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Investigacao dos biofilmes microbianos em cateteres de dialise peritoneal

Resumo

A dialise peritoneal (DP) é um dos tratamentos disponiveis para a insuficiéncia renal
cronica. Esta técnica permite a remocdo de substancias téxicas e de fluidos em excesso do
sangue, através do peritoneu, usando uma solucao que € introduzida na cavidade peritoneal por
via de um cateter. Apesar de apresentar varias vantagens em relacdo a hemodialise, um dos
principais problemas associados a DP sao as infecoes. Embora existam na literatura varios
estudos relativos a analise microbiolégica de amostras de efluentes e do orificio de saida, a
investigacao relativa aos biofilmes em cateteres de DP é escassa. Contudo, foi sugerido que a
presenca de biofilme no cateter esta associada a peritonites recorrentes, recidivantes e
repetitivas.

Desta forma, o principal objetivo do trabalho desenvolvido no ambito desta dissertacdo
consistiu no estudo microbiolégico de biofiilmes associados a cateteres de DP.
Complementarmente, foram avaliadas as metodologias de analise microbiologica dos diferentes
elementos cateteres de DP (extensores, segmento externo, cuffs e segmento intraperitoneal),
usando cateteres de hemodialise e cateteres contaminados /n vifro. Adicionalmente, foi efetuada
a avaliacao dos agentes patogénicos associados a peritonites e infecdes do orificio de saida
(10S). A analise das diferentes amostras de DP envolveu a execucao de métodos de cultura
qualitativos e (semi-) quantitativos e a identificacdo dos microrganismos isolados, utilizando
meios seletivos e diferenciais e Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS).

Neste estudo foram analisados 55 extensores, 10 cateteres permanentes de DP, 6
amostras de efluente e 3 do orificio de saida. Da analise efetuada aos cateteres verificou-se que
na maior parte das amostras a densidade celular dos extensores e dos segmentos externos foi
inferior a 300 UFC/extensor e inferior a 3000 UFC/segmento, respetivamente. Nos cuffs, em
geral, a densidade celular foi inferior a 15000 UFC/ cuff no entanto, para uma percentagem
significativa de amostras foi superior a 15000 UFC/cuff Na maioria dos segmentos
intraperitoneais, a densidade celular foi inferior ao limite de detecdo (100 UFC/segmento).
Portanto, em geral foi observada maior densidade celular nos cuffs do que nos restantes
segmentos dos cateteres. Em concordancia, a densidade celular nas amostras do orificio de
saida foi superior a 15000 UFC/zaragatoa e na maioria dos efluentes foi entre 1 e 14 UFC/mL.
Todos os microrganismos identificados por MALDI-TOF MS nos cateteres, peritonites e 10S
pertencem ao dominio Bacteria. As bactérias Gram-positivas foram as mais frequentemente
encontradas. No caso dos cateteres, as bactérias Staphylococcus coagulase-negativas,
especificamente  Staphylococcus epidermidis, e Pseudomonas aeruginosa foram as
maioritariamente identificadas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
respetivamente. Contudo, foram identificadas espécies nao associadas a cateteres de DP até a
data, tais como Sphingomonas, Delftia acidovorans e Herbaspirillum huttiense. No caso dos
efluentes e das zaragatoas, foram maioritariamente identificadas espécies do género
Staphylococcus. Contudo, 42% dos isolados de extensores, 32% dos isolados de cateteres
permanentes e 25% dos isolados do orificio de saida ndo foram identificados por MALDI-TOF MS.

Em conclusao, este trabalho permitiu mostrar a importancia das bactérias Gram-
positivas na colonizacao de cateteres de DP e nas infecdes.
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Investigation of microbial biofilms on peritoneal dialysis catheters

Abstract

Peritoneal dialysis (PD) is one of the treatments available for chronic kidney disease. This
technique allows the removal of excess toxic substances and fluid from blood, through the
peritoneum, using a solution that is introduced into the peritoneal cavity through a catheter.
Despite the several advantages of PD over hemodialysis, infections are a major concern in PD.
Although there are several studies in the literature concerning the microbiological analysis of
effluents and exit-site samples, the investigation of biofilms on PD catheters is scarce. However, it
has been suggested that the presence of biofilms on the catheters is associated to recurrent,
relapsing and repeat peritonitis.

Thus, this work aimed at investigating PD catheter-associated microbial biofilms.
Additionally, the methodologies used for microbiological analysis of PD catheters segments
(transfer set, external, cuffs and intraperitoneal) were evaluated using hemodialysis catheters and
catheters contaminated /n vitro. Furthermore, the microbial agents associated with peritonitis and
exit-site infections (ESI) were evaluated. The PD samples were analyzed using qualitative and
(semi-) quantitative culture methods and microorganisms were identified using selective and
differential media and Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time-of-Flight Mass
Spectrometry.

In this study, 55 transfer sets, 10 PD permanents catheters, 6 effluent samples and 3
exit-site samples were analyzed. The analysis performed on catheters showed that the transfer
sets and the external segments cell density was low: less than 300 CFU/ segment and less than
3000 CFU/ segment, respectively. Regarding the cuffs, the cell density observed was lower than
15000 CFU/ cuff, although for a significant percentage of samples it was found to be above
15000 CFU/ cuff. On the other hand, for most intraperitoneal segments, the cell density was
below the detection limit (100 CFU/segment). Thus, in general the cell density in the cuffs was
higher than in the other catheter segments. In accordance, the cell density in exit-site samples
was above 15000 CFU/swab and in the effluent samples it was only between 1 and 14 CFU/
mL. All the MALDI-TOF MS identified microorganisms recovered from the samples analyzed
belong to the domain Bacteria. Gram-positive bacteria were the most frequently found. For
catheters, coagulase-negative Staphylococci, namely Staphylococcus epidermidis and
Pseudomonas aeruginosa were the most frequently identified Gram-positive and Gram-negative
bacteria. However, species not yet described in PD catheters, such as Sphingomonas, Delftia
acidovorans and Herbaspirillum huttiense were identified herein. In the case of effluent and swab
samples, microorganisms belonging to the Staphylococcus genus were the most frequently
identified. However, 42% of isolates from transfer sets, 32% of isolates from permanent catheters
and 25% of isolates from exit-site samples were not identified using MALDI-TOF MS.

In conclusion, this study revealed the relevance of Gram-positive bacteria in the PD
catheter colonization and infections.

Vi Universidade do Minho



indice

AZIAAECIMENTOS ...ttt ettt e e e et e e et e e e et e e e be e e sabe e e etteeenteeeeaaeeenns 1%
RESUIMO. ..tttk et bt e bbbt ettt be e v
ADSEFACT. ... Vi
INAICE L.ttt Vil
INAICE A& TADBIAS ........eoveeveeeecececee e XI
INAICE A8 FIGUIAS ..ottt ettt et e et e et ee e et enen e XII
Lista de ADFVIALUIAS .........eeiiiiiieie e XII
PrEAMDUIO. ... XIV
I [ (0T (8 Tor= (o TR 15
1.1 Dialise PEIITONEAL........ciueiiiiiiitiie e 15
1.1.1 Sistema de dialise PeritONEal...........cocovueiiiiiiiei et 17
1.1.2 Infecdes associadas a didlise peritoneal .........cceeevvieiieiiiiiicie e 19
1.1.2.1 Defini¢des, sintomas & diagnOStiCo.........ovueeiiieeiie e 19
1.1.2.2 Vias de entrada dos microrganismos ...........cocveeiveeeiieeeiie e 21
1.1.2.3 Principais agentes patogénicos e terapéutica recomendada.........cccccceeeuveennnee. 22

1.2 Biofilmes MICrODIAN0S. ........cviiiiiiiiiiee e 26
1.2.1 Definicao e estrutura do biofilme .......ccuvviiiiciiie e 26
1.2.2 FOrmacao do DIOfiIME ....coceveeece et 27
1.2.3 Tolerancia dos biofilmes a agentes antimicrobianos..........c.cccccvevivi i, 29

1.3 Biofilmes microbianos em dialise peritoneal ..........ccoeviiiiiiiiiiiie e, 30
1.3.1 Metodologias de analise do biofilme de cateteres .......ccoovvvieiieiiiiiiiiiiicee e 30
1.3.1.1 Mé&todoS MICIOSCOPICOS.....uvvvieiirriee e ettt e ettt e et e e s eaae e e eees 30
1.3.1.2 Métodos de recuperacao de microrganismos do biofilme..........cccccveevievenennee, 30

Universidade do Minho VI



1.3.1.3 Métodos de identificacao dos microrganismos recuperados .............ccceeeuveennnee. 34
1.3.2 Evidéncia do biofilme associado ao cateter de didlise peritoneal.............ccocceuneeenn.e. 35
1.3.3 Composicao microbioldgica do biofilme associado ao cateter de dialise peritoneal .. 37
1.3.4 Relacéo entre biofilme associado ao cateter e as infecdes em dialise peritoneal...... 38

1.3.5 Estratégias de prevencdo da formacao de biofilmes em cateteres de dialise peritoneal

...................................................................................................................................... 38
0 o] =1 1Yo TR 40
2 Materiais € METOUOS ........oiuiiieiiee ettt 41
2.1 Meios de CUIUIA € SOIUGOES......cocuiieiieiectie ettt ettt ettt 41
211 THYPHC SOV BIOM ...ttt 41
2.1.2 THYPLIC SOV AGAL ......eeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e 41
2. 1.3 MANIitol SAIEAGAL .........cveeeeieeee et 42
2.1.4 Fosin Methylene Blue LeVINE AQAL ...........ccuueuecveeeeicieee e, 42
2.1.5 LUlia— Bertani AGAr .........cc...cooueuiie et 42
2.1.6 Efluente artificial de dialise peritoneal...........cc.ccoovveiiiiiiciiieiiec e 42
2.1.7 Phosphate Buffered SQlNE...........c..ccouiiiieieiieeeeieeeeee et 43

2. 1.8 NACT 0,9% ..ttt 43
2.1.9 Solucédo matriz 2,5 — acido dihidroxidobanzoiCo .............coevveeeiiiiieei e, 43
A o1 (0 ==Y aT £ 1 4o LR 43
2.2.1 Estirpes de referéncia e isolados CliNICOS .........ccvvvveiiciieee e 43
2.2.2 Manutenc@o € armazenamentO........ccuvviiueiiiiee s 44
2.3 Pesquisa de microrganismos aerobios em amostras de dialise peritoneal....................... 44
2.3.1 Colheita e transporte de amOSHIaS. ........ocviiicieecie e 44
2.3.2 Recuperacao dos microrganismos dos diferentes tipos de amostras ...........c........... 45
2.3.2.1 Efluentes de dialise Peritoneal..........ccvveiieiuiiiiiiiiie e, 45

VI Universidade do Minho



2.3.2.2 Zaragatoas do orificio de Saida.........cccceevueiiiiiiiiii e 45

2.3.2.3 Extensores de cateter de dialise peritoneal ...........cccooveeiiiiiiiiiiiiiiiic e, 46
2.3.2.4 Cateteres permanentes de didlise peritoneal..........cccooeevveiiiiiiiiiiiceccee e, 46
2.3.2.4.1 Segmento EXEEIMO ...cciuviiiiie et 46
2.3.28.2 CUIMS....ceeieeeeee e 46
2.3.2.4.3 Segmento intraperiton@al .........c..eeevecvviieiiciie e 47
2.3.3 Isolamento e (semi-) quantificacdo dos MIiCrorganismos ..........ccceveeeveiveeeeeicvveeeeene. 47

2.3.4 Avaliacao de metodologia para a recuperacdo de microrganismos em zaragatoas do

OFIICIO T SAITA . ...t 48

2.3.5 Avaliacao da metodologia para a recuperacao de microrganismos em cateteres de

dIAlISE PEITONEAL.......oeiiii e 49
2.3.5.1 Extensor/ Segmento EXEEINO .....ccveiiiuiiiiiei et 49
2.3.5.1.1 Descontaminacao da superficie extraluminal ...........ccoovveeiicieeei i, 49
2.3.5.1.2 Recuperacao de microrganismos da superficie intraluminal ...................... 49
2.3.5.2 CUIM oottt 51
2.3.5.3 Segmento iNtraperitonNEal .........c.uveeiicviee e 52

2.3.6 Avaliacao do efeito da sonicacdo na viabilidade celular dos microrganismos

FECUPEIATOS. .. vveiei ittt ettt e ettt e e ettt e e e e ettt e e e e e etbee e e e etba e e e e sbbeeeesabaeeesentaeeeeaanes 52
2.3.7 Identificacdo doS MICIOrZANISIMOS ......veiiiuieeietie ettt ee et 52
2.3.7.1 Identificacdo com base em meios seletivos e diferenciais ...........coovveveciveeenee. 52
2.3.7.2 Identificacdo por MALDI-TOF MS ......ccoveiiiiieee e 53

P 1 ot 0T odo] o - R 53
2.5 ANAlISE eSTAtISHICA .....vi e 53

3 RESUIAAOS ... e 55
3.1 Efeito da sonicacao na viabilidade celular dos microrganismos ..........cccccveevvveviiveesevenne, 55

Universidade do Minho IX



3.2 Validacao das metodologias de recuperacdo de microrganismos das amostras de dialise

0T (0] (LT | SRR 55
3.2.1 Zaragatoas do orificio de Saida..........coueeiiiiiiiiiiiec e 55
3.2.2 Extensores e cateteres permanentes de dialise peritoneal...........cccccoevviiiiieiinncnne. 56

3.2.2.1 Extensor/ Segmento eXterN0 .......ccuiiiiiiiiie e 56
3222 CUI oo 58
3.2.2.3 Segmento iNtraperitonN€al .........ccuvviiievie e 60

3.3 Recuperacao de microrganismos das amostras de dialise peritoneal .........c....cceevveeeennee. 60
3.3 1 EFIUBNEES e 60
3.3.2 Zaragatoas do ofificio de S .........ccoueiiiuiiiiiiee e 61
3.3.3 EXEBNSOES ..ttt bbbt 62
3.3.4 Cateteres PEIMANENTES ... ...iieicveie e ettt e e et e e e e ebee e e e erae e e e enees 65

3.4 Analise por Microscopia Eletronica de Varrimento e por Espectroscopia de Energia

DISPEISIVA B TIOSK....eiiicerieee i it ee ettt e et e et e e et e e e e et e e e e et e e e e saae e e e s enbeeeessbeeeeeeennenas 70
A DISCUSSA0 ..tttk bbbt bbbt bbbttt 73
5.1 CONCIUSBES ...ttt ettt ettt b et e bt s et e st e eb e et eere et e aneeneenes 84
5.2 SUZESIOES A TrADAIN0 ... s 85
(O =1 o] [0 ={ = Y- IR 87

X Universidade do Minho



indice de Tabelas

Tabela 1 - Terminologia recomendada para as peritonites .........coceeeveiiiiee i 20
Tabela 2 - Classificacao recomendada para infecdes do orificio de saida..........ccccevveeeierennnen. 21

Tabela 3 - Resultados da recuperacdo e da identificacdo microbiana realizados em cateteres

removidos de pacientes M DP........ooii s 32

Tabela 4 - Numero de UFC do indculo inicial e presente nos sobrenadantes apds incubacao
relativo aos ensaios de recuperacdo de biofilme em extensores contaminados /n vifro com S.

aureus, S. epidermiais € P. @BIUGINOSA ...........cc..ccvueeiieeecieeeeee e et 57

Tabela 5 - Detecdo de microrganismos nos cuffs de cateteres de HD através de dois métodos de

analise semi-quantitativa (rollinge sonicacao POS-rOMNG) ....c...ccovevcuieiiieeiie e, 59
Tabela 6 - Resultados da recuperacado microbiana efetuada nos efluentes de DP ..................... 61
Tabela 7 - Resultados da recuperacdo microbiana efetuada nas zaragatoas do orificio de saida 62

Tabela 8 - Resultados da recuperacdo microbiana em extensores de cateteres de DP em que

foram detetados microrganismos pelos métodos microbioldgiCOS .........ccvvvevicveieiiciiee e 63

Tabela 9 - Resultados da identificacdo presuntiva dos microrganismos recuperados a partir dos

extensores de DP e nao identificados por MALDI-TOF MS.......cooiiiiiiiiiee e, 65

Tabela 10 - Resultados da recuperacdo microbiana efetuada em cateteres permanentes de DP...

Tabela 11 - Resultados da identificacdo presuntiva dos microrganismos recuperados a partir dos

cateteres permanentes e nao identificados por MALDI- TOF MS........ccoooiiiiiiiiiiiic e, 69

Tabela 12 - Detecdo de microrganismos nos cuffs de cateteres de DP através de dois métodos

de analise semi-quantitativa (ro/linge sonicacao POS-rOMiNG) .........covueeecvieeeiiiiieeieeieee e 70

Universidade do Minho Xl



indice de Figuras

Figura 1 - Diagrama representativo do sistema de A) DPCA e B) DPA ....ccvvriiiiiiiiieee. 17

Figura 2 - Diagrama representativo de um cateter permanente 7enckhoff curvo com duplo cuff.

Figura 5 - Numero de UFC recuperado por raspagem e por sonicacao pds-raspagem (controlo da
raspagem) dos extensores contaminados in7 vitro com S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Os valores exatos do numero de UFC introduzido encontram-se na Tabela 4. ** Para o extensor

contaminado com = 103 UFC de S. aureus n&o sao apresentados resultados devido a ocorréncia

de um erro experimental NA rASPAZEM. ....cocveieeiirie st eeee e e e e e ere e e e etae e e s eeave e e e e earaeeeea 58

Figura 6 - Imagens de MEV representativas da superficie intraluminal da marca A (A) e da marca

B (B) e respetiva composicao elementar (C) e (D) analisada por EDS. O ouro detetado nas

amostras corresponde ao revestimento usada para analise. yy: 0 - 4 x 103 counts. ....vvvven... 71

Figura 7 - Imagens de MEV representativas da superficie intraluminal da amostra 5 (A) e da

amostra 6 (B) e respetiva composicao elementar (C) e (D) analisada por EDS. O ouro detetado

nas amostras corresponde ao revestimento usada para analise. yy: 0 - 4 x 103 counts............. 72

Xl Universidade do Minho


file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039320
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039321
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039321
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039371
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039371
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039371
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039372
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039372
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20Final.docx%23_Toc339039372

Lista de Abreviaturas

API
DHB
DP
DPCA
DPA
EADP
EDS
EMBA
HD
10S

IR
ISPD
IT
LBA
MALDI-TOF MS

MCVL
MET
MEV
MSA
PBS
PCR
rpm
SPE
TSA
TSB
UFC

Universidade do Minho

Analytical Profile Index

2,5-acido dihidroxidobenzoico

Dialise Peritoneal

Dialise Peritoneal Continua Ambulatoria

Dialise Peritoneal Automatica

Efluente Artificial de Dialise Peritoneal
Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X

Eosin Methylene Blue Levine Agar

Hemodialise

Infecdo do Orificio de Saida

Insuficiéncia Renal

International Society for Perifoneal Dialysis

Infecdo do Tunel

Luria-Bertani Agar

Matrix Assisted laser Desorption lonization-Time- of- Flight Mass

Spectrometry

Microscopia Confocal de Varrimento a Laser
Microscopia Eletronica de Transmissao

Microscopia Eletronica de Varrimento

Mannitol Salt Agar

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

rotacbes por minuto

Substancias Poliméricas Extracelulares

Tryptic Soy Agar
Tryptic Soy Broth

Unidades Formadoras de Colonias

X



Preambulo

A preméncia do trabalho desenvolvido no ambito desta dissertacdo esta relacionada com
o facto de se prever um aumento na prescricao da dialise peritoneal (DP) para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia renal e de as infecdes associadas a cateter, nomeadamente as
peritonites, representarem uma importante causa de falha da técnica. Pensa-se que o biofilme
no cateter esta associado a recorréncia e repeticao das peritonites, no entanto os estudos
associados a investigacao de biofilmes microbianos em cateteres sao limitados. O tratamento
inadequado das infecdes predispde para complicacdes que eventualmente conduzem a remocéo
do cateter. Consequentemente, o conhecimento das caracteristicas do biofilme e do seu
desenvolvimento & importante para promover estratégias preventivas e adjuvantes em DP. Deste
modo, neste trabalho foi efetuada a analise da composicdo microbiolégica de biofilmes
recuperados de extensores e de cateteres permanentes recolhidos de pacientes em DP.
Adicionalmente foi realizada a avaliacdo dos principais agentes patogénicos responsaveis pelas
infecdes (peritonites e 10S) na populacdo em estudo.

Parte dos resultados obtidos nesta dissertacao foram apresentados sob a forma de
Poster na Conferéncia “Microbial Diagnostic Applications of Mass Spectrometry”, 4 e 5 de Abril
de 2012, em Londres, segundo a referéncia Martins, M., Santos, C., Machado, D.; Maciel, M.,
Lima, N.; Santos, O., Rodrigues, A., Cabrita, A., Carvalho, M.J., Silva, H., Silva, F., Queiros, J.,
Gomes, A. M. & Oliveira, R. (2012) “Application of MALDI-TOF MS to the identification of dialysis

catheters associated microorganisms”.

