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Presenca de Staphylococcus epidermidis em recém-nascidos com infeccio
grave em UTI neonatal.
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Resumo

Estudos indicam o Staphylococcus epidermidis como um dos agentes infecciosos mais importantes na
infeccdo hospitalar (IN), cuja incidéncia ainda ¢ pouco conhecida. O presente estudo teve por objetivo
identificar esta bactéria em sangue de recém nascidos (RNs) por meio da reagdo em cadeia da
polimerase convencional (PCR) e em tempo real (qQPCR) verificando sua frequéncia. Foram coletadas
45 amostras de sangue periférico para hemocultura, extracdo do DNA gendmico e PCR. Ahemocultura
foi capaz de detectar Staphylococcus epidermidis em 13,3% das amostras investigadas, enquanto o
PCR convencional detectou 17,8% e qPCR 100% de amplicons alvos de Staphylococcus epidermidis
em DNA das amostras positivas pelo método da PCR convencional. Os resultados da gPCR mostraram
maior sensibilidade para a detec¢do de Staphylococcus epidermidis no sangue ¢ deverd ser uma
ferramenta fundamental para futuras triagens em estudos epidemiologicos mais amplos na suspeita de
sepse neonatal. Os fatores de risco, juntamente com observacgdes clinicas e diagndstico precoce
advindo da PCR poderdo contribuir de forma decisiva para o diagnostico eficiente e terapia
medicamentosa especifica.

Abstract

Studies indicate Staphylococcus epidermidis as one of the most important infectious agents in
nosocomial infection (IN). Since the incidence of S. epidermidis is still little known, this study aimed to
identify this bacteria, in the blood of newborns, by conventional polymerase chain reaction (PCR) and
real-time (qPCR). 45 blood samples were collected for hemoculture, genomic DNA extraction and
PCR. The hemoculture detected S. epidermidis in 13.3% of the samples, whereas conventional PCR
found 17.8%. The qPCR found 100% of amplicons of target S. epidermidis in samples that were
considered positive by the conventional PCR method. The results of qPCR showed greater sensitivity
for the detection of S. epidermidis than hemoculture and should be a fundamental tool for future trials in
larger epidemiological studies for suspected neonatal sepsis. The risk factors along with clinical
observations and arising early diagnosis of CRP may contribute decisively to the efficient diagnosis and
specific drug therapy.
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1. Introducéo

A sepse neonatal ¢ considerada importante causa de
morbidade ¢ mortalidade em recém-nascidos (RN),
principalmente em prematuros de muito baixo peso,
representando importante desafio dentro das Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) neonatais (Cunha et al., 2002;
Silveiraetal.,2010).

Dentre as manifestagdes clinicas apresentadas,
muitas sdo inespecificas, algumas quase imperceptiveis,
outras, situagdes clinicas bem graves com hipotermia ou
hipertermia, cianose, apnéia, gemido, desconforto
respiratorio, ictericia, hepatoesplenomegalia, distensdo
abdominal dentre outros (Zaidi et al., 2009; Silveira e
Procianoy, 2012).

A colonizagdo do RN pode ocorrer devido a varios
fatores tais como colonizagdo materna por Streptococcus do
grupo B; infec¢do urinaria materna, ou ainda, pode ocorrer
antes mesmo do nascimento, via transplacentaria
(hematogénica), ou por colonizac¢do do canal de parto devido
a ruptura de membranas por periodos prolongados (>18
horas). Em todas essas circunstancias, ha grande risco do RN
adquirir sepse neonatal. Também a imaturidade imunologica
pode contribuir para o desenvolvimento das infecgdes
neonatais (INs), principalmente no pré-termo. Além desses
fatores, o uso de procedimentos invasivos associados ao
tempo de hospitalizagdo, a falta de cuidados de assepsia e
antissepsia, podem predispor a crianga a infec¢cdo neonatal
(Tondellaetal.,2002; Pereira e Cunha, 2013).

Entre as diversas bactérias que podem ocasionar
infecgdo neonatal, destacam-se os estafilococos plasma
coagulase negativos (SPCN) que tem o Staphylococcus
epidermidis como seu principal representante. Essa bactéria
¢ classificada como potencialmente nido patogénica,
comensal por natureza e estd presente na pele e mucosas da
maioria dos seres humanos. No entanto, ela ¢ um dos
principais agentes responsaveis pela etiologia das sepses
neonatais, principalmente no pré-termo, em UTIs (Yadav et
al.,2005; de Oliveiraetal.,2011).

