al., 2013; FRANKS et al., 2014; SANTOS,
2015) e em Gram negativas como E.coli, E. coli produtora de toxina Shiga, Vibrio
cholerae, K. pneumoniae, Salmonella entérica, Proteus mirabilis, K. pneumoniae
hipervirulentas (CHASTEEN et al., 2009; PATEL; RUSSO; KARCHMER, 2013; PEI
et al., 2013).

E importante destacar que os resultados das semeaduras das amostras de
Staphylococcus sp foram diferentes das amostras de enterobactérias, observou-se
crescimento de todas amostras deste género nos meios com K:TeOs nas
concentracfes de 25 e 112ug/mL.

Foi observado nas amostras bacterianas de SCN um perfil de resisténcia
variado em relagéo a cor e morfologia da colonia, tanto na semeadura nos meios
com K2TeOs nas concentragcbes de 25 e 112ug/mL, quanto no teste de
susceptibilidade ao K2TeOs por gradiente de concentracdo em agar (SZYBALSKI;
BRISON, 1952), de forma diferente que nas amostras de Enterobactérias e S.
aureus, onde o crescimento nestes meios foi homogéneo, assim como na cor
morfologia das coldnias destas espécies.

Estas diferencas talvez podem ser explicadas pelo fato de algumas enzimas
como a catalase ter uma funcdo também em realizar a detoxificacdo do K2TeOs,
como por exemplo, as catalases produzidas S.epidermidis, espécie de SCN com
maior frequéncia de isolamento neste trabalho também, envolvida nesta fungéo e,
assim como estas catalases, outras enzimas, em algumas espécies bacterianas, séo
conhecidas por conferir um baixo nivel de resisténcia ao K2TeOsz (VAVROVA et al.,
2021).

Estudos consideram os SCNs como reservatério de genes de resisténcia e
viruléncia um assunto bem discutido na literatura. A contribuicdo préatica do
entendimento e estudos destes rearranjos genéticos que o SCN é capaz pode
auxiliar em medidas preventivas para cepas de SCN virulentas e resistentes para
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orientar melhor no futuro as acdes de controle de infeccdo (HEILMANN et al., 2019).
Talvez a variabilidade da sensibilidade dos SCN ao K2TeOs possa orientar hipéteses
e definir caminhos para melhor entendimento da dindmica genética e das relacdes
entre colonizacéo e infec¢cdo causadas pelos SCN.

Interessa identificar 0os genes associados a resisténcia ao K2TeOs por
iniciadores, ja disponiveis, para reagbes de PCR. Também, pretendemos
(futuramente) investigar a disseminacdo de genes especificos de resisténcia ao
K2TeOs, ja, bem caracterizados, entre diferentes espécies e géneros, em particular,
entre bastonetes Gram negativos. E interessante que, no nosso estudo, a
resisténcia ao K2TeOs apareceu de forma homogénea para os S. aureus e pudemos
constatar esta propriedade para as mais altas concentracdes avaliadas. Isso esta de
acordo com o fundamento da utilizacdo de meios de cultura seletivos para S. aureus.
Sugerimos que, nos S. aureus, a resisténcia ao K2TeOs deve estar adicionada (ou
em sinergia) com os varios outros fatores de viruléncia ja descritos para a espécie.
Também, dentro dessa hipGtese, pretendemos, posteriormente, investigar
propriedades de resisténcia ao estresse oxidativo nas cepas de SCN resistentes ao
K2TeOs como possivel fator de viruléncia relevante.

O uso de meios de cultura contendo o K2TeOs podem contribuir na selegéo de
cepas que colonizam o trato gastrointestinal e que, possivelmente, sao relacionadas
a infeccdo e, desta forma, pode ser Gtil para melhor entender as relagdes entre os
tipos de operons relacionados a caracteristicas fenotipicas e ecoldgicas de cepas
gue colonizam pacientes particularmente, nos quais possam ocorrer processos de
translocacao bacteriana.