Esta dissertacdo esta dividida em seis capitulos principais. No Capitulo 1 s&o
apresentados conceitos teoricos sobre a DP, infecdes associadas a esta modalidade dialitica e os
biofilmes microbianos. Também é apresentada uma revisdo bibliografica dos métodos que tém
sido adotados para o estudo dos biofilmes em cateteres de DP, dos resultados da analise
microbioldgica e das estratégias que tém sido estudadas para minimizar a formacao de biofilme.
No Capitulo 2 encontram-se descritos os materiais usados e métodos efetuados durante o
trabalho experimental. No Capitulo 3 estdo apresentados os resultados obtidos no trabalho
experimental e no Capitulo 4 é feita a discussdo desses resultados. No Capitulo 5 séo
apresentadas as principais conclusdes e fornecidas algumas sugestdes para trabalhos futuros.
No Capitulo 6 compreende as referéncias bibliograficas de onde foi recolhida a informacao

necessaria para o desenvolvimento da dissertacao.
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Capitulo 1 - Introducao

1 Introducao

1.1 Dialise Peritoneal
Os rins sao os principais orgdos excretores do organismo humano e desempenham um

papel muito importante na manutencdo homeostatica do organismo. Em geral, as funcdes dos
rins incluem: (1) a producao e a excrecdo de urina, através da qual sdo removidas do organismo
substancias toxicas resultantes do metabolismo celular (como a ureia, a creatinina e o acido
Urico), substancias ingeridas na dieta e farmacos; (2) a manutencao do equilibrio de eletrolitos,
através da eliminacao, reabsorcao e conservacao de ides de sodio, potassio, bicarbonato, cloro e
hidrogénio; (3) a regulacdo da osmolaridade dos fluidos extracelulares, por acdo da hormona
antidiurética; (4) a regulacdo da pressdo sanguinea, a partir do controlo de sais e do volume de
agua e através do mecanismo renina-angiotensina-aldosterona; (5) a producdo da forma ativa da
vitamina D, necessaria para absorcdo 6ssea do calcio; e (6) a sintese de eritropoietina,
necessaria para controlar a producao de eritrocitos na medula dssea (Sodré et a/. 2007, Porth
2010).

Os casos em que os rins ndo desempenham adequadamente as suas funcdes sdo
clinicamente designados por insuficiéncia renal (IR) que pode ser classificada de aguda ou
crénica. A IR aguda consiste na perda subita da funcédo renal, sendo na maioria das vezes
reversivel. A IR crénica & um processo evolutivo de perda gradual e irreversivel da funcao renal
em resultado da destruicdo progressiva dos nefronios (Porth 2010). A National Kidney
Foundation classificou esta doenca em 5 estadios de gravidade crescente. Genericamente, 0s
estadios 1 e 2 sdo definidos com base no nivel da taxa de filtracdo glomerular, estimada através
dos valores de creatinina no sangue, em combinacdo com os dados laboratoriais relativos a
albumina e eritrocitos na urina; os estadios 3 a 5 sao definidos apenas com base na severidade
da reducao da taxa de filtracdo glomerular. Em resultado da diminuicao da funcéo tubular e da
taxa de filtracao glomerular ocorre o aumento de compostos azotados no sangue, como a ureia,
a creatinina, o acido Urico e o azoto, e o balanco eletrolitico e de fluidos ndo ¢ mantido (Porth
2010). Em fases mais avancadas da doenca, a acumulacdo de compostos toxicos no sangue
resulta na sindrome urémica, que afeta quase todos os sistemas do organismo.
Especificamente, as consequéncias clinicas desta sindrome manifestam-se ao nivel: (1) do

sistema cardiovascular (hipertensao, aterosclerose, doenca arterial coronaria), (2) do sistema
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hematologico (anemia, desordens hematolodgicas), (3) do sistema gastrointestinal (anorexia,
nauseas, gastroparesia, parotidites, estomatites), (4) do sistema nervoso (problemas de memoria
e de concentracao, astenia, confusdo, dor de cabeca, polineurite, entre outros), (5) do sistema
endocrino (deficiéncia do crescimento, esterilidade, infertilidade), (6) do sistema osteoarticular
(hiperparatiroidismo secundario, osteomalacia), (7) da pele (ressecamento da pele, calcifilaxia), e
(8) do sistema imunologico (diminuicdo das defesas) (Almeras e Argiles 2009).

0 tratamento da IR cronica (estadio 5 da doenca renal crénica) pode ser realizado com
recurso a um transplante renal ou a duas modalidades dialiticas: a hemodialise (HD) e a DP. No
caso da IR aguda, esta também pode ser tratada por HD e DP (Porth 2010).

A HD é o procedimento mais comummente prescrito, sendo normalmente realizada em
hospital ou centro extra-hospitalar, duas a trés vezes por semana (3 a 4 h por sessdo) (Briefel
2006). Na HD, o sangue é removido do paciente, através de um acesso venoso, e impulsionado
por uma bomba até ao dialisador, localizado numa maquina externa. No dialisador, existe uma
membrana semipermeavel, através da qual ocorre a passagem de substancias do sangue para
uma solucao de dialise que flui em contracorrente com o fluxo sanguineo. Apos a passagem no
dialisador, o sangue é devolvido ao paciente através do acesso venoso (Jacobs e Opolinsky
2008).

A DP ¢é uma modalidade dialitica realizada diariamente e requer a introducdo de um
cateter permanente na cavidade peritoneal de forma a permitir a entrada de uma solucao de
didlise para a cavidade e a drenagem da solucdo - designada de efluente - apés o processo
dialitico (Porth 2010). Na cavidade peritoneal, a passagem de substancias dos capilares
peritoneais para a solucdo de dialise ocorre através de uma membrana natural semipermeavel
que reveste a parede abdominal: o peritoneu (Gokal 2000).

Apesar de a DP ser menos usual no tratamento de doentes com IR cronica, varios
autores (Heaf et a/. 2002, Tokgoz 2009, Rodrigues 2010) tém chamado a atencdo para varias
vantagens da DP comparativamente com a HD, como por exemplo: (1) a simplicidade da
técnica, sendo executada pelo préprio paciente em casa; (2) o aumento de qualidade de vida e
autonomia do paciente; (3) a conservacdo dos acessos vasculares, que poderdo vir a ser
necessarios no decurso do tratamento da IR crénica; (4) a maior preservacdo da funcao renal
residual, quando efetuada como primeira modalidade de tratamento; e (5) a maior sobrevivéncia
nos dois primeiros anos de tratamento. Apesar destas vantagens e de a HD e a DP serem

modalidades igualmente eficientes, embora dependente do perfil clinico de cada paciente, a
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utilizacao da DP é menor que a HD, e consequentemente a investigacao em DP é reduzida. No
entanto, a necessidade de otimizacao dos recursos humanos e financeiros e de oferta de melhor
qualidade de vida aos pacientes antecipa um aumento da prescricado desta modalidade dialitica.
Consequentemente, torna-se necessario o investimento na investigacdo basica com foco clinico

(Krediet 2007, Burkart 2009).

1.1.1 Sistema de dialise peritoneal

Um ciclo de DP abrange trés etapas distintas: (1) entrada da solucdo de dialise para a
cavidade peritoneal, (2) permanéncia da solucdo de dialise na cavidade peritoneal, durante a
qual se realiza a troca dos solutos, e (3) saida do efluente. Esta modalidade dialitica pode ser
realizada através de dois procedimentos diferentes: a DP continua ambulatoria (DPCA) e a DP
automatica (DPA). A DPCA (Figura 1- A) realiza-se durante o dia e requer a permanéncia da
solucéo de dialise na cavidade peritoneal durante 4 a 8 h. No final deste periodo, o efluente é
removido e a cavidade peritoneal € novamente preenchida com solucao de dialise. Num dia, sao
realizadas entre trés a cinco trocas de solucdes (Gokal 2000). A DPA (Figura 1- B) ¢ realizada a

noite enquanto o paciente esta a dormir.

Legenda:

a - Saco de solucdo de didlise
b- Sistema de conexfoem Y
c- Extensor

d- Cateter permanente

e- Cavidade peritoneal

- Saco de recolha do efluente
g- Miquina de didlise

1- Sentido de transferéncia
do efluente para o saco

2- Sentido de transferéncla
da solucfo de didlise para a
cavidade peritoneal

a b

Figura 1- Diagrama representativo do sistema de A) DPCA (adaptado de Gokal 2000) e B) DPA [adaptado de
http://www.freepatentsonline.com/6558343.html (acedido em 23-03-2012)].
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Este procedimento tem uma duracdo média de 10 h, durante as quais sao realizadas
trés a cinco trocas de solucdes, e é suportado por uma maquina de didlise externa que efetua o
preenchimento e o esvaziamento da cavidade peritoneal de forma automatica. De manha, a
cavidade peritoneal é preenchida com solucdo de dialise (no caso da DPCA) ou deixada vazia (no
caso da DPA) (Heimburger e Blake 2006). Independentemente do procedimento, para as trocas
de solucdo o extensor (Figura 1, ¢) ligado ao cateter (Figura 1, @) é conectado ao sistema Y
descartavel (Figura 1, 4). Quando o extensor é desconectado do sistema em Y, o clamp situado
na sua extremidade ¢ fechado.

O cateter permanente de DP ideal deve permitir taxas de fluxo rapidas da solucao de
dialise/ efluente, sem dor ou vazamento e minimizar as infecdes (Ash 1990, Gokal ef a/. 1998).
Para tal, foram desenvolvidas diferentes configuracdes do cateter (Gokal ef a/ 1998). As
principais diferencas entre os varios tipos de cateteres disponiveis consistem no nimero de cuffs
(um ou dois), no desenho do trajeto subcutaneo (reto ou em forma de V) e da porcéo
intraperitoneal (reto ou curvo) (Gokal ef a/. 1998). A grande maioria dos cateteres permanentes
sdo de silicone e os cuffs de poliéster (Kathuria ef a/. 2009). Um dos cateteres permanentes
mais usados na pratica de DP é o cateter 7enckhoffcurvo com duplo cuff (Johnson ef al. 2006).
Como se pode verificar na Figura 2, este cateter é constituido pelos seguintes elementos:

= segmento externo, localizado na parte externa do corpo e que conecta o cateter ao
extensor;

= dois cuffs, que permitem a fixacdo do cateter na parede abdominal;

= segmento intraperitoneal, implantado na cavidade peritoneal e que contém uma

extremidade enrolada e com furos laterais que facilitam o fluxo das solucdes.

Segmento S ";W' Peritoneu X
externo .. ¥ / F 3 ::r‘“m' ol

,_/% ' -t :

f ; : VA
' -~ e ‘> r? a”

/ t
%/—/ Oriticle / | e —
do salda Vs
Extensor Cutt Cuty Segmento
Intermédio Interno Intraperitoneal

Figura 2 - Diagrama representativo de um cateter permanente 7enckhoff curvo com duplo cuff [adaptado de

http://www.daviddarling.info/encyclopedia/R/renal_dialysis.html (acedido em 16-01-2012)].
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1.1.2 Infecdes associadas a dialise peritoneal

Apesar das vantagens da DP em relacéo a HD no tratamento de doentes com IR crénica,
acima mencionadas, um dos principais problemas associados a esta modalidade dialitica é a
elevada taxa de infecdes. Os trés tipos de infecdes associadas a DP sdo a peritonite, a 10S e a
infecdo do tunel (IT). A titulo de exemplo, dados de um estudo prospetivo observacional (Luvira
et al. 2011) revelaram que a incidéncia de peritonites, de I0S e de IT foi de 0,864, 0,213 e
0,034 episoddios/paciente/ano, respetivamente. A faléncia da técnica, a hospitalizacdo e, em
casos mais graves, a morte do paciente representam os principais problemas associados as
infecdes em DP, caso estas ndo sejam devidamente tratadas (Li ef a/. 2010). Como tal, uma das
principais preocupacdes da equipa clinica consiste na prevencao e no tratamento destas

infecoes.

1.1.2.1 Defini¢oes, sintomas e diagnostico

A peritonite consiste na inflamacao do peritoneu, em consequéncia de uma infecdo. Na
pratica clinica, o diagndstico deste tipo de infecdo em pacientes em DP requer a combinacao de
pelo menos dois dos seguintes critérios: (1) sintomas de inflamacao peritoneal, como dores
abdominais, mal-estar, diarreia, nauseas, vomitos, calafrios, febre, problemas de drenagem e,
em alguns casos, anorexia; (2) efluente turvo, com uma concentracao de leucdcitos no efluente
superior a 100 células/uL, sendo mais de 50% neutrofilos; (3) presenca de microrganismos no
efluente, demonstrada por analise microbiologica (Piraino ef a/ 2005). De notar que a turbidez
do efluente esta quase sempre presente em casos de peritonite, mesmo na auséncia de dor
abdominal, constituindo assim o principal indicador desta infecao (Gokal 2000, Fried e Piraino
2009). Para a classificacao das peritonites, a /nternational Society for Peritoneal Dialysis (ISPD)

propds a terminologia apresentada na Tabela 1 (Li ef a/. 2010).
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Tabela 1 - Terminologia recomendada para as peritonites [adaptado de Li ef a/. (2010)]

Termo Definicao
Um episddio de peritonite que ocorre nas 4 semanas apos o fim da terapia de um
Recorrente o . _ _ .
episodio prévio, mas causado por um microrganismo diferente
Um episddio de peritonite que ocorre nas 4 semanas apos o fim da terapia de um
Recidivante o . _ _ o _
episodio prévio, sendo causado pelo mesmo microrganismo ou por 1 episodio estéril
Um episddio de peritonite que ocorre mais de 4 semanas apos o fim da terapia de
Repetitiva o . . _
um episodio prévio, sendo causado pelo mesmo microrganismo
_ Um episddio de peritonite em que o efluente permanece turvo apés 5 dias de
Refrataria
tratamento com agentes antimicrobianos apropriados
Um episddio de peritonite associado a infecao do orificio de saida ou do tunel,
- associada ao cateter causado pelo mesmo microrganismo ou evidéncia de infecdo em ambos os locais,

apesar de um poder ser estéril

Na interface cateter-pele (Figura 2) podem ocorrer infecdes que sdo, caracterizadas pela
ocorréncia de drenagem purulenta e que podem ser acompanhadas por eritema,
endurecimento, dor e/ou formacdo de crosta (Twardowski e Prowant 1996). Com base na
conjugacdo das diferentes caracteristicas do orificio de saida, foi recomendada a classificacao
apresentada na Tabela 2 (Twardowski e Prowant 1996).

As IT induzem o endurecimento do tecido subcutdneo que envolve o cateter entre os
dois cuffs, eritema, dor e sensibilidade, podendo ainda estar associadas a secrecao purulenta ou
de sangue. As IT ocorrem normalmente na presenca de |0S (Li ef a/ 2010). Estas infecdes sao
de dificil diagnostico, podendo ser necessario recorrer a ultrassonografia, que em caso de
infecdo revela uma regidao hipoecoica (escura) em torno do cateter, resultante da diminuicao da

ecogenecidade (Vychytil ef a/. 1998, Fried e Piraino 2009).
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Tabela 2 - Classificacdo recomendada para infecdes do orificio de saida (adaptado de Twardowski e

Prowant 1996)

Classificacao da 10S

Caracteristicas Do cuff
Aguda Cronica Equivoca
intermédio
Drenagem purulenta e/ou de sangue Sim Sim Sim Sim
Sim (no seio do
Excesso de tecido de granulacdo Sim Sim Nao
orificio de saida)
Edema Sim Sim Nao Nao
Sim; Sim;
Eritema Sim N&o
213 mm <13 mm
Dor Sim Sim Nao Nao
Sensibilidade Sim Sim Nao Nao
Crosta Sim Sim Sim Nao
Duracéo da inflamacéo < 4 semanas Sim Nao -
Duracéo da inflamacédo > 4 semanas Nao Sim -
Drenagem de coagulos ou sangue seco Nao Nao Nao Sim
Endurecimento do tecido em torno do cuff - - - Sim

|0S - Infecéo do orificio de saida.

1.1.2.2 Vias de entrada dos microrganismos

Os microrganismos podem atingir o peritoneu através das vias transluminal, periluminal,
transmural, hematogénica e transvaginal, podendo desta forma dar origem a infecées em
pacientes em DP (Fried e Piraino 2009). A entrada de microrganismos externos pela via
transluminal (Figura 3), isto &, ao longo do lumen do cateter, representa a principal fonte de
contaminacao do peritoneu e ocorre, principalmente, durante as trocas de solucdo de dialise e
através do toque no cateter (Fried e Piraino 2009). Por outro lado, os microrganismos podem
migrar desde o orificio de saida até a cavidade peritoneal através da via periluminal (Figura 3),
uma vez que o cateter permanente nunca forma uma unido completamente selada com a pele e
a parede abdominal, sendo esta a principal fonte de contaminacéo do orificio de saida e do tunel
(Karahan et al/. 2005, Chadha ef a/. 2010). A entrada de microrganismos através da via
transmural (Figura 3), ou seja através da parede intestinal, representa a principal fonte de

contaminacao do peritoneu por microrganismos de origem entérica e pode resultar por exemplo
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Transluminal

/

Periluminal

« Parede abdominal

N\

Hematogénica Cavidade peritoneal

Transmural

Transvaginal

Figura 3 — Diagrama representativo das vias de entrada dos microrganismos para a cavidade peritoneal [adaptado

de Spencer (1988)].

de perfuracao intestinal, apendicite, colecistite gangrenosa, isquemia intestinal e doenca
diverticular do colon (Li ef a/ 2010). Em casos mais raros, a entrada de microrganismos pode
ocorrer pela via transvaginal (Figura 3), numa direcdo ascendente através dos 6rgaos sexuais
internos, como resultado da realizacao de procedimentos ginecoldgicos ou do uso de dispositivos
intrauterinos (Fried e Piraino 2009), ou pela via hematogénica (Figura 3), isto é, através da
corrente sanguinea, estando em alguns casos associada a procedimentos invasivos e dentarios

(Fried e Piraino 2009).

1.1.2.3 Principais agentes patogénicos e terapéutica recomendada

Bactérias Gram-positivas

As bactérias Staphylococcus coagulase-negativas estdo associadas a 30 - 45% das
peritonites e a 5 - 14% das 10S (Luzar 1991, Vargemezis e Thodis 2001). De entre estas
bactérias, a mais frequentemente isolada é a espécie Staphylococcus epidermidis, tendo sido no
entanto identificadas outras bactérias, tais como S. haemolyticus, S. warneri; S. caprae, S.
capitise S. pasteuri (Shin et al. 2011). Estas espécies pertencem a flora da pele e, como tal, as
vias transluminal e periluminal (Figura 3) representam as suas principais vias de entrada (Li ef

al. 2010). As infecdes causadas por Staphylococcus coagulase-negativas sao pouco severas e
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facilmente tratadas com os agentes antimicrobianos comuns. De acordo com as recomendacoes
da ISPD, o tratamento pode ser iniciado com vancomicina, de forma a incluir Staphylococcus
resistentes a meticilina (terapia empirica). No entanto, outros agentes antimicrobianos, tais como
as cefalosporinas de primeira geracdo, podem ser usados no tratamento das infecdes (Li ef a.
2010). Adicionalmente, as 10S raramente progridem para IT e para peritonite associada ao
cateter, ndo sendo normalmente necessaria a remocao do cateter (Ash 2004).

A bactéria Staphylococcus aureus é encontrada em 10 - 20% das peritonites, 25 - 85%
das 10S e 35 - 65% das IT (Luzar 1991, von Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e Thodis
2001). Estas infecoes ocorrem principalmente em pacientes que tém ou ja tiveram episddios de
infecdo associada ao cateter, sugerindo que esta espécie entra para a cavidade peritoneal pela
via periluminal (Figura 3). Adicionalmente, a outra fonte de contaminacdo pode ocorrer pela via
transluminal (Figura 3) (Li et a/ 2010). Geralmente, as peritonites causadas por S. aureus sao
severas, sendo por vezes necessaria a hospitalizacdo do paciente. Com base no perfil de
suscetibilidade antimicrobiana dos agentes isolados, a ISPD recomenda para o tratamento de
peritonites, a vancomicina, para os casos de estirpes resistentes a meticilina, teicoplanina ou
rifampicina. Adicionalmente, para o tratamento de I0S e de IT é recomendado o uso de
penicilina ou cefalexina, em combinacdo com a remocao do cateter, como forma de prevenir o
agravamento da infecdo e o dano permanente do peritoneu (Li ef a/. 2010).

As bactérias do género Strepfococcus, tais como S. mitis, S. sanguis e S. salivarius sdo
responsaveis por 5 - 10% das peritonites (Vargemezis e Thodis 2001). A entrada destas bactérias
para a cavidade peritoneal pode dar-se pela via transluminal (Figura 3), por contaminacdo do
cateter com microrganismos da flora oral, ou pela via hematogénica (Figura 3) (Kiddy 1985, al-
Wali et al. 1990). As infecdes causadas por estes microrganismos tendem a ser mais severas
comparativamente com as peritonites causadas por Staphylococcus coagulase-negativas. Para o
seu tratamento, a ISPD recomenda o uso de ampicilina (Li ef a/. 2010, Shukla et a/. 2006).

Quanto as espécies do género Enterococcus, como as bactérias £. faecalis e E. faecium,
e do género Corynebacterium, estas estdo associadas a uma percentagem inferior a 5% das
peritonites (Vargemezis e Thodis 2001). Em relacdo as espécies de Enterococcus, a via
transmural (Figura 3) constitui a principal via de acesso ao ambiente de DP (Edey et a/. 2010,
Yip et al. 2011); e as peritonites causadas por estas espécies tendem a ser severas. Para o seu
tratamento, a ISPD recomenda o uso de ampicilina. No caso de se tratar de Enterococcus

resistentes a vancomicina, €& também recomendado o wuso de linezolida ou de
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quinupristina/dalfopristina (Li ef a/. 2010). Relativamente as espécies de Corynebacterium, estas
espécies fazem parte da flora da pele, logo a via transluminal (Figura 3) parece representar a
sua principal via de entrada; sendo as peritonites associadas a estas bactérias pouco severas. As
estratégias de tratamento destas infecdes ainda ndo se encontram definidas (Fried e Piraino

2009).

Bactérias Gram-negativas

As espécies da familia Enterobacteriaceae, tais como as bactérias E£scherichia coli
Klebsiella e Enterobacter sdo as principais bactérias Gram-negativas responsaveis pelas
peritonites, estando associadas a 5 - 20% das peritonites, 7- 14% das 10S e aproximadamente
5% das IT (Luzar 1991, von Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e Thodis 2001), sendo a
via transmural a principal via de entrada destes microrganismos para a cavidade peritoneal
(Figura 3) (Szeto e Chow 2007). No entanto, o acesso deste microrganismo também pode
ocorrer pelas vias transluminal e periluminal (Figura 3), caso estas espécies estejam presentes
na pele (von Graevenitz e Amsterdam 1992, Li ef a/ 2010). As infecdes causadas por estas
bactérias podem ser severas e, para o seu tratamento, a ISPD recomenda o uso de
aminoglicosideos, ceftazidima, cefepima ou carbapenema (Li ef a/. 2010).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é responsavel por 3 — 8% das peritonites, 8 — 12%
das I0S e aproximadamente 5% das IT (Luzar 1991, von Graevenitz e Amsterdam 1992,
Vargemezis e Thodis 2001), sendo as vias transluminal e periluminal (Figura 3) as suas
principais vias de entrada. As peritonites causadas por P. aeruginosa sao severas e estado
normalmente associadas ao cateter. Para o tratamento destas infecdes, a ISPD recomenda a
remocao do cateter em combinacao com o uso de quinolonas ou de agentes antimicrobianos

alternativos, tais como, ceftazidima, cefepima, tobramicina ou piperacilina (Li ef a/. 2010).

