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RESUMO

A vancomicina (van) é empiricamente prescrita para o tratamento de infeccbes por
estafilococos em pacientes submetidos a hemodialise (HD). O monitoramento das
concentracbes séricas minimas (CSM) de van é utilizado como o mais preciso e
pratico método para se estimar sua eficacia, sendo recomendada a manutengéo das
CSM entre 10 e 20 pg/mL. O objetivo deste trabalho foi investigar as CSM de van de
pacientes sob HD, em um periodo de dois anos e correlaciona-los com a
concentracdo inibitéria minima (CIM) deste glicopeptideo para Staphylococcus spp
recuperados de bacteremias nestes mesmos individuos. As amostras recuperadas
(N=80) foram testadas quanto a CIM (diluicio em agar ou caldo) de van,
gentamicina (gen), oxacilina (oxa), tetraciclina (tet), rifampicina (rif), ciprofloxacino
(cip), penicilina G (pen) e daptomicina (dap). Foram coletadas 101 amostras de soro
de 22 pacientes em regime de administracdo de 1g a cada 4-5 dias, mais gen (1,5-
2,0 mg/Kg) ao final de cada HD. As amostras foram coletadas antes de cada sessao
de HD, nos tempos de 0, 48, 72, 96 e 120 horas apoés a infusdo do farmaco. As CSM
de van foram obtidas pelo imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes
(CMIA). Doseamento microbiolégico de van foi realizado por meio da técnica pour-
plate com agar sais minimos. S. aureus foi a espécie mais frequentemente isolada
(24%), seguida de Staphylococcus spp coagulase negativa (ScoN) (15%). Maiores
taxas de resisténcia ocorreram para oxa (17% e 58%), pen (85% e 84%) e cip (26%
e 45%) em S. aures e ScoN, respectivamente. Das amostras de sangue coletadas,
77,8% exibiram concentracdes séricas de van <10 pug/mL e considerando apenas as
coletadas imediatamente antes da proxima dose de van (CSM), 90,6% também
continham concentracdes inferiores aquelas recomendadas para efetiva atividade
antiestafilocécica. Os valores de concentracbes séricas de van obtidas pelo
bioensaio apresentaram o6tima correlagdo com o CMIA (padréo ouro) (R? = 0,96),
com valores estatisticamente similares (p<0,05) quando aplicado o fator de correcao.
A prevaléncia de Staphylococcus spp resistente a oxa sustenta o uso empirico de
van, contudo, a alta taxa de isolados de S. aureus que exibiram CIM de van de 1
pug/mL (59,5%) associada as baixas CSM de van a que sdo submetidos a maioria
dos pacientes indica chance de falha terapéutica e selecdo de cepas resistentes.
Assim, uma abordagem terapéutica individualizada e monitoramento da droga
devem ser considerados. Para tanto foi validado o ensaio microbiolégico que, pelo
baixo custo e simplicidade da técnica facilita a implementacdo do monitoramento de
van na rotina de laboratorios clinicos de pequeno porte.

Palavras-chave: 1. Hemodialise. 2. Bacteremia. 3. Staphylococcus. 4.Vancomicina.
5. Monitoramento. 6. Bioensaio.