A detecg@o do DNA de Staphylococcus epidermidis
pode ser feita por meio de diversos métodos de biologia
molecular. No entanto, a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) mostra-se um método sensivel, especifico e eficiente
paraagilizar o diagnostico com possibilidade de manuseio de

pequenas quantidades de espécimes a serem processadas
(Ikedaetal.,2004).

Em Mato Grosso do Sul, estudos sobre a existéncia e
epidemiologia desse tipo de infeccdo em neonatos sdo
escassos, despertando entdo o interesse da classe cientifica e
médica. Assim, a presente pesquisa se prop0s a identificar a
prevaléncia de infec¢@o por Staphylococcus epidermidis em
sangue de recém-nascidos internados em UTI neonatal e com
infeccdo grave.

2. Casuistica e Métodos

Foram incluidos neste estudo RNs a termo e pré-
termo, internados na UTI neonatal de um hospital publico de
ensino nos periodos de dezembro de 2011 aagosto de 2012.

2.1. Amostra

As amostras de sangue foram colhidas em caso de
piora clinica e depois da troca da primeira associa¢do de
antibidticos instituida. Os resultados das hemoculturas,
processadas dentro da rotina hospitalar, foram obtidos a
partir dos prontudrios dos pacientes.

2.2.1. Delineamento

A extracdo de DNA gendmico de leucocito do
sangue total foi realizada no Laboratério de Diagnostico
Molecular em Pesquisas Pediatricas da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul (UFMS), seguindo o protocolo de
Grimberg et al. (1989). Os primers utilizados na pesquisa,
bem como os fragmentos especificos, estdo dispostos na
Tabela 1. Por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional, obteve-se um fragmento alvo
especifico da regido do gene SdrH (serine-aspartate repeat
protein family). A identificacdo do Staphylococcus
epidermidis seguiu o protocolo de McCrea et al. (2000) e
como controle positivo para Staphylococcus epidermidis,
utilizou-se a ATCC 12228. A comparagio entre os grupos de
recém-nascidos avaliados em relagdo ao sangue (PCR e
gPCR) foi realizada utilizando a tabela de contingéncia do
qui-quadrado ndo paramétrico com 2x2 células com valor
superior a cinco. Para a analise estatistica utilizou-se o
SigmaStat versdo 2.0 (p <0,05).

Tabela 1. Oligonucleotideos usados para a detec¢ao do Staphylococcus epidermidis.

Oligonucleotideo, Sequéncia nucleotidica 5° - 3° Produto amplificado (ph)
SEPIEFOFE. 3.TGT GCG ACT AGT GTC ATT CAC TCG -3' 110
SEPIKREV F.GTC ACC AAG CAC ATG CTG AAG GTA -3
SEPIOFOER. 3. CAC TGA GTC CAA GGA AAC TAC AG -3 06
SEPIOREV 3.GTG AGT TGT TGA GCC ATC CCA AC -3
HFORBACT 3.TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCTACG A-Y 105
HEEVEBACT SLCAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G-3° T
3. Resultados epidermidis nas duas modalidades da PCR. Porém, as

Os resultados das amostras referentes aos 45
pacientes analisados mostram hemocultura positiva para
Staphylococcus epidermidis em 13,3% (n= 6) e positividade
em ambas as PCR em 17,8% (n = 8). Em 4,4% (n = 2) dos
pacientes houve positividade para Staphylococcus
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mesmas sdo identificadas como microrganismos diferentes
na hemocultura. Dos pacientes que tiveram seus quadros
evoluidos de morbidez para 6bito, 4,4% (n = 2), um deles foi
detectado pela hemocultura, enquanto que ambos foram
detectados pelas duas técnicas de PCR (Tabela 2).
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Tabela 2 — Relacdo entre resultados positivos obtidos a partir das hemoculturas, PCR convencional e PCR
Quantitativo (em Tempo Real), de Staphylococcus epidermidis na corrente sanguinea e o numero de dbitos.