Micobactérias

As espécies de micobactérias, Mycobacterium tuberculosis e micobactérias nao
tuberculosas (M. avium, M. abscessos, M. fortuitum e M. chelonae) sao também responsaveis
pelas infecdes associadas a DP (Vargemezis e Thodis 2001), embora sejam menos frequentes,
representando menos de 1% das peritonites, e em muitos casos dificeis de diagnosticar (Li et a/.
2010). Em relacao a M. tuberculosis, estas bactérias entram para a cavidade peritoneal pela via

hematogénica (Figura 3). Para o tratamento das peritonites causadas por esta espécie, a ISPD
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recomenda o uso de agentes antimicrobianos usados no tratamento da tuberculose (rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e oxfloxacin) (Li ef a/. 2010). Relativamente as micobactérias nao
tuberculosas, a via periluminal (Figura 3) representa a sua principal via de entrada, estando
frequentemente associadas a I0S e IT (Maeda et a. 2009). O tratamento das peritonites
causadas por estas espécies ¢ dificultado pela escassez de agentes antimicrobianos eficazes e
pela resisténcia dos microrganismos as terapéuticas normalmente utilizadas (Akpolat 2009,
Kleinpeter e Krane 2001). Como tal, a escolha dos agentes antimicrobianos e a duracédo da
terapia ainda ndo estao definidas (Li ef a/ 2010). No entanto, Akpolat (2009) sugeriu a remocéao

do cateter em casos em que a infecao nao ¢ clinicamente resolvida.

Fungos

Os fungos sdo responsaveis por 3 — 8% das peritonites, 8 — 12% das 10S e
aproximadamente 5% das IT (Luzar 1991, von Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e
Thodis 2001), sendo estas predominantemente causadas por espécies de Candida (C. albicans,
C. parapsilosis e C. tropicalis). Em menor nimero de casos, as infeces fungicas também
podem ser causadas por espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces,
Trichosporon, Acremonium, Rhodotorula e Cryptococcal. As principais vias de entrada destes
microrganismos para a cavidade peritoneal sao a via transluminal, periluminal, transmural e
transvaginal (Figura 3) (Vargemezis e Thodis 2001). Comparativamente com as peritonites
bacterianas, as peritonites fungicas sdo menos frequentes, mas estdo associadas a altas taxas
de morbilidade e de mortalidade, uma vez que sdo mais dificeis de se tratar, sendo por vezes
necessario internamento hospitalar mais prolongado. A ISPD recomenda para o tratamento
destas peritonites a remocado imediata do cateter aquando do diagnéstico e o uso de anfotericina
B, equinocandinas, fluconazol, posaconazol ou voriconazol em combinacdo com flucitosina (Li ef
al. 2010). No entanto, até a data ainda nao esta definido um protocolo para o tratamento das

I0S e das IT causadas por fungos (Li et a/. 2010).
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Consércio de microrganismos

A combinacdo de microrganismos de espécies diferentes (bactérias e fungos) esta na
origem de infecbes polimicrobianas. Estas representam menos de 25% dos episddios de
peritonite e 16 - 35% dos episddios de I0S (Vargemezis e Thodis 2001, Luzar 1991). Para o
tratamento das infecdes polimicrobianas é recomendado o uso de agentes antimicrobianos, tais
como metronidazole em conjugacdo com ampicilina, ceftazidima ou aminoglicosideos e,

eventualmente a remocao do cateter (Li ef a/ 2010).

Em conclusdo, o progndstico das infecdes em pacientes em DP ¢é fortemente
influenciado pelo agente patogénico e pelos seus fatores de patogenicidade (Barretti ef a/. 2009).
Entre esses fatores esta a adesdo microbiana as superficies do cateter e tecidos circundantes e a
consequente formacdo de biofilme microbiano (Troidle e Finkelstein 2006). Os biofilmes
conferem aos microrganismos protecdo contra as defesas do paciente e agentes
antimicrobianos, podendo desta forma estar associados ao desenvolvimento de peritonites

recorrentes, recidivantes e repetitivas (Barretti ef a/. 2009, von Graevenitz e Amsterdam 1992).

1.2 Biofilmes microbianos

1.2.1 Definicao e estrutura do biofilme

Os biofilmes microbianos tém sido matéria de estudo ao longo dos ultimos anos. Donlan
e Costerton (2002) definiram biofilme como uma comunidade microbiana séssil caracterizada
pela adesdo irreversivel de microrganismos a uma superficie (bioldgica ou nao-biologica), a uma
interface ou a outros microrganismos (por agregacao) e incorporada numa matriz de substancias
poliméricas extracelulares (SPE). AS SPE consistem em proteinas, polissacarideos, lipidos e
acidos nucleicos, que representam 50 a 90% da matéria organica dos biofilmes, produzidas
pelos proprios microrganismos. A matriz corresponde a aproximadamente 85% do volume de um
biofilme, sendo essencialmente constituida por agua (97%) (Karatan e Watnick 2009, Donlan e
Costerton 2002).

Relativamente a sua estrutura, os biofilmes formados /7 vifro podem apresentar a forma
de “torre” ou de “cogumelo” e a sua morfologia pode ser lisa, rugosa, plana ou filamentosa. O

interior dos biofilme pode apresentar canais de agua através dos quais sao transportados
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nutrientes, oxigénio e produtos resultantes do metabolismo celular, criando-se gradientes de

concentracdo destes componentes (Hall-Stoodley et a/. 2004).

1.2.2 Formacao do biofilme

A formacao do biofilme numa superficie em contacto com um meio aquoso inclui
diferentes etapas (Figura 4). Na primeira fase ocorre a formacao do filme condicionador (Figura
4 — 1), resultante da adsorcdo de moléculas orgénicas e inorganicas provenientes do meio
aquoso (Mahami e Adu-Gyamfi 2011, Donlan 2002). Os microrganismos presentes no meio
aquoso sao transportados para a superficie condicionada por combinacao de mecanismos de
transporte, tais como difusdo, conveccao, sedimentacao ou motilidade (Bryers 2008). Quando
proximos da superficie, os microrganismos podem aderir (Figura 4 - 1l), em resultado de forcas
de atracao e de repulsao, como por exemplo, forcas hidrofébicas, electroestaticas e de Van der
Walls, geradas entre a parede celular e as moléculas constituintes do filme condicionador
(Dunne 2002). Como se trata de uma adesao reversivel, os microrganismos podem desprender—
se da superficie facilmente, regressando a suspensao- fase planctonica (Marcus ef a/. 2008). A
producdo de SPE e a presenca de recetores especificos localizados na parede celular e em

estruturas celulares externas, tais como flagela e pili de algumas espécies bacterianas,
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Figura 4 - Fases da formacdo de um  bioflme numa  superficie [adaptado de

http://www.bioscience.org/2004/v9/af/1295/figures.htm (acedido em 30-01-2012)].
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desempenham um papel fundamental na consolidacdo da adesdo dos microrganismos a
superficie, garantido o carater irreversivel da adeséo (Figura 4 - Ill) (Karatan e Watnick 2009).
De acordo com Flemming e Wingender (2010), para além da adesao, as SPE desempenham
outras funcdes, tais como: (1) imobilizacdo das células, mantendo-as préximas umas das outras
(agregacdo celular); (2) manutencado da integridade estrutural do biofilme; (3) comunicacéo
intercelular; (4) captacdo de nutrientes e de ides inorganicos; (5) fornecimento de carbono,
nitrogénio e fosforo para os microrganismos do biofilme; (6) armazenamento de carbono em
excesso; (7) digestdo de macromoléculas exdgenas para aquisicdo de nutrientes; (8) protecao
dos microrganismos da dessecacdo, da oxidacdo, de alguns protozoarios, das defesas
imunitarias do organismo e dos agentes antimicrobianos.

Apdés a adesao irreversivel, os microrganismos desenvolvem-se, originando
microcoldnias. Apos a formacao de microcoldnias, inicia-se a maturacdo do biofilme (Figura 4 -
IV). Nesta fase, a densidade celular e a complexidade do biofilme aumentam (Mahami e Adu-
Gyamfi 2011). As células microbianas que se situam nas camadas superiores tém maior
facilidade de acesso a nutrientes e oxigénio do que as células que se situam nas camadas mais
proximas da superficie, podendo estas entrar num estado dormente (células persisters) (Fong
2008, Stewart e Franklin 2008). Portanto, o desenvolvimento do biofilme estd dependente de
varios fatores, tais como a quantidade de nutrientes disponivel, a difusdo de oxigénio, a presenca
de produtos toxicos e o pH do meio.

A ultima fase de formacdo do biofilme é designada de destacamento (Figura 4 - V).
Nesta fase os microrganismos desprendem-se do biofiime de forma individual ou em
aglomerados celulares, que passam a estar disponiveis para colonizar outras superficies,
podendo causar infecdo sistémica. Em geral, o destacamento pode ser induzido por mecanismos
ativos e passivos (Kaplan 2010). Os mecanismos ativos sdo mediados pelas proprias células e
incluem por exemplo a cessacdo da producdo de componentes necessarios para a manutencao
da estrutura do biofilme, tais como as SPE, e a producdo de enzimas extracelulares que
degradam a matriz, por despolimerizacdo de polissacarideos (Otto 2008, Kaplan ef a/. 2004). A
titulo de exemplo, Kaplan ef a/ (2004) mostraram que a enzima N-acetiglucosaminidase,
denominada dispersina B, pode induzir o destacamento em biofilmes de S. epidermidis, por
despolimerizacao do polissacarido N-acetoglucosamina. Por outro lado, o destacamento passivo
¢ mediado por forcas externas, por processos de abrasao (deslocamento devido a colisao de

particulas em suspensdo com o biofilme), de erosdo (remocao continua de pequenas porcdes do
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biofilme como resultado das alteracdes de fluxo da fase aquosa) e de sloughing off (remocéo
rapida e macica de porcdes de biofilme resultante da deplecdo de nutrientes e de oxigénio

dentro da sua estrutura) (Brading et a/. 1995).

1.2.3 Tolerancia dos biofilmes a agentes antimicrobianos
A natureza do biofilme confere as suas populacdes microbianas uma tolerancia inerente
a agentes antimicrobianos. A realizacdo de testes de suscetibilidade antimicrobiana /n vitro
demonstrou que os microrganismos em biofilme podem ser até 1000 vezes mais tolerantes a
esses agentes, comparativamente com os microrganismos planctonicos (Smith e Hunter 2008,
Parsek e Singh 2003). Apesar de os fatores envolvidos no aumento da tolerancia dos biofilmes
aos agentes antimicrobianos nao serem totalmente compreendidos, tém sido propostos varios
mecanismos, tais como: (1) a penetracado lenta ou incompleta das moléculas de alguns agentes
antimicrobianos, em resultado do efeito barreira e neutralizante das SPE; (2) a alteracdo do
ambiente (diminui¢do do pH, diminui¢do da pO, e aumento da pCO,) dentro do biofilme; (3) a
presenca de enzimas na matriz celular que inativam os agentes antimicrobianos; (4) a existéncia
de subpopulacdes com fenotipo resistente, nomeadamente as persisters, (5) a expressao de
genes de resisténcia especificos, como por exemplo, genes associados a bombas de efluxo,
permitindo o bombeamento de agentes antimicrobianos para fora das células; e (6) a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia aos agentes antimicrobianos, que é facilitada
dentro do biofilme (Davies 2003, Hall-Stoodley et a/. 2004, del Pozo e Patel 2007).
O conhecimento dos fatores responsaveis pelo aumento da tolerancia dos microrganismos
em biofilme é a chave para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o tratamento de
infecdes associadas a biofilmes. No entanto, atualmente as terapias existentes para o tratamento

das infecdes ndo estdo direcionadas para o biofilme (del Pozo e Patel 2007).
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1.3 Biofilmes microbianos em dialise peritoneal
1.3.1 Metodologias de analise do biofilme de cateteres

1.3.1.1 Métodos microscopicos

Para a analise dos biofilmes formados em cateteres removidos de pacientes em DP e
dos microrganismos que os compdem, varios autores tém recorrido a microscopia eletrénica. A
Microscopia Eletrénica de Varrimento (MEV) foi o método maioritariamente utilizado, tendo
permitido analisar a superficie dos cateteres e as caracteristicas dos microrganismos aderidos
(Marrie et al. 1983, Gorman et al. 1994, Gorman et al. 1993, Verger et al. 1987, Dasgupta et a/.
1987, Dasgupta et al. 1986, Bayston et a/. 1999, Guerra e Silva et a/. 2011). Em combinacao
com a MEV, alguns autores recorreram a Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) para a
observacao de estruturas citoplasmaticas e da parede celular dos microrganismos recuperados
diretamente dos cateteres (Marrie ef al. 1983, Gorman et al/. 1994, Dasgupta et a/ 1987,
Dasgupta ef a/ 1986). Alguns autores recorreram também a Microscopia Eletrénica de
Varrimento a Laser (MCVL) para visualizacao da estrutura dos biofilmes e dos seus componentes
(Gorman et al. 1994), para a analise da superficie dos cateteres (Gorman ef a/. 1993), para a
analise da distribuicao dos microrganismos e para a determinacao da sua viabilidade através do

uso de corantes especificos de viabilidade celular (Pihl et a/. 2012).

1.3.1.2 Métodos de recuperacao de microrganismos do biofilme

Nos estudos que avaliaram a composicdo microbiolégica dos biofilmes, a raspagem foi o
meétodo de recuperacdo de microrganismos maioritariamente utilizado nos segmentos
intraperitoneais dos cateteres de DP (Tabela 3). Especificamente, o biofilme é removido
utilizando um bisturi, seguindo-se a sua ressuspensao numa solucao estéril e desagregacdo com
recurso ao vortex e a sonicacao (Dasgupta ef a/ 1986, Dasgupta ef a/. 1987, Gorman ef al.
1993, Gorman et al. 1994). A suspensao é entado inoculada em meios de cultura com agar e
incubada em condicoes aerobias. No caso dos cuffs (Tabela 3), a recuperacdo de
microrganismos & efetuada por roflling do segmento em meio de cultura com agar, tendo por
base a metodologia descrita por Maki ef a/. (1977), procedendo-se de seguida a incubacao em
condicoes aerdbias (Marrie ef a/. 1983, Bayston ef a/. 1999). Pontualmente foram usadas outras

metodologias para analise microbioldgica dos cateteres de DP (Tabela 3). De notar que, de todos
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os estudos mencionados (Tabela 3), somente o realizado por Verger et al/. (1987) incluiu

controlos de recuperacao de biofilme /n vitro para validacao da metodologia utilizada.
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Tabela 3 - Resultados da recuperacéo e da identificacdo microbiana realizados em cateteres removidos de pacientes em DP

Causas de remocao Elementos . ~ . . N¢ de amostras . . . . .
. Método de recuperacao microbiana . Microrganismos identificados Referéncia
(n® de amostras) analisados positivas/total
10S (3) (Cufy S. aureus e Alcaligenes
Peritonite (4) Cuff e segmento ol 9/10 Xylosoxidans Marrie et al.
10S + Peritonite (1) ip 2 oling / (Segmento ip) S. aureus, S. epidermidis, (1983)
Auséncia de infecaol (2) Enterobacter sp., Klebsiella sp., Serratia
sp., A. xylosoxidans e C. albicans
10S (4)
Peritonite (6
o erFl) orjtl e‘(t )(5) Segmentos - . S. epidermidis, S. aureus, Dasgupta ef
+
erttonite externo e ip 23 pag Enterobacteriaceae, Pseudomonas al. (1986)
Auséncia de im‘e(;élo1 (5)
Peritonite (13 Dasgupta et
eritonite ( )1 Segmentos Raspagem 20/25 S. aureus, S. epidermidis, Pseudomonas 4 ig 87)
Auséncia de infecao* (12) externo e ip 23 pag e Streptococcus '
(Extensor) Passagem da zaragatoa
Extensor e
Peritonite (7) segmentos (Segmento externo) Raspagem 0/17 Verger et al
. - 1987
Auséncia de infe(;éol (10) externo e ip 3 ( )
(Segmento ip) Escovagem e aspiracao
Peritonite (n.d.)
F— P | Gorman et
Auséncia de infegédo Segmento ip 3 Raspagem 6/6 S. epidermidis
(n.d.) al. (1993)

1 cateter removido por outras causas: transplante renal, mudanca de modalidade dialitica, obstrucdo do cateter e/ou perfuracédo intestinal; 2 extraluminal, 3 intraluminal; ip -

intraperitoneal; n.d. — nao discriminado.
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Tabela 3 - Resultados da recuperacéo e da identificacdo microbiana realizados em cateteres removidos de pacientes em DP (continuacéo)

Causas de remocgao

(n® de amostras)

Seccgdes
analisadas

Metodologia de recuperacao

N¢ de amostras
positivas/total

Microrganismos detetados

Referéncia

Peritonite (4)

Staphylococcus coagulase-negativas, S. aureus,

Auséncia de in fe(;éol Segmento ip 3 Raspagem 26/32 P. aeruginosa, Micrococcus spp., E. faecalis e Gorman et al.
28) E. cloacea (1994)
10S (11) (Cufy Rolling (Cufy S. aureus, P. aeruginosa, C. striatum,
Peritonite (7) Cuffinterno Aspergillus niger e C. albicans
I0S + Peritonite (8) segmentos 27/45 Bay(sltggge)t a
Auséncia de infecaol externo e ip 3 (Segmentos) Aspiragao (Segmentos externo e ip) S. aureus, P.
(19) aeruginosa, C. striatum., Streptococcus viridans,
C. albicans
10S (29) Cuffsinterno e S. aureus, Staphylococcus coagulase-negativas, Rodriguez-
Peritonite (36) intermedio e a Incubacao n.d./ 87 Streptococcus spp., bactérias Gram-negativas o
Auséncia de infecaol extremidade do (n.d.), Candida spp. (2000)
(22) cateter
Staphylococcus coagulase-negativas,
|0S + Peritonite (2) Segmentos 11/17 Micrococcus spp., Corynebacterium spp,, Pihl et al.
Auséncia de infec;élo1 . Incubacéo Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis,
externo e ip (2012)

(15)

Streptococcus sanguinis, Rothia mucilaginosa

1 cateter removido por outras causas: transplante renal, mudanca de modalidade dialitica, obstrucdo do cateter e/ou perfuracédo intestinal; 2 extraluminal; 3 intraluminal; ip -

intraperitoneal; n.d. — nao discriminado.
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1.3.1.3 Métodos de identificacdao dos microrganismos recuperados

Os isolados obtidos dos cateteres (Tabela 3) foram identificados com recurso a métodos
de identificacdo convencionais baseados nas carateristicas fenotipicas das colonias, tais como
tamanho, cor, forma, elevacdo, margem, aspeto da superficie, transparéncia e tipo de reacéo
hemolitica (no caso das colonias crescidas em meio agar sangue); em reacdes bioquimicas,
como por exemplo, os testes da catalase, da oxidase, teste Analtical Profile Index — API - e
meios de cultura seletivos e diferenciais (Marrie ef a/. 1983, Dasgupta ef a/. 1986, Dasgupta ef
al. 1987, Gorman et al/. 1993, Gorman et al. 1994, Bayston et al. 1999, Pihl et al 2012).
Contudo, a identificacdo com base nestes métodos geralmente demora um ou mais dias. Além
disso, sdo testes caros e, por vezes, os resultados podem ser dificeis de interpretar ou
inconclusivos (Croxatto ef a/. 2011).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos varios métodos de biologia molecular para a
identificacdo dos microrganismos tendo por base a informacdo primaria contida no DNA e no
RNA, como a Polymerase Chain Reaction (PCR) e as suas variantes, tais como /nverse PCR,
Multiplex PCR, Nested PCR, Real-Time PCR; a sequenciacao; a hibridacdo com sondas; ou a
analise de perfis de restricdo. Dos estudos efetuados nos cateteres de DP (Tabela 3), apenas um
(Pihl et al. 2012) utilizou métodos moleculares (sequenciacdo do gene 16S rRNA) para a
identificacao definitiva dos microrganismos, apds a avaliacdo dos diferentes tipos de colonias
através de métodos convencionais anteriormente mencionados. Apesar de os métodos
moleculares permitirem a identificacdo mais célere de microrganismos, comparativamente com
0s métodos convencionais, a sua realizacao exige uma equipa altamente especializada e o0 uso
de equipamentos mais caros (Pfaller 2001).