ABSTRACT

Vancomycin (van) is empirically prescribed for the treatment of staphylococcal
infections in patients undergoing hemodialysis (HD). The monitoring of the minimum
serum concentration (CSM) of van is used as the most accurate and practical method
to estimate its effectiveness, it is recommended that CSM be maintenaided between
10 and 20 mg / mL. The aim of this study was to assess the van CSM achieved in HD
patients, during a period of two years and correlate them with the minimum inhibitory
concentration (MIC) of this glycopeptide Staphylococcus spp recovered from
bacteremia in these same individuals. The recovered samples (N=80) were tested for
MIC (broth or agar dilution): vancomycin, gentamycin (gen), oxacillin (oxa),
tetracycline (tet), rifampicin (rif), ciprofloxacin (cip), penicillin G (pen) and daptomycin
(dap). Serum samples (N=101) were collected from 22 patients treated withlg of
vancomycin every 4-5 days plus gentamicin (1.5-2.0 mg/kg) at the end of each HD.
The samples were collected before each hemodialysis session, in the 0, 48, 72, 96
and 120 hours after infusion of the drug. The serum constration of van were obtained
by chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA). A microbiological assay for
van measurement was performed using the pour-plate technique using molten salts
minimal agar. S. aureus was the most frequently isolated species (24%), followed by
coagulase-negative staphylococci (CoNS) (15%). Higher rates of resistance occurred
to oxa (17% and 58%), pen (85% and 84%) and cip (26% and 45%) in S. aures e
SCoN, respectively. From the samples, 77,8% had serum concentrations <10 pg/mL
and considering only the samples collected immediately before the next van dose
(CSM), 90.6% also contained van in concentrations lower than those recommended
for effective antistaphylococcal activity. The values of serum concentrations of van
obtained by bioassay showed strong correlation with the CMIA (gold standard) (R2 =
0.96), with statistically similar values (p <0.05) when applied to the correction factor.
The prevalence of Staphylococcus spp oxacilin resistant supports the empirical use
of van, however, there is a high rate of S. aureus isolates which had a van MIC of 1
png/ml (59.5%) which associated with low Cqin of van to which these patients are
submitted indicates a higher probability of treatment failure and selection of resistant
strains. An individualized therapeutic approach and monitoring of the drug should be
considered. Thus, microbiological assay was validated, because of their lower cost
and simplicity of the technique which facilitates the implementation of vancomycin
monitoring in routine of small clinical laboratories.

Keywords: 1. Hemodialysis. 2. Bacteremia. 3. Staphylococcus. 4. Vancomycin.
5.Monitoring. 6. Bioassay.
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1. INTRODUCAO

Os dados do inquérito da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) apontam
que, no Brasil, mais de 90 mil pessoas com doenca renal crénica (DRC) estavam em
tratamento hemodialitico em 2013 (SESSO, et al. 2014).

As infeccdes representam grande impacto sobre esta populacao, destacando-
se como a segunda causa de mortalidade, precedidas apenas pelas doencas
cardiovasculares (BLOEMBERGEN, PORT, 1996; NASSAR; AYUS, 2001; UNITED
STATES RENAL DATA SYSTEM, 2009; SESSO, et al. 2014). O risco anual de
bacteremia em pacientes submetidos a HD varia de 7,6 a 14,4% e desses episodios
27,7 - 50% sao causados por espécies de estafilococos, especialmente S. aureus
(HOEN, et al., 1998; TOKARS, et al.,, 2001; TAYLOR, et al.,, 2002; GILAD, et al.,
2005; LAFRANCE, et al., 2010). A incidéncia de infecgOes invasivas por S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) entre pacientes submetidos a HD é 100 vezes maior
do que na populagcdo em geral (45,2 episddios por 1000 pacientes em dialise contra
0,2-0,4 eventos na populacdo em geral) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2007). Dada a rapida dispersédo das espécies de estafilococos com
reduzida susceptibilidade aos antimicrobianos beta-lactamicos e a atraente
farmacocinética da van, por décadas este farmaco tem representado papel
fundamental como agente antiestafilocécico na HD (VANDECASTEELE et al., 2009).

O parametro farmacocinético (FC)/farmacodinamico (FD) que melhor prediz a
atividade de van contra espécies de estafilococos é a area sob a curva de
concentragdo em 24h sobre a concentragao inibitoria minima (AUC/CIM) (MOISE-
BRODER et al, 2004; RYBAK, et al.,, 2006; RYBAK, et al., 2009). Diante da
necessidade de multiplas concentracdes séricas de van para se calcular a AUC/CIM,
o emprego deste parametro FC/FD na pratica clinica se torna inviavel. Porém os
dados de AUC/CIM sao intercambiaveis com as CSM de van, sendo o
monitoramento dessas concentracfes empregado como indicador da eficacia deste
antimicrobiano em substituicdo a AUC/CIM (RYBAK, et al., 2009; MATSUMOTO, et
al., 2013; YE, LI, SUO-DI, 2014). Entretanto, nos ultimos anos, duas mudanc¢as no
uso de van trouxeram um impacto importante sobre a gestdo dos pacientes com
insuficiéncia renal. Primeiro, um aumento progressivo da CIM de van para S. aureus
ditou a necessidade de se atingir CSM mais elevadas (10-20 pug/ml) (RYBAK, et al.,
2009; MATSUMOTO, et al., 2013), cujo alcance em pacientes com insuficiéncia
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renal é discutivel (VANDECASTEELE, DE VRIESE, 2011; MATSUMOTO, et al.,
2013). Em segundo lugar, essas recomendacdes de doses mais elevadas de van
aumentam o risco de nefrotoxicidade, especialmente importante no paciente ja
vulneravel (LODISE et al., 2009). Em suma, o que a literatura tem mostrado € que a
nova meta de CSM de van entre 10-20 pg/ml ndo esta sendo obtida na maioria dos
pacientes em HD, e boa parte das unidades de dialise no Brasil ainda ndo adotaram