K. pneumoniae é um patogeno causador de IRAS. A colonizagéo intestinal
pode ser uma etapa precedente a infeccdo em outros sitios. Estudos comprovam
que cepas contendo plasmideos com o operon ter, tem forte relagdo com casos de
infecgcbes por Klebsiella spp. em humanos. Estes genes sédo capazes de codificar
fatores que induzem resisténcia ao estresse oxidativo durante a colonizacéo
intestinal. O enigmatico locus ter ndo € importante para cepas de Klebsiella quando
causam pneumonia e bacteremia, mas muito importante para manutencdo das
cepas como colonizadoras do trato intestinal. Portanto este locus é dependente do
fator fithess do microbioma intestinal (VORNHAGEN et al., 2021).
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Espécies de E. coli que carreiam o operon ter ha sua composicdo genética
podem transferi-lo, por via horizontal. Alguns tipos de operon ter foram localizados
em plasmideos e a disseminacdo destes foi identificada, ndo somente entre em E.
coli, mas, também, entre outras espécies de Enterobactérias. As caracteristicas
fenotipicas, ecoldgicas e a relacdo entre os diferentes tipos operons ter em E. coli
devem ser estudadas para melhor definicdo e entendimento (NGUYEN et al., 2021).

Isso faz refletir ou reconhecer uma preocupacdo com o aconselhamento de
antimicrobianos, pelo risco destas cepas albegarem, além de genes de viruléncia,
também se comportam como, receptoras de genes de resisténcia aos
antimicrobianos, sendo um problema para o tratamento das infeccdes e sua
gravidade. Cepas de E. coli podem disseminar plasmideos contendo genes de
viruléncia como o gene iuc para cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae
(WYRES et al., 2021).

A investigacdo de genes do cluster ter, assim como sua relacdo com fenétipos
das interacfes que estes podem favorecer aos patdgenos, devem ser estudadas
para estabelecer melhor estas relacbes de colonizacdo intestinal e infeccéao.
Conforme descrito acima, pacientes colonizados com cepas que contenham o
operon ter podem ter um risco maior de desenvolver infeccdo. Intervencdes que
modulam a homeostase intestinal, como transplante fecal, probiéticos ainda
precisam ser mais estudadas para entender como 0s patdgenos sao capazes de
ultrapassar a barreira da colonizagao intestinal (VORNHAGEN et al., 2021).

Vale ressaltar a importancia de analisar a CIM de K2TeOs com a comparacéo
da presenca de genes do cluster ter, 0 método de Zybalski, pode contribuir, nédo
somente para a visualizacdo e avaliagdo semiquantitativa da CIM, mas, também,
pode permitir uma valiosa triagem de cepas com variabilidade de resisténcia ao
K2TeOs, indicando a presenca de elementos genéticos associados a viruléncia. Ja
foi comprovada a relacdo entre CIM de K2TeOs com a viruléncia de cepas
bacterianas (WYRES et al., 2021).

Algumas amostras isoladas de hemocultura apresentaram crescimento em
meio contendo altas concentracdes de K2TeOs (25ug/mL e 112ug/mL). A resisténcia
a este agente € comum em bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo

patdgenos como Yersinia pestis, Shigella e E. coli enterohemorragica. Além disso, o
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K2TeOs € usado em meios seletivos para isolamento destes microrganismos ha
muito tempo (ORTH et al., 2007).

Uma cepa de K. pneumoniae com perfil de resisténcia aos antimicrobianos
merece destaque por sua resisténcia a elevadas concentracdes de telurito de
potdssio. Este agente esta associado a presenca de plasmideos em bactérias
entéricas (TAYLOR et al., 2002). O telurito de potassio pode ser um indicador de
acordo com sua concentracao (altas ou baixas concentracdes diluidas em meios de
cultura — de 1 a 112ug/mL) tanto de resisténcia aos antimicrobianos e auxiliar na
triagem de plasmideos de alto peso molecular, quanto na associacdo de
mecanismos de viruléncia. Além da correlacdo do Telurito com plasmideos de
resisténcia aos antimicrobianos, foi descrito acima que as cepas de K.pneumoniae
produtoras de biofilme podem ser consideradas hipervirulentas por carrear um
plasmideo de viruléncia contendo genes de resisténcia ao telurito de potassio
(PASSET; BRISSE, 2015).

Interessante que, diferentemente do que foi encontrado em pesquisas
anteriores (Citacdes trabalhos referentes ao HUPE), em outra Instituicdo, nesse
estudo, no Setor de Onco-pediatria, a resisténcia ao K2TeOs (25 ug/ml), néo
apareceu associada a multirresisténcia a antimicrobianos. Detectamos, sim,
amostras resistentes ao K:TeOs com perfis de mdltipla sensibilidade aos
antimicrobianos testados. Podemos considerar que na Instituicdo onde foi realizada
essa investigacdo, os predominantes perfis de extensa sensibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas de hemoculturas, relacionadas a eventos de
IPCS, indicam aderéncia, na Instituicdo aos protocolos para procedimentos de
assisténcia, a ativa prevencdo e um eficiente controle de IRAS. Desta forma, a
resisténcia ao K2TeOs (25 ug/ml) pode ser cogitada como fator de viruléncia, de fato,
independente da resisténcia a antimicrobianos.

