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Resumo

O isolamento de Pseudomonas aeruginosa na hemocul-
tura de um recém-nascido, bem como na agua de duas
das incubadoras da UCIN do Centro Hospitalar do Porto,
despoletou a necessidade de esclarecer a existéncia de um
surto. Foi efectuada a tipagem molecular dos trés isolados
pelo sistema Diversilab, bioMérieux, que revelou elevado grau
de similaridade nos perfis genémicos. A resposta atempada
permitiu implementar medidas para evitar a disseminagao
destas infeccoes.
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Introducao

As unidades de cuidados intensivos neo-natais
(UCIN) sdo particularmente vulneraveis a ocorréncia
de surtos e incidentes esporddicos de infecgcoes
associadas a prestacao de cuidados de satde (IACS).
(Zabel, Heeg et al. 2004) A antibioterapia e o recurso
a dispositivos médicos para tratamento, monitoriza-
¢do e suporte de vida de recém-nascidos imunocom-
prometidos contribuem para a elevada frequéncia
de infecgoes nestas unidades hospitalares e para o
consequente aumento das taxas de morbilidade e
mortalidade. (Haas and Trezza 2002)

As TACS por Pseudomonas aeruginosa estio ampla-
mente descritas. A natureza ubiquitaria, a elevada
afinidade para ambientes humidos e a capacidade
de sobrevivéncia em condicoes adversas caracterizam
este microrganismo como um patogénio comum de
infec¢ao hospitalar, sendo o 2° agente mais frequente
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Abstract

The isolation of Pseudomonas aeruginosa in the blood of
a newborn, as well as in the water of two incubators of UCIN
of Oporto Hospitalar Centre, triggered the need to clarify
the existence of an outbreak. Molecular typing of the three
isolates was performed by Diversilab system, bioMérieux, which
revealed a high degree of similarity in genomic profiles. The
timely response allowed intervention measures to prevent the
spread of these infections.
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de pneumonia associada ao ventilador e o 32 ou 4°
agente de septicemia, infeccdes do tracto urindrio
e infeccoes de feridas cirargicas. Até recentemente,
a transmissao horizontal das estirpes, resultante da
prestacao de cuidados pelos profissionais de satde
portadores, era considerada como a via de dissemi-
nacdo mais comum. No entanto, a Ps aeruginosa
¢ frequentemente isolada em diversos reservatorios
ambientais e estudos de tipagem molecular mostram
que mais de 50 % das infeccoes nosocomiais por
esta bactéria podem ter origem nos sistemas de
fornecimento e distribuicdo de dgua. (Reuter, Sigge
et al. 2002) (Trautmann, Halder et al. 2009)

O principal desafio das Comissdes de Controlo
de Infeccdo (CCD consiste na contencio da dis-
seminacdo de microrganismos que possam ser
relevantes, na transmissdo cruzada de infeccoes. A
vigilancia epidemiologica rapida, activa e especifica
¢ fundamental e tem por objectivos encorajar os
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profissionais que prestam cuidados, a cumprir as
recomendacoes de boa pritica, corrigir ou melhorar
praticas especificas e avaliar de forma continua
e sistematica as taxas de infeccdo, no sentido de
reduzir a sua incidéncia e detectar precocemente a
ocorréncia de surtos. (PNCI-2008)

Para o controlo efectivo da disseminacao € impres-
cindivel a articulacdo das CCI com o Laboratorio de
Microbiologia, permitindo identificar e diferenciar
infeccoes isoladas da ocorréncia de surtos. Os estudos
fenotipicos identificam e caracterizam os isolados,
mas nao estabelecem relacoes epidemiologicas entre
estes. As metodologias de tipagem molecular possi-
bilitam, com rigor, distinguir a ocorréncia de surtos
de infeccio, de casos esporadicos e nao relaciona-
dos entre si, constituindo deste modo, ferramentas
essenciais para a caracterizacao e acompanhamento
da expansdo das estirpes, identificacio das fontes
e vias de transmissdo, para que rapidamente se
possam instituir medidas de controlo e perspectivar
estratégias eficazes na prevenciao de novos casos.

Os métodos classicos de tipagem molecular, capa-
zes de relacionar geneticamente as estirpes, sao
laboriosos, demorados e sujeitos a subjectividade
da sua interpretacio, sendo de dificil utilizacao em
laboratorios clinicos. O investimento em metodo-
logias de genotipagem devidamente optimizadas e
adaptadas a rotina laboratorial constitui uma mais-
-valia no controlo de infeccao hospitalar com um
contributo indispensavel na identificacao de surtos.
(Doleans-Jordheim, Cournoyer et al. 2009)

Com este estudo pretendeu-se testar um método
comercial de tipagem molecular capaz de relacionar
estirpes de P. aeruginosa isoladas numa UCI neo-
natal.

Material e Métodos

Em Maio de 2008, na UCIN da Maternidade Jualio
Dinis do CHP, foi isolada uma estirpe de P. aeru-
ginosa responsavel por sépsis num recém-nascido
(RN). Neste contexto, foram analisadas as aguas das
incubadoras da mesma Unidade, tendo sido isoladas
estirpes de P. aeruginosa em duas destas.