protocolos adequando-se a essas mudancas (MARENGO, et al., 2010).

Neste cenario, 0 monitoramento das CSM de van deve ser parte integrante do
protocolo de tratamento do paciente em terapria renal substitutiva (TRS) (RYBAK, et
al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013; YE, TANG, SUO-DI, 2013) uma vez que o
perfil FC diferenciado nestes individuos, as condicfes de dialise (tempo, tipo de
dialisador, taxa de infusdo do farmaco) e o estado clinico do mesmo (doenca de
base e funcéo renal residual) dificultam o adequamento das dosagens (PALOTTA,
MANLEY, 2008).

As concentragcfes séricas de van podem ser determinados por meio de uma
variedade de metodologias cromatograficas, imunoenzimaticas e microbiologicas.
Técnicas cromatograficas sdo rapidas e precisas, mas requerem equipamento
relativamente caro e pessoal especialmente treinado. Da mesma forma, 0 ensaio
imunoenzimatico (padréo ouro para o doseamento de van) demanda acesso a
sistema de analise especifico, nem sempre disponivel nos pequenos laboratorios.
Por outro lado, o método microbiolégico (bioensaio) pode ser uma alternativa Uutil
para o monitoramento da concentracdo de van, especialmente em laboratorios
clinicos com pouca infraestrutura (POHLOD, et al. 1984; KUREISHI, et al., 1990;
HAGIHARA, et al., 2012).

De fato, o conhecimento das CSM de van que sdo alcangcados nos pacientes
em HD é fundamental para o alcance da conduta terapéutica ideal (MATSUMOTO,
et al.,, 2013; YE, TANG, SUO-DI, 2013), mas igual relevancia deve ser dada ao
conhecimento do perfil de susceptibilidade da populacdo de S. aureus envolvida em
infeccbes de corrente sanguinea (ICS) nestes pacientes (JUNG, et al., 2013). A
correlacéo entre estes dois parametros FC/FD é a base para os ajustes de dosagem
do antimicrobiano que propiciem a reducdo dos agravos potenciais para estes

pacientes, com consequente diminuicdo da morbi-mortalidade e internagcdo dos
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mesmos, reduzindo custos e risco de surgimento de resisténcia bacteriana (RYBAK,
et al., 2009; MATSUMOTO, al., 2013; YE, TANG, SUO-DI, 2013).

Assim, considerando a urgéncia de estudos que optimizem a terapia
antiestafilocécica nos pacientes em HD, foi realizado este trabalho que visou
investigar as CSM de van alcancadas em pacientes em HD na regido da Grande
Vitoria, ES, e correlaciona-los com a CIM deste glicopeptideo para amostras de S.
aureus isoladas de ICS deste mesmo grupo de pacientes, utilizando,
comparativamente, o meétodo microbiolégico e o método imunoldgico para o

doseamento deste antimicrobiano.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doenca renal cronica (DRC)

Doenca renal cronica € um termo geral que descreve os distarbios
heterogéneos que afetam tanto a estrutura, como a funcdo dos rins. Essa doenca
possui uma apresentacdo clinica variavel que se deve, em parte, a sua causa,
gravidade, bem como seu estagio de progressao (KDIGO, 2012).

Os rins tém muitas func¢des que incluem a excre¢do de produtos metabdlitos e
substancias bioativas, gliconeogénse, regulacdo da producdo de hemacias, do
equilibrio acido-base, da producédo da vitamina D, da presséo arterial e regulacdo do
equilibrio hidrico e elétrolitico (HERSHEL, et al., 2012).