Entre os genes de viruléncia de E. coli pesquisados foram encontrados
apenas iucD e kpsMTII, genes associados a sideroforo e producdo de capsula,
respectivamente. Esses marcadores ja foram encontrados entre os quatro genes
mais associados a casos de hemocultura de pacientes com sepse, em Sao Paulo,
Brasil. Na sepse, as bactérias se valem de fatores de viruléncia que as habilitam a
subverter os mecanismos de defesa do hospedeiro (ANANIAS; YANO, 2008).
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E. coli albergando o gene kpsMTII, associado a sintese de polissacarideos do
tipo 1l, especificamente aqueles necessarios para a sintese da capsula K1, esta
relacionada a doencas extraintestinais, como infeccdo da corrente sanguinea,
infeccéo do trato urinario, bacteridria (CUROVA et al., 2020; NABOKA et al., 2021),
assim como a casos de meningite neonatal (IQBAL et al., 2016).

Entre as cepas patogénicas, as EXPEC comensais, que sdo normalmente
encontradas no trato gastrointestinal, podem causar doenca quando colonizam e
infectam outros sitios. Outros fatores de viruléncia deste patotipo sdo: adesinas
fimbriais, sistemas de aquisicdo de ferro, capsula e toxinas como a hemolisina, mas
pode albergar muitos genes de viruléncia e é dificil ter uma classificacao definida
pela variedade destes genes e além dos fatores de viruléncia podem veicular genes
de resisténcia aos antimicrobianos. (GALLARDO et al., 2017; KHAIRY et al., 2019;
MANGES, 2016; MANGES et al.,, 2019; MIRSEPASI-LAURIDSEN et al., 2019;
PARAMITA et al., 2020; WASINSKI, 2019).

As EXPEC podem causar diversas infeccfes como sepse, meningite neonatal,
prostatite, e infeccdo do trato urinario, sendo as mais importantes para a clinica:
UPEC (quando infectam o trato urinario), as associadas a meningite neonatal e a
sepse, mas também podem causar infeccées no trato respiratorio e outros sitios
extra intestinais (JOHNSON; RUSSO, 2018; KAPER et al., 2004; MALUTA et al.,
2014; MANGES et al., 2019; PARAMITA et al., 2020).

Desta forma, foram detectados alguns genes de viruléncia que podem sugerir
este patotipo de E. coli, mas outros genes devem ser investigados para afirmar esta
classificagdo nas amostras dos pacientes classificadas como IPCS. As infeccbes
causadas por este patotipo normalmente sdo oportunistas e ocorrem em
hospedeiros que podem apresentar neutropenia, trato urinario disfuncional ou
extremos de idade, caracteristicas compativeis com o0s pacientes analisados
(SANTOS et al., 2020; WASINSKI, 2019). Conforme citag&o anterior o trato intestinal
humano é a principal fonte de EXPEC (MANGES; JOHNSON, 2015).

As EXPECs apresentam plasticidade genética e variedade de fatores de
viruléncia, tais como adesinas, toxinas, sideroforos, polissacarideos capsulares e
invasinas, que podem ser disseminados através de genes localizados em ilhas de
patogenicidade (PAIs), plasmideos ou outros elementos genéticos mdveis
(DENAMUR et al., 2021; SAROWSKA et al., 2019). As cepas de EXPEC que causam
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doencas em individuos imunocompetentes foram associados a presenca de dois ou
mais genes entre cinco marcadores de viruléncia como por exemplo: papA ou papC
(fimbrias P), sfa/foc (S fimbriae), afa/dra (adesinas AFA-Dr), iuc/iut (aerobactina:
sistema de aquisicdo de Ferro) e kpsMTII (grupo capsular II), outros genes de
viruléncia também foram descritos em EXPEC como hly (toxina: hemolisina) e ompT
(subunidade T de protease de membrana externa) (JOHNSON et al., 2003;
KOHLER; DOBRINDT, 2011; KOTLOWSKI et al., 2020; MIRSEPASI-LAURIDSEN et
al., 2019; RILEY, 2020; RUSSO; JOHNSON, 2000).