Anhalt e Fenselau et a/. (1975) propuseram pela primeira vez a identificacdo microbiana
com base em perfis de proteinas ribossomais obtidos por Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time- of- Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Sumariamente, este método
recorre a ionizacado e a vaporizacdo de moléculas da amostra, por bombardeamento de fotdes.
As moléculas ionizadas sdo aceleradas e separadas de acordo com a massa/carga, até
chegarem ao detetor, onde séo detetadas e o seu tempo de deslocamento é registado. Num
processador de dados sao gerados espetros de massa Unicos para cada espécie, que sao
comparados com espectros de espécies conhecidas, possibilitando a identificacdo dos
microrganismos (Carbonnelle ef a/. 2011, Croxatto ef a/. 2011). Por exemplo, Seng et a/. (2009)

e van Veen et a/. (2010) descreveram a aplicacdo de MALDI-TOF MS em microbiologia clinica,
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tendo identificando 1660 e 980 isolados clinicos, respetivamente. Estes estudos mostraram
excelentes resultados, tendo sido identificados mais de 95,4% dos isolados (mais de 84,1% a
nivel da espécie e de 5% a nivel do género). A maior parte dos grupos de bactérias, incluindo
Staphylococcus, Enterobacteriaceae, Streptococcus hemolitico e bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras, foram corretamente identificados a nivel da espécie. No entanto, foram descritas
dificuldades na identificacdo ao nivel da espécie de Strepfococcus e bactérias anaerobias.
Adicionalmente, a auséncia e a incorreta identificacao dos restantes isolados foram atribuidas
sobretudo a auséncia de espetros de estirpes de referéncia adequados na base de dados (Seng
et al. 2009, van Veen et a/. 2010). A viabilidade da utilizacao de MALDI-TOF MS também foi
demonstrada para identificacao de fungos, tendo Marklein ef a/. (2009) e Stevenson et a/. (2010)
identificado mais de 92,5% de espécies de leveduras, entre elas Candida, Cryptococcus e
Saccharomyces spp.; Hettick et al (2008a, 2008b) identificado 100% de 12 espécies de
Aspergillus e de Penicifliurm, e Marinach-Patrice et a/. (2009) identificado 92% de 5 espécies de
Fusarium.

Uma das principais vantagens da aplicacao da MALDI-TOF MS consiste na utilizacao de
células intactas, nao sendo normalmente necessario um pré-tratamento da amostra, uma vez
que a presenca de agua e de solventes organicos na matriz promove a lise celular (Croxatto ef a/.
2011, Holland et a/. 1996). Contudo, alguns estudos demonstraram fragilidades do método
quando aplicado diretamente em amostras de sangue, nomeadamente no que diz respeito a
identificacao de S. viridans e das espécies bacterianas de culturas polimicrobianas (La Scola e
Raoult 2009, Szabados et a/. 2011). Apesar destas dificuldades, este método tem ganho cada
vez mais aceitacdo a nivel da identificacdo microbiana clinica gracas a sua capacidade de
identificar uma grande variedade de microrganismos num curto espaco de tempo, com custos
inferiores e maior facilidade de execucao, comparativamente com os métodos convencionais e
moleculares (Giebel et a/. 2010, Croxatto ef a/. 2011, Carbonnelle ef a/. 2011). No entanto, até a
data esta metodologia ndo foi ainda aplicada na identificacdo de microrganismos recuperados de

cateteres de DP.

1.3.2 Evidéncia do biofilme associado ao cateter de dialise peritoneal
Com recurso a microscopia eletronica, as analises efetuadas em cateteres nao
implantados (Gorman ef a/. 1993, Guerra e Silva ef a/. 2011) permitiram mostrar que a sua

superficie apresenta rugosidades e poros. Estas caracteristicas da superficie podem representar
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locais de protecao dos microrganismos contra forcas de cisalhamento exercidas durante as
trocas de solucdes (Gorman et al. 1993, Guerra e Silva et a/. 2011).

No entanto, apos a implantacdo do cateter, as caracteristicas da superficie sao
alteradas. Os estudos de Flessner et a/. (2010) e de Peters ef a/. (2011) mostraram a presenca
de células inflamatorias (macrofagos, células mesoteliais, células T, fibroblastos e células
dendriticas) aderidas a superficie do material de silicone implantado na cavidade peritoneal de
ratinhos. Estes resultados sugerem que a implantacao do cateter na cavidade peritoneal resulta
numa resposta inflamatoria, mesmo antes do inicio do processo dialitico. Adicionalmente, apés a
implantacdo ocorre a deposicao instantanea de proteinas sobre a superficie do cateter (Pihl
2011), possivelmente derivadas do fluido peritoneal (fluido de lubrificacdo da cavidade
peritoneal). As observacdes efetuadas por Guerra e Silva ef al. (2011) e por Pihl et a/. (2012) a
cateteres removidos de pacientes em DP sugerem que, apos o inicio do processo dialitico, as
proteinas derivadas do efluente também contribuem para o revestimento da superficie do
cateter. De acordo com alguns estudos /7 vitro (Gorman et al. 1997, Yanagisawa et al. 2004), o
filme condicionador parece ter influéncia na adesdo de microrganismos a superficie do cateter e
consequentemente na formacao do biofilme microbiano.

Adicionalmente, os resultados das analises dos cateteres removidos de pacientes em DP
sugerem que os biofilmes presentes nos cateteres ndo sdo homogéneos ao longo da superficie e
que estes se podem formar nos diferentes elementos e em ambas as superficies - extra e
intraluminal (Marrie et a/. 1983, Gorman et al. 1994, Dasgupta et a/ 1987, Dasgupta et al.
1986). Em relacdo a morfologia e a espessura dos biofilmes, as observacdes revelaram que
estas podem variar de amostra para amostra (Guerra e Silva ef a/. 2011). Adicionalmente,
comparando a extensdo de superficie coberta por biofilme em cateteres removidos de pacientes
com e sem infecdo, os resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas
(Dasgupta et al/. 1986, Dasgupta et al. 1987, Pihl et a/. 2012). Por outro lado, Verger et al.
(1987) e Pihl et al. (2012), através de MEV e MCVL, respetivamente, verificaram a presenca de
microrganismos aderidos a superficie de cateteres com cultura microbiologica negativa. Estes
resultados sugerem a existéncia de espécies nao cultivaveis ou nao viaveis aderidas ao cateter e,

portanto as analises microbiologica e microscopica sao complementares.
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1.3.3 Composicao microbiolégica do biofilme associado ao cateter de dialise
peritoneal

Em paralelo com a analise microscépica, alguns autores investigaram a componente
microbiolégica dos cateteres de DP (Tabela 3).

Estes estudos (nove na totalidade) (Tabela 3) demonstraram a presenca de
microrganismos em 0% (Verger ef a/. 1987) a 100% (Gorman et al. 1993) dos cateteres de DP
(removidos de pacientes com e sem sinais clinicos de infecao). Apesar de se terem observado
maioritariamente culturas mono-microbianas, foram identificadas populacdes polimicrobianas,
isto &, culturas constituidas por duas ou mais espécies microbianas (Brogden 2002), em 6,8%
(Dasgupta ef al. 1986), 22% (Gorman et al. 1994) e 36% (Pihl et a/ 2012) dos cateteres
analisados.

Como evidenciado na Tabela 3, as bactérias Gram-positivas foram o grupo de
microrganismos predominantemente detetado, seguindo-se as bactérias Gram-negativas e, por
fim, os fungos. Das analises efetuadas aos cateteres, as principais espécies bacterianas isoladas
foram S. epidermidis, em 10% (Marrie et al. 1983) a 100% das amostras (Gorman ef a/. 1993) e
S. aureus, em 6% (Pihl et a/. 2012) a 25% das amostras (Dasgupta ef a/. 1986). Outras bactérias
Gram-positivas foram isoladas, como por exemplo, espécies de Staphylococcus coagulase-
negativas (S. haemolyticus, S. hominis, S. saprophytus, S. simulans e S. warner) e de
Strepfococcus em cateteres removidos de pacientes com e sem sinais clinicos de infecao, e
espécies de Corynebacterium e E. faecalis em cateteres removidos de pacientes sem sinais
clinicos infecao. Em relacéo as bactérias Gram-negativas, os principais microrganismos isolados
foram espécies de Pseudomonas, em 4% (Dasgupta ef a/. 1987) a 7% das amostras (Bayston ef
al. 1999) e espécies da familia Enferobacteriaceae, nomeadamente dos géneros Alebsiella,
Enterobacter e Serratia, em 5% (Dasgupta et a/. 1986) a 10% das amostras (Marrie et a/. 1983).
No entanto, outras bactérias Gram-negativas como por exemplo Alcaligenes xylosoxidans e
Proteus mirabilis, foram recuperadas de segmentos de cateteres, mas apenas dos removidos de
pacientes com infecdo. Em relacdo aos fungos, como se pode constatar na Tabela 3, as
espécies isoladas foram C. albicans, em 2% (Bayston ef a/. 1999) a 10% das amostras (Marrie et
al. 1983) e Aspergillus niger em 2% das amostras (Bayston et a/ 1999), tendo sido isolados
tanto de cateteres removidos de pacientes com e sem sinais clinicos infecao.

Nos estudos em que foi efetuada a analise aos cuffs dos cateteres (Tabela 3), as

espécies maioritariamente isoladas foram S. aureus, em 10% (Marrie et a/ 1983) e 24% das
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amostras (Bayston ef a/. 1999) e P. aeruginosa, em 9% das amostras (Bayston ef a/. 1999),

todas de cateteres removidos de pacientes com infecao.

1.3.4 Relacao entre biofilme associado ao cateter e as infecdes em dialise
peritoneal

Os estudos realizados (Tabela 3) mostram que néo é possivel estabelecer uma relacao
entre a presenca do biofilme nos cateteres e a infecao (peritonite e/ou 10S), uma vez que o
biofilme é observado em pacientes com e sem infecao e nem sempre foi observado biofilme em
cateteres removidos por infecdo. No entanto, é de notar que estes mesmos estudos comportam
falhas que podem representar um entrave na determinacdo desta associacao. A saber, (1) o
numero de estudos é limitado, assim como o numero de amostras analisadas; (2) as populacoes
em estudo sdo heterogéneas relativamente ao periodo de permanéncia em DP, ao tipo de
infecdo manifestada (peritonite e 10S) e as taxas de infecao; e (3) a caracterizacdo detalhada da
populacdo é escassa, nao incluindo dados tais como o protocolo de prevencdo de infecao
adotado, o tipo de solucao de dialise utilizada e a descricao detalhada da terapia com agentes
antimicrobianos (agente, dose, frequéncia, duracédo) (Dasgupta 2002, Li ef a/. 2010). Devido a
estas limitacdes, é necessario realizar estudos mais aprofundados para determinar as causas

das infecdes associadas a DP.

1.3.5 Estratégias de prevencao da formacao de biofilmes em cateteres de
dialise peritoneal
Para o uso da DP foram desenvolvidas recomendacoes técnicas no sentido de prevenir
infecdes. Estas incluem, por exemplo, técnicas de implantacdo e de manuseamento dos
componentes do sistema de dialise, o treino do paciente e os cuidados do orificio de saida
(Dasgupta 2002, Li et a/ 2010, Brum ef a/. 2010). No entanto, estas recomendacdes nao
surgiram especificamente para prevenir a formacao de biofilme.
Contudo, tém sido efetuados alguns estudos no sentido de desenvolver estratégias de
prevencdo da formacao de biofilme em cateteres de DP e que se debrucam sobretudo na
modificacdo do cateter, testando as suas superficies com revestimentos que visam reduzir a

adesao microbiana.
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Um dos revestimentos estudado ¢ a prata. Kubey ef a/. (1995) mostraram que segmentos
externos de cateteres revestidos com prata retém atividade antimicrobiana /n vifro contra S.
aureus, limitando a formacdo de biofilme por um periodo de aproximadamente 10 meses.
Adicionalmente, Dasgupta (1994) usando um modelo animal verificou que o revestimento com
prata reduz significativamente a colonizacédo por S. aureus, comparativamente com os cateteres
nao modificados, apds 6 dias de dialise. Por outro lado, num estudo /7 vivo Fung et al. (1996)
mostraram que o revestimento de prata apresenta caracteristicas de biocompatibilidade
aceitaveis. Porém, apesar de estes estudos sugerirem a capacidade da prata em prevenir a
formacao do biofilme, num estudo em pacientes em DP realizado por Crabtree ef a/. (2003) foi
mostrado que o revestimento do cateter com prata nao reduz as infecdes associadas DP, em
comparacao com cateteres nao modificados-:

Outros dos revestimentos sdo os agentes antimicrobianos. Finelli ef a/ (2002) num
estudo /n7 vivo, verificaram uma reducao na formacao de biofilme de P. aeruginosa em cupdes de
silicone revestidos com hidrogel de ciprofloxacina lipossomal introduzidos na cavidade peritoneal
de ratinhos vs. cupdes de silicone nao revestidos, por um periodo de 7 dias. Por outro lado, em
testes realizados /n vitro, Kim et al. (2002) mostraram que os segmentos de cateteres de DP
revestidos com uma combinacao de clorexidina/triclosano inibem o crescimento de S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e C. albicans por mais de 5 dias e de P. aeruginosa por 1 dia, em
comparacao com cateteres nao revestidos. Adicionalmente, cuffs revestidos com uma
combinacao de clorexidina/triclosano/sulfadiazina de prata inibiram o crescimento de S. aureus
e S. epidermidis por mais de 10 dias e o de E£. coli P. aeruginosa e C. albicans por mais de 5
dias. No mesmo estudo, foram efetuados testes /7 vivo usando cateteres implantados em ratos
contaminados pela via periluminal com S. aureus. Os resultados mostraram que, ao fim de 7
dias, nenhum dos cateteres revestidos apresentaram a superficie intraluminal colonizada, ao
contrario do que se verificou nos cateteres nao revestidos. Por outro lado, Bayston ef a/. (2009)
mostraram num estudo /7 wiro que cateteres de DP revestidos com uma combinacao de
rifampicina/trimetropim/triclosano exibem atividade antimicrobiana por mais de 280 dias,
reduzindo em 99% a viabilidade das bactérias S. epidermidis, S. aureus suscetivel a meticilina, S.
aureus resistente a meticilina e £. coli, comparativamente com os cateteres nao modificados.
Adicionalmente, através de testes de toxicidade realizados em ratos (Kim ef a/. 2002) e ratinhos
(Bayston et a/ 2009) foi observado que os respetivos revestimentos antimicrobianos nao

agravam a resposta inflamatéria do peritoneu. Portanto, os resultados destes estudos (Finelli et
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al. 2002, Kim et al 2002, Bayston et al. 2009) sugerem a aplicabilidade promissora do
revestimento de cateteres com agentes antimicrobianos na prevencao da formacao do biofilme.
A fase seguinte sera testar a formacao de biofilme em cateteres com agentes antimicrobianos

em humanos.

1.4 Objetivos

O principal objetivo do trabalho desenvolvido no dambito desta dissertacdo consistiu na
avaliacdo dos biofilmes microbianos em cateteres de DP removidos de pacientes do Servico de
Nefrologia, do Centro Hospitalar do Porto — Hospital de Santo Antdénio e do Centro Hospitalar de
Vila Nova de Gaia. Os objetivos especificos incluiram: (1) a validacdo de metodologias de
recuperacdo de microrganismos, (2) o isolamento e a (semi-) quantificacdo dos microrganismos
envolvidos nas infecdes associadas a DP (peritonites e 10S), (3) o isolamento e a semi-
quantificacdo de microrganismos associados a extensores e cateteres permanentes de DP, e (4)

a identificacdo dos microrganismos.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Meios de cultura e solucoes

2.1.1 Tryptic Soy Broth

O Tnyptic Soy Broth (TSB) € um meio nutritivo usado como suporte de crescimento de
uma grande variedade de microrganismos como bactérias aerobias, anaerdbias e anaerdbias
facultativas (Diedrich 2007). Adicionalmente, quando enriquecido com sangue (TSB sangue),
este meio permite também o crescimento de microrganismos fastidiosos.

Neste trabalho, o TSB (Liofilchem®) foi preparado com uma concentracao de 30 g/L,
esterilizado a 121°C durante 20 min. O TSB sangue foi preparado a partir de TSB esterilizado ao
qual foi adicionado 7% (v/v) de sangue desfibrinado de carneiro (Probiologica) em condicdes
asséticas. O TSB glucose foi preparado a partir de TSB esterilizado ao qual foi adicionado
glucose (Applichem) a uma concentracéo final de 0,25% (v/v) em condicdes asséticas. O TSB
glicerol foi preparado a partir de TSB esterilizado suplementado com 15% (v/v) de glicerol
(Sigma). O meio nao suplementado foi armazenado a temperatura ambiente e os restantes

preparados antes de cada utilizacao.

2.1.2 Tryptic Soy Agar

O Tnyptic Soy Agar (TSA) é um meio sélido usado para o cultivo e isolamento de uma
grande variedade de microrganismos nao fastidiosos (Chaves 2004). Adicionalmente, quando
enriquecido com sangue (TSA sangue) propicia o crescimento de microrganismos fastidiosos e
permite a visualizacao de reacoes hemoliticas.

Neste trabalho, o TSA (Liofilchem®) foi preparado com uma concentracdo de 40 g/L e
esterilizado a 121°C durante 20 min. Para a preparacdo de TSA sangue, foi utilizado meio
Tryptose Blood Agar Base (Oxoid) a uma concentracdo de 30 g/L. Apos a esterilizacdo (121°C
durante 20 min) e arrefecimento até 45 - 50°C foi adicionado 7% (v/v) de sangue desfibrinado de
carneiro ao meio de cultura, em condicOes asséticas. Apos a preparacdo, estes meios foram

armazenados a 4°C.
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2.1.3 Mannitol Salt Agar

O Mannitol Salt Agar (MSA) é um meio seletivo e diferencial usado para o isolamento e
diferenciacao de bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus (Winn et al. 2006). Este
meio apresenta uma elevada concentracao de NaCl, que resulta na inibicao parcial ou completa
de bactérias nao Staphylococcus, e um indicador de pH, o vermelho de fenol, que permite a
diferenciacdo entre bactérias fermentadoras de manitol (Staphylococcus coagulase positivas) e
ndo fermentadoras de manitol (Staphylococcus coagulase negativas) (Winn et a/. 2006).

O MSA (Liofilchem®) foi preparado com uma concentracdo de 111 g/L, esterilizado a

121°C durante 20 min e armazenado a 4°C.

2.1.4 Eosin Methylene Blue Levine Agar

O Eosin Methylene Blue Levine Agar (EMBA) é um meio ligeiramente seletivo e
diferencial usado para o isolamento e diferenciacdo de bactérias Gram-negativas. Este meio
apresenta na sua composicao os corantes eosina Y e azul de metileno que atuam como
inibidores de crescimento de bactérias Gram-positivas e como indicadores de pH, permitindo a
diferenciacao entre bactérias Gram-negativas fermentadoras e nado fermentadoras de lactose
(Winn et al. 2006).

O EMBA (Liofilchem®) foi preparado a uma concentracdo de 37,5 g/L, esterilizado a

121°C durante 20 min e armazenado a 4°C.

2.1.5 Luria— Bertani Agar

O Luria-Bertani Agar (LBA) é um meio nutritivo comummente utilizado no cultivo e
manutencao de bactérias da familia Enferobacteriaceae, como é o caso da Escherichia coli
(Conway et a/. 2001).

Neste trabalho, o LB Agar (Liofilchem®) foi preparado a uma concentracdo de 35 g/L,

esterilizado durante 20 min e armazenado a 4°C.

2.1.6 Efluente artificial de dialise peritoneal
O efluente artificial de DP (EADP) foi preparado como descrito por Holmes et a/. (1989)
tendo a seguinte composicdo (g/L): 0,133 de CaClp.2H20 (Riedel de Haén); 0,081 de

MgClo.6H20 (Merck); 8 de NaCl (Applichem); 0,128 de KHoPOg4 (Applichem); 0,197 de KCI
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(Pronalab®); 1,32 de ureia (National Diagnostics); 0,083 de creatinina (Sigma); 4,63 de glucose
monohidratada (Liofilchem®). O EADP foi armazenado a temperatura ambiente. Aquando da sua

utilizacao, 1% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco) foi adicionado em condicdes asséticas.

2.1.7 Phosphate Buffered Saline
O Phosphate Buffered Saline (PBS) foi preparado de acordo com a seguinte composicao

(g/L): 8 de NaCl; 0,2 de KCI; 0,2 de KHoPOg: 1,15 de NaH2PO4 (Pronalab). O PBS foi

esterilizado a 121°C durante 20 min e armazenado a temperatura ambiente.

2.1.8 NaCl 0,9%
A solucao de NaCl foi preparada a uma concentracdo de 0,9% (p/v), foi esterilizada a

121°C durante 20 min e armazenada a temperatura ambiente.

2.1.9 Solucao matriz 2,5 - acido dihidroxidobanzoico
A solucdo matriz 2,5-4cido dihidroxidobenzoico (DHB) foi preparada com uma
concentracdo de 75 g/L de 2,54cido dihidroxidobenzoico (Sigma) em etanol

(Sigma)/agua/acetonitrilo (Sigma) [1:1:1] e 0,03% (v/v) de acido trifluoroacético (Sigma).

2.2 Microrganismos

2.2.1 Estirpes de referéncia e isolados clinicos

As estirpes de referéncia S. aureus JKD6008, S. epidermidis 9142 e P. aeruginosa PA14
cedidas pelo Grupo de Biofilmes, |IBB- /nstifute for Biotechnology and Bioengineering, CEB -
Centre of Biological Engineering - University of Minho foram usadas para avaliacdo da
metodologia de recuperacdo de microrganismos em extensores de cateteres de DP (item
2.3.5.1.2). A escolha destas espécies prendeu-se com o facto de se tratar dos trés principais
agentes patogénicos envolvidos em infecdes associadas a cateteres de DP (Luzar 1991, von
Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e Thodis 2001, Fried e Piraino 2009) e serem
formadoras de biofilme (Mack ef a/. 1996, Friedman e Kolter 2004, Archer et a/ 2011).
Adicionalmente, estas estirpes e a estirpe de referéncia £. coli K12, cedida pela Micoteca da

Universidade do Minho, IBB-/nstitute for Biotechnology and Bioengineering, Centre of Biological
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Engineering, foram usadas como controlos nos procedimentos de identificacao microbiana (item
2.3.7).

A estirpe de referéncia £. coli DH-5-a, cedida pela Micoteca da Universidade do Minho,
IBB-/nstifute for Biotechnology and Bioengineering, Centre of Biological Engineering, foi usada
para a calibracdo externa do MALDI-TOF MS.

Os isolados clinicos obtidos no processamento das varias amostras (item 2.3.2) foram

usados para a identificacdo microbiana (item 2.3.7).

2.2.2 Manutencao e armazenamento

As estirpes de referéncia e os isolados clinicos foram mantidos a 4°C, em TSA, durante
um periodo de tempo nao superior a um més.