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) € um importante marcador da funcéo
renal, visto que sua atividade é reduzida ap6s amplo dano estrutural; e na DRC
grande parte das funcdes renais declinam de modo correspondente ao da TFG
(KDIGO, 2012). A TFG normal em adultos jovens € de, aproximadamente, 120-130
mL/min por 1,73 m? e esta diminui com a idade (DAVIES, SHOCK, 1950; ROWE, et
al., 1976; LINDEMAN, TOBIN, SHOCK, 1985). Assim, uma TFG <60 mL/min/1,73m?,
por 3 meses ou mais, independentemente do diagndstico clinico, caracteriza a DRC
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002; VASSALOTTI, et al., 2007; STEVENS, et
al., 2009).

O manejo da DRC € baseado no diagnastico clinico e identificacdo do estagio
da doenca. Essas informacdes permitem que a terapia seja especificamente dirigida
para a causa e 0S processos patoldgicos além de orientarem o tratamento para
retardar a progressdo para estagios mais avancados, reduzindo o risco de
complicacbes (ANDREW, et al., 2012).

A determinacédo dos estagios da DRC (tabela 1) requer a evidéncia de dano
renal, como persistente proteindria, principal marcador de dano renal (KEANE,
EKNOYAN, 1999; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2002), combinado com a
TFG, estimada a partir da concentracdo sérica de creatinina (KEANE, EKNOYAN
1999; NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002; LEVEY, et al., 2005).
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TABELA 1 - Classificacéo e estigio da Doenca Renal Crénica segundo a National
Kidney Foudation*

Estagio Descrigéo TFG (mL/min/1.73 m?)
1 Dano Renal com TFG normal ou aumentada 290
2 Dano Renal com discreta diminuicdo da TFG 60-89
3 Moderada diminuicdo da TFG 30-59
4 Grave diminuicdo da TFG 15-29
5 Insuficiéncia Renal (Doenga Renal Cronica < 15 ou dilise

Terminal)

* NATIONAL KIDNEY FOUNDATION. Clinical practice guidelines for chronic kidney disease:
evaluation, classification, and stratification, Am J Kidney Dis 2002.

O envelhecimento e aumento da expectativa de vida das populacoes, a
crescente incidéncia global de diabetes, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
outras doencas cronicas ndo transmissiveis levaram a um aumento equivalente da
prevaléncia da DRC em todo o mundo (JAMES, et al., 2010). Este fato, associado
aos altos custos do tratamento dessa doenca, constituem um problema de salde
publica mundial. Além disso, a DRC eleva o risco de doencas cardiovasculares,
insuficiéncia renal, como também o de morte prematura (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2002; YACH, et al., 2004; EKNOYAN, et al., 2004; LEVEY, et al.,
2005).

National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) mostram que
13% da populacdo adulta dos EUA tem DRC (CORESH, 2007). No Brasil, os
nameros relativos aos pacientes com DRC s&o mais imprecisos. Estima-se que, em
2007, o numero de pessoas com taxa de filtracdo de glomerular <60mL/min/1.73m
de superficie de corpo, aproximava-se de 15 milhdes (LUGON, et al., 2009).

A consequéncia mais grave da DRC € a insuficiéncia renal ou doenca renal
cronica terminal (DRCT), quando os rins sao incapazes de removerem 0s produtos
metabolitos de degradacdo de proteinas ou de desempenharem suas funcdes
reguladoras (KDIGO, 2012). A insuficiéncia renal é definida por uma TFG menor que
15 mL/min por 1,73 m?, que em muitos casos é acompanhada de sinais e sintomas
de uremia ou a necessidade de se iniciar a TRS (dialise peritonial, HD ou transplante
renal) (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002; SMELTZER, BARE, 2011).

O monitoramento da insuficiéncia renal tratada por didlise e transplante é
realizado por programas de vigilancia em varios paises inclusive no Brasil (KEPLER,
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et al., 2010). A incidéncia da insuficiencia renal em muitos paises é tdo alta quanto
200 casos por milhdo ao ano. Nos EUA e Taiwan o niumero de casos se aproxima de
400 por milh&o/ano, e os idosos sdo os mais acometidos. Como nos EUA a taxa de
sobrevida desses pacientes € de 3 a 5 anos, a prevaléncia € de 1752 casos por
milhdo. A alta sobrevida no Japéo e Taiwan se traduz em alta prevaléncia de 2126 e
2316 casos por milh&o, respectivamente (KEPLER, et al., 2010). No Brasil, as taxas
de incidéncia e prevaléncia de tratamento dialitico sdo de 170 e 499 casos por
milh&o, respectivamente (SESSO, et al., 2014).