Encontrou-se pelo menos um destes genes nas cepas de E.coli analisadas
(aerobactina em quatro amostras e grupo capsular Il em 1 amostra). Em quatro
cepas de E.coli, foi detectado gene para aerobactina, que é considerado receptor de
ferro e tem sido fortemente associado a cistite, pielonefrite e bacteremia. Em um
estudo realizado por Paramita et al. (2020), foi analisado o genoma completo de 22
cepas de E. coli isoladas de corrente sanguinea. Um total de cinco cepas continham
genes de viruléncia responsaveis por sistemas de aquisicdo de Ferro (sideréforos —
iroN) e quatro continham o gene iss, componente que promove escape do sistema
imune e aumenta a sobrevivéncia no soro. Este gene iss também foi encontrado em
15 cepas que ndo continham genes de viruléncia para aquisicdo de Ferro
(MIRSEPASI-LAURIDSEN et al., 2019; PARAMITA et al., 2020).

Detectamos somente alguns genes de viruléncia citados acima (aerobactina e
capsular Il) dessa forma ndo podemos afirmar uma classificacdo, mas pode-se
suspeitar que estas cepas sejam caracterizadas como ExXPEC, j& que outros genes
de viruléncia foram testados. Portanto € importante ressaltar que pacientes
hospitalizados, principalmente os imunodeprimidos, devem receber alimentos que
sejam microbiologicamente seguros (MIYAHIRA et al., 2018). Ja que estas estirpes
de E. coli sdo consideradas extra intestinais e podem ser veiculadas também por
alimentos. Quatro amostras de E. coli isoladas de hemoculturas dos pacientes do
estudo possuem o gene de aerobactina. Cepas de E. coli que sintetizam aerobactina
podem ter 0s genes responsaveis por este sistema no cromossoma e, também, em
plasmideos, permitindo a transferéncia horizontal deste gene de viruléncia para
outras cepas e pode conferir vantagens para sua sobrevivéncia, principalmente em
condicdes de baixa concentracdo de Fe, como no soro e na urina. (BRITO, B. G. et al.,
2004).
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Meios de cultura com K2TeOs (25 ug/ml) podem auxiliar no isolamento de
amostras bacterianas resistentes ao estresse oxidativo, apresentando consequente
resisténcia fagocitaria e outros fatores de viruléncia. Consideramos que, no Setor de
Onco-Hematologia - no qual a quimioterapia favorece processos de translocacdo de
bactérias intestinais - a avaliagdo de processos de coloniza¢do bacteriana nas culturas
fecais de controle, poderiam incluir, além da pesquisa de cepas de enterobactérias
resistentes a antimicrobianos especiais, a avaliacao de resisténcia ao K2TeOs pelo fato
desse marcador estar, provavelmente, associada a resisténcia a morte intrafagocitaria,
0 que é especialmente relevante, na vigéncia de neutropenia nesses pacientes.

Estudos futuros devem investir nestas relagdes entre o K2TeOs e a viruléncia de
cepas bacterianas causadoras de infeccbes graves. O uso de concentracbes menores
do K2TeOs deve ser levada em consideracdo, pois as concentragdes utilizadas neste
estudo foram extremamente elevadas em comparacao com algumas das utilizadas pela
literatura cientifica e pode ter diminuido a eficiéncia de triagem de andlises de cepas
virulentas. Além dos genes do cluster ter, a investigacdo de genes de elementos
moveis, como IS 26, sdo de importancia para avaliacdo da transmissibilidade de genes
de viruléncia durante a colonizacao intestinal que, em geral, precede as infecc¢oes.

A investigacdo das CIMs de antissépticos como a clorexidina se faz necessario
para 0 monitoramento de outros genes que podem estar associados na selecdo de
cepas multirresistentes, ja que esta solucdo é amplamente utilizada e indicada para o
preparo da pele na insercdo, manutencdo de cateteres, na prevencao de IPCS
relacionadas ao CVC, causadas, tanto por bactérias Gram positivas, quanto bactérias
Gram negativas. A vigilancia da resisténcia a clorexidina € recomendada para as
Instituicbes de saude. Cepas bacterianas hospitalares sdo capazes de transferir
plasmideos de resisténcia aos antimicrobianos e também de viruléncia entre espécies
de enterobactérias na microbiota intestinal. Desta forma, meios contendo telurito de
potassio podem contribuir para isolamento também de cepas virulentas. A resisténcia
ao telurito em concentragédo critica (a ser determinada) pode ser potencial marcador de
viruléncia e quando bem definidas poderdo contribuir com medidas preventivas e de

controle de infecgéo e auxiliar no tratamento dos pacientes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de cateteres de curta permanéncia em pacientes pediatricos
hospitalizados estava mais associado aos episodios de IPCS.