Para o armazenamento, os microrganismos foram incubados em TSA, a 37°C durante
24 h. De seguida, as colonias foram ressuspensas em TSB glicerol e armazenadas a - 80°C

(Perry 1998).

2.3 Pesquisa de microrganismos aerobios em amostras de dialise peritoneal

2.3.1 Colheita e transporte de amostras

As amostras de DP (6 efluentes, 3 zaragatoas do orificio de saida, 55 extensores e 10
cateteres permanentes) e de HD (13 cateteres venosos centrais) foram obtidas no Servico de
Nefrologia, do Centro Hospitalar do Porto — Hospital de Santo Anténio e no Centro Hospitalar de
Vila Nova de Gaia. A colheita foi realizada de Setembro de 2011 a Marco de 2012 pela equipa
de enfermagem, no caso dos efluentes, zaragatoas do orificio de saida e extensores, e pela
equipa médica, no caso dos cateteres. O nome e as informacdes pessoais dos pacientes foram
ocultados a fim de manter o anonimato.

Os efluentes de DP foram recolhidos de pacientes com peritonite e transportados para o
laboratorio em frascos de 100 mL estéreis ou em frascos de cultura BACTEC™ Plus Aerobic/F
(BD, Becton Dickinson).

As zaragatoas (Copan) foram obtidas de pacientes com I0S e transportadas para o

laboratdrio no respetivo dispositivo de transporte.
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Os extensores foram recolhidos por rotina, os cateteres permanentes de DP e os
cateteres de HD foram recolhidos por indicacao clinica. Estas amostras foram transportadas
para o laboratério em sacos estéreis selados.

O transporte de todas as amostras foi realizado em condicdes de refrigeracao.

2.3.2 Recuperacao dos microrganismos dos diferentes tipos de amostras
A recuperacao dos microrganismos foi realizada em condicdes asséticas, nas primeiras

24 h apos a colheita das amostras.

2.3.2.1 Efluentes de diilise peritoneal

As amostras de efluente de DP recolhidas em frascos foram processadas tendo por base
a metodologia descrita por Li ef a/ (2010), que tem como objetivos aumentar a taxa de
isolamento microbiano e diminuir a presenca de possiveis agentes antimicrobianos na amostra.
A recuperacao consistiu na centrifugacao das amostras durante 10 min a 5372 rpm [centrifuga
Sigma 3-16k (rotor: 19776-H)]. O sobrenadante foi decantado asseticamente, o sedimento foi
ressuspenso em NaCl 0,9% e novamente centrifugado. Este processo foi repetido duas vezes.
Apds a ultima centrifugacédo, o sedimento foi ressuspenso num volume de TSB igual a 10% do
volume inicial da amostra. De seguida, a suspensao celular foi sonicada e processada para
analise quantitativa e qualitativa como descrito no item 2.3.3.

As amostras em frascos de cultura BACTEC™ plus aerobic/F foram processadas
diretamente para a analise qualitativa, uma vez que, apds a colheita, os frascos foram
diretamente incubados, de acordo com o descrito no item 2.3.3. Estes frascos contém meio de
cultura e resinas que neutralizam o efeito de agentes antimicrobianos, aumentando desta forma

a taxa de recuperacao microbiana (Appelbaum 1983).

2.3.2.2 Zaragatoas do orificio de saida
As zaragatoas do orificio de saida foram lavadas em 500 uL de PBS e a suspensao
celular resultante foi sonicada, vortexada e processada para analise semi-quantitativa e

qualitativa de acordo com o descrito no item 2.3.3.
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2.3.2.3 Extensores de cateter de didlise peritoneal

No decorrer da DP, a superficie extraluminal dos extensores estd em contacto com a
flora da pele do paciente. Desta forma, o primeiro passo no processamento consistiu na
descontaminacdo da superficie extraluminal por submersdo do extensor em etanol 70% durante
10 min. Para a remocdo do etanol foi efetuada uma passagem em agua esterilizada e uma
lavagem em agua esterilizada durante 5 min.

Apdés a descontaminacdo, cada extensor foi cortado longitudinalmente. Um dos
segmentos foi utilizado para analise microbioldgica. Esta consistiu na recuperacdo dos
microrganismos aderidos a superficie intraluminal através da raspagem da matéria visivel com
um bisturi. O raspado foi ressuspenso em 500 uL de PBS e a suspenséo resultante foi sonicada,
vortexada e processada para analise semi-quantitativa e qualitativa de acordo com o descrito no

item 2.3.3. O outro segmento foi reservado para posteriores analises complementares.

2.3.2.4 Cateteres permanentes de didlise peritoneal
O processamento dos cateteres permanentes consistiu na analise de quatro elementos
distintos: segmento externo, cuifintermédio, cuffinterno e segmento intraperitoneal (Figura 3),

sempre que aplicavel.

2.3.2.4.1 Segmento externo
0 segmento externo foi processado utilizando a metodologia descrita previamente para

0s extensores (item 2.3.2.3).

2.3.2.4.2 Cuffs

0 isolamento de microrganismos aderidos aos cuffs foi realizado tendo por base a
metodologia descrita por Maki et a/. (1977). Esta consistiu no rofling do cuff para frente e para
tras em TSA sangue, pelo menos 16 vezes, permitindo a analise semi-quantitativa.
Adicionalmente, foi levada a cabo outra abordagem semi-quantitativa que consistiu na sonicacao,
pos-rofling, do cuffem 5 mL de TSB sangue, seguida da andlise qualitativa como descrito no

item 2.3.3.
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2.3.2.4.3 Segmento intraperitoneal

O segmento intraperitoneal dos cateteres foi cortado longitudinalmente. Um dos
segmentos foi utilizado para analise microbioldgica. Esta consistiu na recuperacdo dos
microrganismos aderidos as superficies intra e extraluminal, através da sonicacao do segmento
em 5 mL de TSB sangue, como descrito no item 2.3.3. A suspensao resultante foi processada
para analise semi-quantitativa e qualitativa de acordo com o descrito no item 2.3.3. O outro

segmento foi reservado para posteriores analises complementares.

2.3.3 Isolamento e (semi-) quantificacao dos microrganismos
De uma forma geral, apds a recuperacao, o isolamento e a (semi-) quantificacao dos
microrganismos envolveram a realizacao de trés passos: a sonicacdo, a analise (semi-)

quantitativa e a analise qualitativa.

Sonicacao

Com o objetivo de desagregar o biofilme e homogeneizar as suspensdes resultantes do
processamento das varias amostras (itens 2.3.2.1 - 4), foi realizada a sonicacao. Esta foi
efetuada num banho de ultra-sons (Sonicor) durante 5 min.

O protocolo de sonicacéo foi avaliado no sentido de averiguar se este método afeta a

viabilidade celular dos microrganismos (item 2.3.6).

Analise quantitativa

Para a quantificacdo das unidades formadoras de colonias (UFC) presentes nos
efluentes recolhidos em frascos estéreis (item 2.3.2.1), 100 uL da suspensao, ou das diluicdes

apropriadas em PBS, foram espalhados em TSA sangue.

Analise semi-quantitativa

Para a avaliacdo do numero de UFC recuperadas das zaragatoas (item 2.3.2.2), dos
extensores (item 2.3.2.3) e dos cateteres permanentes de DP (item 2.3.2.4), apds a sonicacao
foram espalhados 100 uL da suspensdo em TSA sangue e sempre que necessario foram

realizadas diluicdes apropriadas em PBS.

Universidade do Minho 47



Capitulo 2 - Materiais e Métodos

Analise qualitativa

Para as zaragatoas (item 2.3.2.2), extensores (item 2.3.2.3) e segmento externo dos
cateteres de DP (item 2.3.2.4.1), o volume restante (apds a analise semi-quantitativa) foi
transferido para 5 mL de TSB. Nestas amostras e nas restantes [efluentes em frascos estéreis
(item 2.3.2.1), cuffs (item 2.3.2.4.2) e segmento intraperitoneal dos cateteres de DP (item
2.3.2.4.3)] foi adicionado 7% (v/v) de sangue desfibrinado de carneiro a suspensdo em TSB.
Estas suspensdes, bem como as amostras de efluente em frascos de cultura BACTEC™ Plus
Aerobic/F (item 2.3.2.1), foram incubadas a 37°C durante 24 h, numa incubadora orbital (N-
BIOTEK) a 120 rpm. Apds o periodo de incubacao, foram espalhados 100 uL de suspensdo em
TSA sangue.

Condicdes de incubacio e analise das coldnias crescidas no meio de cultura

Todas as placas resultantes das diferentes analises acima descritas foram incubadas a
37°C durante 24 a 72 h. Apés o periodo de incubacao foi realizada a quantificacdo das UFC e
analisadas as caracteristicas morfolégicas e o tipo de reacdo hemolitica produzida pelos
microrganismos, sempre que apropriado.

O limite de detecdo do método de analise microbiologica efetuado é de 1 UFC por 1 mL
de efluente, 5 UFC por zaragatoa, 10 UFC por extensor/segmento externo, 1 UFC e 50 UFC por
cuff para o rolling e para a sonicacdo pos-rolling, respetivamente, e de 100 UFC por segmento

intraperitoneal.

2.3.4 Avaliacao de metodologia para a recuperacao de microrganismos em
zaragatoas do orificio de saida

Relativamente as zaragatoas do orificio de saida foi realizada a avaliacdo da metodologia
de recuperacao (item 2.3.2.2), com o objetivo de verificar se a lavagem em PBS permite a
recuperacdao da maior parte dos microrganismos. Para tal, apés a lavagem, foi realizada a
passagem da zaragatoa em TSA sangue. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 a 72 h.

Apds o periodo de incubacao foi realizada a quantificacdo das UFC.
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2.3.5 Avaliacao da metodologia para a recuperaciao de microrganismos em

cateteres de dialise peritoneal

2.3.5.1 Extensor/ segmento externo

Com o objetivo de verificar se a descontaminacao da superficie extraluminal (item
2.3.2.3) permite a eliminacdo dos microrganismos aderidos e que a raspagem (item 2.3.2.3)
permite a recuperacdo de microrganismos de biofilmes formados na superficie intraluminal,

foram realizados dois tipos de ensaios.

2.3.5.1.1 Descontaminacao da superficie extraluminal

Primeiramente foi executada a descontaminacdo da superficie extraluminal do extensor
como descrito no item 2.3.2.3. De seguida, foi efetuado o rolling da superficie extraluminal em
TSA tendo por base a metodologia descrita por Maki ef a/. (1977). As placas foram incubadas a

37°C, durante 24 h a 72 h. Apos o periodo de incubacao foi realizada a quantificacdo das UFC.

2.3.5.1.2 Recuperacao de microrganismos da superficie intraluminal

Ensaios /in vitro

Os ensaios de recuperacao de microrganismos de biofilmes formados /n vitro na
superficie intraluminal dos extensores envolveram quatro etapas: preparacdo das culturas,
condicionamento dos extensores com EADP, contaminacdo /n vifro e recuperacao de
microrganismos intraluminais. Para estes ensaios foram utilizadas as estirpes de referéncia S.

aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Preparacdo das culturas

Inicialmente, cada uma das estirpes foi repicada em TSA e incubada a 37°C durante 24
h. De seguida, foi preparado um pré-indculo em TSB que foi incubado a 37°C durante 18 h,
numa incubadora orbital a 120 rpm. Apo6s o periodo de incubacao, a suspensao celular foi
centrifugada durante 10 min a 9000 rpm, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
decantado, o sedimento foi ressuspenso em NaCl 0,9% e novamente centrifugado. Este processo
foi repetido duas vezes. Apos a ultima centrifugacao, o sedimento resultante foi ressuspenso em
TSB glucose. Desta suspensdo, foram preparadas diluicdes em TSB glucose, a fim de se obter
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concentracdes celulares dentro do intervalo das observadas em biofilmes formados em cateteres
DP ex vivo: 0 a 10° UFC/mL (Bayston et al. 1999) e, portanto, as concentracdes celulares

utilizadas foram 103, 10° e 107 UFC/mL.

Condicionamento dos extensores com EADP

Com o objetivo de se obter um filme condicionador semelhante ao que se forma durante
a DP, os extensores foram condicionados com EADP. Os extensores estéreis foram cortados em
porcdes de 4,5 cm de comprimento e as extremidades foram seladas com seringas de 1 mL
(BD, Becton Dickinson). De seguida, 500 uL de EADP foram introduzidos em cada porcao. Para
garantir a maxima adsorcao de proteinas a superficie intraluminal, as porcdes foram incubadas a
37°C, overnight e sem agitacado, como descrito por Yanagisawa et a/. (2004). Apos o periodo de
condicionamento, o EADP foi removido com o auxilio das seringas. Com o objetivo de remover as
proteinas que nao ficaram adsorvidas a superficie intraluminal, o interior dos extensores foi

lavado uma vez com agua esterilizada.

Contaminacao /n vitro dos extensores

Para a contaminacéo /7 vifro dos extensores, foram introduzidos 500 L das suspensdes
microbianas preparadas nos segmentos condicionados. De seguida, os segmentos foram
incubados a 37°C durante 24 h. Paralelamente foi efetuado um branco com 500 uL de TSB
glucose.

Estes ensaios foram realizados em duas ocasides com uma réplica para cada

concentracao celular.

Recuperacdo do biofilme

Apds o periodo de incubacdo, os sobrenadantes foram removidos com o auxilio das
seringas. Com o objetivo de remover os microrganismos que nao ficaram aderidos a superficie
intraluminal, o interior das porcdes foi lavado uma vez com NaCl 0,9%. De seguida, cada por¢édo
foi processada de acordo com o descrito no item 2.3.2.3 e 2.3.3. De notar que a avaliacdo do
numero de UFC recuperadas neste conjunto de experiéncias controlo foi efetuado pelo método
da gota, adaptado de Herigstad et a/. (2001). Este consistiu na distribuicdo de 5 gotas de 10 pL

de suspensao celular em TSA e escorréncia até a sua completa secagem.
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Os ensaios de recuperacdo do biofilme formado na superficie intraluminal foram

realizados com uma réplica para cada concentracao, em duas ocasides diferentes.

Testes de controlo adicionais

Em paralelo com os ensaios de recuperacdo do biofilme formado na superficie
intraluminal, foram executados dois testes de controlo que permitiram avaliar o crescimento dos
microrganismos nas porcdes dos extensores condicionados e a eficacia da raspagem.

Primeiro, para averiguar se a incubacao afetou a viabilidade microbiana foi realizada a
contagem de UFC nos sobrenadantes removidos, depois de efetuadas as diluicdes apropriadas
em PBS. Estes ensaios foram realizados com uma réplica para cada concentracdo, em duas
ocasioes diferentes.

Segundo, para a avaliacdo da eficacia do método de raspagem (item 2.3.2.3) da
superficie, foi efetuada a sonicacdo dos segmentos raspados em 5 mL de TSB, como descrito no
item 2.3.3. Apds a sonicacdo foram removidos 100 pL da suspensao celular e efetuadas as
diluicbes apropriadas em PBS e respetiva avaliacdo do numero de UFC. O numero de UFC
obtidos por raspagem e por sonicacdo pos-raspagem foi comparado. Estes ensaios foram

realizados com uma réplica para cada concentracao celular, numa unica ocasiao.

Ensaios ex-vivo

Adicionalmente, foram realizados ensaios de recuperacdo de biofilme em segmentos
externos de cateteres HD para a validacao do método utilizado nos extensores e nos segmentos
externos nos cateteres DP. As amostras foram processadas como descrito nos itens 2.3.2.3 e

2.3.3.

2.3.5.2 Cuff
A validacdo do método de recuperacao de microrganismos dos cuifs dos cateteres de DP
foi efetuada com cuffs de cateteres de HD. As amostras foram processadas de acordo com o

descrito nos itens 2.3.2.4.2 e 2.3.3.
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2.3.5.3 Segmento intraperitoneal

A validacao do método de recuperacao de microrganismos do biofilme formado nos
segmentos intraperitoneais dos cateteres de DP foi efetuada com segmentos internos de
cateteres de HD. As amostras foram processadas de acordo com o descrito nos itens 2.3.2.4.3 e

2.3.3.

2.3.6 Avaliacio do efeito da sonicacao na viabilidade celular dos
microrganismos recuperados

Com o objetivo de averiguar se a sonicacao afeta a viabilidade celular dos
microrganismos recuperados a partir das amostras de DP, foi efetuada a comparacao do
numero de UFC recuperadas antes e depois da sonicacado. Estes ensaios foram realizados em
efluentes de DP recolhidos em frasco estéril e em extensores contaminados /n vitro.

Em relacdo aos efluentes de DP (7= 2), foi realizada a recuperacao microbiana de
acordo com o método descrito no item 2.3.2.1. Antes e depois da sonicacao (item 2.3.3) foram
espalhados 100 UL da suspensao celular resultante em TSA sangue. O restante procedimento foi
efetuado de acordo com o descrito no item 2.3.3.

Relativamente aos extensores contaminados /7 vitro, foi removida uma aliquota de 100
uL antes e depois da sonicacdo da suspensdao de bactérias recuperadas dos extensores
contaminados /7 vitro (item 2.3.5.1). A partir dessas aliquotas foram efetuadas as diluicdes
apropriadas em PBS e o numero de UFC foi avaliado. Estes ensaios foram realizados com uma

réplica para cada concentracdo, numa Unica ocasiao.

2.3.7 ldentificacdo dos microrganismos

2.3.7.1 Ildentificacdo com base em meios seletivos e diferenciais

Para a identificacdo presuntiva dos microrganismos recuperados, em cada placa foi
repicada uma colonia representativa de cada um dos diferentes tipos de morfologia e de reacéo
hemolitica para os meios seletivos e diferenciais (MSA e EMBA) e incubada a 37°C durante 24 a
48 h. Apds o periodo de incubacao, foram observados e registados os seguintes parametros:
crescimento, morfologia e capacidade em fermentar manitol ou lactose. Paralelamente as

estirpes de referéncia mencionadas no item 2.2.1 foram usadas como controlos.
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2.3.7.2 ldentificacdao por MALDI-TOF MS

A partir dos microrganismos isolados das amostras, foi efetuada a repicagem de uma
colénia para TSA sangue. Para a calibracao do MALDI-TOF MS foi usada a estirpe £.coli DH-b-a
repicada em LBA. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 h. Apdés o periodo de
incubacao, uma coldnia foi diretamente transferida para uma das posicdes da placa de MALDI-
TOF MS. De seguida, 0,5 uL de solucao matriz DHB foi adicionada e gentilmente misturada com
cada uma das colonias. As amostras foram deixadas a secar a temperatura ambiente, de forma
a cristalizar.

A andlise das amostras foi realizada num sistema Axima LNR (Kratos Analytical,
Shimadzu) equipado com um laser de nitrogénio (337 nm). O intervalo de massa de 2000 a
20000 Da foi registado em modo linear (power 110, /aser repetition rate 20 Hz, 50 profile/ 20
shoi). A identificacdo dos isolados clinicos foi efetuada no software SARAMIS™ (AnagnosTec
mbH).

Para cada isolado e para a £. coli DH-5-a foram efetuadas duas réplicas. Paralelamente

as estirpes de referéncia mencionadas no item 2.2.1 foram usadas como controlos.

2.4 Microscopia

Para avaliar o filme formado na superficie intraluminal dos extensores de DP, foram
efetuadas analises por MEV e por Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X (EDS) em
amostras nas quais nao foram detetados microrganismos pelos métodos microbiolégicos. De
cada amostra, foi usado um segmento que foi deixado a secar a temperatura ambiente. Desse
segmento foram cortadas pequenas porcdes que foram revestidas com ouro por sputerring.
Cada porcao foi observada usando um microscépio eletronico de varrimento (Cambridge
Scientific Instruments, Ltd.) e nas seccOes de interesse foi realizada a analise da composicao
elementar da superficie por EDS (Link eXL I, Oxford Instruments). Dois controlos foram

efetuados e consistiram em extensores estéreis de marcas diferentes (A e B).

2.5 Analise estatistica
Para a avaliacao da eficacia da raspagem e do efeito da sonicacdo na viabilidade celular

foi efetuado o teste estatistico #de Sfudent. Este teste foi realizado com um nivel de confianca de
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95% (two-tailed, p< 0,05). A analise estatistica foi efetuada com recurso ao software GraphPad

Prism® para Windows Vista.
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3 Resultados

3.1 Efeito da sonicacao na viabilidade celular dos microrganismos

O processo de sonicacao foi recorrentemente utilizado para a dispersao de biofilmes e
de suspensdes durante este trabalho. Neste sentido, foi inicialmente efetuada a avaliacao do
efeito das condicdes experimentais utilizadas na viabilidade celular dos microrganismos (item
2.3.6). Primeiro, foi efetuada a comparacao do numero de UFC obtidas antes e depois da
sonicacao utilizando células de biofilimes de S. aureus, de S. epidermidis e de P. aeruginosa,
obtidas apos a raspagem da superficie intraluminal dos extensores contaminados /n vitro (item
2.3.5.1.2). Os resultados indicaram que nao existem diferencas significativas no numero de UFC
obtidas antes e depois da sonicacao para as trés espécies (P> 0,05). Segundo, foi comparado o
numero de UFC recuperadas antes e depois da sonicacdo recorrendo a amostras de efluentes
em frasco estéril (7=2). Neste caso verificou-se que o numero de UFC quantificadas depois da
sonicacdo foi sempre superior ao numero de UFC quantificadas antes da sonicacao.
Globalmente, estes resultados sugerem que o protocolo utilizado nao afeta negativamente a
viabilidade celular dos microrganismos recuperados e podera favorecer a dispersdo de

agregados celulares.