As trés estirpes foram enviadas a Unidade de
Biologia Molecular do CHP para tipagem molecular
utilizando o sistema DiversiLab™ (bioMérieux Clinical
Diagnostics). A extraccio de DNA bacteriano foi
efectuada a partir de colonias isoladas provenientes
de culturas puras, utilizando o UltraClean™ Microbial
DNA TIsolation Kit (MO BIO Lab Inc). Sequéncias
repetitivas de DNA nao-codificante, intercaladas no

genoma bacteriano foram amplificadas por rep-PCR
e os fragmentos amplificados foram separados por
electroforese capilar — Agilent®, 2100 Bioanalyser.
A andlise dos pertfis electroforéticos foi efectuada
recorrendo ao soffware do sistema DiversilLab, que
calcula estatisticamente (correlacio de Pearson)
o grau de similaridade entre as estirpes testadas,
caracterizando-as como: Indistinguiveis — nenhuma
banda de diferenca; Similares — 1 banda de dife-
renca; Diferentes — 2 ou mais bandas de diferenca.

Tabela 1 - Similaridades entre estirpes

Estirpes Similaridade
Sangue Incubadora 1 97.4%
Sangue Incubadora 2 99.3%
Incubadora 1 Incubadora 2 99.2%

Resultados

As estirpes isoladas e identificadas como P. aeru-
ginosa apresentavam perfis fenotipicos semelhantes.

Na fig. 1 & possivel observar o dendograma e
a matriz de similaridades gerados pelo sistema
DiversiLab™, com destaque para as estirpes iso-
ladas na UCIN, provenientes da hemocultura do
recém-nascido, da dgua da incubadora onde este se
encontrava (Incubadora 1) e da dgua de uma incu-
badora vizinha (Incubadora 2). As percentagens de
similaridade obtidas entre as trés estirpes encontram-
-se representadas na tabela 1. (As restantes estirpes
de P. aeruginosa correspondem a isolamentos nao
relacionados com este estudo).

A estirpe isolada no sangue do recém-nascido
apresentou 97,4 % de similaridade com a estirpe
isolada na 4gua da incubadora onde este se encon-
trava (incubadora 1). A similaridade entre as estirpes
isoladas no sangue do RN e na incubadora vizinha
(incubadora 2) foi de 99,3 % e entre as estirpes
isoladas na 4agua das duas incubadoras obteve-se
uma similaridade de 99,2 %.

As matrizes de similaridade e os electroferogramas
permitem analisar e comparar os perfis genémicos
das estirpes estudadas e estabelecer a grandeza das
relacoes genéticas entre elas.

A fig. 2 sobrepoe os electroferogramas das
estirpes isoladas no sangue do RN e na agua da
respectiva incubadora, observando-se uma Unica
banda de diferenca entre elas, o que as classifica
como similares, logo, geneticamente relacionadas.
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Figura 1 — Matriz de similaridades
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Figura 2 — Electroferogramas: Sangue/Incubadora 1
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A comparacao dos perfis gendomicos das estirpes
isoladas nas aguas das incubadoras, cujos elec-
troferogramas se encontram representados na fig.
3, mostrou ndo existir diferenca no nimero de
bandas, o que permitiu classificar estas estirpes
como indistinguiveis.

Figura 3 — Electroferogramas: Incubadora 1/Incubadora 2

DiversiLab v3.3 Similarity: 99.2% Key Sample ID
il — 3 825231
—-— 5 825375
Overlat
4001 ¥
3004
b4
5
§ 200
=]
2
'S
100}
: -Mm LY R S
0 100 200 300 400 S00 600 700 800 900 1000
Datapoints

A fig. 4 representa um exemplo de estirpes nio
relacionadas, com mais do que 2 bandas de diferenca
entre elas, concluindo-se serem estirpes diferentes,
e portanto geneticamente ndo relacionadas.

Figura 4 — Electroferogramas de estirpes nao relacionadas
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Conclusao

A conjugacao do rep-PCR com o software de
analise de dados do sistema DiversiLab™, resulta
num método simples, estandardizado, reprodutivel
e razoavelmente automatizado, capaz de estabelecer
relacdes genéticas entre isolados num curto espaco
de tempo (os resultados foram obtidos em apro-
ximadamente 5 horas), permitindo a sua utilizacao
no laboratério clinico.

Este sistema de tipagem molecular possibilitou
relacionar os casos verificados da UCIN, permitindo
concluir que o episddio de sépsis do RN podera
ter tido origem na agua da incubadora.
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Na sequéncia da infeccao descrita neste estudo,
as medidas de controlo instituidas foram tomadas
tendo por base os resultados do estudo fenotipico.
No entanto, em acontecimentos futuros, perante a
suspeita de ocorréncia de um surto, a utilizacao do
sistema Diversilab™ podera ser a primeira forma
de estabelecer relacdes entre isolados, excluir casos
nao relacionados e, rapidamente, identificar fontes
de contaminacao, de forma a ser possivel a sua
eliminacao tdo cedo quanto possivel.
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