As espécies mais frequentemente identificadas com aplicacdo da
espectometria de massa em IPCS foram K. pneumoniae e E. coli.

A quase totalidade dos SCN isolados de amostras de hemocultura ndo estava
relacionada a infeccao.

O sistema VITEK® 2 System ndo foi capaz de identificar a espécie
Campylobacter jejuni, confirmada pelo sequenciamento do gene 16S rDNA.

As maiores diversidades de perfis de resisténcia a antimicrobianos foram
observadas para SCN (17 perfis), K. pneumoniae (4 perfis) e E. coli (3 perfis). A
classificacdo de cepas multirresistentes foi realizadas através de marcadores
fenotipicos e uma das limitacdes do estudo foi ndo investigar genes de resisténcia
relacionados as IPCSs.

Assim como as CIMs de antimicrobianos, as de K2TeOs sdo interessantes
para avaliar as cepas que circulam o ambiente hospitalar e causam IRAS.

O Teste do fio (sugestivo de hiperviruléncia) foi observado aproximadamente
metade das amostras de K. pneumoniae, e este fendétipo foi também comum em
amostras com alta sensibilidade aos antimicrobianos, mas nao foi possivel
comprovar a relacéo do teste do fio com a resiténcia ao K2TeO:s.

Todas as amostras de K. pneumoniae foram capazes de produzir biofilme.

E. coli, em especial as EXPEC servem como reservatorio para o
desenvolvimento e mobilizagcdo de novas combinagdes genéticas, ndo somente de
genes de resisténcia, mas, também, de genes de viruléncia. Estas podem se manter
no intestino e migrar para outros sitios, como a corrente sanguinea e causar
infeccéo.

Considera-se que concentracbes menores do sal (K2TeOs) poderiam ser mais
adequadas para a utilizacdo de um potencial marcador de cepas virulentas.

A pesquisa de genes do cluster ter, que codifica resisténcia ao K2TeOs, assim
como genes de elementos moveis, como os IS, podem auxiliar na avaliacdo da

dindmica de transmisséo da viruléncia, assim como plasmideos de viruléncia devem
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ser estudados. Estudos devem continuar para permitir a andlise e a identificacdo de
relacdes entre o telurito de potéssio e a viruléncia de cepas bacterianas causadoras
de infeccéao.

Os experimentos adicionais sdo necessarios para complementar ou mais
adequadamente avaliar a hip6tese do estudo.

O ndmero pequeno de amostras foi insuficiente para realizar andlises
estatisticas associadas a resisténcia aos antimicrobianos, K:TeOs e genes de

viruléncia.
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paraquate). Os resuitados 0as etapas

Citadas acima serdo comelacionados com fatores reconhecidos para rsco de IRASAPCS 3 partir dos dados
CONYA0S NO CICASTO d3s O2pas N3

bacterioleca. As c2pas bacterianas Is0iadas de hemocuituras encontram-se na baclernoteca do Laboratorio
o2 Resisiéncia Bacteriana esiocadas

para as anaises fenotipicas & genotipicas posteriores. O presente projeto visa contndulr na elaboragdo o8
medicas preventivas, de controle e

1erapeulicas oesses pacientes pediatricos em uso de cateter.

Objetivo da Pesquisa:

Objetvo Primarno:

Enderego:  Avenidiy 25 Oe Setentro 77 - Témeo
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O estudo tem como objetivo geral 3 identificagdo de espécies & caractenzagdo de fatores Oe viruléncla oe
microrganismos Gram postivos & Gram

negativos 150130as de hemoculturas de pacientes pediatricos hospitalizados. Neste sentido serdo
Investigados 0§ aspecios dos seguintes

geterminantes de viruléncia: cetecgdo de genes oe resisténcia, bioflime, resisiéncla 3 agentes oxicantes @
produgdo de toxinas.

