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O género Enterobacter representa de 4% a 12% das sepses causadas pelos microrganismos
gram-negativos e a alta mortalidade associada a sepse neonatal tem recebido atengio
especial. Enterobacter cloacae, um microrganismo comensal do trato gastrointestinal, tem
emergido, em anos recentes, como um importante patogeno nosocomial, causando infec¢io
sistémica em recém-nascidos. Os recém-nascidos, especialmente os prematuros e de baixo
peso, constituem uma populagdo de alto risco para o desenvolvimento de infecgao
sistémica, logo ap6s o nascimento ou durante o periodo de hospitalizacdo, freqiientemente
prolongado, uma vez que possuem o sistema imunolégico imaturo, ndo se encontrando
completamente preparados para a vida fora do utero materno ou apresentam defeitos

congénitos associados a prematuridade.

Em anos recentes, a epidemiologia molecular dos surtos nosocomiais causados pelo E.
cloacae tem sido bem relatada em paises desenvolvidos, 0 que ndo ocorre em paises em
desenvolvimento, onde as infec¢des nosocomiais constituem um problema crescente e onde
os recursos limitados dificultam a plena utilizagdo das técnicas moleculares. Ademais, o
poder discriminatério dos métodos fenotipicos ndo € adequado para a analise
epidemiolégica dos surtos causados pelo Enterobacter, dificultando ainda mais a realizagéo

de estudos epidemiolégicos.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a identidade gendmica das cepas de E. cloacae,
obtidas de hemoculturas de recém-nascidos internados no Centro de Atencdo Integral a
Saude da Mulher (CAISM/UNICAMP), utilizando a andlise do DNA plasmidial, pela
eletroforese convencional em gel de agarose e a andlise do DNA cromossémico, pela
eletroforese em campo pulsatil (PFGE) e também avaliar as varidveis associadas a morte

dos recém-nascidos que apresentaram infecgdo sistémica pelo E. cloacae.

A letalidade entre os pacientes com infecgdo sistémica por E. cloacae foi de 24,53% e a

mortalidade proporcional por infec¢do sistémica nosocomial por E. cloacae foi de 6,53%.

Dentre as variaveis estudadas, a flebotomia foi o tnico procedimento invasivo relacionado
a morte (P=0,016), demonstrado pela anélise univariada.

Resumo






The gender Enterobacter is found to account for 4% to 12% of sepsis caused by
gram-negative microorganisms and the high mortality rate associated with neonatal sepsis

has received especial attention.

Enterobacter cloacae, a commensal microorganism of human intestinal tract has emerged,
in recent years, as an important nosocomial pathogen causing sistemic infection in
newborns. Newborns, especially prematures and low birth weight infants constitute a great
risk population for developing bloodstream infection, shortly after birth or during
hospitalization period, frequently prolonged, once they have immature immunologic
system, not fully prepared for life outside the maternal uterus or they present congenital

defects associated with untimely birth.

In recent years, the molecular epidemiology of nosocomial outbreaks of E. cloacae has
been well documented in developed countries; this is not the case in developing countries
where nosocomial infections are a growing problem and where the limited resources
difficult the extensive use of molecular techniques. Furthermore, the discriminatory power
of phenotypic methods is not adequate for the epidemiological analysis of Enterobacter
outbreaks, thus increasing the difficulties of performing epidemiological studies.

The purpose of the present work was to study the genomic identity of E. cloacae strains,
obtained from blood culture of newborns hospitalized in the Women’s Hospital
(CAISM/UNICAMP), using the plasmidial DNA analysis, by conventional agarose gel
electrophoresis and the chromosomal DNA analysis, by pulsed field gel electrophoresis and
to evaluate the variables associated with death occurred among neonates who presented E.

cloacae sistemic infection.

The lethality among patients with E. cloacae sistemic infection was 24,53% and the
proportional mortality rate for sistemic nosocomial infection was 6,53%.

Among studied variables, phlebotomy was the only invasive procedure related to death
(P=.016) demonstrated by univariate analysis.

The molecular study showed three outbreaks each one occuring in different years and was
caused by strains with distinctive genomic DNA profiles. Only one outbreak was identified
by the infection control service. Plasmid analysis and PFGE presented a very similar

discriminatory power for the strains isolated from the newborns and for the control strains.

Abstract
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1. INTRODUCAO




Hipocrates, no século quinto a.C., foi o primeiro médico a associar a ocorréncia
de doengas com os fatores ambientais. Entretanto, foi somente no século dezesseis que o
italiano Francastorius (1478-1553) publicou a primeira teoria geral do contagio das
doengas. Este autor formulou a hipétese de que minisculos agentes infectantes chamados
por ele de “seminaria” causavam doenga e sugeriu trés diferentes modos de transmissdo: o
primeiro deles pelo simples contato direto pessoa a pessoa; o segundo pelo contato com
objetos intermediarios, como roupas e objetos de uso pessoal e o terceiro, pelos germes

existentes e disseminados pelo ar (HENRY, 1995).

Ignaz Semmelweis (1818-1865), um médico hungaro, é considerado o
idealizador do controle da infeccdo hospitalar. Nos estudos classicos sobre a febre
puerperal, durante a primeira metade do século XIX, ele avaliou, prospectivamente, o
problema e os fatores de risco associados (vigildncia), formulou hipéteses e instituiu as
medidas de controle. Semmelweis observou que a mortalidade materna era pelo menos
quatro vezes maior nas enfermarias para o ensino dos estudantes de medicina do que em
enfermaria para o ensino de enfermeiras, verdadeiras parteiras que jamais participavam das
autdpsias. Ele levantou a hipétese de que a causa da febre puerperal era transferida para as
pacientes da maternidade pelas maos dos estudantes de medicina apés eles terem contato
com cadaveres nas salas de autopsia. Baseando-se nessas observagdes ele instituiu medidas
de controle, como a lavagem das maos com solucdo de clorina e a limpeza das enfermarias
com cloreto de calcio, tendo reduzido comnsideravelmente o indice de infecgdo nas
enfermarias dos estudantes de medicina. Como Semmelweis ndo conseguiu publicar os seus
achados com rapidez e também porque ele ndo foi capaz de manter uma interagdo efetiva
com seus colegas, o seu trabalho permaneceu despercebido por muitos anos
(HENRY, 1995).

No século dezenove, os esfor¢os para a prevencdo e o controle da infecgdo
hospitalar voltaram-se para as feridas cirurgicas. Joseph Lister (1827-1912), um médico
britdnico e um dos maiores nomes na histéria da cirurgia, comegou a usar acido carbdlico
(fenol) para a limpeza local das feridas. Encorajado pela redugdo na freqiiéncia das
infec¢des, ele tentou usar a vaporizagdo com 4acido carbdlico na sala de cirurgia, para
diminuir o nimero de bactérias do ar (HENRY, 1995).

Introducio
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Em meados do século dezenove, Florence Nightingale, a fundadora da
enfermagem moderna, coletou e analisou os dados de morbidade e mortalidade nos
hospitais da Inglaterra. A partir de seus dados, ela supds que havia uma relagio direta entre
as condi¢Oes sanitarias de um hospital e as complicagdes pos-operatérias infecciosas. Suas
recomendagdes para a higiene de um hospital geral foram as primeiras tentativas para um

programa de controle da infec¢do hospitalar (HENRY, 1995).

A era moderna do controle da infecg@o hospitalar comecgou na década de 50,
quando ocorreram grandes epidemias da doenga estafilocécica nos hospitais da Europa e
dos Estados Unidos. As investigagdes iniciais sobre a epidemia foram conduzidas pelo
Centro de Controle de Doengas e Prevengdo (CDC). A persisténcia das epidemias
estafilocécicas nos hospitais durante a década de 60 direcionou uma abordagem mais
organizada para o controle da infecgdo hospitalar (HENRY, 1995).

As infecgbes hospitalares sdo definidas como infecgdes adquiridas no decorrer
ou em conseqiiéncia da hospitalizagdo, que ndo estavam presentes no momento da
internagdo (HARRISON,1998).

As taxas de infecgdo hospitalar variam de acordo com as édreas de internaco e a
gravidade dos pacientes internados. Em unidades de terapia intensiva as infecgdes
bacterianas hospitalares apresentam uma prevaléncia de 10% a 16%. As unidades de terapia
intensiva sdo compostas por um grupo heterogéneo de especialidades médicas voltadas para
o cuidado de pacientes graves, com internagdes por vezes prolongadas, aumentando o risco
para a aquisi¢do de infecgOes hospitalares (JOHN & RIBNER, 1991).

Os surtos de infec¢do hospitalar ocorrem entre os pacientes de varios servigos
hospitalares. Apesar dos fungos, virus e outros agentes microbiolégicos causarem infecgdes
nosocomiais, os agentes bacterianos permanecem sendo a causa mais comumente

reconhecida de surtos (TENOVER, 1997).

Em hospitais, uma variedade de procedimentos médicos, como por exemplo, a
instalagio de cateteres, freqiientemente serve como fonte de infecgdo, facilitando o
estabelecimento de um quadro infeccioso. Além disso, a eficidcia diminuida de alguns
agentes antimicrobianos, em virtude da emergéncia de bactérias resistentes, torna

complexos os esforcos de controle de infecgao.

Introducdo
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Durante a década passada, os progressos da terapia intensiva marcadamente
contribuiram para tornar possivel a sobrevivéncia de neonatos criticamente doentes que
seguramente ndo sobreviveriam em épocas mais remotas. Entretanto, o cuidade intensivo
nao permaneceu isento de riscos e a infec¢gdo nosocomial tem sido reconhecida como um
dos maiores problemas nas unidades de terapia intensiva neonatais. Muitas destas unidades

tém vivido tristes experiéncias envolvendo surtos causados por bacilos gram-negativos
(GOLDMANN et al., 1981).

As infecgdes nosocomiais constituem uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade em hospitais pedidtricos americanos nos ultimos 30 anos (GAYNES et al.,
1996). A freqiiéncia das infecgdes hospitalares € inversamente correlacionada a idade:
11,5% em criangas de idade inferior a 23 meses, 3,6% em criangas de idade entre 2 e 4 anos

€ 2,6% em criancas com idade superior a 5 anos.

Os surtos geralmente envolvem grupos de pacientes considerados de risco,
como Os neonatos, 0s pacientes neutropénicos, as criangas com fibrose cistica e os

pacientes sob nutri¢do parenteral total (BINGEN, 1994).

A vigilancia das infecgdes nosocomiais envolve a identificagdo do paciente
colonizado ou infectado, a avaliagdo do risco de infecgdo entre pacientes, a comprovagio
da transmissdo de uma determinada variedade bacteriana de um paciente para outro e, de
uma forma mais ampla, a detecgdo de surtos hospitalares. Para tanto, faz-se necessaria a
identificacdo cuidadosa da bactéria, isolada dos pacientes e/ou do ambiente, determinando
assim, se a mesma bactéria esta ou ndo envolvida no surto, e sua relagdo com os fatores de

risco ambientais ou de procedimento (BINGEN, 1994).

Estas infecgdes sdo geralmente causadas por patégenos bacterianos comuns que
invadem o hospedeiro debilitado, internado dentro de um ambiente fisico complexo. A alta
prevaléncia de infeccGes hospitalares leva a necessidade do wuso miltiplo de
antimicrobianos e a hospitaliza¢do prolongada (JOHN & RIBNER, 1991).

Dados da literatura mostram que as infecgdes nosocomiais, que ocorrem em
aproximadamente cinco por cento dos pacientes com tempo prolongado de internagdo,

resultam em custos elevados. Outros custos diretos relacionados ao tratamento das

Introducio
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infecgdes incluem os testes diagnésticos, as medicagdes e o pagamento dispensado a
meédicos e outros profissionais da area da satide. Além disso, sdo reais os custos decorrentes

da perda de emprego ou da incapacidade resultante da doengca (HENRY,1995).

1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA COLONIZACAO E INFECCAO POR
ENTEROBACTER CLOACAE.

Os bacilos gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae
constituem os isolados bacterianos mais freqiientemente encontrados em espécimens
clinicos.

Estdo amplamente dispersos na natureza, sendo encontrados no solo, na agua,

em plantas e, como indica o nome da familia, no trato intestinal de humanos e animais.

Antes do advento dos antibibticos, da quimioterapia e dos procedimentos
imunossupressores, as doencas infecciosas causadas pelas enterobactérias eram
relativamente bem definidas; varios membros do grupo Klebsiela-Enterobacter eram

comumente isolados de ferimentos traumaticos contaminados ou de incisdes cirurgicas.

Os pacientes imunocomprometidos ou debilitados, estdo altamente suscetiveis
as infecgdes nosocomiais, seja apds a colonizagdo com bactérias ambientais ou apos
procedimentos invasivos, como a cateterizagdo, broncoscopia, colposcopia, bidpsia
cirurgica, onde as membranas das mucosas s3o traumatizadas ou quando ocorre perda da

sua integridade.

As enterobactérias compreendem bacilos aerobios e anaerObios facultativos,
ndo formadores de esporos, com flagelo peritriquio ou sem motilidade, oxidade-negativos,
gram-negativos, que produzem acido pela fermenta¢do da glicose e reduzem nitrato a
nitrito (HENRY, 1995).

Os microrganismos gram-negativos sdo apontados como importantes causas de
infec¢bes nosocomiais primarias da corrente sangiiinea em neonatos nas unidades de

terapia intensiva; estas infec¢Ges freqiientemente resultam em altos indices de morbidade e
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mortalidade (HAERTL, 1993; GAYNES, 1996; ARCHIBALD, 1998). Ademais, as
infecgdes em corrente sangiiinea em neonatos nas unidades de terapia intensiva estdo
relacionadas fortemente com o uso de cateteres umbilical e venoso-central. Outros fatores,
incluindo praticas de infusdo de solugdes contaminadas, como solucdes de dextrose ou
solugdes do tipo salina e principalmente nutrigio parenteral total, tém sido associados as

infecgdes nosocomiais da corrente sangiiinea.

Dados da literatura ilustram surtos nosocomiais polimicrobianos, em corrente
sangiiinea, causados por Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa (ARCHIBALD
et al., 1998).

Em razdo de muitos representantes do género Enterobacter produzirem grande
quantidade de gds, por muitos anos as espécies foram denominadas Aerobacter aerogenes.

A designagdo do género foi alterada para Enterobacter por Edwards e Ewing em 1962.

Ha 16 espécies incluidas no género Enterobacter, porém, Enterobacter
aerogenes € Enterobacter cloacae sdo as espécies mais comumente encontradas nos
espécimens clinicos. Encontram-se amplamente distribuidas em &agua, em material de
esgoto, solo e em vegetais. Constituem parte da microbiota entérica comensal e estdo
associadas a uma variedade de infec¢des oportunistas envolvendo o trato urindrio, trato
respiratério e ferimentos cutidneos e, em certos casos, causam septicemia e meningite
(KONEMAN, 1997). Ainda, as espécies pertencentes ao género Enterobacter podem
causar endocardite, abscessos cerebrais, artrite infecciosa, osteomielite e queratite
(CHOW, 1994). As espécies de Enterobacter receberam destaque no inicio dos anos 70,
quando septicemias causadas por Enterobacter ocorreram em 25 hospitais americanos
atingindo 378 pacientes que estavam recebendo solugdes intravenosas contaminadas
(CHOW, 1994).