3.2 Validacao das metodologias de recuperacao de microrganismos das

amostras de dialise peritoneal

3.2.1 Zaragatoas do orificio de saida

Para a avaliacao da metodologia de recuperacao dos microrganismos nas zaragatoas do
orificio de saida foram utilizadas duas das amostras previamente analisadas, como descrito em
2.3.2.2. Apos a recuperacdo de microrganismos, a passagem da zaragatoa em meio TSA sangue
indicou a presenca de crescimento microbiano (89 UFC e >300 UFC). Isto sugere que a
metodologia usada nao permite recuperar a totalidade dos microrganismos da zaragatoa. Por
esta razao, e pelo facto de a zaragatoa s6 permitir a amostragem da superficie do orificio de

saida, esta metodologia de recuperacao permite efetuar apenas uma analise semi-quantitativa.
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3.2.2 Extensores e cateteres permanentes de dialise peritoneal

3.2.2.1 Extensor/ Segmento externo

Para a avaliacdo da eficacia da descontaminacdo da superficie extraluminal dos
extensores/ segmentos externos foram utilizados 33 extensores removidos de pacientes em DP,
como descrito em 2.3.5.1.1. Apos a descontaminacao e passagem da superficie externa do
extensor em TSA sangue, apenas foram detetados microrganismos (entre 1 a 10 UFC) em 13
amostras. No entanto, em cinco destas amostras foi observada, em paralelo, uma cultura
intraluminal positiva. Nestes casos, as caracteristicas fenotipicas das colonias recuperadas da
superficie intra e extraluminal diferiram. Deste modo, estes dados sugerem que mesmo quando
a descontaminacao da superficie extraluminal ndo é totalmente eficaz, durante o procedimento

de recuperacao do biofilme intraluminal por raspagem nao ocorre contaminacao cruzada.

Para a avaliacdo da metodologia de recuperacao de microrganismos da superficie
intraluminal (item 2.3.5.1.2) foram utilizados dois procedimentos — recuperacao de biofilme em
extensores contaminados /17 vitro e recuperacao de biofilme em segmentos externos de cateteres
HD.

No primeiro conjunto de ensaios os extensores foram contaminados /7 vifro com
suspensdes celulares contendo o niumero de UFC indicado na Tabela 4. Comparando o numero
de UFC introduzido nos extensores com o numero de UFC presente nos sobrenadantes apos 24
h (Tabela 4) verifica-se que houve crescimento celular, independentemente da densidade celular

inicial.
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Tabela 4 — Numero de UFC do indculo inicial e presente nos sobrenadantes apos incubacao relativo aos
ensaios de recuperacao de biofilme em extensores contaminados /n vitrocom S. aureus, S. epidermidis e

P. aeruginosa

N¢ de UFC inicial do inéculo N¢ de UFC presentes no
Espécie
(Média UFC) sobrenadante (Média UFC)
1,49 x 10° 2,41 x 108
S. aureus
1,44 x 107 2,59 x 108
6,44 x 102 8,78 x 108
S. epidermidis 5,99 x 104 1,71 x 108
7,45 x 106 1,9 x 108
5,88 x 103 1,73 x 109
P. aeruginosa 1,7 x 109 4,16 x 108
1,76 x 107 5,87 x 108

Apds a remocao dos sobrenadantes do interior dos extensores, foi efetuada a
recuperacdo das bactérias aderidas a superficie intraluminal por raspagem. Como se pode
verificar no grafico da Figura 5 foi possivel recuperar microrganismos do biofilme formado na
superficie intraluminal dos extensores, independentemente da espécie e da densidade celular
inicial (Figura 5, colunas brancas). Contudo, o numero de UFC recuperadas por sonicacao do
extensor apos a raspagem (controlo da raspagem) foi semelhante ao observado para a
recuperacao por raspagem (Figura b, colunas cinzentas vs. colunas brancas) (P> 0,05), logo isto

indica que a raspagem nao permite a recuperacao completa das bactérias aderidas.
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Figura 5 - Numero de UFC recuperado por raspagem e por sonicacdo pos-raspagem (controlo da raspagem) dos

extensores contaminados /n vifro com S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa. Os valores exatos do numero de

UFC introduzido encontram-se na Tabela 4. ** Para o extensor contaminado com = 103 UFC de S. aureus néo sio

apresentados resultados devido a ocorréncia de um erro experimental na raspagem.

Adicionalmente, foram realizados ensaios de recuperacdo microbiana nos segmentos
externos de cateteres de HD removidos de pacientes. Dos 8 segmentos externos disponiveis,
foram recuperados microrganismos em 63% através da analise qualitativa e em 38% através da

analise semi-quantitativa.

Deste modo, estas abordagens permitem concluir que a metodologia usada para a

recuperacao microbiana intraluminal nos extensores e nos segmentos externos de DP ¢é valida.

3.2.2.2 Cuff
Para a validacao da metodologia de recuperacao de microrganismos nos cuffs dos

cateteres de DP foram realizados ensaios em cuffs de cateteres HD. Utilizando as duas
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abordagens descritas no item 2.3.2.4.2, foram isolados microrganismos em 82% dos 11 cuifs de
HD analisados através da analise qualitativa e em 73% através da analise semi-quantitativa
(rolling e sonicacao pos-rolling). Para comparacao dos dois métodos de analise semi-quantitativa
utilizados foi construida a Tabela 5. Como se pode verificar, o rolling permitiu a detecdo de
microrganismos em 73% dos cuffs, ao passo que sonicacdo pos-rofling permitiu detetar
microrganismos em apenas 54%. Os resultados obtidos pelos dois métodos foram concordantes
em 82% das amostras.

Tendo em conta que foram recuperados microrganismos, tal indica que as metodologias

utilizadas nos cuffs de cateteres de DP sdo validas.

Tabela 5 — Detecdo de microrganismos nos cuffs de cateteres de HD através de dois métodos de

analise semi-quantitativa (rolling e sonicacéo pos-rolling

Rolling
(N° total de cuffs)
>LD <LD
Sonicaca
onicacao > LD 6 (1] 6
poés—rolling
(N° total de cuffs)
<LD 2 3 3
8 3 11

LD - Limite de detecéo.

Universidade do Minho 59



Capitulo 3 - Resultados

3.2.2.3 Segmento intraperitoneal

Para a validacao da metodologia de recuperacao dos microrganismos dos segmentos
intraperitoneais dos cateteres de DP, foram efetuados ensaios em segmentos internos de
cateteres de HD utilizando o mesmo procedimento (item 2.3.5.3). Dos 13 segmentos analisados
foram detetados microrganismos em 69% pela analise qualitativa e 31% através da analise semi-
quantitativa. Estes resultados indicam que a metodologia usada nos segmentos intraperitoneais

de cateteres de DP é valida.

3.3 Recuperacao de microrganismos das amostras de dialise peritoneal

3.3.1 Efluentes

Nos efluentes processados neste trabalho foram detetados microrganismos através da
analise quantitativa (apenas no caso dos efluentes recolhidos em frascos estéreis) e da analise
qualitativa (para efluentes recolhidos em frascos estéreis e em frascos BACTEC plus aerobic/F).
O tipo de analise, os resultados da recuperacdao microbiana e as espécies identificadas
encontram-se apresentadas na Tabela 6.

Como se pode verificar (Tabela 6), através do método quantitativo obtiveram-se 1
UFC/mL para a amostra 53 e 14 UFC/mL para a amostra 111. Contudo, em todos os efluentes
foram isoladas bactérias, com predominio das Gram-positivas (71%), tendo sido a bactéria S.
aureus a espécie mais comummente identificada (60% das bactérias Gram-positivas). De notar
que em uma das amostras foi identificada uma cultura polimicrobiana constituida por S. aureus
e P. aeruginosa (amostra 48, Tabela 6).

0 método de identificacdo com base nos meios seletivos e diferenciais ndo determina
qual a espécie microbiana, mas fornece uma indicacdo sobre a identidade, ndo sendo no
entanto definitiva dos microrganismos. Assim, neste conjunto de amostras, espécies de .
aureus foram presuntivamente identificadas como Staphylococcus coagulase-positiva e P,
aeruginosa e Providencia retigeri como bactérias Gram-negativas. Contudo, verificou-se que a
bactéria £. faecalis, isolada na amostra 26 (Tabela 6) apresenta caracteristicas fenotipicas
semelhantes as Staphylococcus coagulase-positivas em meio MSA; e que o crescimento da
bactéria S. salivarius, isolada na amostra 53 (Tabela 6) foi inibido em ambos os meios utilizados

(MSA e EMBA).
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Tabela 6 — Resultados da recuperacdo microbiana efetuada nos efluentes de DP

Analise -
Frasco usado para Anilise Identificacdao microbiana por
ID quantitativa
colheita qualitativa?® MALDI-TOF MS
(UFC/mL)
9 Bactec plus aerobic/F n.e. 1 P. rettgeri
26 Bactec plus aerobic/F n.e. 1 E. faecalis
41 Bactec plus aerobic/F n.e. 1 S. aureus
S. aureus
48 Bactec plus aerobic/F n.e. 1
P. aeruginosa
53 Frasco estéril 1 1 S. salivarius
111 Frasco estéril 14 1 S. aureus

ID - Identificacdo da amostra; n.e.- ndo efetuada; @ 1: detecdo de microrganismos.

3.3.2 Zaragatoas do orificio de saida

Em todas as zaragatoas recolhidas de pacientes com |0S foram recuperados
microrganismos (Tabela 7). Como se pode constatar, em todas as amostras a densidade celular
foi superior a 1500 UFC/zaragatoa, tendo no entanto variado consoante a amostra entre 1500 <
UFC/zaragatoa < 15000 (amostra 14, Tabela 7) e > 15000 UFC/ zaragatoa (amostras 8 e 75,
Tabela 7).

No conjunto de espécies identificadas por MALDI-TOF MS, as bactérias Gram-positivas
foram o grupo maioritariamente identificado (67%). Adicionalmente, na amostra 75 (Tabela 7) foi
identificada uma cultura polimicrobiana constituida por £. coli € por uma espécie nao
identificada por MALDI-TOF MS. No entanto, de acordo com os resultados da identificacdo com
base nos meios seletivos, esta podera ser uma bactéria Staphylococcus coagulase-negativa. De
notar que a identificacdo presuntiva das restantes espécies deste grupo, S. auwreus, S.
epidermidis e E. coli sugeriu tratar-se de Staphylococcus coagulase-positiva, Staphylococcus

coagulase-negativa e bactérias Gram-negativa, respetivamente.
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Tabela 7 — Resultados da recuperacdo microbiana efetuada nas zaragatoas do orificio de saida

Anidlise semi-quantitativa Identificacdo microbiana
ID Analise qualitativa®
(UFC/zaragatoa)a por MALDI-TOF MS

8 +++ 1 S. aureus
14 ++ 1 S. epidermidis

et E. coli
75 1

4+ n.i.

ID - Identificacdo da amostra. n.i. — ndo identificado; @ ++: 1500 < UFC/zaragatoa < 15000, +++:15000 < UFC/zaragatoa <

150000; by detecdo de microrganismos.

3.3.3 Extensores

Neste trabalho foram analisados 55 extensores, tendo sido detetados microrganismos
através da analise semi-quantitativa e/ou qualitativa em 34% das amostras. Os resultados
relativos as amostras em que foram detetados microrganismos pelos métodos microbiologicos
podem ser encontrados na Tabela 8. De acordo com estes resultados, a raspagem (analise semi-
quantitativa) permitiu detetar mais de 10 UFC/ extensor em 20% das amostras. A contagem de
UFC foi entre 10 e 300 para a maior parte destas amostras, embora em duas tenha sido
superior a 300 (amostras 49 e 105). Por outro lado, a analise qualitativa foi importante para a
detecdo de microrganismos em 14% das amostras, cuja analise semi-quantitativa se encontrou
abaixo do limite de detecdo. De salientar que dentro deste grupo de amostras estao incluidas as
amostras 104 e 105 (Tabela 8), onde uma das espécies co-isoladas sé foi detetada pela analise
qualitativa.

Como se pode constatar na Tabela 8, do total de microrganismos isolados todas as
espécies identificadas por MALDI-TOF MS (58%) foram bactérias, das quais 33% sdo Gram-
positivas. Dentro das bactérias Gram-positivas identificadas, a S. epidermidis foi a espécie mais
comummente isolada (50%). Por outro lado, no grupo das bactérias Gram-negativas identificadas
por MALDI-TOF MS (correspondente a 25% do total), as mais comuns foram a bactéria P.
aeruginosa e as espécies de Sphingomonas (33% cada). Adicionalmente, em duas amostras foi
identificada mais de uma espécie microbiana: duas bactérias Gram-positivas (amostra 95) e
duas Gram-negativas (amostra 105) (Tabela 8). Contudo, em trés amostras adicionais (49, 85 e
104) foram observadas colénias com morfotipos distintos, mas apenas um dos tipos foi

identificado por MALDI-TOF MS (Tabela 8).
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Os isolados de S. epidermidis (amostras 54, 55 e 95), S. aureus, P. aeruginosa,
Sphingomonas, Delftia acidovorans e Herbaspirillum huttiense apresentaram a resposta tipica
nos meios seletivos e diferenciais. No entanto, os microrganismos identificados por MALDI TOF
MS como M. luteus (amostra 42), S. capitis (amostras 85 e 95) e S. epidermidis (amostra 49)
foram presuntivamente identificados como Staphylococcus coagulase-negativa, Staphylococcus

coagulase-positiva e bactéria Gram-negativa, respetivamente.

Tabela 8 - Resultados da recuperacdo microbiana em extensores de cateteres de DP em que foram

detetados microrganismos pelos métodos microbiolégicos

Analise semi-quantitativa Andlise qualitativa Identificacao microbiana
ID
(UFC/extensor)@ b por MALDI-TOF MS
42 + 1 M. luteus
45 - 1 n.i.
+ 1 S. epidermidis
49
++ 1 n.i.
50 + 1 S. aureus
54 - 1 S. epidermidis
55 - 1 S. epidermidis
59 + 1 D. acidovorans
61 + 1 n.i.
64 - 1 H. huttiense
65 - 1 n.i.
76 + 1 n.i.
S. capitis
85 - 1
n.i.
S. epidermidis
95 - 1

S. capitis

ID - Identificacdo da amostra. n.i. — ndo identificado; @ —: UFC/extensor < 10, +: 10 <UFC/extensor < 300, ++: UFC/extensor >

300, by detecado de microrganismos.
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Tabela 8 - Resultados da recuperacdo microbiana em extensores de cateteres de DP em que foram

detetados microrganismos pelos métodos microbiolégicos (continuacgéo)

Anilise semi-quantitativa Identificacdo microbiana
ID Analise qualitativa
(UFC/extensor) @ por MALDI-TOF MS

98 + 1 Sphingomonas spp.
103 - 1 n.i.

+ 1 n.i.
104

- 1 P. aeruginosa

++ 1 Sphingomonas spp.
105

- 1 P. aeruginosa
110 + 1 n.i.
116 + 1 n.i.

ID - Identificacdo da amostra. n.i. — ndo identificado; @ —: UFC/extensor < 10, +: 10 <UFC/extensor < 300, ++: UFC/extensor >

300, by detecao de microrganismos.

Como se pode verificar na Tabela 8, 10 dos microrganismos isolados dos extensores ndo
foram identificados por MALDI-TOF MS. Os resultados da identificacdo presuntiva destes
microrganismos estdo apresentados na Tabela 9. Tendo por base os meios seletivos e
diferenciais utilizados (MSA e EMBA), em duas amostras (49 e 61) ndo foi possivel obter a
identificacdo presuntiva e nas restantes foram presuntivamente identificadas em igual nimero
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De notar que as espécies co-isoladas nas amostras
85 e 104 e nao identificadas por MALDI-TOF MS foram presuntivamente identificadas como
Staphylococcus e bactéria Gram-negativa, respetivamente. No caso do co-isolado da amostra 49,

0 seu crescimento do isolado ndo identificado foi inibido em ambos os meios utilizados.
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Tabela 9 - Resultados da identificacdo presuntiva dos microrganismos recuperados a partir dos

extensores de DP e nao identificados por MALDI- TOF MS

Crescimento/ cor da colénia/ cor do meio em torno da

Reacéo L Identificacio
ID colonia
hemolitica® Presuntiva
MSAP EMBAS®
Staphylococcus
45 r bom/ amarela/ amarelo inibido/ n.a./ n.a.
coagulase-positiva
49 r inibido/ n.a./ n.a. inibido/ n.a./ n.a. n.i.
parcialmente inibido/ n.a./
61 A parcialmente inibido/ n.a./ n.a. n.i.
n.a.
parcialmente inibido/ n.a./ Staphylococcus
65 r bom/ rosa/ rosa
n.a. coagulase-negativa
76 r parcialmente inibido/ n.a./ n.a. bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
85 r bom/ amarela/ rosa inibido/ n.a./ n.a. Staphylococcus
103 r parcialmente inibido/ n.a./ n.a. bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
104 r parcialmente inibido/ n.a./ n.a. bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
110 A inibido/ n.a./ n.a. bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
parcialmente inibido/ n.a./
116 A bom/ amarela/rosa Staphylococcus
n.a.

ID - Identificacdo da amostra; n.i. - ndo identificado; n.a. — nao aplicavel; para as estirpes de referéncia: @ resposta de reacéo

hemolitica: S. aureus - B; S. epidermidis - y; P. aeruginosa - B.; E. coli - a ; b resposta em MSA (crescimento/ cor da coldnia/ cor
do meio em torno da colonia): S. aureus - bom/ amarela/ amarelo; S. epidermidis - bom/ rosa/ rosa; P. aeruginosa - inibido/

n.a. / n.a.; £ coli- inibido/ n.a./ n.a.; ¢ resposta em EMBA (crescimento/ cor da colénia/ cor do meio em torno da colénia): S.
aureus - parcialmente inibido/ n.a./ n.a.; S. epidermidis - parcialmente inibido/ n.a./ n.a.; P. aeruginosa- bom/ purpura / n.a.; £.
coli- bom/ verde metalico/ n.a.

3.3.4 Cateteres permanentes

Em todos os cateteres permanentes de DP analisados foram recuperados
microrganismos em pelo menos um dos segmentos analisados (Tabela 10). Na Tabela 10 estédo
apresentados, para cada um dos elementos do cateter, os resultados da recuperacao microbiana
e a identificacao das espécies isoladas.

Relativamente aos segmentos externos em que foi efetuada a analise semi-quantitativa,
por raspagem, obtiveram-se em 28% entre 10 a 300 UFC/segmento, em 28% entre 300 a 3000
UFC/segmento e em 14% mais de 3000 UFC/segmento. Por outro lado, o0 método qualitativo

permitiu a observacdo de culturas positivas em 86% destas amostras. Nos cuifs intermédios e
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internos, através de pelo menos um dos meétodos semi-quantitativos utilizados (ro/ling e/ou
sonicacao pds-rolling foram observadas culturas acima do limite de detecao em 58% dos cufs.
Especificamente, através do método de rofling observou-se uma densidade celular entre 1 <
UFC/cuff < 300 em 43% das amostras e mais de 300 em 28%. Por outro lado, utilizando a
sonicacdo pos-rolling obtiveram-se 50 < UFC/cuff < 15000 em 29% das amostras e mais de
15000 em 14% das amostras. O método qualitativo permitiu a detecdo de microrganismos em
63% da totalidade das amostras (Tabela 10). Finalmente, em 28% dos segmentos
intraperitoneais foram detetadas UFC por segmento no intervalo entre 100 a 30000. A analise
qualitativa permitiu a detecdo de microrganismos em 70% destas amostras. De salientar que,
para as amostras analisadas pelos métodos semi-quantitativo e qualitativo, a analise qualitativa
permitiu a detecdo de microrganismos em 28% dos segmentos externos, 10% dos cuffs e 85%
dos segmentos intraperitoneais cuja analise semi-quantitativa se encontrava abaixo do limite de
detecdo. Neste grupo estdo incluidas a amostra 105 (segmento externo), amostra 116 (cuff
intermédio) e amostra 57 (segmento intraperitoneal) nas quais uma das espécies co-isolada nao
foi isolada pelos métodos semi-quantitativos.

Como se pode verificar na Tabela 10, todos os isolados identificados por MALDI-TOF MS
foram bactérias, dos quais 75% correspondem a Gram-positivas. Dentro das bactérias Gram-
positivas identificadas, S. epidermidis foi a espécie maioritariamente detetada (57%), seguida das
espécies de Corynebacterium (14%), S. haemol/ticus e S. caprae/ S. capitis (9% cada espécie) e
das bactérias M. luteus e S. hominis (5% cada espécie). De notar que em todos os elementos a
bactéria S. epidermidis foi a espécie predominantemente identificada (40% dos segmentos
externos, 33% dos cuffs intermédios, 20% dos cuffs internos e 30% dos segmentos
intraperitoneais). Dentro das bactérias Gram-negativas identificadas por MALDI-TOF MS (que
representam 25% dos isolados identificados), foram detetadas 71% de bactérias da espécie P.
aeruginosa e 29% de Sphingomonas. Analisando cada elemento, P. aeruginosa foi a bactéria
Gram-negativa maioritariamente identificada (20% dos segmentos externos, 22% dos cuffs
intermédios e 10% dos cuffs internos).