N AMO HEMOC (%a) PCEc (%e) gPCER (%) OBITO (n) (%)

4 5. gpidermidis 221 — — —_ — _— 1 —

7 5. gpidermidis 221 S epidermidis 221 5. epidermidis 2112 - 1 —

g 5. gpidermidis 221 5 epidermidis 2221 5. gpidermidis 2112 Sim 1 22

16 -——-- — S egpidermidis 1211 5 epidermidiz 2121 - 1 —

18 -——-- — 5 gpidermidis 1211 5 epidermidiz 2122 - 1 —

27 5. gpidermidis 221 — — —_ — _— 1 —

29 5. gpidermidis 221 - — — S — 1 —

30 S.hominis — S gpidermidis 121 5. gpidermidiz 221 — 1 —_

34 5. haemolyticus 5 gpidermidis 222 5. gpidermidiz 222 - 1 —

42 5. gpidermidis 221 - —_ — S — 1 —

43 —_ — S egpidermidis 121 5. gpidermidiz 221 Sim 1 2.2

45 — — S epidermidizs 121 5. gpidermidiz 221 — 1 —

TOTAL 6 133 8 17,8 g 17,8 2 12 44
4. Discussio devido a utilizagdo de volume insuficiente para a realizacéo

E importante ressaltar o papel dos SPCN, como
patogenos causadores ou propiciando o agravamento de
infeccdo ja instalada em pacientes internados nas UTIs
neonatais. Para tanto, obter o controle sobre alguns de seus
fatores de risco ou sua detecgdo precoce por meio de métodos
de biologia molecular, determina importantes caminhos para
sua prevengao e tratamento especifico (Cunhaetal., 2002).

Por estas razdes, a PCR foi requisitada em suas duas
modalidades, sendo a qPCR mais vantajosa por utilizar um
volume menor de amostra, se comparada a quantidade
utilizada na hemocultura, além de ser mais sensivel e com
menores chances de falso negativos. . Destaca-se ainda que
essa técnica além de mais robusta/eficaz e sensivel oferece
resultados mais rapidos. Chama ainda aten¢do que essa
técnica permite ainda uma detec¢do mais sensivel e mais
rapida se comparada também a PCR convencional (Yadav et
al.,2005).

Os resultados positivos para Staphylococcus
epidermidis observados na hemocultura e negativos nos
outros dois métodos, sdo sugestivos de contaminagdo das
amostras no momento da coleta de sangue (Silveira et al.,
2010), por outro lado, quatro dos resultados, todos negativos
para qualquer tipo de microrganismo nas hemoculturas e
todos positivos para Staphylococcus epidermidis nas PCRs,
deixaram claro e evidente a preseng¢a do referido
microrganismo na corrente sanguinea dos pacientes
avaliados. Assim, os resultados falso negativo podem ser
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das hemoculturas bem como interferéncia do uso de
antibidticos intraparto e mesmo dados aos recém-nascidos
antes da amostragem.

Em relacdo as duas amostras positivas para
Staphylococcus hominis € Staphylococcus haemolyticus nas
hemoculturas, essas ndo foram confirmadas pelas avalia¢des
por PCRs, ou seja, as formas de detecgdes mais sensiveis
foram positivas, realmente, para Staphylococcus
epidermidis. Assim, questiona-se uma possivel
contaminag¢do das amostras, ou no momento da coleta
(Tondella et al., 2002), ou durante alguma das etapas de
execugao das técnicas.

Quanto aos pacientes colonizados por
Staphylococcus epidermidis (4,4%), que evoluiram para
obito, sugere-se a possibilidade de volume insatisfatorio de
sangue destinado a realizagdo da hemocultura da segunda
amostra ou possibilidade de contaminag¢do da primeira
amostra, o que levaria a um resultado falso positivo da
mesmanas PCRs.

O estudo demonstra importantes vantagens das
técnicas de biologia molecular em relagdo ao padrdo ouro
(hemocultura); mediante resultados mais seguros, rapidos e
especificos. No entanto, o método precisa de adequada
padronizagdo principalmente para evitar a contaminago
cruzada de amostras.

A aparente diferencga entre os resultados das PCRs
em relagdo as hemoculturas ndo deve ser aqui, vista como
conclusiva ja que em ambas as técnicas, os graus de
especificidade sdo elevados. Ambas elevam o diagndstico
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laboratorial da sepse a um importante patamar, conferindo
mais seguranga aos médicos, fornecendo informacdes
precisas e essenciais, para que esses possam ter a opcao mais
adequada ao direcionar o tratamento especifico da
antibiotico terapia, visando agilidade, seguranca e
especificidade de resultados.

E de fundamental importancia que a equipe de saude
se preocupe com as normas de prevengdo de colonizagdo e
volume minimo necessario para as hemoculturas.
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