Enterobacter cloacae, um bacilo gram-negativo aerObio encontrado na
microbiota normal do trato gastrointestinal humano tem emergido como um importante
patégeno nosocomial (CHOW, 1994; ZHI-YUAN SHI, 1996). Dados da literatura revelam
surtos de infecgdo em unidades de terapia intensiva para neonatos, unidades cardiacas de
tratamento intensivo, centros cirurgicos e unidades de queimados (HAERTL, 1993;
CHOW, 1994; ZHI-YUAN SHI, 1996).
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Os problemas terapéuticos relativos as cepas resistentes as multiplas drogas sio
comuns, especialmente em unidades de terapia intensiva. Merece destaque a habilidade do
E. cloacae em adquirir resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo como por exemplo,
cefotaxima e ceftazidima, ocasionada por mutagdo, que por sua vez aumenta a producdo de
beta-lactamase, produto da expressdo cromossémica. Isso pode ocorrer na microflora ou no
sitio da infecgéo no paciente em tratamento, o qual pode tornar-se fonte para a transmissao
da cepa bacteriana em questdo (FINNSTROM, 1998).

A infec¢do por E. cloacae é rara em individuos saudaveis, mas vem aparecendo
como uma causa significante de infec¢des nosocomiais nos tltimos anos. Nas unidades de
terapia intensiva para neonatos, os recém-nascidos podem ser colonizados com E. cloacae
particularmente durante as 2 primeiras semanas de vida e surtos incluindo casos de
infecgbes fatais por E. cloacae foram relatados em tais unidades (FINNSTROM, 1998; YU,
2000).

Fatores predisponentes a bacteremia por E. cloacae nos pacientes em geral
incluem o diabetes, as neoplasias, a neutropenia e a hospitalizagdo, particularmente em
pacientes expostos & terapia antimicrobiana e a procedimentos invasivos como a instalagio
de cateteres venosos-centrais. H4, ainda relatos de disseminag¢io do microrganismo pelas
méos dos profissionais da saude e também através das solugdes endovenosas (TRESOLDI
et al., 2000; YU, 2000).

E. cloacae é um microrganismo de vida livre e tem sido encontrado
contaminando vérias solugdes e equipamentos utilizados em hospitais, bem como agua
destilada e solugdes de limpeza (CHOW, 1994; FINNSTROM, 1998).

Estudos realizados pela Vigilincia e Controle de Patégenos de Importancia
Epidemiolégica (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance -
SCOPE), realizados durante um periodo de 14 meses em 1995/1996, em aproximadamente
50 centros médicos americanos, demonstraram que das 4725 infec¢des da corrente
sangiiinea, 230 tinham como agente etioldgico o Enterobacter spp, representando o oitavo
germe mais freqliente entre os patogenos isolados (PFALLER et al., 1997). HAERTL e
cols. (1993) destacam que o género Enterobacter responde por 4% a 12% das sepses
causadas por bactérias gram-negativas.
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As infecgdes em corrente sangiiinea apds cirurgias cardiacas constituem uma
complicagdo pds operatoria bem conhecida, com dados da literatura demonstrando de
12,4 a 34,3 casos por 1000 procedimentos realizados. Em estudo realizado com nove
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca e que desenvolveram bacteremia por bactérias
gram-negativas, RUDNICK e cols. demonstraram a presenga dos seguintes microrganismos
: Enterobacter cloacae (6 casos); Pseudomonas aeruginosa (5 casos); Klebsiella
pneumoniae (3 casos); Serratia marcescens (2 casos) e Klebsiella oxytoca (1 caso); cinco

dos nove pacientes em estudo tiveram bacteremia polimicrobiana (RUDNICK et al., 1996).

A epidemiologia molecular de surtos nosocomiais causados por E. cloacae tem
sido bem documentada em anos recentes. Isto, porém, ndo € o caso nos paises em
desenvolvimento, onde as infec¢des nosocomiais constituem um problema crescente e
ainda pouco estudado, em especial na area de epidemiologia molecular. O poder
discriminatério das técnicas de fenotipagem ndo € adequado para as analises
epidemiologicas de surtos causados por E. cloacae aumentando as dificuldades de
realizacdo dos estudos epidemiologicos em paises em desenvolvimento, onde os recursos

limitados restringem o uso rotineiro de técnicas moleculares (Van NIEROP et al., 1998).

1.2. METODOS MOLECULARES, PARA TIPAGEM DE MICRORGANISMOS,
COM FINALIDADES EPIDEMIOLOGICAS

Diversos métodos moleculares tém sido aplicados em estudos epidemiolégicos
para tipagem de microrganismos responsaveis por infecgdes hospitalares. Esses métodos
podem ser divididos em duas categorias: métodos fenotipicos e métodos genotipicos. Os
métodos fenotipicos sdo aqueles que caracterizam os produtos da expressdo génica de
forma a diferenciar as cepas. Propriedades como o perfil bioquimico, tipo de bacteriofago,
presenca de antigenos na superficie celular e perfil de sensibilidade a antibidticos sdo todos
exemplos de propriedades fenotipicas que podem ser avaliadas. Como envolve a expressao
de um gene, todas estas propriedades podem apresentar variagdo, baseada em mudancas nas
condicdes de crescimento, na fase de crescimento e em mutagdes espontineas. Os métodos

genotipicos sdo aqueles que se baseiam na andlise de uma estrutura genética de um
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microrganismo e sdo caracterizados pela fragmentagdo do cromossomo, por enzimas
apropriadas, ou pelo estudo de DNA extracromossdmico. Os métodos genotipicos
apresentam menor variagdo natural. No entanto, podem ser afetados por inser¢des ou
delegdes do DNA, ganho ou perda de DNA extracromossdmico ou mutagdes aleatorias que
criam ou eliminam sitios de reconhecimento, alterando a agdo das endonucleases de
restrigdo (TENOVER, 1997).

1.3. METODOS MOLECULARES APLICADOS PARA O ESTUDO DE
PATOGENOS HOSPITALARES

A. Métodos com base no estudo do DNA genémico
- analise do perfil plasmidial;

- analise do polimorfismo dos fragmentos de DNA gendmico, apos a digestdo
com enzimas de restricdo, pela eletroforese convencional (Restriction

endonuclease analysis - REA);
- Southern hybridization utilizando probes de DNA especificos;
- perfil do DNA gendmico utilizando PFGE;
- Arbitrarily primed polymerase chain reaction — PCR;
B. Métodos fenotipicos com base no estudo das proteinas
- immunoblot fingerprint,
- analise de proteinas celulares por eletroforese em gel de poliacrilamida;
- multilocus enzyme electrophoresis;

Todos os sistemas podem ser caracterizados em termos de tipabilidade,
reprodutibilidade, poder discriminatério, facilidade de realizagdo e facilidade de
mterpretacdo (TENOVER, 1997).
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A tipabilidade refere-se a habilidade da técnica em produzir um resultado de
tipagem para cada isolado. Isolados ndo tipaveis sdo aqueles que ndo produzem resultado.
Um método para ser considerado reprodutivel deve gerar os mesmos resultados, quando
uma mesma cepa for testada em repetidos ensaios laboratoriais. Estudos de tipagem de
cepas coletadas durante periodos varidveis (semanas, meses ou anos), podem apresentar
pequenas variagdes nos padroes de DNA genémico quando analisados pelas técnicas de
andlise plasmidial, PFGE e¢ PCR (MASLOW, SLUSTKY & ARBEIT, 1993; VAN
BELKUM & MEIS, 1994). O poder discriminatorio refere-se a capacidade da técnica em
diferenciar isolados ndo relacionados epidemiologicamente. Idealmente, o método de
tipagem deve ser capaz de reconhecer os isolados ndo relacionados, fornecendo resultados
que nos permitam classificd-los como pertencentes a um unico perfii (MASLOW,
MULLIGAN & ARBEIT, 1993). A facilidade de realizagdo reflete o custo dos reagentes
apropriados e do equipamento; da complexidade do método e o esfor¢o requerido para o
aprendizado e a realizagdo pratica da técnica. A facilidade de interpretagdo envolve a
obtengdo de wum resultado que seja claro, objetivo, de facil compreensdo
(TENOVER, 1997).

O quadro I refere-se as vantagens e desvantagens de diferentes métodos de

tipagem molecular com base na anélise do DNA.

Quadro I: Caracteristicas das técnicas de tipagem molecular baseadas no DNA

Método de Proporgio de Reproduti Poder Facilidade de Facilidade de
tipagem cepas tipadas bilidade discriminatorio interpretagio execucio
Plasmidio maioria boa regular moderada moderada
REA todas boa bom dificil moderada
RFLP com todas excelente moderada moderada dificil
probes
PFGE todas excelente excelente moderada moderada
PCR todas boa boa moderada moderada
Introducdo
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1.4. METODOS GENOTIPICOS
Técnica para a analise plasmidial

Os plasmidios sdo elementos genéticos extracromossdmicos que podem
transferir informagdo genética entre diferentes isolados bacterianos. A analise plasmidial
foi o primeiro método genotipico a ser aplicado em estudos de epidemiologia molecular
(ARBER & MACKEL, 1981; SCHABERG et al, 1981), tendo sido empregado,
primeiramente para estudar a relagdo entre padroes ndo usuais de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (ARBER & MACKEL, 1981). As técnicas atuais de extragdo do DNA
plasmidial permitem o isolamento ripido dos plasmidios e utilizam um sistema de
eletroforese bastante simples para separagiio dos mesmos, tornando esse método apropriado
para diversos laboratdrios clinicos. O acréscimo da digestdo do DNA plasmidial com
enzimas conhecidas como endonucleases de restrigio ou simplesmente enzimas de restri¢do
aumenta o poder discriminatério e a reprodutibilidade da técnica (TOWNSEND et al.,
1985). Algumas cepas bacterianas, em especial os Staphylococcus aureus, contém apenas
um grande plasmidio, freqiientemente de peso molecular entre 100 a 150 quilobases (kb).
Nesses casos a adi¢4o da enzima de restricio permite aumentar o poder discriminatorio da
eletroforese (PFALLER et al., 1991). No entanto, as bactérias gram-negativas usualmente
apresentam um numero maior de plasmidios sendo desnecessaria, muitas vezes. a
realizagdo da digestdo com enzimas de restricio (PATTERSON et al., 1991: MARCOS
et al., 1995, SEIFERT et al., 1994; GETCHELL-WHITE et al., 1989).

A analise do DNA plasmidial possui vantagens e desvantagens. Os plasmidios
podem disseminar-se de uma bactéria para outra e portanto o encontro de cepas contendo o
mesmo perfil plasmidial pode significar que o plasmidio tem o carater epidémico e ndo a
cepa bacteriana (FARRAR, 1983). Ainda, a cepa epidémica pode ndo conter plasmidios;
cepas ndo relacionadas podem apresentar o mesmo plasmidio; os plasmidios estio sujeitos
a rearranjos estruturais e por serem elementos extracromossdmicos, a bactéria pode perder
ou ganhar plasmidios ndo relacionados ao surto (WACHSMUTH, 1986; EISENSTEIN,
1990; LUPSKI, 1993).
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Como vantagens temos a aplicabilidade em estudos de varios géneros e

espécies bacterianos, facilidade e rapidez de execugéo, boa reprodutibilidade e baixo custo.
Técnica eletroforética para analise do DNA cromossémico

Existem dois métodos de tipagem de microrganismos com base nos padrdes de

fragmentos produzidos pela clivagem do DNA cromossémico com enzimas de restri¢io.

O primeiro método, usualmente referido como convencional, refere-se a
extracao do DNA e a digestdo com enzima de restricdo que corta 0 DNA em inlimeros
fragmentos. Nesse procedimento, os fragmentos de DNA sZo submetidos & corrida
eletroforética comum em gel de agarose. Os fragmentos de 0,5 a 2,5 kb apresentam-se
como varias bandas visiveis ou como uma unica banda, enquanto fragmentos maiores nio

sdo capazes de migrar através do gel, ficando retidos na sua borda superior.

A segunda técnica baseia-se na utilizacido da PFGE, capaz de separar
fragmentos de 1 kb até 1.000 kb (1 megabase), usando enzimas de restricdo de baixa
freqiiéncia de clivagem do DNA, gerando de 10 a 30 bandas no gel de agarose.

Anilise do DNA cromossomico com enzimas de restricio de clivagem

freqiiente e eletroforese convencional

Cada enzima de restricdo cliva o DNA cromossémico em uma seqiiéncia
particular de nucleotideos, seqiiéncia esta que pode estar repetida inimeras vezes no
cromossomo. O nimero e o tamanho dos fragmentos gerados refletem a freqiiéncia e a
distribuicdo em que essa seqiiéncia € repetida. O padrdo de bandas gerado por esse método,
no qual a disting@o entre as cepas € feita com base no niimero e tamanho dos fragmentos, ¢
denominado “restriction fragment length polymorphisms” (RFLP). Os inumeros
fragmentos separados pela eletroforese convencional, resultantes da digestdo, dificultam a
analise comparativa das cepas. Entretanto, para algumas bactérias e leveduras, essa técnica
tem-se mostrado -util, como nos estudos de surtos envolvendo Clostridium difficile
(PETERSON & KELLY, 1993) e Candida tropicalis (DOEBELLING et al., 1991).
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Os fragmentos gerados pela digestio do DNA cromossdmico podem ser
transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Southern blof) e incubados com probes
de DNA, marcados com isdtopos radioativos ou substancias quimioluminescentes. O probe
liga-se apenas em regides que possuam seqiiéncia complementar de DNA, que podem ser
visualizadas pela exposicdo da membrana a um filme fotografico. Quanto mais
relacionados entre si forem os microrganismos, as seqiiéncias serdo mais identificadas pelo
probe, produzindo padrdes de bandas idénticos ou semelhantes. No entanto, o poder
discriminatério dessa técnica ¢ afetado pelo tipo de probe empregado, ou seja, o probe que
detecta uma regido que se repete fregiilentemente no cromossomo produzird padrdes com
mais bandas no gel e, portanto, uma melhor discriminagdo em relagio aos probes que
detectam poucas seqiiéncias no cromossomo (WEBER, PFALLER & HERWALDT, 1997).
RFLP utilizando o probe IS110 tem sido aplicado especialmente nos estudos de trasmissio
cruzada e epidemias de Mycobacterium tuberculosis em pacientes HIV-positivos (DALEY
et al., 1992; TORREA et al., 1996).

Analise do DNA cromossémico com enzimas de restri¢io e PFGE

Os fragmentos de DNA maiores que 20 a 25 kb ndo sdo separados pela
eletroforese convencional que utiliza um tnico campo elétrico unidirecional. A introdug¢do
em 1984 da PFGE permitiu a separagdo de grandes fragmentos de DNA (40 a 1.000 kb)
em gel de agarose (SCHWARTZ & CANTOR, 1984). A capacidade de separagdo de
grandes moléculas foi facilitada alterando a diregdo do campo elétrico. O nimero de
fragmentos € limitado pelo uso de enzimas de restrigdo que reconhecem os sitios que
ocorrem com baixa freqliéncia no genoma do microrganismo. O campo elétrico da
eletroforese € aplicado em uma determinada dire¢do, por um primeiro grupo de eletrodos,
por um curto periodo de tempo (pulso). A seguir, a corrente € alternada para o segundo
grupo de eletrodos e depois para um terceiro grupo. Dessa forma, devido a alternincia de
diregoes, 0 DNA consegue movimentar-se através do gel de agarose, resultando em um alto
grau de resolugdo dos fragmentos no gel (CHU, VOLLRATH & DAVIS., 1986).

A PFGE apresenta importantes vantagens quando comparada as demais
técnicas de tipagem molecular, como analise plasmidial, REA e Southern blot entre outras,

pois 0 DNA cromossomico ¢ digerido com enzimas de restricdo de baixa freqiiéncia de
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clivagem, fornecendo de 10 a 30 bandas o que permite excelente separagdo. Outra
vantagem € que o método ndo necessita de probes, além de ser altamente reprodutivel e
possuir excelente poder discriminatério, para distinguir cepas endémicas de ndo endémicas.
A PFGE pode ser aplicada em uma série de microrganismos, em especial as bactérias
(GOERING, 1993; SWAMINATHAN & MATAR, 1993; MASLOW, SLUTKY &
ARBEIT, 1995) e as leveduras (PFALLER, 1992). Uma das poucas desvantagens do

método esta no alto custo do equipamento e na demorada e trabalhosa execugio.