Objetivo Secundano:

- loentncar especies Dacteranas atraves de metodos fenotipicos & genotipicos- INvestigar a resisiéncia
DACIENaNa 3 especies reatvas de oxigénio

€ seus geradores (lelunto de potassio, selenito, perdxido de hidrogeénio & paraquate - Analsar qualtativa e
Quantitativamente 3 produgdo biofime

€M SUDSIratos abIVUCos diversos;- Examinar 3 dindmica da formagdo de blofime 03s Cepas produtoras de
bioflime através de microscopla confocal

o2 vamredura a laser (MCVL);- Determinar 3 Concentrag3o Iniditoria Minima (CIM) & 3 Concantragdo Minima
para Emradicagdo do Bioflime (CMEB)

frente 3 diferentes antimicrodianos, - Realizar anaise de bloinformatica para o desenvoivimento ge
oligonucieoticeos (primers) para detecgdo de

genes codificadores de multirresisténcia;- Caracterizagdo atraves de metodos moleculares do
Staphylococcal Cassette Chromossome mec

(SCCmec) & da toxina de Panton-Valenting leukociain (PVL), além de genes de vinienda nas c2pas 08
Staphylococcus Coaguiase negativo e

S.aureus sensivels € resistentes a oxacliing; - Correlacionar 0s dados acima mencionados com fatores
reconhecidos para risco de IRAS/IPCS a

partir 0os dados coNdos NO Cad3sro das Cepas Na bactenoteca.

Avallag3o dos Riscos & Baneficios:

Riscos:

O risco refere-s€ 3 quedra de siglio referente 306 dados cedidos pela Insttuigdo co-participante. Todavia,
ressata-se que 0 nome da Nsituigdo em

3prego N30 Sra C1aCda & 05 Jados 5erd0 Manipulados somente pela equipe PEsqUISIJOra responsavel @
n3o possidilitam nenhuma identificagdo.

Beneficios:

O 2studo podera pemMitr um entendimento da patogéness das IPCS frequentemente

Enderego:  Awenids 28 de Setentro 77 - Témeo
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assocladasirelacionadas an S0 de calelerss venosos. E de

SUMa Importantancla reconhecer @ associacdo de mecanismos genétlcos & de viniléncla bacteriana, qus
poderdo contribulr para o estabelegimento

daE esrateglas gue possam audllar na prevencdo e tratamento das IPCS.

Comentarles @ Conslderagles aobre a Pesqulsa;

Este estudo visa & caracterizagdo dos perfls de senshllidade & reslsigncia 3 antimicroblanos & vnlénca, 3
partir de técnicas fenotipicas &

genotiplcas, 02 cepas bacleranas Gram positivas & negativas Isolados de hemoculturas de paclentes
pediatricos ge um Hospital Federal do Rlo de

Janelro.O estudo tem a proposta de analisar isolatos bacterlanos de hemoculuras referente ao perodo oe
2015-2016 (agosto de 2015 a agosto de

2018, ou E8Ja, 12 meses. A pesgulsa esta bem estruturada e o referencial tedrico & metodoidgico es130
gxplicitados, demonstrando aprofundamente & conhecimento necessanos para sua reallzagdo. As
referdnclas estd0 adsquadas & 3 pesquisa & exequivel.

Conglderagies sobre o8 Termos de aprasentagio obrgateria:

Foram avalladas as Informagdes contidas na Plataforma Brasll & 36 mesmas s2 encontram dentro das
normas vigentss & s2m scos IMINENies a0s pariclpanies envolvidos de pesgqulsa.

Foram anallsados o sequintes documentas de apresentagdo obrigataria:

1} Folha g2 Rosio para pesquisa envalvendo s2res humanaos: Documento devidaments presnchido, datada
£ 355Inado

2] Projeto g2 Pesquisa; Adequads

3) Crgamenta fnancaing & fontes de Ainanciamenta: adequada/apreseniado

4) Terma de Consenimenin Lvte & Esdanscido: Adequado

5) Cronograma: Adequado

£) Documenios perinentes 3 InclusSo do HUPE: Agequads

7} Cumiculo do pesguisador princpal & demals colaboradores: ansxadios & confme 35 NOMMIES.

05 documentos de apresentagdo obrigatdra foram erviados a este Comite, estando dentro das boas
pralicas e apresentando iodos dados necessarlos para apreclacdo ética e fendo sldo avaliadas as
informagfes contidas na Flatafima Brasl e as Mesmas s2 encontram deniro das normas vigentes & sam
rscos Iminentes a0s partkclpantes envolvidos de pesquisa.
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RID DE JANEIRD, 19 de Janeiro de 2021
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{Coordenador(a))
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