Em 2013, no que diz respeito as doencas de base dos pacientes em didlise,
causadoras de DRC, as mais frequentes foram a HAS (35%), diabetes (30%),
seguidas por glomerulonefrite crénica (12%) e rins policisticos (4%) (SESSO, et al.,
2014). O gasto com o programa de dialise e transplante no Brasil situa-se em torno
de 1,4 bilhdo de reais ao ano (ROMAO, 2004; BASTOS, 2010).

2.2. Terapia renal substitutiva

2.2.1. Contextualizacdo da HD

A TRS consiste em opc¢des de tratamento para substituir as fun¢des dos rins
em pacientes com insuficiéncia renal crénica e aguda (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2002). As TRSs disponiveis incluem a dialise (HD e dialise peritoneal)
e o transplante de rim (UNITED STATES RENAL DATA SYSTEM, 2004; NATIONAL
KIDNEY FOUNDATION, 2002). Apesar de bem sucedidas, gerando aumento de
sobrevida e melhora da qualidade de vida dos pacientes com DRCT, as formas
dialiticas atuais de TRS tém muitas limitagbes que resultam, ainda, em elevada
morbidade e mortalidade (HENRICH, et al., 2011).

Em relagdo a eficiéncia, o transplante renal € a forma de tratamento
preferencial para os pacientes com DRCT, uma vez que restitui a funcéo renal nativa
completamente. Ap0s o0 primeiro ano, essa é a modalidade com melhor relacdo
custo beneficio e, além disso, oferece melhor qualidade de vida com expectativa de
sobrevida mais elevada. Apesar de ser uma excelente opcéo, o transplante é
limitado pela escassez de 6rgdos (RASTOGI, NISSENSON, 2007; FLEMING, 2011).
Outro complicador é que o transplante ndo é indicado para pacientes que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rastogi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17603978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nissenson%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17603978
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apresentam problemas para seguir a terapia medicamentosa e sejam acometidos de
comorbidades que contraindiqguem a cirurgia. Adicionalmente, trata-se de um
procedimento cirdrgico complexo, que demanda uma série de exames preparatorios,
inclusive os de histocompatibilidade para prevenir a rejeicdo (RIELLA, et al., 2003;
DAUGIRDAS, et al., 2008).

Didlise é definida como difusdo de moléculas em solucdo através de uma
membrana semipermeavel ao longo de um gradiente de concentracao eletroquimico
(DEPNER, et al., 1991). Na dialise se desenvolve um processo no qual a
constituicdo do soluto de uma solugéo A, é modificada pela exposi¢édo da solugéo A
a uma segunda solucdo B, através de uma membrana semipermeavel. De modo
conceitual, a membrana semipermedvel pode ser considerada como uma lamina
perfurada por orificios ou poros. Solutos de baixo peso molecular conseguem passar
através dos poros da membrana e se misturar as moléculas de agua, porém solutos
maiores (como as proteinas) ndo conseguem passar através da barreira
semipermeavel. Os solutos que conseguem atravessar 0s poros da membrana sao
transportados por meio de dois mecanismos diferentes: difusdo e ultrafiltracao,
ambos os métodos requerem o0 sequestro de sangue em um dos lados da
membrana semipermeavel (DAUGIRDAS et al., 2008; FLEMING, 2011).

No clearance por difusdo (didlise) o soluto se move para o gradiente de
concentracdo mais baixo, a partir de areas de alta concentracdo para de baixa
concentracdo. Para passar através da membrana semipermedével o soluto deve ser
de tamanho e carga adequada. A passagem de fluido através da membrana em
contracorrente para o fluxo sanguineo ocorre até que haja um equilibrio entre as
concentracdes plasmaticas e do soluto dialisato. Na ultrafiltracdo os solutos podem
passar através dos poros na membrana impulsionados pelo gradiente de pressao
hidrostatica ou osmoticos. Durante a ultrafiltracdo, ndo ha nenhuma alteracdo nas
concentracbes de soluto; seu principal objetivo € a remocdo do excesso de agua
corporal total (LOCATELLLI, et al., 2002; FLEMING, 2011).