1.5. JUSTIFICATIVA DO DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO PROPOSTO

As infec¢Ges nosocomiais constituem uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade em hospitais, geralmente envolvendo grupos de pacientes considerados de alto
risco, tais como neonatos, pacientes neutropénicos, criangas com fibrose cistica e pacientes
sob nutri¢do parenteral total. Numerosos trabalhos mostram que as infecgdes nosocomiais
resultam em custos elevados para a instituicdo além dos custos decorrentes da perda de
emprego ou da incapacidade resultante da doenga. Em anos recentes E. cloacae tem surgido
como um importante patdogeno nosocomial. Porém, na esfera nacional, poucos sdo os
trabalhos envolvendo o agente, podendo citar somente os trabalho de DARINI et al., 1999;
TRESOLDI et al. 2000 e CALIL et al., 2001. Desta forma o presente trabalho apresenta o
microrganismo E. cloacae como importante patégeno nosocomial em unidade de terapia
intensiva para neonatos, monitorando os fatores de risco, alertando, informando e
conscientizando os profissionais da 4rea para as possiveis fontes de transmissdo, reduzindo
as possibilidades de futuros surtos. Traz, ainda contribuicdo sobre a epidemiologia
molecular de surtos nosocomiais causados pelo E. cloacae, pela analise plasmidial e pela
analise do DNA cromossdmico pela eletroforese em campo pulsétil, uma metodologia
considerada de referéncia. A andlise plasmidial, foi utilizada por constituir uma
metodologia relativamente simples, capaz de contribuir em estudos epidemiologicos,
aplicivel em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde os recursos limitados

dificultam a plena utilizagdo das técnicas moleculares tidas como referéncia.
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2.1. ESTUDAR A IDENTIDADE GENOMICA DAS CEPAS DE E. cloacae
ISOLADAS DE HEMOCULTURAS DE RECEM-NASCIDOS INTERNADOS
DURANTE OS ANOS DE 1995, 1996 E 1997 NA UTI-NEONATAL DO
CAISM/UNICAMP;

2.1.1. Avaliar o poder discriminatério das técmicas moleculares de tipagem

utilizadas;

2.2. AVALIAR OS FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A MORTE NOS RECEM-
NASCIDOS COM INFECCAO SISTEMICA, CAUSADA PELO E. cloacae,
INTERNADOS NO CAISM/UNICAMP, NOS ANOS DE 1995, 1996 E 1997;
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3. CASUISTICA E
METODOS




3.1. POPULACAO DE ESTUDO

Refere-se aos recém-nascidos internados na UTI-Neonatal, durante os anos de
1995, 1996 e 1997, no CAISM/UNICAMP que apresentaram evidéncias clinicas de
infecgdo sistémica, cujo resultado de pelo menos uma amostra de hemocultura tenha sido
positivo para E. cloacae. O anexo I descreve, em detalhes, as determinagdes do CDC para a

caracterizacdo de infecgdo nosocomial sistémica (GARNER, 1988).

3.2. DESCRICAO DA UNIDADE DE NEONATOLOGIA DO CAISM

A UTI-Neonatal do Departamento de Pediatria ¢ parte do Centro de Atengdo
Integral a Saude da Mulher, do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Constitui uma unidade
de referéncia para o atendimento de recém-nascidos prematuros, de baixo peso ou com
alguma condigdo clinica em especial, nascidos na propria unidade ou em outros hospitais de
Campinas e/ou da regido, sendo acolhidos para que possam receber atendimento
especializado.

Em 1995 a unidade de terapia intensiva atendia aproximadamente 600 neonatos
por ano, sendo localizada numa area compreendendo cerca de 3 milhes de habitantes. Na-
época, a enfermaria contava com 30 leitos, sendo 8 leitos destinados a terapia intensiva e
22 leitos para o atendimento de recém-nascidos considerados semi-criticos e/ou em

recuperagao.

Em 1996, a unidade passou por reformas, obtendo melhor adequacdo fisica,

porém, mantendo o numero total de 30 leitos.

3.3. METODOLOGIA APLICADA
3.3.1. Analise microbiologica
Isolados bacterianos

A solicitagio para a realizagdo de hemoculturas dos recém-nascidos seguiu
critérios clinicos, sendo a coleta das hemoculturas realizada pela equipe de enfermagem

devidamente orientada e preparada tecnicamente.
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Quatorze cepas de E. cloacae foram incluidas como cepas-controle. Estas cepas
foram isoladas de hemoculturas de pacientes internados no Hospital de Clinicas da
UNICAMP entre os anos de 1995 a 1998 e foram utilizadas para a avaliagdo do poder
discriminatério das técnicas moleculares aplicadas.

Todos os isolados de E. cloacae foram identificados pelo Laboratério de
Microbiologia do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da UNICAMP. As cepas

eram reisoladas e estocadas no LEM, para futuros estudos.

3.3.2. Desenho do estudo
Primeira fase: Analise do perfil gendmico

Todas as amostras de E. cloacae do periodo de estudo (isoladas de
hemoculturas de recém-nascido) disponiveis e vidveis foram reisoladas e submetidas a
andlise do DNA plasmidial, utilizando a eletroforese convencional ¢ & andlise do DNA
cromossdmico, utilizando a PFGE.

Segunda fase: Coleta de dados e analise estatistica

Foi realizado um estudo epidemiolégico para a avaliacdo dos fatores associados
a morte, em pacientes hospitalizados na unidade, durante os anos de 1995, 1996 e 1997 ¢
que apresentaram infec¢do sistémica pelo E. cloacae. A execugio deste estudo envolveu a
consulta de todos os sistemas de registro disponiveis e a coleta de dados. Para os dados de
letalidade, as informagdes dos pacientes foram obtidas considerando o periodo

compreendido desde a internagdo até a alta ou 6bito de cada paciente.

3.3.3. Critérios de exclusio

Para o estudo epidemiologico foram excluidos todos os recém-nascidos que ndo
nasceram no CAISM/UNICAMP e/ou que ndo tiveram seus respectivos prontudrios
médicos localizados.
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Para o estudo molecular, foram excluidas as cepas de E. cloacae ndo

encontradas e/ou que ndo estavam viaveis.

3.3.4. Variaveis e conceitos
Foram estudados os procedimentos considerados de risco, presentes na
populagdo de estudo e suas possiveis associacdes com os 6bitos dos recém-nascidos. Para a
analise dos fatores de risco para a morte, foi realizado um estudo comparativo entre
neonatos que morreram e aqueles sobreviventes a infecgédo sistémica por E. cloacae.

a) Alta: Considerou-se “alta hospitalar” a autoriza¢do médica para a saida do
paciente hospitalizado, seja por motivos de cura-clinica ou transferéncia para
outra institui¢do;

b) Idade gestacional: A idade gestacional foi avaliada por amenorréia e
ecografia precoce, complementada por avaliagdo clinica, segundo o método
de Capurro e/ou New Ballard (LUBCHENCO et al., 1966; BATTAGLIA
et al., 1967; WHO, 1977; CAPURRO et al., 1978; BALLARD et al., 1991).
Os recém-nascidos foram classificados em:

recém-nascido pré-termo (RNPT): menos que 37 semanas completas;

a termo (RNT): de 37 semanas completas a menos de 42 semanas completas;

¢) Peso ao nascimento: A avaliagdo do peso foi realizada em sala de parto,
utilizando balanga digital;

d) Tamanho: Os pacientes foram classificados em pequeno para a idade
gestacional (PIG), adequado para a idade gestacional (AIG) e grande para a
idade gestacional (GIG), baseando-se na curva de crescimento de Lubchenco
(BATTAGLIA et al.,, 1967);

e) Para a avaliagdo dos fatores associados a morte, foram coletados os dados

das seguintes variaveis:
- Ventilagdo mecanica;
- Cateter umbilical;

- Cateter venoso e/ou arterial;

- Flebotomua;
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- Uso de antibidticos: Utilizagdo de antibidticos, seja para finalidades
terapéuticas ou profilticas. Foram considerados somente os antibiéticos de

uso sistémico, ndo considerando os antibi6ticos de uso topico;

- Sonda traqueal;
- Sonda para alimentacio enteral;

- Nutricdo parenteral total: Utilizagio de nutrigdo endovenosa, contendo

eletrolitos, oligoelementos, glicose, proteinas e lipideos;
- Hemoterapia;

Para o tempo de exposicdo aos procedimentos invasivos, 0 acompanhamento

foi realizado desde o momento da internagdo até a alta ou 6bito de cada paciente;

f) Data da saida: Considerou-se “saida” a alta do paciente (cura clinica) ou sua

transferéncia;

g) E. cloacae multirresistente: E. cloacae resistente a aminoglicosideos e/ou

cefalosporinas de terceira geracdo;

h) Colonizagdo: Presenca de um microrganismo crescendo e multiplicando-se
em um paciente, sem qualquer expressio clinica ou reagdo imunolégica

evidentes no momento em que o microrganismo foi isolado (JARVIS, 1996);

i) Isolado: Termo geral para uma cultura pura de bactérias, obtida de
subculturas de uma tunica colonia a partir de uma placa de isolamento
primério. Presume-se que o microrganismo em questdo seja derivado de um
unico agente microbiolégico para o qual nenhuma informagdo sobre seu
género e espécie esteja disponivel (TENOVER, 1995);

J) Isolados epidemiologicamente relacionados: Sdo os isolados obtidos de
espécimens coletados de pacientes, fomites ou de um ambiente ou de uma
area bem definida, durante um curto periodo, como parte de investigacdes
epidemiolégicas cujos resultados sugerem que estes isolados possam ser

derivados de uma fonte comum (TENOVER, 1995);
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I) Isolados geneticamente relacionados (clones): Sdo os isolados que ao serem
submetidos a uma variedade de testes genéticos mostram-se indistinguiveis
entre si ou muito similares, sugerindo que sejam derivados de um ancestral
comum. Considerando o potencial para alteragdes genéticas cripticas,
detectaveis somente pelo seqiienciamento ou por outras analises especificas,
a evidéncia da clonalidade é melhor compreendida tendo-se em vista uma
abordagem relativa (TENOVER. 1995);

m) Surto: Refere-se a incidéncia aumentada de uma doenca infecciosa, em um
local especifico, durante um certo periodo, que estd acima dos indices

basicos para aquele local e para aquele periodo (TENOVER, 1995);

n) Cepa: Trata-se de um isolado ou grupos de isolados que podem ser
distinguidos de outros isolados do mesmo género e da mesma espécie por
caracteristicas fenotipicas ou por caracteristicas genotipicas ou por ambas.

Uma cepa € uma subdivisio descritiva de uma espécie (TENOVER, 1995);

0) Cepas de um surto: Sdo os isolados da mesma espécie que sdo tanto
epidemiologicamente relacionados (por exemplo, pelo tempo, lugar e fonte
comum de infeccdo) como geneticamente relacionados (apresentam

genotipos indistinguiveis, por exemplo);

p) Cepas endémicas: Sdo os isolados obtidos freqlientemente de pacientes
infectados, (hospitalizados numa determinada unidade de saude ou de uma
comunidade) e que se mostram indistinguiveis ou intimamente relacionados
entre si, evidenciados por métodos de tipagem, ndo existindo ligagdo direta
ou epidemiolégica que possam ser utilizadas. Sugere-se que tais
microrganismos sejam relacionados, sob o ponto de vista clonal, mas suas
origens possam ser mais distantes temporalmente quando comparadas com
as origens das cepas de um surto (TENOVER,1995);

q) Coeficiente geral de mortalidade (taxa bruta ou global de mortalidade):
Obtido pela relagdo entre o nimero total de 6bitos ocorridos em determinado

periodo e o numero total de pacientes hospitalizados no mesmo periodo
(PEREIRA, 1995);
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1) Mortalidade proporcional: E uma porcentagem em que relacionamos os
Obitos com uma determinada caracteristica com os Obitos totais
(FORATTINI, 1992);

s) Letalidade: Obteve-se a letalidade calculando-se a relacdo entre o nimero de
Obitos resultantes de determinada causa e o nimero de pessoas que foram

realmente acometidas pela doenga (ROUQUAYROL, 1994).

t) Coeficiente de pacientes com infecgdo hospitalar: E a razio entre o niimero
de pacientes com infecgdo hospitalar em um intervalo de tempo
determinado, e o numero de pacientes internados no periodo, multiplicando-

se o resultado por poténcia de 10.

3.3.5. Coleta de dados

Os dados clinicos, evolugdo e possiveis fatores de risco presentes nos
recém-nascidos com infec¢@o sangiiinea por E. cloacae foram coletados utilizando ficha
apropriada (Anexo II), a partir da revisdo de prontuarios e/ou outros sistemas de registro

disponiveis.

3.3.6. Processamento e analise dos dados

Para a analise dos fatores de risco foi utilizada a analise univariada com o “odds
ratio (OR)” com intervalo de confianga de 95% (ICy5,0R) e P<0,05.

Os dados epidemiolégicos foram analisados utilizando-se o programa Epi Info
(versdo 5, CDC, Atlanta).

Os P valores, bem como os valores de OR foram obtidos utilizando-se os testes
de associa¢do Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

Os fatores de risco para os obitos causados pelo E. cloacae foram obtidos

através da analise univariada.
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Para a andlise dos perfis do DNA cromossémico obtidos pela PFGE e a
confecgdo de dendrograma foi utilizada a andlise computacional (Bio-Capt MW, versdo 99;
M&S Instruments Trading Inc), com base no coeficiente de similaridade de Dice, apds a
captacdo das imagens por um sistema fotografico IS-1000 digital.

3.3.7. Analise do DNA plasmidial

Para a extragdo do DNA plasmidial foi utilizado o método modificado de
Cetyltrimethyl ammonium bromide, de TOWNSEND e cols. (1995).

As cepas de E. cloacae, isoladas a partir de culturas em Agar MacConkey,
foram repicadas e cultivadas em placas de BHI e incubadas por 18 a 24 horas a 35 °C.

As células bacterianas foram suspensas em tubos contendo 3 ml da solugdo
contendo NaCl 2,5 M; EDTA 10 mM (pH 8,0) e centrifugadas a 5000 rpm, por 10 minutos
a 20 °C. As células foram entdo ressuspensas em 900 pL da solu¢do contendo: sucrose
20%; TRIS 50 mM (pH 8.,0); EDTA 10 mM (pH 8,0) e a seguir, foram adicionados 100 pL
de lisozima (10 mg/mL), incubando as células em banho-maria por 1 hora a 37 °C.

A lise das células foi promovida pela adicdo de 1 mL da solugZo contendo:
NaCl 2,5 M; EDTA 10 mM (pH 8,0).

A seguir, foi adicionado 1 mL da solu¢do (volume/volume) contendo ATAB
0,5% (alkyltrimethylammonium bromide) mais 0,25% Triton X-100. Os tubos foram
cuidadosamente invertidos para a homogeneizagao e aquecidos a 60°C por 10 minutos para
a completa lise das células bacterianas, e a suspensdo foi centrifugada a 18000 rpm, por 1
hora a 20 °C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos onde adicionamos 5 ml de
ATAB 0,5 %. O material foi refrigerado a —20°C, por 15 minutos e entdo centrifugado a
6000 rpm, a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a pelicula residual
presente na lateral do tubo foi ressuspensa em 250 pL da solugdo contendo NaCl 2,5 M;
EDTA 10 mM (pH 8,0). Em seguida, adicionou-se 500 pL de TE High Molarity pH 8,0
(solugdo contendo TRIS 0,1 M, pH 8.0 ¢e EDTA 0,1 M, pH 8,0).