Os isolados de S. epidermidis, S. haemolitycus (amostra 39), S. caprae/ S. capitis
(amostra 57), S. hominis, P. aeruginosa e Sphingomonas apresentaram a resposta tipica nos
meios seletivos e diferenciais. No entanto, a bactéria M. /uteus (amostra 29) foi presuntivamente
identificada como Staphylococcus e as bactérias S. haemolitycus (amostra 57), Corynebacterium

(amostra 58) e S. caprae/ S. capitis (amostra 105) como Staphylococcus coagulase-positivas.
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Tabela 10 - Resultados da recuperacdo microbiana efetuada em cateteres permanentes de DP

Segmento externo

Cuffintermédio

Cuffinterno

Segmento intraperitoneal

Identificacao

Analise semi-quantitativa

Identificacao

Analise semi-quantitativa

Identificacao

Identificacao

D Anilise semi- Anilise “crobi Analise “crobi Analise “crobi Anélise semi- Analise ‘crobi
quantitativa  qualitativa T C'OPiana ) Sonicagio  qualitativa "' oPiana ] Sonicagio  qualitativa " O 0 " quantitativa  qualitativa " OO0 202
por MALDI- Rolling . . por MALDI- Rolling . - por MALDI- por MALDI-
(UFC/seg )a b pos-rolling b pos-rolling b (UFC/seg )e b
: TOF MS (UFC/ cuff® (UFC/ cuff® TOF MS (UFC/ cumf® (UFC/ curf® TOF MS : TOF MS
cul cul
gof n.e. 1 n.i. ++ n.e. 1 S. epidermidis - n.e. 0 n.e. n.e. 0 n.e.
21f n.e. 1 S. epidermidis - n.e. 0 n.e. - n.e. 0 n.e. n.e. 0 n.e.
29f n.e. 0 n.e. a.c. a.c. n.e. n.e. - n.e. 1 M. luteus n.e. 0 n.e.
39 +++ 1 S. haemolyticus - - 0 n.e. - - 0 n.e. - 1 S. epidermidis
40f ++ 1 S. epidermidis ++ n.e. 1 S. epidermidis ++ n.e. 1 S. epidermidis - 1 S. epidermidis
+ P. aeruginosa
R, : § caprac/ . 1 i
57 - 1 S. epidermidis ++ * 1 S. epidermidls 1 . capits
S.
+ ++ + S. epidermidis - 1 n.i
haemolyticus PHICITINGE
. Sphingomonas c - + n.i. C bact
spp. orynebacte- orynebacte-
58 1 b . v 1 ” . 1 — - 1 "
. ni 1itm spp. . Corynebacte- 1ium spp
o 1iUm spp.
+ P. aeruginosa p
90 + 1 n.i. + - 1 | + + 1 P. aeruginosa - 1 S. hominis
_ aeruginosa
+ S. epidermidis s
Sphingomonas
+ 1 S. caprae,
105 Spp. - - 0 n.e. - - 0 n.e. + 1 P ) /
. S. capitis
- 1 P. aeruginosa
1 . + n.i. n.i.
+ - n.i. _—
116 - 0 n.e. + - 1 n.i. - 1 S. epidermidis
- - 1 n.i. + n.i. n.i.

ID - Identificacdo da amostra; seg. — segmento; n.e. — ndo efetuado; n.i. — ndo identificado; a.c. — auséncia do cuff; @ —i< 10 UFC/segmento, +: 10 < UFC/segmento <300, ++: 300 < UFC/segmento < 3000, +++ UFC/segmento > 3000; by, detecéo de
microrganismos, 0: sem detecdo de microrganismos; ¢ —: UFC/cuf& 1, +: 1 < UFC/cuff <300, ++: UFC/cuff> 300; d_. UFC/ cuff< 50, +: 50 < UFC/cuff<15000, ++: UFC/segmento > 15 000; € —: UFC/segmento < 100, +: 100 < UFC/segmento
<30000, ++: UFC/segmento > 30000; famostras analisadas numa fase experimental inicial em que apenas foi efetuado o rolling dos cuffs e a andlise qualitativa dos diferentes elementos do cateter.
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A partir da Tabela 10 pode-se verificar também que em 80% das amostras cujos isolados
foram todos identificados (amostras 21, 29, 39, 40 e 105), foi detetada uma cultura mono-
microbiana em cada um dos elementos colonizados (amostras 21, 29, 39 e 40). Destes
cateteres, em apenas um (amostra 40) foi identificada a mesma espécie bacteriana em todos os
elementos. Em duas amostras de segmento externo (amostras 90 e 105) foram observadas
culturas polimicrobianas, uma constituida por P. aeruginosa, S. epidermidis e por outra espécie
ndo identificada por MALDI-TOF MS e a outra por P. aeruginosa e Sphingomonas. Em relacao
aos cuffs, foram observadas culturas polimicrobianas em duas amostras (amostra 57 - cuff
intermédio e interno), uma constituida por P. aeruginosa, S. epidermidis e S. haemolyticus e a
outra por S. caprae/ S. capitis e S. epidermidis (Tabela 10). No segmento externo e cuffinterno
da amostra 58 e no cuff interno, cuff intermédio e segmento intraperitoneal da amostra 116
foram observadas colonias com morfotipos distintos. No entanto, apenas um tipo de cada
amostra foi identificado por MALDI-TOF MS, & excecao dos isolados dos cuffs da amostra 116
para 0s quais ndo foi obtida identificacdo por MALDI-TOF MS.

Como se pode verificar na Tabela 10, ndo foi possivel obter a identificacdo de 13
isolados. Assim sendo, na Tabela 11 encontram-se os resultados da sua identificacdo presuntiva.
Como se pode constatar, é possivel que a cultura observada no cuffinterno da amostra 116 seja
polimicrobiana dado que foram presuntivamente identificadas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. E ainda possivel que a cultura observada no cuff intermédio (amostra 116) seja
constituida por duas espécies de bactérias Gram-positivas, uma vez que foram presuntivamente
identificadas Staphylococcus coagulase-negativa e positiva. Em relacdo aos isolados n&o
identificados do segmento externo e do cuffinterno da amostra 58 e do segmento intraperitoneal
da amostra 116, os resultados da identificacdo presuntiva ndo permitem concluir se estes

pertencem ou ndo a mesma espécie dos isolados identificados.
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Tabela 11 - Resultados da identificacdo presuntiva dos microrganismos recuperados a partir dos

cateteres permanentes e nao identificados por MALDI- TOF MS

Elemento Reacdo Crescimento/ cor da colénia/
ID do hemolitica cor do meio em torno da colénia Identificacdo Presuntiva
cateter a MSAP EMBAS
segmento Staphylococcus coagulase-
20 % bom/ rosa/ rosa inibido/ n.a./ n.a.
externo negativa
Y inibido/ n.a./ n.a. inibido/ n.a./ n.a. n.i.
segmento
57 _ 8 bom/ amarela/ parcialmente inibido/ Staphylococcus coagulase-
Ip
amarelo n.a./ n.a. positiva
segmento
Y inibido/ n.a./ n.a. bom/ sem cor/ n.a. Bactéria Gram-negativa
externo
58 cuff 8 bom/ amarela/ parcialmente inibido/ Staphylococcus coagulase-
interno amarelo n.a./ n.a. positiva
segmento bom/ amarela/ parcialmente inibido/
90 % Staphylococcus
externo amarelo n.a./ n.a.
bom/ parcialmente inibido/ Staphylococcus coagulase-
Y
cuff amarela/amarelo n.a./ n.a. positiva
intermédio Staphylococcus coagulase-
Y bom/ rosa/ rosa inibido/ n.a./ n.a.
negativa
Y parcialmente inibido bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
cuff parcialmente inibido/ Staphylococcus coagulase-
116 Y bom/ rosa/ rosa
interno n.a./ n.a. negativa
Y parcialmente inibido bom/ purpura/ n.a. Bactéria Gram-negativa
parcialmente inibido/
Y bom/ amarela/rosa Staphylococcus
segmento n.a./ na.
ip parcialmente parcialmente inibido/
Y n.i.

inibido/ n.a./ n.a.

n.a./ n.a.

ID - Identificacdo da amostra; n.i. - ndo identificado; n.a. — nao aplicavel; para as estirpes de referéncia: @ resposta de reacéo

hemolitica: S. aureus - B; S. epidermidis - y; P. aeruginosa - B.; E. coli - a;

b resposta em MSA (crescimento/ cor da coldnia/ cor

do meio em torno da colonia): S. aureus - bom/ amarela/ amarelo; S. epidermidis - bom/ rosa/ rosa; P. aeruginosa - inibido/ n.a.

/ n.a.; £ coli- inibido/ n.a./ n.a.; ¢ resposta em EMBA (crescimento/ cor da colénia/ cor do meio em torno da colénia): S. aureus
- parcialmente inibido/ n.a./ n.a.; S. epidermidis - parcialmente inibido/ n.a./ n.a.; P. aeruginosa - bom/ purpura / n.a.; £. coli-

bom/ verde metalico/ n.a.
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A semelhanca do que foi efetuado para os cuffs de cateteres de HD, foi realizada a
comparacao dos meétodos semi-quantitativos (rolling e sonicacao pos-rolling. Tal como foi
observado nas amostras de HD, a percentagem de cuffs a partir dos quais foram isolados

microrganismos por o rolling (67%) foi superior a percentagem obtida por sonicacdo (33%).

Tabela 12- Detecdo de microrganismos nos cuffs de cateteres de DP através de dois métodos de analise

semi-quantitativa (rofling e sonicacao pos-rofling)

Rolling
(N° total de cuffs)

>LD <LD
Sonicacdo >LD 4 0 a
pos-rolling
(N° total de cuffs)
<LD 4 4 8
8 4 122

LD - Limite de detecao; @ niimero total de cuffs nos quais foram efetuados ambos os métodos de analise semi-quantitativa.

3.4 Analise por Microscopia Eletronica de Varrimento e por Espectroscopia

de Energia Dispersiva de raios-X

Como nos extensores de DP a percentagem de recuperacao de microrganismos foi
reduzida em comparacdo com a observada nos cateteres de DP (item 3.3.3 vs. 3.3.4), foi
efetuado um estudo preliminar que envolveu a analise por MEV e por EDS da superficie de duas
amostras de extensores nas quais ndo foram detetados microrganismos e que foram
selecionadas aleatoriamente.

Na Figura 6 estdo apresentadas as imagens obtidas por MEV e os espetros relativos a
analise da composicao elementar por EDS da superficie intraluminal dos controlos (extensores
nao usados). As observacdes efetuadas mostraram a superficie dos extensores (Figura 6A e 6B),

revelando a presenca de estrias numa das amostras (Figura 6A). Adicionalmente, os espetros
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obtidos por EDS (Figura 6C e 6D) revelaram a presenca de carbono, oxigénio e silicio (elementos

constituintes do silicone).
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Figura 6 — Imagens de MEV representativas da superficie intraluminal da marca A (A) e da marca B (B) e

respetiva composicdo elementar (C) e (D) analisada por EDS. O ouro detetado nas amostras corresponde ao

revestimento usado para analise. yy: 0 - 4 x 103 counts.

Relativamente a analise dos extensores removidos de pacientes, as imagens da
superficie intraluminal adquiridas por MEV, e os respetivos espetros obtidos por EDS estéo
apresentados na Figura 7. Como se pode observar, a superficie de ambas as amostras revela a
presenca de um filme amorfo e homogéneo (Figuras 7A e 7B). No entanto, para ampliacdes
inferiores a 100 um nao foi possivel distinguir microrganismos na superficie das seccdes
analisadas (dados nao mostrados). Em relacdo aos espetros obtidos da analise por EDS (Figuras

7C e 7D), estes revelaram a presenca de carbono, oxigénio, silicio, cloro e calcio.
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4 Discussao

O trabalho desenvolvido no ambito desta dissertacdo teve como objetivo principal a
investigacao de biofilmes microbianos em cateteres de DP, com recurso a métodos de cultura

microbioldgica e de identificacao microbiana.

Como evidenciado no Capitulo 1 (Tabela 3) sao varios os métodos utilizados para a
recuperacdo de microrganismos dos extensores e diferentes elementos dos cateteres de DP,
embora nao seja claro qual o método mais indicado. Consequentemente, neste trabalho a
selecdo dos métodos utilizados baseou-se essencialmente nos previamente descritos e nos
utilizados em cateteres de HD. Estudos anteriores que envolveram a analise microbiologica em
cateteres de DP (Tabela 3) expressam os seus resultados em temos qualitativos e, em alguns
casos, em termos quantitativos, isto €, é indicado o nimero de microrganismos cultivaveis
identificados. No entanto, é notar que em apenas um destes estudos (Tabela 3) foi avaliada a
metodologia de recuperacao, utilizando cateteres contaminados /n7 vifro, tendo sido sugerido que
0 método utilizado (escovagem) é semi-quantitativo (Verger ef a/ 1987). Desta forma, pareceu
relevante efetuar a avaliacao dos métodos selecionados em termos da sua capacidade de detetar
e recuperar 0s microrganismos. Para tal, procedeu-se a execucao desses métodos em cateteres
contaminados /n vitro e em cateteres de HD removidos de pacientes, onde a presenca de
biofilme é amplamente reconhecida (Marcus ef a/. 2008). Para a avaliacdo da descontaminacao
da superficie extraluminal dos cateteres foram usados extensores de DP removidos de pacientes.

Neste estudo foi mostrado que as diferentes metodologias de recuperacdo microbiana -
raspagem, rolling e sonicacdo - sdo validas para a semi-quantificacdo e detecao de
microrganismos em cateteres (item 3.2.2).

Primeiro, em relacdo aos extensores e segmentos externos, como a sua superficie
extraluminal esta em contacto com a flora da pele (Figura 2), podendo representar uma fonte de
contaminacao, considerou-se necessario efetuar um passo de descontaminacédo. Neste caso
especifico foi observado que o método utilizado é eficaz na eliminacdo de microrganismos
cultivaveis em mais de 80% das amostras (item 3.2.2.1). Apesar de estes resultados
inviabilizarem a recuperacao do biofilme intraluminal por metodologias como por exemplo a
sonicacdo, foi mostrado que esta pode ser efetuada por raspagem. De facto, a passagem

consecutiva de um bisturi pela superficie intraluminal minimiza o contacto com a superficie
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extraluminal e, com um operador treinado, limita a contaminacdo com microrganismos que
eventualmente permanecam na superficie extraluminal (item 3.2.2.1). Por outro lado, foi
também mostrado neste trabalho que a recuperacdo de microrganismos da superficie
intraluminal por raspagem é um meétodo semi-quantitativo, dado que ndo permite recuperar a
totalidade dos microrganismos, como demonstrado nos ensaios de recuperacdo efetuados em
extensores contaminados /7 vifro (Figura 5).

Relativamente a analise dos cuffs (Figura 2), foram realizados dois métodos de analise
semi-quantitativa, o rolling e a sonicacao pos-roliing (item 3.2.2.2), que tém sido testados em
segmentos internos de cateteres de HD (Sherertz ef a/. 1997, Slobbe et al. 2009). No presente
trabalho, a combinacao dos dois métodos semi-quantitativos permitiu a recuperacao de
microrganismos em 73% das amostras de HD analisadas (Tabela 5). Comparando os métodos
entre si verificou-se que o rolling permitiu a detecdo de microrganismos em todos os cuffs em
que foram observadas culturas positivas, ao passo que a sonicacdo pds-roflling permitiu isolar
microrganismos em 80% das amostras (item 3.2.2.2). Especificando os métodos semi-
quantitativos, de acordo com Sherertz ef a/. (1997) e Slobbe ef a/ (2009), numa analise
realizada em cateteres de HD, o rolling efetuado como primeira técnica parece reduzir a
sensibilidade de detecdo de uma cultura positiva por sonicacdo pos-roflling. No entanto, o limite
de detecdo da sonicacdo pos-rofling (50 UFC/cuff é superior ao do rofling (1 UFC/cufy.
Portanto, como ainda nao existe consenso na literatura sobre o método mais indicado para a
analise dos cuffs, foram mantidos os dois métodos semi-quantitativos.

Em relacdao a analise dos segmentos intraperitoneais, sao varios os métodos utilizados
em estudos anteriores para a sua analise, sendo a raspagem o mais comum (Tabela 3). Tendo
em conta que o segmento intraperitoneal apresenta furos laterais (Figura 2), deixa de ser
relevante efetuar a recuperacdo de microrganismos da superficie extra e intraluminal
separadamente. A recuperacao por sonicacao, que tem sido usada em varios estudos com
cateteres de HD (Raad ef a/. 1993, Sherertz ef al. 1997, Raad et a/. 2007, Slobbe et a/. 2009), é
um meétodo que permite a recuperacao simultdnea dos microrganismos aderidos a ambas as
superficies. Neste trabalho a sonicacdo foi efetuada pela primeira vez nos segmentos
intraperitoneais de cateteres de DP. Através da sonicacao dos segmentos internos de HD foi
possivel verificar que este método permite recuperar microrganismos das superficies dos

cateteres (item 3.2.2.3).
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Paralelamente a analise semi-quantitativa, que permite obter uma estimativa da
densidade celular (Bonkat ef a/. 2011), foi efetuada a analise qualitativa com o objetivo de
detetar culturas positivas em amostras cuja analise semi-quantitativa se encontre abaixo do
limite de detecao do respetivo método. Assim sendo, nos diferentes elementos de cateter de HD
analisados foi verificado que o método qualitativo permite a detecdo de culturas positivas num
maior numero de amostras comparativamente com os métodos semi-quantitativos (itens 3.2.2.1
- 3.2.2.3). Deste modo, o método qualitativo confere maior sensibilidade ao método
microbioldgico e, por isso, foi mantido na analise de cateteres de DP.

Como revisto no Capitulo 1 (item 1.3.1.3), os métodos com base em meios seletivos e
diferenciais foram usados em estudos anteriores para a identificacdo de microrganismos
recuperados de cateteres de DP. Contudo, nos casos dos microrganismos recuperados das
amostras analisadas neste trabalho, é necessario notar que os meios usados (MSA e EMBA)
nem sempre forneceram informacdes concretas quanto a identificacdo das espécies isoladas,
isto &, apenas indicaram se os microrganismos eram Staphylococcus coagulase-positivos ou —
negativos ou bactérias Gram-negativas fermentadoras ou ndo fermentadoras de lactose.
Adicionalmente, em alguns isolados foram obtidas informacdes incorretas quanto a sua
identificacao presuntiva. Por exemplo, espécies de Staphylococcus coagulase-negativas como S.
capitis (amostras 85 e 95) (Tabela 8) e S. haemolyticus (amostras 39 e 57) (Tabela 10) foram
presuntivamente identificadas como Staphylococcus coagulase-positivas, o que foi também
descrito por outros autores (Merlino et a/ 2000, Shittu ef a/ 2006). Portanto, torna-se
necessario recorrer a métodos que fornecam a identificacdo definitiva das espécies isoladas.
Neste caso especifico, foi usado MALDI-TOF MS, método nunca antes usado na identificacdo de
microrganismos recuperados de cateteres de DP. Este método permitiu a identificacdo de 8%
dos isolados de extensores ao nivel do género (1 género) e 50% ao nivel da espécie (7 espécies)
(Tabela 8); 17% dos isolados de cateteres permanentes ao nivel do género (3 géneros) e 51% ao
nivel da espécie (4 espécies) (Tabela 10); 100% dos isolados de efluente ao nivel da espécie (5
espécies) (Tabela 6); e 75% dos isolados do orificio de saida ao nivel da espécie (3 espécies)

(Tabela 7).
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Uma vez mostrado que os métodos de recuperacao microbiana sao validos, estes foram
aplicados para a analise microbioldgica dos extensores e dos diferentes elementos dos cateteres

de DP recolhidos na populacao em estudo.

Em relacdo aos extensores (item 3.3.3), que foram removidos por rotina, 34%
apresentaram culturas positivas na superficie intraluminal. No entanto, ¢ de notar que a
densidade celular observada nestes segmentos foi sempre inferior a 3000 UCF (Tabela 8). Até a
data, Verger et a/. (1987) foram os Unicos autores a investigar biofilmes em extensores de DP,
ndo tendo detetado culturas microbianas positivas em nenhuma das amostras. Esta diferenca de
resultados pode estar associada ao facto de o nimero de amostras processadas em ambos 0s
trabalhos ser muito diferente [55 neste trabalho vs. 17 (Verger ef a/. 1987)] e as diferentes
metodologias de recuperacdo microbiana utilizadas.

Com base nos resultados da identificacdo dos microrganismos isolados dos extensores,
¢ possivel verificar que a maioria das amostras apresentou culturas mono-microbianas. As
bactérias Gram-positivas foram as predominantemente identificadas, sendo S. epidermidis a
espécie mais frequentemente identificada (Tabela 8). Das bactérias Gram-negativas, as espécies
predominantemente identificadas foram P. aeruginosa e as do género de Sphingomonas (Tabela
8). No entanto, uma elevada percentagem de isolados nao foi identificada por MALDI-TOF MS
neste grupo de amostras (42%). Com base nos meios seletivos e diferenciais usados, 40% destes
microrganismos foram presuntivamente identificados como Staphylococcus, 40% como bactérias
Gram-negativas e 20% nao foram identificados (Tabela 9). Tendo em conta as amostras cujos
isolados foram identificados definitivamente, foram observadas culturas polimicrobianas
constituidas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em duas amostras (Tabela 8). Por
outro lado, cruzando os resultados da identificacdo por MALDI-TOF MS (Tabela 8) com os
resultados da identificacdo presuntiva (Tabela 9), existe a possibilidade de haver uma amostra
colonizada por espécies diferentes (amostra 49), dado que um dos isolados foi identificado como
S. epidermidis e o outro ndo cresceu em nenhum dos meios seletivos e diferenciais usados para
a identificacdo presuntiva (MSA e EMBA).

Analisando os resultados da analise microbiolégica de cateteres de DP efetuada em
estudos anteriores (Tabela 3), as bactérias Staphylococcus coagulase-negativas, S. aureus e P.
aeruginosa fazem parte do conjunto de espécies geralmente isoladas, o que explica o facto de

terem sido identificadas no conjunto de amostras analisadas neste trabalho. Em casos mais
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esporadicos também foram identificadas espécies de Micrococcus em amostras de cateteres
(Gorman et al. 1994, Pihl et a/. 2012), tal como foi observado neste trabalho. Em relacao as
bactérias Gram-negativas Sphingomonas, D. acidovorans, H. huttiense identificadas neste
estudo, nao se conhecem registos de casos em que estas tenham sido isoladas a partir de
cateteres de DP. No entanto, estdo documentados casos na literatura relativos a detecdo de S.
paucimobilis (Dervisoglu et al. 2008, Tambawala ef a/ 2011) e de D. acidovorans, também
designada por Comamonas acidovorans (Lopez-Menchero ef a/. 1998, Schoenmaeckers et al.
2011, Song et al. 2011) em efluentes de DP recolhidos de pacientes com peritonite e em
zaragatoas do orificio de saida de pacientes com |0S. Isto sugere que estas espécies também
sdo agentes patogénicos responsaveis pelas infecbes em pacientes em DP, embora em
situacées menos frequentes.