A TRS pode ser aplicada de forma continua ou intermitente, usando métodos
extracorporeos, como na HD ou paracorpéreo como na dialise peritonial (FLEMING,
2011).
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Na dialise peritonial o peritbnio € adotado como membrana de didlise e
ultrafiltracdo. O dialisato € inserido vagarosamente no espago peritonial e removido
a intervalos variaveis, carreando consigo metabdlitos nitrogenados, fluidos e
eletrdlitos (HENRICH, et al., 2011).

Existem vérios tipos de didlise peritonial (DP). Dada a sua simplicidade ela
possibilita o tratamento do paciente em sua residéncia. Na dialise peritonial
ambulatorial continua (DPAC) a mudanca do liquido peritonial € feita no decorrer do
dia a cada 4-6 horas. A dialise peritonial ciclica continua (DPCC) é uma forma
automatiza de DP que utiliza um ciclador para realizar as trocas, geralmente a noite,
enquanto o paciente dorme (HENRICH, et al., 2011). Esta modalidade de dialise é
contraindicada para individuos com periténio inadequado em funcédo de aderéncias,
fibrose ou processo maligno. Adicionalmente, ao longo do tempo uma quantidade
apreciavel de individuos apresenta aumento da permeabilidade da membrana
peritoneal, resultando em depuracdo inadequada (DAUGIRDAS et al., 2008;
HENRICH, et al., 2011).

A HD é aplicavel a individuos que estdo agudamente doentes e que precisam
de didlise em curto prazo (dias a semanas), como também para pacientes com DRC
e DRCT que necessitam de TRS em longo prazo ou permante. Em todo o mundo,
ela auxilia na manutengcao da vida de mais de um milhdo de pessoas. No Brasil,
estima-se que 91 mil pessoas em dialise crbnica fazem tratamento por HD (SESSO,
et al., 2014). Apos a interrupcao deste tratamento o tempo médio para morte € de 7
dias (RICH, et aol.,, 2001). A HD tem como objetivo principal a restauracdo do
ambiente aquoso intra e extracelular que é realizado pela fungéo renal normal. Esta
meta é alcangada por meio do transporte de solutos, como a ureia, do sangue para o
dialisato e pelo transporte de solutos, tais como o bicarbonato, do dialisato para o
sangue (DAUGIRDAS et al., 2008; HIMMELFARB, IKIZLER, 2010).

Dados do U.S. Renal Data System, 2010, mostram que 535.166 pacientes
nos Estados Unidos tem doenca renal terminal, destes 30% tem transplante renal
funcionante, e os demais fazem tratamento dialitico, 92% com HD. No Brasil, dados
do inquérito da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) sobre os pacientes com

doenca renal em tratamento dialitico, em julho de 2013, mostram que o numero total



25

estimado de pacientes em dialise foi de 100.397, destes 90,8% estavam em
tratamento por HD e 9,2% por diélise peritoneal (SESSO, et al., 2014).

A HD é um método terapéutico baseado na circulacdo extracorpOrea do
sangue de um paciente para trocar solutos através de um rim artificial
(hemodialisador ou dialisador). Por meio dos acessos vasculares ocorre a
circulacdo constante do sangue pelos circuitos extracorpdreos. O sangue sai do
paciente, passa pelo dialisador e retorna ao paciente por uma via chamada de

acesso venoso ou de efluxo de sangue (DAUGIRDAS, et al., 2008).

Por questbes de logistica e preocupagdes com o custo, h4 mais de quatro
décadas, o tratamento de pacientes renais cronicos é realizado numa frequéncia de
trés sessbes semanais com duracdo média de quatro horas cada sessédo e,
geralmente, em um ambiente ambulatorial (DAUGIRDAS et al., 2008;
HIMMELFARB, IKIZLER, 2010).