Seguiu-se, entdo, a adi¢do de 5 pL. de RNAse (10 mg/mL), sendo os tubos
reincubados a 37 °C (banho-maria) por 30 minutos. A seguir, prosseguiu-se com a extragao
utilizando 1 mL da solugdo contendo cloroformio-alcool isoamilico (propor¢dao 24:1,

respectivamente). Os tubos foram entdo centrifugados a 7000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
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A fase aquosa foi transferida para um tubo eppendorf onde adicionou-se alcool
isopropilico gelado (-20 °C). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 rpm em
microcentrifuga por 3 a 5 minutos, desprezando o sobrenadante, apds o procedimento. O
precipitado foi lavado com 1mL de etanol gelado (-20 °C) e centrifugado novamente.
Desprezou-se o sobrenadante, deixando que o alcool residual evaporasse 4 temperatura

ambiente, por uma noite ou por 1 hora a 37 °C (estufa).

A pelicula remanescente foi ressuspensa em 100 pL de TE High Molarity e
armazenada a 4°C. Para a verificagdo rapida da presenca de plasmidios, 20 pL da suspensio
mais 5 ul de corante foram submetidos & eletroforese convencional em gel de agarose
(agarose 0,7% em solugdo tampdo de TBE 1X (Tris, Acido bérico, EDTA), seguindo as
seguintes condigdes: 60 volts de corrente elétrica, por 6 horas. Um marcador de peso
molecular (Supercoiled DNA Ladder; GibcoBRL) foi aplicado no primeiro pogo de cada
gel para a estimativa do tamanho das bandas formadas. A seguir, os géis foram corados
com brometo de etidio (Sigma Chemical Co.) e fotografados sob a¢do da luz ultravioleta. A
base para a identificacdo das cepas foi realizada relacionando o niimero e o tamanho dos
plasmidios presentes em cada cepa (SEIFERT et al.. 1994).

3.3.8. Anilise do DNA cromossémico por PFGE

O DNA genémico foi preparado segundo o método de GOERING e
DUENSING (1990) modificado. Cinco a dez coldnias de E. cloacae, isoladas a partir de
culturas em placas de 4gar sangue, foram semeadas em 10 mL de caldo de BHI e incubadas
por 24 horas a 37 °C, sob agitacéo.

A suspensdo foi centrifugada (5000 rpm) por 5 minutos a 20 °C e o
sobrenadante foi desprezado. As células bacterianas foram padronizadas por peso e diluidas
mantendo-se igualmente a proporgdo peso/volume. Para tanto, o precipitado foi ressuspenso
em 1 mL de solugdo salina estéril e a suspensfio foi transferida para tubos eppendorfs
pré-pesados, sendo centrifugados (12000 rpm) por 5 minutos em microcentrifuga. O
sobrenadante foi completamente desprezado e os tubos foram novamente pesados. A
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diferenca entre os pesos dos tubos (vazio e com o sedimento) foi entdo calculada.
Adicionou-se em cada tubo o volume, em microlitros, correspondente & diferenca obtida, de
tampdo 7EN (TRIS 100mM, pH 7.5; EDTA 100mM, pH 7,5; NaCl 150mM) e o
precipitado foi ressuspenso pela agitacdo em vortex.

Um volume de 20 pL desta suspensdo foi transferido para outro tubo eppendorf,

no qual foram adicionados 300 pL de tampao TEN.

Em cada tubo foi adicionado o volume de 340 pL. de agarose de baixo ponto de
fusdo a 2% (Low Melt Agarose; BioRad) e o preparado era dispensado em moldes acrilicos
(Bio-Rad Labs) e refrigerado a 4°C, por 30 minutos. Os moldes de agarose foram
dispensados em microplacas e incubados durante uma noite a 37°C em 2 mL de tampdo EC
pH 7,5 (Tris 0,006M, pH 7.,5; NaCl 1M; EDTA 0,1M, pH 7,5; BRIJ58 0,5%; Deoxycholate
Na 0,2%; Sarkosyl 0,5%) mais Lisozima (2mL de tampdo EC mais 200 pL de Lisozima 20
mg/ mL).

A solucdo tampao foi aspirada e os blocos de agarose foram lavados com 2 mL
de TE high molarity por 4 vezes, com intervalos de lavagem de 1 hora, sempre mantidos
sob agitagio mecanica, a temperatura de 22 °C. Apds a ultima lavagem, os blocos foram
incubados a 50 °C durante toda a noite com 2 mL de solugdo ESP (EDTA 0,5M, pH 9.3;
Sarkosyl 1%:; Proteinase K 0,1 mg/mL).

Os blocos foram entido 4 vezes lavados com TE high molarity, mantendo-se um
intervalo de 1 hora entre cada lavagem. Ao final das lavagens os blocos foram estocados a
4°C em 2 mL de TE high molarity.

Para a etapa da digestdo do material genético pela enzima de restri¢do
Spel (Gibco BRL) os blocos foram 4 vezes lavados com solugdo Dummy no salt (Tris, 0,1
M, pH 8.0; MgCl, 5 mM) sob agitagdo mecanica a temperatura de 22°C.

Os blocos de agarose, contendo o material genético a ser analisado, foram
transferidos para outro tubo eppendorf, ao qual adicionou-se o volume de 200 pL da
solu¢do tampdo da enzima Spel. Durante meia hora os blocos permaneciam na geladeira e
apds este periodo, a solugdo tampdo era aspirada e o volume de 200uL da solugdo contendo
a enzima Spel preparada de acordo com as recomendagdes do fabricante, era adicionado em

cada tubo, mantendo-os incubados durante uma noite a 37°C.
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Os blocos de agarose contendo o0 DNA submetido a agfio da endonuclease de
restri¢do Spel foram inseridos em gel de agarose a 1% em solugéo tampdo 7BE 0,5 X (Tris;
Acido bérico; EDTA) e os fragmentos digeridos foram separados pela eletroforese em
campo pulsatil, usando o sistema CHEF-DRII (contour-clamped homogeneous electric
field; Bio Rad Labs. Richmond, Ca.). A eletroforese foi realizada em campo elétrico de
6 volts, por 18 horas e tempo de pulsos intercalados de 5 e 60 segundos, a 14 °C. Um
marcador de peso molecular (DNA Lambda concatemer; Bio Rad Lab.) foi inserido no
primeiro pogo de cada gel para a estimativa do tamanho dos fragmentos formados. Apés a
corrida eletroforética o gel foi corado pelo brometo de etidio (Sigma Chemical Co.) e

fotografados sob ac¢do da luz ultra violeta.
Anilise comparativa dos isolados bacterianos

Os perfis cromossomicos observados foram denominados por letras em ordem
alfabética seqiiencial para facilitar a andlise. A relagio de similaridade entre dois isolados
foi estimada com base nos critérios de interpretagio para os padrdes de fragmentos de
bandas, produzidos pela digestio do DNA cromossdmico, segundo TENOVER
et al., (1995).

Categorias de relagio genética e epidemiolégica

Isolados iguais: Dois isolados foram considerados geneticamente idénticos
quando os padrdes de fragmentos de restri¢do presentes em ambos os isolados apresentaram
0 mesmo numero de bandas com o mesmo peso molecular. A interpretagio epidemiolégica

desses resultados era que os isolados fossem considerados derivados de uma mesma cepa;

Isolados intimamente relacionados: Um isolado foi considerado intimamente
relacionado & cepa do surto quando seu padrfio de bandas, obtido pela PFGE, diferiu do
padrdo da cepa do surto em duas a trés bandas;

Isolados possivelmente relacionados: Um isolado foi considerado
possivelmente relacionado & cepa do surto quando as modificages consistiram em até dois
eventos genéticos independentes, ou seja, observou-se 4 a 6 bandas diferentes, diferencas
estas explicaveis por simples inser¢des ou delegdes de DNA ou por ganho ou de perda de

sitios de restrigdo;
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Isolados nio relacionados: Um isolado foi considerado ndo relacionado a cepa
do surto quando o perfil do DNA cromossémico, obtido pela PFGE, diferiu do perfil da
cepa do surto em 3 ou mais eventos genéticos independentes, 0 que correspondeu

geralmente a diferengas de 7 ou mais bandas.
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4.1. ANALISE DO DNA PLASMIDIAL E DO DNA CROMOSSOMICO

Durante os anos de 1995, 1996 e 1997 foram diagnosticados 53 casos de
infeccdo sistémica em recém-nascidos, internados no CAISM/UNICAMP, causados pelo E.
cloacae (Grafico 1). Nem todos os isolados bacterianos foram encontrados e/ou estavam
viaveis para a analise por métodos genotipicos (Tabela 1). Foram estudados 33 isolados de
E. cloacae, sendo 19 o niimero de isolados obtidos de hemoculturas dos recém-nascidos e
14 o numero de isolados bacterianos (cepas-controle) obtidos de hemoculturas de pacientes
de diversas especialidades com infec¢do sistémica, pelo E. cloacae, internados no Hospital

de Clinicas da UNICAMP.

116
i)
(30%) @ 21 1995
(40%) m 1996
(11997

m16
(30%)

Grafico 1: Numero de pacientes da Neonatologia do CAISM/UNICAMP que apresentaram

infeccdo sistémica por E. cloacae, nos anos de 1995, 1996 e 1997.
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Tabela 1: Numero de recém-nascidos com infeccdo em corrente sangiiinea por E. cloacae e

viabilidade das cepas estocadas no LEM

Ano Total
1995 1996 1997
N(%) N(%) N(%) N(%)

No. de recém-nascidos com infeccio em  21(40,00) 16(30,00) 16(30,00) 53(100,00)

corrente sangiiinea
No. de cepas encontradas no LEM 11(20,75) 10(18,87) 4(7,55) 25(47,17)

No. de cepas viaveis 9(16,98) 7 (13,21) 3(5,66) 19(35.85)

Isolados obtidos no ano de 1995
Analise do DNA plasmidial

Durante o ano de 1995, 21 pacientes apresentaram infec¢fo sistémica causada

pelo E. cloacae. Das onze cepas estocadas, 9 estavam viaveis para o estudo.
Pela analise plasmidial, observamos 3 perfis, designados A, B e C (Figura 1).

O perfil A foi observado nos isolados obtidos dos pacientes 163, 164, 165, 168

e 171, representando 55,6% dos isolados viaveis.

Apresentaram o perfil B (33,3%) os isolados obtidos dos pacientes 167,
175 e 245.

Somente o isolado obtido do paciente 173 (11,1%) demonstrou possuir o

perfil C.
Andlise do DNA gendmico

Os fragmentos de restricdo formados permitiram a classificagdo dos isolados
em 3 perfis: A, B e C (Figura 2). A distribui¢fio dos perfis e seus respectivos pacientes foi
idéntica a observada pela analise plasmidial, demonstrando correlagdo entre as técnicas

empregadas.
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Todas estas infec¢des ocorreram durante o més de junho de 1995, com excecdo
do paciente 245 (agosto/1995).

Isolados obtidos no ano de 1996
Analise do DNA plasmidial

Durante o ano de 1996, 16 recém-nascidos apresentaram infeccdo sangiiinea

causada pelo E. cloacae. Das 10 cepas estocadas, 7 estavam viaveis para o estudo.

Pela analise plasmidial obtivemos a caracterizagdo de 3 perfis (Figura 3),

designados a, ¢, d.

Um tnico perfil foi observado para a amostra do paciente 2701 (perfil d). As
amostras dos pacientes 2692, 2694 e 2698 foram classificadas no perfil ¢. As amostras
obtidas dos pacientes 2685, 2691 e 2695 ndo apresentaram plasmidios. A amostra referente
ao paciente 155 foi utilizada como isolado-controle. Este isolado foi obtido de hemocultura
de um paciente da Cardiologia hospitalizado no Hospital de Clinicas no ano de 1996 e

constituiu o perfil b.
Analise do DNA genémico

A técnica utilizada permitiu a caracterizagdo de 5 perfis (Figura 4), designados
a, b, c, d, e. A técnica da PFGE identificou como perfis Uinicos as amostras provenientes
dos pacientes 2685 (perfil b), paciente 2695 (perfil d), paciente 2701 (perfil e) e paciente
2691 (perfil f). As amostras dos recém-nascidos 2692, 2694 e 2698 foram classificadas no
perfil ¢. Todas estas infec¢des ocorreram no més de dezembro de 1996, com excegdo do

paciente 155 (isolado controle, obtido em janeiro de 1996 — perfil a).
Isolados obtidos no ano de 1997

Dezesseis recém-nascidos apresentaram infecgdo sangiiinea por E. cloacae no
ano de 1997. Foram localizadas apenas 4 cepas referentes ao periodo e destas, apenas 3

estavam vidveis para o estudo.

Resultados
73



As duas técnicas empregadas foram capazes de classificar os pacientes em
apenas um perfil, denominado perfil e, para a analise plasmidial e perfil g, para a analise do
DNA cromossémico (Figuras 3 e 4). Todos os 3 pacientes tiveram infeccdo no més de
margo/1997.

Isolados-controle
Anialise do DNA plasmidial

A técnica foi capaz de identificar 13 perfis (Figura 5), denominados I, I, III,
IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, X1, XII, XTI1, respectivamente.

Anilise do DNA genémico

A técnica utilizada foi capaz de fornecer 13 perfis (Figura 6), designadas I, II,
0L 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X, X1, XII, XTI, respectivamente.

Com excegdo do paciente 3523 (1995) e dos pacientes 146 e 99 (ambos de
1996) os demais pertenciam ao ano de 1998.

Os dados referentes a data do isolamento, bem como os diferentes perfis de E.
cloacae obtidos pela analise plasmidial e pela analise do DNA cromossdmico encontram-se
descritos na Tabela 2.
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Canaleta no
Perfil:

16210-

FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose (0,7% em TBE 1X) demonstrando os perfis de
DNA plasmidial das cepas de E. cloacae isoladas de hemoculturas de
recém-nascidos internados na UTI/Neonatal — CAISM, no ano de 1995.

Condic¢oes de corrida: 60v; durante 6 horas. Cr, DNA cromossémico.
Canaleta 1: marcador de peso molecular (Supercoiled DNA Ladder; GibcoBRL);

Canaletas 2, 3, 4, 6 ¢ 7: E. cloacae isolado de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 163, 164, 165, 168 e 171, respectivamente); perfil A;

Canaletas 5, 9 e 10: E. cloacae isolado de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 167, 175 e 245, respectivamente); perfil B;

Canaleta 8: E. cloacae isolado de hemocultura de recém-nascido (paciente 173); perfil C.
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Canaletano.: 1
Perfil:

FIGURA 2: Perfis de DNA cromossémico de cepas de E. cloace isoladas de hemoculturas
de recém-nascidos internados na UTI/Neonatal — CAISM, no ano de 1995.
Apos a digestdo do DNA cromossdmico com enzima de restricio Spel,
seguiu-se a eletroforese (gel de agarose 1% em TBE 0,5X) em campo pulsatil.
Condig¢des de corrida: 6 volts/cm; tempo inicial: 5 segundos; tempo final: 60

segundos; 14 °C durante 18 horas.
Canaleta 1: marcador de peso molecular (A Ladder; BioRad);

Canaletas 2, 3, 4, 6 e 7: E. cloacae isolado de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 163, 164, 165, 168 e 171, respectivamente); perfil A.;

Canaletas 5, 9 e 10: E. cloacae isolado de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 167, 175 e 245, respectivamente); perfil B;

Canaleta 8: E. cloacae isolado de hemocultura de recém-nascido (paciente 173); perfil C.
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FIGURA 3: Eletroforese em gel de agarose (0,7% em TBE 1X) demonstrando os perfis de
DNA plasmidial das cepas de E. cloacae isoladas de hemoculturas de
recém-nascidos internados na UTI/Neonatal — CAISM, nos anos de 1996 ¢
1997. Condigdes de corrida: 60 v, durante 6 horas. Cr, DNA cromossémico.