Como referido, a incidéncia de biofilme microbiano neste grupo de amostras foi
reduzida. Contudo, a presenca de matéria amorfa nos extensores foi frequentemente visivel (ndo
mostrado). No sentido de obter uma melhor caracterizacdo destes biofiimes foi realizado um
estudo preliminar no qual foi efetuada a analise por MEV e por EDS da superficie intraluminal de
extensores em que ndo foram observadas culturas microbianas positivas (item 3.4). Para a
preparacdo das amostras ndo foi efetuada a fixacdo uma vez que este processo envolve a
utilizacado de quimicos que tendem a reagir com as SPE, podendo alterar a estrutura do biofilme
(Simoes et al. 2007). Nas seccdes das amostras analisadas (Figura 7A e B) foi possivel observar
a presenca de um biofilme amorfo. A semelhanca do que foi observado neste trabalho, outros
autores detetaram por MEV a presenca de biofilmes em cateteres em que nao foram observadas
culturas positivas pelos métodos de analise microbiolégica (Verger et al. 1987). No entanto,
enquanto Verger et al. (1987) descreveram a presenca de bactérias em forma de cocos e de
bacilos em algumas amostras, podendo-se tratar de microrganismos nao cultivaveis ou nao
viaveis, neste trabalho ndo foi possivel observar microrganismos em nenhuma das seccoes
analisadas. A utilizacdo de EDS para a andlise da composicdo elementar da superficie de
biofilmes de DP foi descrita pela primeira vez neste trabalho. Esta andlise (Figura 7C e D) revelou
a presenca de carbono, oxigénio, cloro, calcio e silicio. De facto, estes elementos foram
previamente descritos em biofilmes de sfents urinarios (Reid et a/ 1994, Tieszer et al. 1998).
Tendo em conta que a urina contém minerais de carbono, oxigénio, cloro e calcio, os resultados
de Reid ef al. (1994) e de Tieszer et al. (1998) sugerem que os elementos detetados podem

resultar da adsorcao destes minerais a superficie dos dispositivos. De igual forma, a presenca
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dos elementos detetados na superficie intraluminal dos extensores usados pode ter resultado da
adsorcao de compostos de carbono, oxigénio, cloro e calcio constituintes das solucbes de
dialise/efluentes (Kee et a/. 2008). Quanto ao silicio, este elemento faz parte da composicao do
extensor (silicone, Figura 2). Contudo, devido ao facto de terem sido analisadas apenas duas
amostras, torna-se necessario alargar a amostragem e efetuar estudos mais aprofundados para

perceber qual a origem destes elementos.

Em relacdo aos cateteres permanentes de DP (item 3.3.4), que foram removidos por
indicacdo clinica, foram observadas culturas positivas em 100% dos cateteres (80% dos
segmentos externos, 67% dos cuffs intermédios, 60% dos cuffs internos e 70% dos segmentos
intraperitoneais) pelo método semi-quantitativo e/ou qualitativo (Tabela 10). Relativamente aos
resultados da semi-quantificacdo, de uma forma geral foi observada maior densidade celular nos
cuffs (interno e intermédio), do que nos segmentos externos e intraperitoneais. Especificamente,
para a amostra 57, a densidade celular nos cuffs foi superior a 300 UFC/ cuff ao passo que no
segmento externo ndo foram observados microrganismos pelo método semi-quantitativo. Nas
amostras 58, 90 e 116, a densidade celular nos cuffs variou entre 1 e 300 UFC/ cuff ao passo
que nos respetivos segmentos intraperitoneais so foi possivel a detecdo de microrganismos pelo
método qualitativo. E possivel notar ainda que a densidade celular do cuffintermédio da amostra
58 e do cuff interno da amostra 90 variou entre 50 e 15000 UFC/cuff ao passo que nos
respetivos segmentos externos a densidade celular foi inferior a 3000 UFC e a 300 UFC. A
semelhanca do que foi observado neste trabalho, Bayston et a/. (1999) também reportou que,
em geral, 0s cuffs apresentam maior colonizacdo microbiana do que os restantes segmentos do
respetivo cateter.

Adicionalmente, os métodos semi-quantitativos usados na analise dos cuffs (rolling e
sonicacdo pos-rofling mostraram ser complementares, uma vez que em algumas amostras
foram isoladas espécies diferentes pelos dois métodos (Tabela 10).

Quanto a utilizacdo do método qualitativo na andlise dos extensores e dos diferentes
elementos do cateter, comparando o numero de amostras nas quais foram recuperados
microrganismos através dos métodos semi-quantitativos com o numero de amostras em que
foram observadas culturas positivas pelo método qualitativo, & possivel concluir que o método

qualitativo foi importante para a detecao de microrganismos em quase metade das amostras de
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extensor (Tabela 8) e em 22% dos elementos dos cateteres permanentes (Tabela 10), cuja
densidade celular foi inferior ao limite de detecao dos métodos semi-quantitativos usados.

Em relacao as espécies identificadas nos diferentes elementos dos cateteres, pode-se
verificar que no caso dos segmentos externos a maior parte destas amostras apresentaram
apenas uma UuUnica espécie microbiana, tendo sido as bactérias Gram-positivas as
maioritariamente isoladas (S. epidermidis e S. haemolyticus) (Tabela 10). Por outro lado, as
bactérias Gram-negativas detetadas nos segmentos externos foram espécies do género
Sphingomonas e P. aeruginosa (Tabela 10). Dos isolados ndo identificados por MALDI-TOF MS
(25%), a maioria (67%) foi presuntivamente identificada como bactérias Gram-positivas (Tabela
11), reforcando a importancia das bactérias Gram-positivas na colonizacdo do segmento externo.
Em estudos desenvolvidos por outros autores (Dasgupta et a/ 1986, Dasgupta ef al. 1987,
Bayston ef a/. 1999, Pihl et al. 2012) também foram recuperadas dos segmentos externos as
bactérias S. epidermidis e P. aeruginosa (Tabela 3), embora a identificacdo de S. haemolyticus e
de bactérias do género Sphingomonas nao tenham sido descrita até a data. Com base nos
resultados obtidos a partir de MALDI-TOF MS, em duas amostras foram observadas culturas
polimicrobianas, uma constituida por uma combinacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e a outra por bactérias Gram-negativas (amostras 90 e 105, respetivamente Tabela
10). Nos estudos de Dasgupta et a/ (1986) e Pihl ef a/ (2012) foram descritas culturas
polimicrobianas em segmentos externos em percentagens inferiores a obtida neste trabalho [5%
(Dasgupta et al. 1986) e 6% (Pihl et al. 2012)].

No caso dos cuffs, tal como foi verificado nos extensores e nos segmentos externos,
observou-se que a maioria dos microrganismos identificados corresponde a bactérias Gram-
positivas, nomeadamente S. epidermidis (Tabela 10). Por outro lado, P. aeruginosa foi a Unica
bactéria Gram-negativa detetada nestas amostras (Tabela 10). Dos 32% dos isolados ndo
identificados por MALDI-TOF MS, 67% foram presuntivamente identificados como bactérias
Gram-positivas (Tabela 11). A semelhanca do que foi observado neste trabalho, Bayston et a/.
(1999) identificaram P. aeruginosa e espécies de Corynebacterium em cuffs de DP (15% e 4%,
respetivamente). Contudo, ndo se encontra descrito na literatura o isolamento de S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. capitis/ S. caprae e M. lufeus nestes elementos, ao contrario do que se
verificou neste trabalho. A maior parte dos cuffs colonizados apresentou culturas mono-
microbianas (Tabela 10). No entanto, e em relacdo as amostras cujos isolados foram

identificados por MALDI-TOF MS, foi possivel observar culturas polimicrobianas em duas
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amostras, uma constituida por uma combinacao de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
a outra por bactérias Gram-positivas (cuffs intermédio e interno da amostra 57, respetivamente,
Tabela 10). Adicionalmente, existe a possibilidade de haver mais duas amostras (amostra 116 -
cuffintermédio e interno, Tabela 11) nas quais foram co-isoladas diferentes espécies de acordo
com a identificacao presuntiva. No estudo de Rodriguez-Carmona et a/. (2000) foram também
descritas culturas polimicrobianas em cuffs numa percentagem de amostras proxima a
observada neste trabalho (15%).

Quanto aos segmentos intraperitoneais, apenas foram observadas bactérias Gram-
positivas e com maior incidéncia de S. epidermidis (Tabela 10). No entanto, uma elevada
percentagem de isolados nao foi identificada nestes elementos do cateter (40%). Através dos
meios seletivos e diferenciais usados, 50% destes microrganismos foram presuntivamente
identificados como bactérias Gram-positivas e 50% ndo foram identificados (Tabela 11). Em
relacdo as espécies Staphylococcus coagulase-negativa, nomeadamente S. epidermidis, estas
foram identificadas na maioria dos estudos em que foi efetuada a analise microbioldgica a
segmentos intraperitoneais de cateteres de DP (Marrie ef a/ 1983, Dasgupta ef a/. 1986,
Dasgupta et a/. 1987, Gorman et a/. 1993, Gorman et a/. 1994, Rodriguez-Carmona et a/. 2000,
Pihl et a/ 2012) (Tabela 3). No caso das bactérias do género Corynebacterium, estas foram
detetadas em segmentos intraperitoneais em situacdes mais esporadicas: 4% (Bayston et al.
1999) e 6% (Pihl et a/. 2012), em paralelo com o que foi observado neste trabalho. Com base
apenas nos segmentos cujos isolados foram todos identificados, em nenhuma das amostras
foram observadas culturas polimicrobianas. No entanto, existe a possibilidade de haver duas
amostras com culturas polimicrobianas (amostras 57 e 116, Tabela 11). Especificamente, em
ambas as amostras um isolado foi presuntivamente identificado como Staphylococcus o outro
ndo obteve identificacdo presuntiva. Em geral, a percentagem de culturas polimicrobianas é
variavel, como se pode constatar nos estudos de Dasgupta et a/. (1986), Gorman ef a/. (1994),
Rodriguez-Carmona et a/. (2000) e Pihl ef a/ (2012) nos quais foram observadas culturas

polimicrobianas em 5%, 41%, 6% e 12% dos segmentos intraperitoneais de cateteres de DP.

De acordo com o descrito sobre as vias de entrada dos principais agentes patogénicos
(revisto no item 1.1.2.3), as bactérias Staphylococcus coagulase-negativas, S. aureus e P.
aeruginosa podem entrar no cateter pela via transluminal (Figura 3), o que pode estar

relacionado com o facto de estas terem sido detetadas na superficie intraluminal dos extensores
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(Tabela 8) e dos segmentos externos (Tabela 10) analisados. Adicionalmente as bactérias
Staphylococcus coagulase-positivas e P. aeruginosa também podem entrar no orificio de saida e
no tunel do cateter pela via periluminal (Figura 3), o que vai de encontro as observacoes
efetuadas nos cuffs (Tabela 10). Porém, de acordo com as observacoes efetuadas na sequéncia
deste trabalho (Tabelas 8 e 10), outras espécies de origem ambiental, tais como M. /uteus,
Sphingomonas, D. acidovorans e H. huttiense (Kocur et al. 1992, Tambawala ef a/. 2011, Lopez-
Menchero et a/. 1998, Surhone et al. 2011) podem aceder ao cateter, por exemplo, pela via
transluminal; e espécies de Corynebacterium podem aceder ao tunel, entrando pela via
periluminal.

Resumidamente, nos extensores e em todos os segmentos do cateter permanente
analisados foram maioritariamente identificadas bactérias Gram-positivas, com predominio de
Staphylococcus coagulase-negativas. Adicionalmente, a maioria dos isolados n&o identificados
por MALDI-TOF MS foram presuntivamente identificados como bactérias Gram-positivas.
Portanto, estes resultados reforcam a importancia das bactérias Gram-positivas na colonizacédo
de extensores e cateteres, e isto é importante na medida em que o conhecimento dos
microrganismos que estdo envolvidos na colonizacdo é fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de prevencdo de formacdo de biofiime. Adicionalmente, dada a alta densidade celular
observada nos cuffs, seria também importante definir estratégias de prevencdo da adesdo

microbiana nestes elementos do cateter.

Além da investigacdo de biofilmes microbianos em cateteres de DP, foi efetuada a
analise de espécies microbianas responsaveis pelas infecdes (peritonites e 10S).

Para a investigacao de microrganismos associados a peritonite, foi efetuada a analise de
efluentes recolhidos de pacientes com esta infecdo. De todos os efluentes analisados, so foi
possivel quantificar os microrganismos das amostras transportadas em frascos estéreis (17=2),
cuja densidade celular foi baixa (1 e 14 UFC/mL) (Tabela 6). Em relacdo ao método qualitativo,
este foi a unica forma possivel para a investigacdo de espécies presentes em amostras
recolhidas em frascos Bactec plus aerobic/F (7=4) (Tabela 6). Nos efluentes, todas as espécies
obtidas foram identificadas, com predominio de bactérias Gram-positivas, nomeadamente S.
aureus (Tabela 6), que possivelmente acederam a cavidade peritoneal através das vias
transluminal e/ou periluminal (Li ef a/ 2010). Entre as bactérias Gram-negativas, foi identificada

uma espécie que nao se encontra frequentemente referenciada como agente responsavel pelas
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peritonites - P. rettgeri (Tabela 6) (von Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e Thodis
2001, Fried e Piraino 2009, Li et a/. 2010). No entanto, existem relatos na literatura de casos
esporadicos de peritonite associada a P. refigeri embora em associacdo com outros
microrganismos (Gloor ef a/. 2003, Atalay et a/. 2010), ao passo que neste trabalho esta foi a
Unica espécie isolada na amostra. Dado que esta a bactéria pertence a flora intestinal, a infecéo
provavelmente tera resultado da entrada desta espécie para a cavidade peritoneal através da via
transmural (Atalay et a/. 2010). Em apenas um caso (amostra 48, Tabela 6) foi observada uma
cultura polimicrobiana causada por S. aureus e P. aeruginosa. De notar que a percentagem de
peritonites polimicrobianas observada neste estudo estda em concordancia com a indicada na
literatura (< 25%) (Vargemezis e Thodis 2001) apesar de ter sido analisado um pequeno
conjunto de amostras. De acordo com varios estudos de revisao, a maioria das espécies
identificadas fazem parte do grupo dos principais microrganismos responsaveis pelas peritonites
em DP (von Graevenitz e Amsterdam 1992, Vargemezis e Thodis 2001, Fried e Piraino 2009, Li
etal 2010).

Para a investigacao das espécies associadas as |0S, foi efetuada a analise a zaragatoas
recolhidas do orificio de saida de pacientes com esta infecdo. Através da analise semi-
quantitativa avaliada no item 3.2.1, foi possivel isolar microrganismos de todas as zaragatoas,
tendo a densidade celular variado entre 1500 e 150000 UFC/zaragatoa (Tabela 7). De acordo
com os resultados da identificacdo por MALDI-TOF MS, as espécies de Staphylococcus foram os
principais agentes responsaveis pelas 10S na populacao estudada. Uma vez que estas bactérias
pertencem a flora da pele, a contaminacédo do orificio de saida pode ter resultado da entrada
destas bactérias pela via periluminal (Li ef a/. 2010). Adicionalmente, foi observada uma cultura
polimicrobiana constituida por £. co/i (Tabela 7) e por uma espécie presuntivamente identificada
como Staphylococcus coagulase-negativa. Quanto a bactéria £. coli a contaminacdo do orificio
de saida pode ocorrer, por exemplo, através do toque quando esta espécie esta presenta nas
maos (von Graevenitz e Amsterdam 1992, Li ef a/. 2010). Como revisto em algumas publicacdes
(Luzar 1991, von Graevenitz e Amsterdam 1992) as bactérias S. aureus e S. epidermidis sdo as

principais responsaveis pelas 10S, tal como foi observado neste trabalho.

Sinteticamente, o MALDI-TOF MS permitiu a identificacdo da maioria dos isolados
obtidos das diferentes amostras recolhidas de pacientes em DP. No entanto, 42% dos isolados

de extensores (Tabela 8), 32% dos isolados de cateteres permanentes (Tabela 10) e 25% dos
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isolados do orificio de saida (Tabela 7) ndo foram identificados por MALDI-TOF MS. Logo, estes
dados mostram que sao necessarios outros métodos que permitam a identificacao de
microrganismos associados a amostras de DP. Por exemplo, a técnica de Fluorescent In-Situ
Hybridization permite avaliar a presenca de microrganismos especificos em biofilmes através de
sondas marcadas com fluorescéncia que hibridam com as suas sequéncias complementares
presentes nos ribossomas, podendo inclusive detetar simultaneamente dois ou mais
microrganismos presentes na amostra (Moter ef a/. 2010, Hall-Stoodley ef a/. 2012). A eficacia
deste método foi mostrada por Larsen et a/. (2008) na identificacdo de bactérias associadas a
cateteres venosos centrais ndo identificadas por métodos convencionais, e por Peters et al.
(2006) na identificacdo de mais de 90% dos isolados em frascos de cultura BACTEC.
Adicionalmente, esta técnica permite a detecdo e identificacdo de microrganismos nao
cultivaveis, o que seria uma nova abordagem no estudo dos cateteres de DP (Waar ef a/. 2005).
Por outro lado, a PCR permite a identificacdo de microrganismos por amplificacdo de sequéncias
especificas de DNA, sendo a elevada sensibilidade uma das principais vantagens deste método
(Schwartz 2002). A eficacia deste método foi mostrada, por exemplo, por Warwick et a/. (2004)
para a identificacdo de bactérias em todas as amostras de sangue recolhidas de pacientes com
infecdo associada a cateter venoso central, por amplificacdo do gene 16S rDNA. Apesar das
vantagens destes métodos, Pihl ef a/. (2012) foram os unicos a usar métodos moleculares para

a identificacdo de microrganismos associados a cateteres de DP.
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5.1 Conclusoes

A presente dissertacdo centrou-se na semi-quantificacdo, isolamento e identificacdo com

recurso a meios seletivos e diferenciais e MALDI-TOF MS de microrganismos associados a

extensores e a cateteres permanentes de DP. Adicionalmente, foi efetuada a (semi-)

quantificacao e identificacdo de microrganismos responsaveis pelas peritonites e pelas I0S na

populacdo em estudo. Em resumo, as principais conclusdes derivadas do trabalho experimental

realizado sao as seguintes:

84

1) As metodologias de recuperacdo de microrganismos utilizadas apenas permitem a

semi-quantificacdo e/ou detecdo dos microrganismos em zaragatoas do orificio de

saida, extensores e cateteres permanentes de DP.

2)

3)

Foram detetados e identificados pela primeira vez microrganismos associados a
biofilmes formados na superficie intraluminal de extensores de DP (34% das
amostras). De uma forma geral, através da analise semi-quantitativa foi possivel
verificar que por extensor a densidade celular variou entre 10 e 300 UFC. As bactérias
Staphylococcus coagulase-negativas e P ageruginosa foram as espécies

predominantemente identificadas nestas amostras.

No caso dos segmentos externos dos cateteres permanentes, a analise semi-
quantitativa revelou densidades celulares que variaram entre 10 e 300 UFC/segmento
(28%), 300 a 3000 UFC/ segmento (14%) e mais de 3000 UFC/ segmento (28%).
Quanto aos cuffs, através do rolling e a sonicacao pos-rolling observaram-se entre 1 e
300 UFC/ cuffe entre 50 e 15000 UFC/ cuff para a maioria das amostras (43% e
29%, respetivamente). Para um menor niumero de amostras, o rolling e a sonicacao
pos-rolling permitiram isolar mais de 300 UFC/ cuffe mais de 15000 UFC/ cuffem
28% e 14% das amostras, respetivamente. No caso dos segmentos intraperitoneais,
nas amostras em que foram observadas culturas positivas pelo método semi-
quantitativo (28%), a densidade celular variou entre 100 a 30000 UFC/ segmento. Em
geral, a densidade celular nos cuffs foi superior a dos segmentos externos e

intraperitoneais do respetivo cateter. As bactérias Staphylococcus coagulase-negativas
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4)

5

6)

/)

e P. aeruginosa foram as espécies predominantemente identificadas nos cateteres

permanentes.

Nos extensores e nos cateteres permanentes foram identificadas espécies
microbianas que nao foram detetadas em amostras de DP analisadas em estudos

anteriores, tais como Sphingomonas, D. acidovorans, H. huttiense.

Nos efluentes, recolhidos de pacientes com peritonite, as espécies do género
Staphylococcus foram as predominantemente isoladas, apesar de ter sido identificada

uma espécie raramente associada a peritonites, a P. refigeri.

Nas zaragatoas do orificio de saida, recolhidas de pacientes com 10S, as espécies do

género Staphylococcus foram as predominantemente isoladas.

O MALDI-TOF MS foi usado pela primeira vez para a identificacdo de microrganismos
associados a amostras de DP. Este método possibilitou a identificacdo definitiva de
todos os isolados obtidos dos efluentes e da maior parte dos isolados do orificio de

saida e dos cateteres de DP.

5.2 Sugestoes de trabalho

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, sdo apresentadas de seguida algumas

sugestoes para futuros trabalhos de investigacao. A saber,

1) Determinar e comparar a eficiéncia de recuperacdo microbiana de varias

2)

metodologias aplicadas em cateteres de DP (raspagem, rolling, sonicacao, aspiracao,

escovagem e passagem de zaragatoas).

Identificar os microrganismos associados a cateteres de DP com recurso a métodos

moleculares, tais como a Fluorescent In-Situ Hybridization e a PCR.

Universidade do Minho 85



Capitulo 5 - Conclusdes e Sugestdes de trabalho

86

3) Averiguar a presenca de biofilmes e/ou de microrganismos nao cultivaveis nos
cateteres através de métodos microscopios. Comparar a morfologia dos biofilmes em

cateteres com cultura microbiolégica positiva vs. negativa.

4) Caracterizar a composicao bioguimica do filme condicionador dos segmentos

reservados, por exemplo, com recurso a espetrometria de massa.

5) Determinar a origem dos elementos adsorvidos na superficie dos extensores e dos
cateteres permanentes. Por exemplo, através de EDS é possivel averiguar se estes
tém origem nas solucdes, por comparacao dos elementos detetados nas amostras
previamente condicionadas com solucao de dialise ou com EADP com os detetados

nas amostras nao condicionadas.

6) Avaliar o efeito dos constituintes do filme condicionador na adesdo microbiana.
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