Canaleta 1: marcador de peso molecular (Supercoiled DNA Ladder; GibcoBRL);

Canaleta 2: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Cardiologia

(paciente 155-cepa controle); perfil b;

Canaletas 3, 4, 6: E. cloacae isolado em 1996 de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 2685, 2691 e 2695, respectivamente); auséncia de plasmidios;

Canaleta 8: E. cloace isolado em 1996 de hemocultura de recém-nascido (paciente 2701);

perfil d;

Canaletas 5, 7, 9: E. cloacae isolado em 1996 de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 2694, 2692 e 2698, respectivamente); perfil c;

Canaletas 10, 11, 12: E. cloacae isolado em 1997 de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 67, 68 e 72, respectivamente); perfil e.
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Canaleta no.:
Perfil:

FIGURA 4: Perfis de DNA cromossomico de cepas de E. cloacae isoladas de
hemoculturas de recém-nascidos internados na UTI/Neonatal — CAISM, nos
anos de 1996 e 1997. Apods a digestdo do DNA cromossdmico com enzima
de restri¢do Spel, seguiu-se a eletroforese (gel de agarose 1% em TBE 0,5X)
em campo pulsatil. Condi¢des de corrida: 6 volts/cm; tempo inicial: 5

segundos; tempo final: 60 segundos; 14 °C durante 18 horas.
Canaleta 1: marcador de peso molecular (4 Ladder; BioRad);

Canaleta 2: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Cardiologia

(pacientes 155-cepa controle); perfil a;

Canaleta 3: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de recém-nascido (paciente 2685);

perfil b;

Canaleta 4: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de recém-nascido (paciente 2691);

perfil f;
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Canaletas 5, 7, 9: E. cloacae isolado em 1996 de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 2694, 2692 e 2698, respectivamente); perfil ¢;

Canaleta 6: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de recém-nascido (paciente 2695);
perfil d;

Canaleta 8: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de recém-nascido (paciente 2701);

perfil e;

Canaletas 10, 11, 12: E. cloacae isolado em 1997 de hemoculturas de recém-nascidos

(pacientes 67, 68 e 72); perfil g.
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FIGURA 5: Eletroforese em gel de agarose (0,7% em TBE 1X) demonstrando os perfis de
DNA plasmidial das cepas de E. cloacae isoladas de hemoculturas de
pacientes de virias especialidades médicas internados no Hospital das
Clinicas/lUNICAMP , nos anos de 1995, 1996 ¢ 1998. Condigoes de corrida:

60 v, durante 6 horas. Cr, DNA cromossOmico.
Canaleta 1: marcador de peso molecular (Supercoiled DNA Ladder; GibcoBRL);

Canaleta 2: E. cloacae isolado em 1995 de hemocultura de paciente da Dermatologia
(paciente 3325), perfil I;

Canaleta 3: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Hematologia
(paciente 146), perfil II;

Canaleta 4: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Pediatria
(paciente 99), perfil IIT;
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Canaleta 5: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Hematologia
(paciente 1410), perfil I'V;

Canaleta 6: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Hematologia

(paciente1897), perfil V;

Canaleta 7: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Nefrologia

(paciente 1917), perfil VI;

Canaleta 8: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Neonatologia
(paciente 73), perfil VII;

Canaleta 9: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Traumatologia

(paciente 2006), perfil VIII;

Canaleta 10: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Gastrocirurgia

(paciente 3782), perfil IX;

Canaleta 11: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Emergéncia

Clinica (paciente 3904), perfil X;

Canaleta 12: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente das Moléstias

Infecciosas (paciente 4909), perfil XI;

Canaleta 13: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Pediatria

(paciente 5199), perfil XII;

Canaleta 14: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Enfermaria Geral

de Adultos (paciente 5633), perfil XIIL
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Canaletano.: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 111213 14
Perfil: I 0T I IV V VI VIVIIIX X XI X1 Xi

FIGURA 6: Perfis de DNA cromossémico de cepas de E. cloacae isoladas de pacientes de
vérias especialidades médicas internados no Hospital das Clinicas/fUNICAMP,
nos anos de 1995, 1996 e 1998. Apos a digestdo do DNA cromossdmico com
enzima de restri¢do Spel, seguiu-se a eletroforese (gel de agarose 1% em TBE
0,5X) em campo pulsatil. Condi¢des de corrida: 6 volts/cm; tempo inicial: 5
segundos; tempo final: 60 segundos; 14 °C durante 18 horas.

Canaleta 1: marcador de peso molecular (1 Ladder; BioRad);

Canaleta 2: E. cloacae isolado em 1995 de hemocultura de paciente da Dermatologia
(paciente 3325), perfil I;

Canaleta 3: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Hematologia
(paciente 146), perfil IT;

Canaleta 4: E. cloacae isolado em 1996 de hemocultura de paciente da Pediatria
(paciente 99), perfil III;
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Canaleta 5: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Hematologia
(paciente 1410), perfil IV;

Canaleta 6: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Hematologia

(paciente 1897), perfil V;

Canaleta 7: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Nefrologia
(paciente 1917), perfil VI,

Canaleta 8: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Neonatologia

(paciente73), perfil VII;

Canaleta 9: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Traumatologia
(paciente 2006), perfil VIII,;

Canaleta 10: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Gastrocirurgia
(paciente 3782), perfil IX;

Canaleta 11: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Emergéncia

Clinica (paciente 3904), perfil X;

Canaleta 12: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente das Moléstias

Infecciosas (paciente 4909), perfil XT;

Canaleta 13: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Pediatria (paciente

5199), perfil XII;

Canaleta 14: E. cloacae isolado em 1998 de hemocultura de paciente da Enfermaria Geral

de Adultos (paciente 5633), perfil XIIL
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FIGURA 7: Diferentes padrdes de banda obtidos pela PFGE (I) e eletroforese
convencional (II) para E. cloacae isolados de hemoculturas dos
recém-nascidos internados na UTI-Neonatal do CAISM/UNICAMP, nos
anos de 1995, 1996 e 1997; M, padrio de peso molecular.
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FIGURA 8: Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Dice
ilustrando a relacdo das cepas de E. cloacae obtidas de hemoculturas de
recém-nascidos hospitalizados na UTI-Neonatal do CAISM/UNICAMP, nos
anos de 1995, 1996 ¢ 1997.
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Tabela 2: Perfis do DNA gendmico caracterizados pela anélise plasmidial (por eletroforese
convencional) e pela analise do DNA cromossdmico (pela PFGE) dos isolados de

E. cloacae obtidos de recém-nascidos envolidos no presente estudo.

Niimero do isolado Data do isolamento Perfil
Andlise plasmidial PFGE
163 13/06/1995 A A
164 13/06/1995 A A
165 13/06/1995 A A
168 13/06/1995 A A
167 13/06/1995 B B
175 14/06/1995 B B
171 14/06/1995 A A
173 14/06/1995 C €
245 12/08/1995 B B
*]155 *10/01/1996 *b *a
2685 12/12/1996 - b
2691 13/12/1996 - f
2692 13/12/1996 o c
2694 13/12/1996 c c
2695 13/12/1996 - d
2698 14/12/1996 ¢ c
2701 14/12/1996 d e
67 22/03/1997 e g
68 23/03/1997 e g
72 23/03/1997 e g

Legenda: *, cepa controle; -, auséncia de plasmidio.
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4.2. ESTUDO DOS FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A MORTE EM RECEM-
NASCIDOS COM INFECCAO SISTEMICA POR E, CLOACAE

Até 1999 as informagdes referentes aos obitos ocorridos no CAISM/UNICAMP
eram armazenadas no sistema eletronico CPA e os prontudarios utilizados eram entfo
mantidos em conjunto com os demais do periodo, sem seqiiéncia de arquivamento, em um
espago fisico distante das instalacdes do SAME. Porém, o sistema eletrénico apresentou
problemas técnicos e todas as informagdes até entdo armazenadas foram perdidas. A busca
dos prontuarios de pacientes pertencentes a este conjunto foi inviabilizada devido a grande
soma de material mantido sem nenhuma ordem para consulta. Durante o periodo da coleta
de dados, a equipe do SAME tinha em vista a utilizagdo de outro sistema (Sistema de
Arquivo Comum) para reiniciar o registro de todo o acervo perdido pelo antigo sistema
utilizado. Assim, a coleta dos dados foi obtida através da consulta em relatérios de
vigilancia epidemiologica em infec¢do hospitalar realizados pela comissdo de controle de
infeccdo hospitalar da unidade, no sistema de registro e estatistica perinatal da
Neonatologia € no banco de dados do LEM. As informagdes dos pacientes, bem como a
descrigdo dos casos-clinicos em prontuérios e fichas localizados, ndo estavam totalmente

descritos em grande parcela do material utilizado.

Durante o periodo, no setor de Neonatologia, foram hospitalizados 2413 recém-
nascidos e destes, 53 (2,19 por 100 neonatos) desenvolveram infec¢io sangiiinea por E.
cloacae. Os dados que ilustram o numero de pacientes da Neonatologia com infecgdo
hospitalar, durante os anos de 1995, 1996 e 1997, encontram-se descritos na Tabela 3. O
Grafico 2 ilustra o coeficiente de pacientes com infeccdo hospitalar mensal, observado no

setor de Neonatologia, durante os anos de 1995, 1996 e 1997.

Dos 53 pacientes, 18 (33,96%) foram a o6bito e 30 (56,60%) tiveram alta
hospitalar. Os dados de 5 pacientes ndo estavam devidamente descritos e por isso, néo
houve possibilidade de utilizagdo. As caracteristicas dos neonatos com infecgdo sistémica
por E. cloacae, internados no CAISM/UNICAMP, segundo sexo, idade gestacional e
tamanho, encontram-se na Tabela 4.

Resultados
&89



Para o estudo dos fatores de risco associados a morte, foram utilizadas as
informagGes de 42 pacientes, para os quais havia dados substanciais disponiveis. A anlise
univariada, em nosso estudo, apontou a flebotomia como um fator de risco significante para
a morte entre os neonatos com infec¢do sistémica causada pelo E. cloacae (P=0,016). Nio
foram estatisticamente significantes as variaveis sexo, idade gestacional e tamanho dos
neonatos. Os dados referentes aos fatores de risco associados 2 infecgdo hospitalar, aos
quais os recém-nascidos foram expostos, encontram-se descritos na Tabela 5 e os

resultados da andlise univariada, para os procedimentos invasivos, estdo dispostos na
Tabela 6.

Dos 18 6bitos ocorridos, 13 (72,22%) foram causados pela infecgdo hospitalar;
3 mortes (16,67%) foram atribuidas a causas relacionadas a complica¢des respiratorias,
hemorragia cerebral e hidrocefalia congénita (causas ndo relacionadas a infecgio
hospitalar). A causa do ébito em 2 pacientes nio foi localizada. Considerando ainda os
paciente que foram a 6bito devido a infecgdo sistémica pelo E. cloacae e o nimero total de
pacientes com infecgdio sistémica pelo E. cloacae, a letalidade foi de 24,53%. A
mortalidade proporcional por infec¢io nosocomial sistémica pelo E. cloacae foi de 6,53%.

O coeficiente geral de mortalidade durante o periodo de estudo foi de 8,25%.
Idade Gestacional

Dentre os 13 6bitos causados pela infec¢do hospitalar, 11 eram de pacientes
tidos como RNPT e 1 era de paciente RNT (dado nio disponivel para 1 paciente). Todos os
3 pacientes, cuja causa do 6bito nio havia sido causada pela infecgcdo hospitalar, eram

neonatos tidos como RNPT.

Para os 30 pacientes que obtiveram alta hospitalar, 24 eram recém-nascidos

classificados como RNPT e 6 eram neonatos considerados RNT.
Tamanho

Considerando o tamanho dos neonatos, dentre os 13 6bitos causados pela
infeccdo hospitalar, 9 eram de pacientes classificados como PIG e 3 eram de pacientes tidos

como AIG (dado ndo disponivel para 1 paciente).
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Para os 3 Obitos ndo causados pela infec¢@o hospitalar, 2 eram de pacientes

considerados PIG e 1 era de paciente considerado AIG.

Para os 30 pacientes que obtiveram alta hospitalar, 16 eram pacientes tidos
como PIG; 13 eram pacientes classificados como AIG e apenas 1 paciente pertencia ao

grupo dos GIG.

As medianas do peso ao nascimento e do nimero de dias de internagdo dos
pacientes foram de 1165 g +/- 738 DP (620-4320 g; N=52) e 35 dias +/- 38,61 DP
(4-202 dias; N=49), respectivamente.

A mediana do nimero de dias de internacdo, desde a admiss@o do paciente até o

isolamento de E. cloacae, foi de 8 dias +/- 14,59 DP (2-69 dias; N=52),

A mediana do nimero de dias de internagZo, desde o isolamento de E. cloacae
até a saida do paciente foi de 23 dias +/- 34,08 DP (1-165 dias; N=48).

Para o numero de antimicrobianos utilizados e para o numero de dias sob
terapia antimicrobiana, as medianas foram, respectivamente, 3 antibidticos +/- 1,90 DP

(2-9 antibidticos; N=41) e 16 dias +/- 23,10 DP (1-114 dias; N=41).

Os perfis de resisténcia a diversos antibioticos, avaliados pelo teste de difusdo
de discos, encontram-se na Tabela 7. Dos 53 pacientes com infecgdo sistémica pelo E.
cloacae, foi possivel encontrar os resultados do teste de sensibilidade a antibidticos de 27
pacientes (50,94%). Destes pacientes, foram isoladas 17 (62,96%) cepas multirresistentes,
sendo 16 (94,12%) resistentes a4 gentamicina, 11 (64,71%) resistentes a netilmicina e a
tobramicina, 9 (52,94%) resitentes a amicacina, 4 (23,53%) resistentes a ceftazidima e 3

(17,65%) resistentes a cefiriaxona e a cefotaxima.

Relatérios emitidos no periodo informam que durante o surto ocorrido no mes
de junho de 1995 foram colhidas culturas de todas as medica¢des em uso na unidade, de
amostras de diversas partes da sala de preparo das nutricdes parenterais prolongadas e de
suas respectivas contra-provas, observando desenvolvimento de E. cloacae apenas nestas
ultimas. Os resultados das investigagdes apontaram, como a causa do surto, a nutri¢ao

parenteral prolongada, contaminada durante o seu preparo (TRESOLDI et al., 2000).
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Os dados que ilustram o nmimero total de pacientes internados e que foram a
obito, no setor de Neonatologia, durante os anos de 1995, 1996 e 1997 encontram-se

disponiveis nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 3: Numero de pacientes da Neonatolo gia com infecc¢do hospitalar

Més Ano Total

1995 1996 1997

N(%) N(%) N(%) N(%)
Janeiro 12(8,63) 12(9,76) 14(10,52) ~ 38(9,62)
Fevereiro 9(6,47) 10(8,13) 8(6,01) 27(6,83)
Margo * 12(9,76) 13(9,77) 25(6,33)
Abril 16(11,51) 10(8,13) 15(11,28) 41(10,38)
Maio 10(7,19) 10(8,13) 14(10,53) 34(8,61)
Junho 19(13,67) 14(11,38) 9(6,77) 42(10,63)
Julho 7(5,04) 8(6,50) 10(7,52) 25(6,33)
Agosto 15(10,79) 8(6,50) 9(6,77) 32(8,10)
Setembro 12(8,63) 14(11,38) 11(8,27) 37(9,37)
Outubro 17(12,23) 6(4,88) 11(8,27) 34(8,61)
Novembro 14(10,07) 12(9,76) 11(8,27) 37(9,37)
Dezembro 8(5,77) 7(5,69) 8(6,02) 23(5,82)
Total 139(100,00) 123(100,00) 133(100,00) 395(100,00

Legenda: *, dado ndo informado.
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Grifico 2: Coeficiente de pacientes com infecgio hospitalar no setor de Neonatologia do
CAISM/UNICAMP, nos anos de 1995, 1996 ¢ 1997.
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Tabela 4: Caracteristicas dos neonatos com infec¢do sistémica por E. cloacae, internados
no CAISM/UNICAMP, segundo sexo, idade gestacional e tamanho.

Obito Alta Total Valor de
P

Sexo N % N % N Yo 0,82

M 11 (61,11) 18 (60,00) 29 (60,42)

E 7 (38,89) 12 (40,00) 19 (39,58)

Total 18 (100,00) 30 (100,00) *48 (100,00)
Idade gestacional 0,24

RNPT 14 (93,33) 24 (80,00) 38 (84,44)

RNT 1 (6,67) 6 (20,00) 7 (15,56)

Total 15 (100,00) 30 (100,00) w45 (160,00)
Tamanho 0,33

PIG 11 {73,33) 16 (53,33) 27 (60,00)

AlG e GIG 4 (26,67) 14 (46,67) 18 (40,00)

Total 15 (100,00) 30 (100,00) k%45 (100,00)

Legenda: M, masculino; F, feminino; RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo; PIG,
pequeno para idade gestacional, A/G, adequado para a idade gestacional; GIG, grande para a idade

gestacional; *, dado n3o disponivel para 5 pacientes; **, dado ndo disponivel para 8 pacientes.
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Tabela 5: Caracteristicas dos recém-nascidos, segundo a exposi¢do a procedimentos

Invasivos.
Procedimento No. total No. de pacientes expostos
de
pacientes

Alta (%) Obito (%)
Cateter venoso ou arterial 42 13(30,95) 10(23,81)
Flebotomia 42 5(11,90) 9(21,43)
Hemoterapia 42 10(23,81) 3(7,14)
Nutrigdo parenteral prolongada 42 25(59,52) 13(30,95)
Respirador 42 16(38,09) 13(30,95)
Sonda para alimentagéo enteral 42 24(57,14) 10(23.81)
Sonda traqueal 42 12(28,57) 7(16,66)

Tabela 6: Varidveis associadas a morte em 42 neonatos com infec¢do sist€émica por E.

cloacae, pela analise univariada

Procedimento invasivo *QObitos *Altas Odds ratio Valor de P
(IC: 95%)
N(%) N(%)
Cateter venoso ou arterial 10(66.67) 13(48,15) 2,15(0,49<OR<9,88) 0,40
Flebotomia 9(60,00) 5(18,52) 6,60(1,32<0R<35,90) 0,016
Hemoterapia 3(20,00) 10(37,04) 0,43(0,07<OR<2,25) 0,21
Intubag¢do nasogastrica 10(66.67) 24(88.,89) 0,25(0,04<OR<1,55) 0,09
Nutri¢do parenteral 13(86,67) 25(92,59) 0,52(0,04<0OR<6,02) 0,45
Sonda traqueal 7(46,67) 12(44.44) 1,09(0,26<OR<4,67) 0,85
Ventilagdo mecénica 13(86,67) 16(59,26) 4,47(0,71<OR<35,46) 0,06
Uso de antibiéticos 13(86,67) 26(96,30) 4,00(0,25<0R<123,73) 0,59

Legenda: *, os dados de 6bito e alta referem-se, respectivamente, a 15 pacientes e a 27 pacientes.
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Tabela 7: Teste de sensibilidade aos antibiéticos, por difusdo de discos, das cepas de E.

cloacae isoladas de hemoculturas de recém-nascidos internados na UTI-Neonatal
do CAISM/UNICAMP, nos anos de 1995, 1996 e 1997.

Antibidtico testado Ano
1995 1996 1997

T R(%) T R(%) T R(%)
Amicacina 9 7(77,78) 9 0(0) 8 2(25,00)
Ampicilina 7 7(100,00) 9 8(88.89) 7 7(100,00)
Carbenicilina 6 6(100,00) 9 7(77,78) = -
Ceftazidima 7 2(28,57) 9 1(1 i,l 1) 8 1(12,5)
Ciprofloxacina 9 0(0) 9 0(0) 8 0(0)
Cloranfenicol 7 3(42,86) 8 0(0) - -
Ceftriaxona 9 2(22,22) 9 1(11,11) 7 0(0)
Cefotaxima 10 2(20,00) 9 111,11 - -
Gentamicina 10 10(100,00) 9 1(11,11) 8 5(62,5)
Imipenem 9 0(0) 9 0(0) 8 0(0)
Netilmicina 9 9(100,00) 9 0(0) 8 2(25,00)
Ofloxacina 9 0(0) 8 0(0) 7 0(0)
Sulfazotrim 7 2(28,57) 9 0(0) 8 0(0)
Ticarcilina 9 2(22,22) 8 1(12,5) - -
Aztreonam - - 7 1(14,28) - -
Tetraciclina - - 9 1(11,11) - -
Tobramicina 10 10 (100,00) 9 1(1L,11) - -
Ceftazidima - - - - 5 5(100,00)
Perfloxacina - - - - 6 0(0)

Legenda: T, numero de cepas testadas; R, nimero de cepas resistentes, %, porcentagem de cepas resistentes.
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Tabela 8: Numero de pacientes da Neonatologia internados no CAISM/UNICAMP, nos
anos de 1995, 1996 e 1997.

Meés Ano Total

1995 1996 1997

N(%) N(%) N(%) N(%)
Janeiro 90(11,74) 77(12,32) 87(8,52) 254(10,53)
Fevereiro 83(10,82) 52(8,32) 75(7,35) 210(8,70)
Margo 69(9,00) 59(9,44) 74(7.25) 202(8,37)
Abril 70(9,12) 54(8,64) 93(9,11) 217(8,99)
Maio 76(9,91) 38(6,08) 103(10,08) 217(8,99)
Junho 34(4,43) 55(8,80) 85(8,33) 174(7,21)
Jutho 52(6,78) 60(9,60) 101(9,89) 213(8,83)
Agosto 59(7,69) - 39(6.24) 83(8,13) 181(7,50)
Setembro 54(7,04) 50(8,00) 88(8,62) 192(7,96)
Outubro 44(5,74) 42(6,72) 82(8,03) 168(6.96)
Novembro 63(8,21) 39(6,24) 77(7,54) 179(7.42)
Dezembro 73(9,52) 60(9,60) 73(7,15) 206(8,54)
Total 767(100,00) 625(100,00) 1021(100,00) 2413(100,00)
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Tabela 9: Numero de 6bitos ocorridos na Neonatologia do CAISM/UNICAMP, nos anos de
1995, 1996 e 1997.

Meés Ano Total

1995 1996 1997

N(%) N(%) N(%) N(%)
Janeiro 9(14,06) 5(7.57) 6(8,70) 20(10,05)
Fevereiro 4(6,25) 8(12,12) 7(10,14) 19(9,54)
Margo 2(3,13) 8(12,12) 3(4,34) 13(6,53)
Abril 5(7,81) 10(15,15) 4(5,80) 19(9,55)
Maio 5(7,81) 3(4,55) 5(7,24) 13(6,53)
Junho 8(12,5) 9(13,63) 6(8,70) 23(11,56)
Julho 4(6,25) 5(7.58) 6(8,70) 15(7,54)
Agosto 3(4,69) 3(4,55) 4(5,80) 10(5,03)
Setembro 2(3,13) 2(3,03) 11(15,94) 15(7,54)
Outubro 6(9,37) 3(4,55) 7(10,14) 16(8,04)
Novembro 8(12,5) 6(9,09) 6(8,70) 20(10,05)
Dezembro 8(12,5) 4(6,06) 4(5,80) 16(8,04)
Total 64(100,00) 66(100,00) 69(100,00) 199(100,00)
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Durante a década passada, os progressos da terapia intensiva contribuiram
marcadamente para tornar possivel a sobrevivéncia de neonatos criticamente doentes que,
seguramente, ndo sobreviveriam em épocas mais remotas. Entretanto, o cuidado intensivo
ndo permaneceu isento de riscos e a infec¢do nosocomial tem sido reconhecida como um
dos maiores problemas nestas unidades. Muitas unidades neonatais de terapia intensiva tém
vivido experiéncias traumdticas com surtos de infec¢do nosocomial causados por bacilos
gram-negativos. Uma variedade de fatores contribui para esta alarmente taxa de infecgéo,
incluindo a superlotagdo, a dindmica da unidade, os diagnosticos invasivos, os
procedimentos terapéuticos, a imaturidade imunolégica e o baixo peso dos recém-nascidos.
Deve-se destacar, no entanto, que as infecgdes nosocomiais sdo muitas vezes Inevitaveis,
concomitantes as medidas agressivas necessdrias para a manutencdo da vida dos pacientes

criticamente doentes, freqiientemente prematuros (GOLDMANN et al., 1981).

Antes de 1960 as maiores epidemias nosocomiais eram causadas por
Staphylococcus aureus e pelos estreptococos do grupo A. Nas décadas de 1960 e 1970 os
patogenos epidémicos mais importantes, constatados nos Estados Unidos, foram os bacilos
gram-negativos. Na década de 1980 a maior causa de bacteremia neonatal foi atribuida aos
cocos gram-positivos, especificamente o Staphylococcus aureus € 0S Staphylococcus
coagulase-negativa, que causam bacteremia em pacientes mais expostos aos procedimentos
invasivos. A dissemina¢io de microrganismos pelas mdos dos profissionais da saude
constitui a rota mais comum de transmissdo de agentes infecciosos, documentada em
epidemias causadas por bactérias ou por virus. As solugdes contaminadas sdo também
fontes potenciais para a infecgdo nosocomial. Dados da literatura destacam surtos em
diversas enfermarias causados por solugdes salinas, por solugdes de hexaclorofeno, por
desinfetantes e por solugdes endovenosas contaminadas (DONOWITZ, 1989; TRESOLDI
et al., 2000).

Os neonatos admitidos nas unidades de terapia intensiva sdo colonizados por
microrganismos presentes no hospital e apresentam chance maior de adquirir
microrganismos resistentes aos antimicrobianos e ainda, de adquirir como microbiota
predominante, outras bactérias gram-negativas que ndo a Escherichia coli. Independente do

peso ao nascimento, do tipo de parto, do tipo de alimentacdo e da unidade hospitalar no
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momento da admissdo, o neonato € colonizado e estabelece sua microbiota normal dentro
de semanas apdés seu nascimento. Uma vez estabelecida a microbiota normal, ela
constantemente se desenvolve em resposta as influéncias de uma variedade de fatores
intrinsecos e extrinsecos (JARVIS, 1996).

As espécies do género Enterobacter tém emergido, em anos recentes, como
importantes agentes gram-negativos causadores de bacteremia nosocomial, atingindo da
terceira a quinta posicdo em freqiiéncia (CHOW et al., 1991). Pelos dados obtidos no
presente trabalho, observou-se que o coeficiente de pacientes com infecgdio hospitalar foi
mais pronunciado no ano de 1996 (19,68%), tendo-se reduzido no ano de 1997 (13,03%).
Porém, no ano de 1995 chamaram a atengdo os elevados coeficientes de pacientes com
infec¢do hospitalar nos meses de junho (55,88%) e outubro (38,64%), como ilustrado no
Grafico 2. As infecgGes em corrente sangiiinea causadas, pelo E. cloacae, trazem grande
impacto em um ambiente hospitalar, especialmente quando acometem pacientes

pertencentes a grupos de risco como 0s neonatos.

Muitos neonatos ao serem admitidos em unidade de terapia intensiva recebem
terapia profilitica com antibi6ticos de amplo espectro. Esta abordagem empirica, algumas
vezes necessdria, carrega os riscos de alterar a microbiota protetora normal, permitindo,
com isso, que cepas de bactérias antibibtico-resistentes colonizem e infectem esses

pacientes (DONOWITZ, 1989).

A analise epidemiologica de patégenos nosocomiais € um assunto de grande
interesse clinico. Em anos recentes, as técnicas moleculares receberam aten¢do como uma
forma de analisar as relagdes epidemiologicas, promovendo o uso do termo epidemiologia
molecular (GOERING, 1993).

O objetivo de um estudo de tipagem de isolados microbiolégicos clinicos ¢é
fornecer evidéncias laboratoriais de que estes isolados epidemiologicamente relacionados,
coletados durante um determinado periodo, sejam também geneticamente relacionados e

assim, representam a mesma cepa (TENOVER, 1995).
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Os métodos fenotipicos utilizados para a tipagem do E. cloacae, incluindo a
biotipagem, a andlise do antibiograma, a sensibilidade ou a produ¢io de bacteriocinas, a
sorotipagem e a fagotipagem ndo sdo sensiveis o suficiente para a distingdo de cepas ndo
relacionadas epidemiologicamente ou sio afetados por fatores fisiolégicos e por isso, foram
substituidos pelos métodos genotipicos como a anilise plasmidial ou a analise do DNA

cromossdmico (HAERTL et al., 1993; Van NIEROP et al., 1998).

Em um estudo multicéntrico, envolvendo bacteremias causadas por
Enterobacter, a analise plasmidial foi aplicada em mais de 100 isolados. Os plasmidios
foram observados em 70% dos casos e destes, 28% continham somente um tnico plasmidio
(CHOW et al., 1994).

No presente estudo a analise plasmidial revelou 6 perfis plasmidiais para os 19
isolados de E. cloacae, tendo cada ano um perfil distinto, demonstrando que os surtos
ocorridos foram causados por cepas diferentes. Trés isolados ndo continham plasmidios, o
que ilustra uma das limitagdes do método. O emprego da andlise plasmidial merece certas
considera¢cdes pois os plasmidios podem disseminar-se de uma bactéria para outra € o
encontro de cepas contendo o mesmo perfil plasmidial pode significar que o plasmidio tem
o carater epidémico e n3o a cepa bacteriana (FARRAR, 1983). Ademais, a cepa epidémica
pode ndo conter plasmidios ou cepas ndo relacionadas podem apresentar 0o mesmo
plasmidio. Devemos considerar também o fato de que plasmidios estdo sujeitos a rearranjos
estruturais e por serem elementos extra-cromossémicos, a bactéria pode perder ou ganhar
plasmidios ndo relacionados ao surto (WACHSMUTH, 1986). No presente trabalho, a
analise plasmidial apresentou boa reprodutibilidade, demonstrando bom poder
discriminatério, de tipabilidade, satisfatoria facilidade de realizag¢@o e interpreta¢do. Apesar
das consideragdes realizadas, a andlise plasmidial é ainda um método de tipagem molecular
aplicdvel, particularmente para o E. cloacae e especialmente em paises em

desenvolvimento, como o Brasil, onde os recurso sdo limitados.

A PFGE, desenvolvida em 1984 por Schwartz e Cantor, € uma variagdo da
eletroforese convencional em gel de agarose. Este método constitui uma poderosa
ferramenta para a tipagem de numerosos microrganismos. A orientagdo do campo elétrico €

alterada (ou pulsada) periodicamente. As moléculas de DNA respondem reorientando-se
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continuamente mudando a direcdo de migragdo através do gel de agarose
(GOERING, 1993). Em geral, a PFGE é uma das técnicas de tipagem de maior poder
discriminat6rio e uma das mais reprodutiveis e tem sido o método de escolha para muitas
espécies (TENOVER, 1997), em especial o E. cloacae (MASLOW e cols., 1996).

A analise do DNA cromossémico, pela PFGE, dos 19 isolados de E. cloacae
obtidos de 1995 a 1997 revelou 9 perfis de DNA cromossémico. Cada ano apresentou
perfis distintos, confirmando os dados obtidos pela analise plasmidial e demonstrando
também que os surtos ocorridos em cada ano foram causados por cepas diferentes de E.
cloacae. A andlise comparativa das cepas de E. cloacae esta representada no dendrograma

construido com base no coeficiente de similaridade de Dice (Figura 8).

O grau de discriminagdo fornecido pela tipagem do DNA de bactérias depende
da divergéncia genética evoluciondria surgida de mutagSes ndo letais, aquisicio ou delegdo
de fragmentos de DNA durante os anos (HARTSTEIN, 1995). A habilidade dos métodos
de tipagem molecular em distinguir isolados epidemiologicamente ndo relacionados é
reflexo da variagdo genética observada no DNA cromossémico das espécies bacterianas.
Geralmente esta variabilidade ¢ alta e a diferenciagio das cepas no relacionadas pode ser
observada utilizando-se técnicas apropriadas. No entanto, freqiientemente os fatores que
permitem que uma bactéria cause infecgdo nio estdo uniformemente distribuidos em uma
espécie. Assim, 0s microrganismos mais comumente associados as infec¢des nosocomiais
constituem um subgrupo menor das muitas cepas que constituem a espécie. Como
consequiéncia, este subgrupo pode exibir pouca diversidade genética e ser dificil distinguir

as cepas, mesmo com as mais recentes técnicas moleculares (TENOVER, 1997).

A analise do DNA cromossdmico, pela PFGE, demonstrou melhor tipabilidade
quando comparada a andlise plasmidial, pois todas as amostras foram passiveis de tipagem.
O método demonstrou também melhor poder discriminatério, moderada facilidade de
interpretagdo e moderada facilidade de realizagdo.

No presente trabalho, 14 cepas tidas como cepas-controle foram utilizadas para
a avaliagdo do poder discriminatério dos métodos moleculares aplicados. Ambas as

técnicas foram capazes de demonstrar a existéncia de uma policlonalidade das cepas. Esta
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capacidade em produzir 14 diferentes perfis para as cepas de E. cloacae isoladas de
diferentes pacientes hospitalizados no Hospital de Clinicas da UNICAMP e selecionados ao
acaso, faz com que realmente acreditemos no poder discriminatério das técnicas
moleculares utilizadas, o que, por sua vez, torna nossas afirmagdes sobre as categorias de

relacdo genética e epidemiologica seguras e confidveis para as cepas do periodo de estudo.

As fontes de infecgdo para o recém-nascido no seu imediato periodo neonatal
sao multiplas (JARVIS, 1996). Os microrganismos considerados colonizadores normais,
podem ser potencialmente prejudiciais a estes pacientes com o sistema imunolégico
imaturo e assim, os esfor¢os para o controle das infecgdes sdo necessarios nestas
enfermarias. Em duas situa¢des (1996 e 1997) os pequenos surtos por E. cloacae, ocorridos
na Neonatologia do CAISM/UNICAMP ndo foram detectados pela equipe de controle de
infec¢do hospitalar. Somente o surto ocorrido em 1995 foi notificado, talvez pelo impacto
da taxa de ataque e da elevada letalidade (TRESOLDI et al., 2000).

Em hospitais, uma variedade de procedimentos terapéuticos, como por
exemplo, a instalagdo de cateteres, freqlientemente serve como fonte de infecgdo (MAKI,
1976; ARCHIBALDI, 1998). Outros fatores, incluindo as praticas insatisfatdrias de infusdo
e a contaminagdo de solugdes de eletrélitos, como dextrose ou nutri¢do parenteral total tém
sido associados com infec¢do nosocomial em corrente sangiiinea (ARCHIBALD, 1998;
TRESOLDI et al, 2000). Além disso, a eficicia diminuida de alguns agentes
antimicrobianos, em virtude da emergéncia de bactérias resistentes, torna complexos os
esforgos para o controle de infecgdo (HOSPITAL INFECTION CONTROL PRACTICES
ADVISORY COMMITTEE, 1995).

Os recém-nascidos, especialmente os prematuros, sdo considerados pacientes de
alto risco para o desenvolvimento de infecgdo nosocomial em corrente sangiiinea, seja logo
apés o nascimento ou durante o periodo de hospitalizagio (CORDERO, 1999). O
recém-nascido pré-termo pode, ainda, apresentar associagdo com defeitos congénitos, o que

aumenta o risco para a infec¢do nosocomial (DREWS,1995).

Os dados obtidos no presente estudo apontaram que a maioria dos neonatos
acometidos pela infec¢do sangiiinea por E. cloacae nos anos de 1995, 1996 e 1997 eram

pré-termos e pequenos para a idade gestacional e que o maior nimero de 6bitos entre estes
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pacientes ocorreu devido a infecgdo hospitalar (72,22%). Em nosso estudo, ainda, a
mediana do peso dos neonatos ao nascimento foi de 1165g. Porém, pela analise univariada,
0 peso ao nascimento ndo foi estatisticamente significante para a morte por infeccdo

hospitalar em corrente sangiiinea por E. cloacae.

Observando a gravidade das infecgdes sistémicas por E. cloacae entre os
neonatos tidos como pré-termo e pequeno para a idade gestacional, ndo podemos deixar de
mencionar que apesar destas varidveis merecerem especial atengfio, existem outros fatores,
como as doengas de base (ndo avaliadas no presente estudo) que possivelmente contribuem
para a alarmante situacdo das infec¢Ges sistémicas por E. cloacae.

Dados da literatura destacam o uso da ventilagdo mecénica, a presenca de
cateter central e a intubagio endotraqueal como importantes fatores que aumentam o risco
para a sepse nosocomial (MORO, 1996; MULLETT, 1998). A intubagio endotraqueal
eleva o risco para as infecgdes nosocomiais em até sete vezes, sendo observada uma alta
freqiiéncia de sintomas respiratorios. O risco associado a intubacdo endotraqueal pode ser
atribuido principalmente a colonizagdo por microrganismos hidrofilicos e ao trauma fisico
causado pela passagem do tubo endotraqueal. Ainda, dependendo do tipo de canula do
dispositivo utilizado (canula traqueal, nasofaringea, nasal) pode-se aumentar o risco da -
sepse de 4 a 16 vezes. Os cateteres intravasculares sdo reconhecidos como potentes fontes
de infecgio por serem facilmente colonizados por bactérias da pele ou por bactérias do trato
gastrointestinal. Os cateteres umbilicais sdo, em particular, de alto risco para a infecgio,
considerando a exuberante microbiota do coto umbilical (MORO, 1996).

O uso de cateteres intravasculares para a nutrigdo parenteral total (NPT)
representa um aumento do risco de sepse em aproximadamente 1,5 vezes (MORO, 1996).
A administragdo de NPT, por sua vez, tornou-se um procedimento padrio na manutengio
de pacientes criticamente doentes, tais como 0s neonatos de baixo peso ao nascimento,
pacientes com anomalias congénitas gastrointestinais ¢ também pacientes com diarréia

intratavel.

Durante o estudo epidemioldgico, chamou-nos a atenc¢iio a elevada taxa de
letalidade das infecgdes em corrente sangiiinea por E. cloacae (24,53%), considerando que
o coeficiente geral de mortalidade foi de 8,25% e a mortalidade proporcional foi de 6,53%.
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Desse modo, foram estudados os possiveis fatores associados & morte neste grupo de
pacientes. Na literatura consultada, mereceu destaque o trabalho de GOLDMANN e cols.
(1983), que, ao estudarem a associagdo entre infec¢do nosocomial com a morte durante o
periodo de hospitalizagdo, encontraram que o baixo peso ao nascimento € O ductus
arteriosus patente foram as varidveis mais fortemente associadas com a infecgdo
nosocomial e que apds a estratificacdo destas varidveis, houve uma associa¢do persistente
entre a infecgdo nosocomial e risco aumentado para a morte. No entanto, ndo foram
encontrados dados de literatura relacionando os fatores de risco para a morte causada por
infeccdo em corrente sangiiinea para recém-nascidos e criangas. CHOW e cols. (1994),
relataram, de forma genérica, a associagdo das bacteremias causadas por Enterobacter com
uma elevada mortalidade (20% a 69%). Segundo estes autores, estas bacteremias
tipicamente acometem pacientes hospitalizados ha longo tempo, com alguma doenca de
base e que receberam agentes antimicrobianos antes de apresentarem a bacteremia.
Observando os dados de letalidade para a populagdo de recém-nascidos do presente estudo
(24,53%), verifica-se que os dados s3o concondantes com a literatura consultada

(ainda que, neste tiltimo caso, os dados se refiram a uma populagdo de adultos).

De acordo com os dados obtidos podemos verificar que os neonatos foram
expostos a diversos fatores considerados de risco para a infecgdo hospitalar, em especial a
nutrigdo parenteral prolongada, o respirador, o soro basal e as sondas para alimentacdo
enteral. Porém, a analise univariada, em nosso estudo, apontou somente a flebotomia como
um fator de risco significante para a morte entre os neonatos com infec¢do sistémica
causada pelo E. cloacae. Devemos considerar que a flebotomia constitui um procedimento
invasivo freqiientemente utilizado em pacientes apresentando quadro clinico grave, e desta
forma, a significincia da flebotomia deve ser interpretada, considerando-se também a
severidade da condi¢do clinica do paciente. Nao foram estatisticamente significantes as
variaveis sexo, idade gestacional e tamanho dos neonatos. Dados de FOK e cols.,
envolvendo um estudo caso-controle para a avaliagdio dos fatores de risco para septicemia
causada por Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes, demonstraram que, pela
andlise multivariada, as variaveis independentes uso de nutrigdo parenteral e cateterizag¢do
vesical foram os tinicos fatores de risco para sepse (FOK et al., 1998). Em nosso estudo, 38

dos 42 neonatos receberam nutri¢io parenteral e esta varidvel ndo foi associada a morte
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durante o periodo de estudo de 3 anos, porém, um surto com alta letalidade ocorreu na
UTI-Neonatal no ano de 1995, causado pela nutricdo parenteral contaminada com E.
cloacae. Desta forma, torna-se importante o conhecimento dos fatores de risco presentes

durante a manipula¢do de recém-nascidos, bem como o constante trabalho de vigilancia.

A infec¢do neonatal ¢ uma doenga insidiosa. Os primeiros sinais da doenga
freqlientemente s3o inespecificos, mas a progressdo pode ser rapida. Por estas razdes, o
tratamento com antibidticos em neonatos com suspeita de infecgdo deve iniciar-se antes
mesmo que os resultados microbiologicos estejam disponiveis (POILANE,1993). Uma
caracteristica notdvel das bactérias pertencentes ao género Enferobacter é a propensio em
se tornarem resistentes durante a terapia com agentes beta lactdmicos. Quando espécies do
género Enterobacter sdo isoladas do sangue, deve-se evitar a terapia com cefalosporinas de
terceira geragdo, independente da susceptibilidade obtida in vitro (CHOW, 1991). Tanto as
cefalosporina de segunda e terceira geragdes sfo indutoras de atividade cefalosporinase nos
géneros Pseudomonas, Serratia e Enterobacter sendo esta atividade mediada pelo DNA
cromossomico (MODI, 1987). Sugere-se a combinagdo de um outro agente beta-lactdmico
e um aminoglicosideo, considerando que, apesar da politerapia ndo prevenir a emergéncia
da resisténcia, quando uma cepa de Enterobacter torna-se resistente durante a politerapia,
esta bactéria torna-se resistente a apenas um dos agentes administrados, permanecendo
sensivel ao outro (CHOW, 1991). As cepas de E. cloacae sio naturalmente resistentes a
ampicilina e as cefalosporinas de primeira geragdo e o uso freqiiente de antibidticos
beta-lactamicos de amplo espectro leva a selegdo de cepas de E. cloacae multirresistentes
(POILANE, 1993). A producdo de beta-lactamases pode ser mediada tanto por plasmidios
como pelo DNA cromossdomico (MODI, 1987).

A alta prevaléncia de infecgdes hospitalares leva a necessidade do uso multiplo
de antimicrobianos (ZIMMER et al., 1986; STEADFAST et al., 1984). A emergéncia de
bactérias resistentes entre microrganismos bacterianos comumente encontrados ou a
selecdo de espécies amplamente resistentes tem sido associada a faléncia do tratamento
individual o que pode levar a ocorréncia de surtos nestas unidades (CORDERO, 1999).

Pelos dados obtidos, nota-se a grande porcentagem de cepas resistentes aos
aminoglicosideos sendo que o perfil de resisténcia das cepas de E. cloacae isoladas no ano

de 1995 foi mais pronunciado que nos anos de 1996 e 1997. A redugdo do nimero de cepas
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resistentes refletiu o sucesso da institui¢do de medidas de controle de colonizagdo e
infec¢io por cepas multirresistentes (CALIL, 2001). As cepas mostraram-se resistentes a
ampicilina e carbenicilina, como apontado por POILANE e cols. (1993).

Desta forma, a identificacdo dos procedimentos que constituem os maiores
riscos para a sepse, em unidades de terapia intensiva, surge como ponto essencial para o
estabelecimento bem sucedido de programas de controle de infec¢do hospitalar e de
diretrizes que busquem a utilizagdo racional de procedimentos invasivos e de antibi6ticos
(MORO, 1996).
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A analise plasmidial pela eletroforese convencional em gel de agarose e a
andlise do DNA cromossomico pela PFGE apresentaram poder discriminatorio muito
similar para as cepas de E. cloacae isoladas de hemoculturas dos recém-nascidos e para as

cepas-controle;

A andlise plasmidial demonstrou ser um método aplicavel em estudo molecular

envolvendo surtos causados por E. cloacae;

Houve disseminag¢do nosocomial de cepas de E. cloacae entre os recém-

nascidos hospitalizados no CAISM/UNICAMP;

As infecgbes sistémicas causadas pelo E. cloacae na UTI-Neonatal ocorreram
sob a forma de pequenos surtos muitas vezes nio identificados e foram associados com

uma alta letalidade;

Pela analise univariada, considerando diversos procedimentos invasivos, a
flebotomia constituiu o fator de risco para morte entre os neonatos com infecgdo sistémica

por E. cloacae;
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Definic¢ao de infec¢ao nosocomial

O Centro de Controle de Doengas e Prevengdo (CDC) desenvolveu uma série
de defini¢cdes para a verificagdo de infecgGes nosocomiais. As definicdes sdo baseadas em

varios principios importantes:

1. A informac¢do usada para determinar a presenca e a classificacdo de uma
infeccdo envolve a combina¢cdio de varias informacdes: dados clinicos, resultados

laboratoriais € outras provas diagndsticas. A evidéncia clinica provém da observagdo direta

do paciente ou da revisdo das informagdes contidas nas fichas do paciente ou de outros
registros. A evidéncia laboratorial compreende os resultados de culturas realizadas, teste
para detecc¢do de antigenos e/ou anticorpos e métodos de visualizagdo microscopica. Dados
de apoio sdo derivados de outros estudos diagnosticos, como resultados de raios-X, exame
de ultra-som, tomografia computadorizada, ressondncia magnética, procedimentos
endoscopicos, biopsias e aspiragdes. Encontram-se incluidos critérios especificos para as

infec¢bes nas quais as manifesta¢des clinicas sdo diferentes para neonatos ou criangas;

2. O diagnostico de infec¢@o proveniente da observagdo direta durante a
cirurgia, exame endoscopico ou outro estudo diagnoéstico ou baseado no julgamento clinico,
segundo o0 médico ou o cirurgido, € um critério aceitdvel para afirmar a presenca de
infecgdo, salvo situagdes que evidenciem o contrario (como por exemplo, informagdes
erradas de pacientes ou diagnésticos presuntivos que ndo receberam confirmagdo por

estudos subseqiientes);

3. Para que uma infecgdo seja considerada nosocomial, ndo deve haver
evidéncias de que a infecgdo estava presente ou sob incubagio no momento da admissdo do
paciente ao hospital. Uma infecgdo que ocorrer nas seguintes condicdes especiais sera
considerada nosocomial: (a) infecgdo adquirida no hospital e evidenciada ap6s a alta
hospitalar; (b) infecgdo em neonatos, resultante da passagem através do corddo umbilical e
(¢) infecgdo resultante da transmissio de patoégenos veiculados por hemoderivados,
administrados apés o nascimento. As infec¢gdes cujo modo de transmissdo ndo pode ser
esclarecido, deverdo ser consideradas hospitalares, por exemplo, listeriose e infecgdo pelo

Streptococcus do grupo B.
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4. A infecgdo que ocorrer como resultado das seguintes situacdes especiais nio
serd considerada nosocomial: (a) infec¢fio associada 2 complicacdo ou extensdo de infeccido
Ja presente no momento da admissdo, salvo uma mudan¢a do patégeno ou quando os
sintomas fortemente indicarem a aquisi¢io de uma nova infec¢do e (b) em crianga, infecgdo
sabidamente ou comprovadamente adquirida por via transplacentéria (como por exemplo;
herpes simplex, toxoplasmose, rubéola, sarampo, varicela, citomegalovirus, sifilis,
tuberculose congénita, doenga de Chagas, mal4ria, hepatite B, hepatite C, infec¢do pelo

HIV e pelo parvovirus B19) e evidenciada rapidamente apds o nascimento;

5. Exceto para algumas situacdes, ndo hd uma duragido especifica de tempo ou
hospitalizagdo para determinar se uma infec¢do € nosocomial ou adquirida na comunidade.
Assim, cada infecgdo deve ser avaliada pela evidéncia que a une 2 hospitalizacdo.

Infeccdo sistémica primaria

Primariamente a infecgdo sistémica inclui a comprovacgdo laboratorial da
infecdio na corrente sangiiinea e sepse clinica. A definicdo de sepse clinica ¢ importante

principalmente para criangas e neonatos.

A infeccdo sistémica, confirmada laboratorialmente, deve atender a um dos

seguintes critérios:

1. Pat6geno reconhecido, isolado da hemocultura, nio relacionado & infecgdo
em outro sitio. Quando um organismo, isolado da hemocultura, for compativel com uma
infec¢do nosocomial relacionada com um outro sitio, a infec¢do sistémica é classificada
como infeccio sistémica secundiria. Excegdes a esta situagdo sdo as infecgdes sistémicas
associadas com procedimentos intravasculares; todas elas sendo classificadas como
primirias mesmo quando os sinais locais da infecgdo estiverem presentes no sitio de

acesso;
2. Um dos seguintes quadros: febre (>38°C), calafrios ou hipotensdo e
quaisquer das seguintes situagdes:

a. Contaminante comum da pele, isolado de duas hemoculturas em ocasides
distintas € um organismo ndo relacionado a infeccdio em um outro sitio.

Entende-se como um contaminante comum da pele os organismos que
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pertencem a flora normal da pele (como por exemplo, difteroides, Bacilius
sp., Propionibacterium sp., Staphylococcus coagulase-negativa ou
MiCrococos);

b. Contaminante comum da pele, isolado de hemocultura de paciente com
procedimento de acesso intravascular e terapia antimicrobiana adequada,
instituida pelo médico;

c. Teste positivo para antigeno sangiiineo (detec¢do de antigenos bacteriano,
fungico ou viral, como por exemplo, Candida sp., herpes simplex, varicela
zoster, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Streptococcus do grupo B) observado pelos testes rapidos de
diagnéstico (contra-imuno-eletroforese, coagulagdo ou aglutinacao em latex)
e organismo nio relacionado a infecgdo em outro sitio;

3. Paciente com idade menor ou igual a 12 meses tendo um dos seguintes

quadros: febre (T axilar >37,5°C), hipotermia (T axilar<36,0°C), apnéia ou bradicardia e
quaisquer das seguintes situagdes:

a. Contaminante comum da pele isolado de duas hemoculturas em ocasides
separadas e um organismo ndo relacionado a infec¢do em outro sitio;

b. Contaminante comum da pele isolado de hemocultura de paciente com
procedimento de acesso intravascular e terapia antimicrobiana adequada,
instituida pelo médico;

c. Teste positivo para antigeno sangiiineo e patégeno nio relacionado a infecgéo
em outro sitio.

A Sepse Clinica deve atender a quaisquer dos seguintes Crit€rios:

1. Um dos seguintes sinais clinicos ou sintomas sem nenhuma outra causa
reconhecida: febre (maior que 38°C), hipotensdo (pressdo sistélica menor ou igual a 90
mmHg), ou oliguria (> 20 mL/h) e todas as seguintes situacoes:

a. Hemocultura ndo realizada ou nenhum organismo ou antigeno detectado no

sangue;
b. Nenhuma infec¢do aparente em um outro sitio;

c. Terapia antimicrobiana apropriada instituida pelo médico, para a sepse;
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2. Paciente com idade menor ou igual a 12 meses tendo um dos seguintes sinais
clinicos ou sintomas sem nenhuma causa reconhecida: febre (maior que 38°C), hipotermia

(menor que 37°C), apnéia ou bradicardia e todas as seguintes situagdes:

a. Hemocultura ndo realizada ou nenhum organismo ou antigeno detectado no

sangue:
b. Nenhuma infec¢do aparente em um outro sitio;

c. Terapia antimicrobiana apropriada instituida pelo médico, para sepse.
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Ficha para a coleta de dados

HC:
Sexo: () masculino; { ) feminino. Identificacdo do microrganismo:

Cepa:
( )Cepa viavel para a analise; ( ) Nio houve desenvolvimento, ( )* Cepa nd3o encontrada
apos dura;

RN de

Nome do recém nascido:

Data de admissdo: / Data da saida: / / Total de dias.

( )alta— cura clinica;
( ) obito devido ‘a IH;
{ ) obito ndo devido a IH

( ) Transferéncia
Idade gestacional: semanas dias, { ) Capurro; { ) Outro método
( )RNPT;
( )RNT
Parto: ( ) Normal, ( ) Cesarea.
Peso ao nascer (grama): g ( YPIG,

( ) AIG:

( ) GIG.
Apgar | minuto: ; 5 minutos
Antibioticos utilizados
Nuamero total de antibidticos utilizados. ;
Numero total de dias sob terapia antibacteriana: dias.
Abocath () SIM; () NéO _Diagnéstico primério
Dreno () SIM; { )N{«O
Didlise Peritonial () SIM; () N;}O
Radioterapia: () SIM; () N{'\O
Tragueostomia: () SIM; () N{\O
Fototerapia () SIM; ()NAO
Hemoterapia () SIM vezes; ()NAO
Exsanguineo () SIM vezes; ()NAO
Respirador: () SIM dias; ( )N{\O
NPP ()SIM dias; {YNAO
Sonda para alimentagdo enteral () SIM dias: { )NAO
Soro basal ()SIM___ dias, ()NAO
Cateter venoso: ()SIM dias; ( }‘NJ}O
Cateter umbilical: () SIM dias; ()NAO
Flebotomia: () SIM dias; { )N!_\O
Intracath ()SIM dias; () NJ}.O
Venoclise ()SIM dias; { yNAO
Bergo aquecido: () SIM dias; {()NAO
Bergo comum: {)SIM dias; () NéO
Incubadora {)SIM dias; ()JNAO
Cirurgia
( ) Nao;
( ) Sim:
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Solucdes utilizadas (dispostas em ordem alfabética)

_Agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melr 4 garose)

LU PRI QEOPORE . o sonvmswnssmsmsmninii sesss s dm s s Sas s s e s 05¢g
115 £ R P S S S 25,0 Ml
Aquecer em microondas e dispensar um volume de 5,0 mL em tubos

conicos de 10,0 mL

Armazenar a 4°C.

ATAB 0,5 %

B B s R s T R B T R s 25¢g
RSO TR L cicnsmiminssonsm kb R B A SN A S SRR 500,0 mL
ATAB (0,5 %) Triton X-100 (i 0 %)

ATAB... 238
TntonX 100 .............................................................................................. 5,0 mL
EISEY OO ) cincassssnssinsnsmasvunsonsusnssnsisnsnrssnnnmss iemss nsmsis om0 500,0 mL
ATAB (0,5 %); Triton X-100 (0,25%)

PR LRI iusiconsmisinsessis s i s N A RN S A AR RS BRSSO KA N 2h¢
TN T cnnmnmmss s S R R I 1,25 mL
AHEO (P Loicssicinossuviiimiinisiisssns s sssos s iansmsstu st ssb s ses s sossows s v on 500,0 mL
Cloreto de Magnésio (MgCl,)

IO R . e R S B T B S S A S N S A L G e A T e 20,33 g
LTS 1 o) (ORISR —— 100,0 mL

Filtrar a solugdo e esterilizar

EDTA (0,5 M; pH 7,5-8,0)

B 1 P 186,1 g
BIIED ccsninsusimmsnusonimsaisinses S oA AR R SRR R SRS RS S B EAR SSS RS 800,0 mL
Ajustar o pH com pérolas de NaOH

Completar a solugdo, usando dH;O, para ........ccccecueeeiniieciicecciescncaees 1000,0 mL
EDTA (0,625 M; pH 9,3)

2 D 1 PO 116,3 g
AEID, e onmmrersmensnaonsnsssnnnmnntomsmndbss iR R S AR S TR A R e NS MR es 300,0 mL
Ajustar o pH com pérolas de NaOH

Completar a solugdo, usando dH;O, para ........c.ccceceeeeimeeciieeecscieenieeiee 500,0 mL

ESP (Volume suficiente para 10 cepas)
Concentragdo final

EDTA (0,625 M: pH 9.3)...csu550005 16,0 mL 0,5M

Sarkosyl (5,0 %0)....cvvieiniiiiiinnnn. 4,0 mL 1,0 %

Proteinase K (20,0 mg/mL).............. 100,0 pL 0,1 mg/mL

NG T TOERL: civvsensvosssovet trormyssmin ke s s sy sod R VAR SR 20,0 mL
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Lisozima (20 mg/mL)

LISOZIMA. ...ttt 20,0 mg
Apnadestilada €8eril... ..o iimmmmmsssesssmes sessesmorsenomcecsmras 1,0 mL
Aliquotar 500,0 uL em tubos Eppendorf

NaCl (5,0 M)

'/ L) ARRT————— A ———— 2922 ¢
e 800,0 mL
Completar 0 vORIME PATA. ... imiiisimmmmssesssmapemsesssesssssessssotens 1000,0 mL
NaCl (2,5M); EDTA (10 mM; pH 7,9-8,0)

I LS TG0 § U 250,0 mL
EDTA L0 My pH B0). o vuemmniisssssiinti s onsme e ssssmnnens 10,0 mL
2 8 A U 240,0 mL
NI ROTAL . ox s s i e o set s e SRS SR PR ESRS b RRE RS 500,0 mL

Concentracdo final

Sacarose.......coeeeeeieecereuennne 100,0 g 20%

Tris (1,0M: pH 8.0)....cc:c... 25,0 mL 50,0 M

EDTA (0,5 M; pH 8,0)........ 10,0 mL 10,0 mM

L o 500,0 mL
Autoclavar

Armazenar a 4°C

Tampao Dummy No Sait

Solugdo estoque Concentragdo final
TRIS (1,0 M; pH 8.,0)......c..c........ 5,0mL 0,1 M

Cloreto de Magnésio (1,0 M)......... 250,0 pL 0,005 M

IS E G L O S 50,0 mL

Tampdo EC (pH 7,5) a

Solugdo estoque Concentragéo final
TRIS (1,0 M; pH 7,5)........... 1500,0 uL 0,006 M

NaCl (5,0 M)c...iciviicniinions 50,0 mL 1,0M

EDTA (0,5 M; pH 7.5).......... 50,0 mL 0,1 M
BRUESE.....cooiiiiinnammmmmns 1,25 ¢ 0,5 %
Deoxycholate Na............................. 500,0 mg 0,2 %
Sarkosyl.....ccveeeveeevceeecenne 1,25 g 0.5 %

Ajustar o pH com pérolas de NaOH;

Completar o volume, com dH,;0, para...........cccooveveeeerrveennenn. 250,0 mL
Filtrar a solu¢do;

Esta solugdo ndo deve ser autoclavada.
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Tampao TEN

Solugdo estoque Concentragéo final
TRIS (1,0 M; pH 7.5)............ 5,0 mL 100,0 mM

EDTA (0.5 M, pH 7,5):::050 10,0 mL 100,0 mM

NaCl (5.0 M)...ooeeveeieeeeeeneee. 1,52 mlL 150,0 mM

A0 (QSD)icssnsinssmvaiinimiumiues s items s st scves et 50,0 mL

Autoclavar

TBE 0.5 X

B3 D G U 100,0 mL
BB ... siivamivsis i o b R A N e A i 900.0 mL
VORI TORAL  vocuuccovorsumvimesm s oo e sois s s s e A RS SR 1000,0 mL
TBE 1X

0 51 T O — 200,0 mL
ABLL. .. . corrvmmorsermansmnmssassemrmemsessnpsnsmmaramassmee s SR AR RS 800,0 mL
NS TOTRL . svevvosociuussyomimscasaususioiimin e @i SRS Y P RIS 1000,0 mL
TBE 5X

THITTE DREE.. ... rsenssssmmansaxnnssmnmssssnididis G R R AV S s 54,0 g
itk L 1o RO RN SR 275¢
EDTA (0,5 M; pH 8.0)............. 20,0 mL
A (RIS ). coneommmmommonsomtsssits Fe i sa e Een S o oo S A B R AN LR ST oA 1000,0 mL
TE (TRIS 0,1 M; pH 7,5); EDTA (0,1 M; pH 7,5)

TRIS (1,0 Mz DH 7.5)ccimiimvcimiucisine tnmsssiimsiiasissspmsaimssiiisess . 5,0mL
EDTA (0,5 M; PH 7,5) .. cvicresciscsseniansensetsiscsssesssncasnsasansassssanes 10,0 mL
AHO (GO <o+ crciiasissaniassssissiasiissnissvuss vavsvrsnissssssissiarssivsusissssisssesssivsasss 50,0 mL

TE High Molarity [ (TRIS 0,1 M; pH 7,5); EDTA (0,1 M; pH 7,5) ]

TRIS (1,0 M PH 7.9) cvnsmnmennssnsensssssnanssaseinssssasssossnsiashsssdosssns 50,0 mL
EDTA (0.5 M: 0H 7.5): cussncuusivivassiniu s vosisssissmsas s e 100,0 mL
AHGO (GSP)issunssmssnissrssssssonsranssnnssmammensaasussasarssssasasssssnsasersnssssmseshasonsa osonion 500,0 mL
“TRIS (1,0 M; pH 7.5 - 8,0)
TR oo i st s s R R S R S A SN R TSNS A SRR 60,6 g
AH2O (GSP)-vvrneeanrrerannresaraseeeeeessneessssaesssssssssnsesssmsessesssnsnssssensstsssssessassssssnss 500,0 mL
TRIS (1,0 M; PH 7,5)...ccctiimieumnunecisissunsssisssisssnsasansssnssssessnessrenssensassssanss 1,0 mL
EDTA (0,5 M; PH 7.5) . iscsisisnunissisisssssisisassinsunassssnssssnoncssssnssnsssonnsonsnsans 1,0 mL
AH2O (GSP)---eoeeneermsssessrsnessemsessessseesssessasasssnensanssmstssssesssssssasasssssossssassessssns 50,0 mL
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