A maquina de HD bésica tem o0s seguintes componentes: membrana
dialisadora ou dialisador, solucdo de didlise, tubos para transporte do sangue,
magquina para impulsionar e monitorar o procedimento (DAUGIRDAS et al., 2008). O
hemodialisador ou dialisador é frequentemente chamado de “rim artificial”. Os
dialisadores tém duas importantes funcdes: a eliminacdo de solutos indesejaveis e
remocao de excesso de fluidos (TAAL, et al., 2012). Os dialisadores séo dispositivos
de fibras ocas contendo minusculos tubos, que possilitam o transporte sanguineo.
Devido a sua porosidade, esses tubos fucionam como uma membrana
semipermeavel, que permite a passagem de fluidos, eletrdlitos e toxinas
(SMELTZER, BARE, 2011). A membrana dialisadora pode ser feita de celulose,
celulose sintética, dentre outras. A habilidade de remover solutos e remover agua é
determinada pela espessura, porosidade, composicdo e éarea de superficie da
membrana (DAUGIRDAS, et al., 2008; HENRICH, et al., 2011; TAAL, et al., 2012).

O dialisato ou solucéo de dialise € constituido por agua altamente purificada
acrescida de sodio, potassio, calcio, magnésio, cloreto, bicarbonato e dextrose em
concentracbes adequadas para restabelecer a homeostasia do paciente. Nao estéo
presentes no dialisato os residuos toxicos de baixo peso molecular que se

acumulam no sangue dos pacientes. Desta forma, o fluxo desses solutos téxicos
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provenientes do sangue para o dialisato € muito maior. Assim, o sangue é purificado
ao longo do processo (DAUGIRDAS et al., 2008; FLEMMING, 2011).

2.2.2. Acesso vascular

A HD requer um acesso vascular estavel a circulacdo sanguinea que permita
a realizacao da dialise, que seja capaz de prover um fluxo de sangue extracorpéreo
rapido, seja de facil inser¢édo e uso imediato. Existem trés tipos principais de acessos
vasculares para HD: fistula arteriovenosa nativa (FAV), fistula arteriovenosa sintética
(enxerto AV) e cateter de duplo limen (CDL) (DAUGIRDAS, et al., 2008; HENRICH,
et al., 2011).

A FAV é formada pela anastomose subcutédnea de uma artéria para uma veia
nativa adjacente, permitindo fluxo direto da artéria para a veia. A FAV é a forma
preferida de acesso vascular nos pacientes renais crbnicos, por apresentar
permeabilidade e durabilidade significativamente maiores e menor taxa de
complicagbes em cinco anos em relacdo aos outros métodos de acesso
(DAUGIRDAS et al., 2008). A FAV deve ser realizada com bastante antecedéncia ao
inicio da HD, pois requer um periodo de maturacdo de aproximadamente seis
semanas para que ocorra a dilatacdo da artéria nutriente e da veia, sendo que as
vezes pode demorar varios meses para que isso ocorra. Durante este intervalo o
fluxo na fistula aumenta e a parede da veia se espessa (DAUGIRDAS, et al., 2008;
UNITED STATES RENAL DATA SYSTEM, 2010; HENRICH, et al., 2011). Grande parte
das FAVs (24-27%) ndo maturam, pois sofrem trombose ou n&o atingem calibre
suficiente para permitir a canulagdo. Existe um crescente nimero de pacientes
(idosos, diabéticos e obesos), cuja anatomia vascular dificulta a criacdo de FAVs
funcionais (DAUGIRDAS, et al., 2008; HENRICH, et al., 2011).

No enxerto AV a anastomose entre a artéria e a veia é realizada com uma
prétese tubular de material sintético. O enxerto AV prové um acesso vascular em
situacdes nas quais a colocacdo de uma FAV néo foi possivel, ou seja, € uma opcéo
de acesso menos eficiente do que a FAV, apresentando maiores taxas de
complicagbes. Por outro lado, 0os enxertos AVS possuem vantagens como grande
area de superficie, facil canulacdo e menor tempo de maturacdo (apenas 3

semanas). Todavia, possuem maiores indices de trombose e maior risco de
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infeccdo. Embora o enxerto AV seja uma op¢do de acesso menos desejavel do que
a FAV, apresenta vantagens em relacdo ao CDL. Os pacientes com enxerto AV tém
infeccbes menos graves, morbidade mais baixa e taxas de sobrevida mais altas do
gue os pacientes que utilizam CDL (DAUGIRDAS, et al., 2008; HENRICH, et al.,
2011; BAGDASARIAN, et al., 2012).

A maioria dos pacientes com DRC chega ao servigo de TRS com fungao renal
muito diminuida, jA em estagio 5 (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002) e quadro
clinico deteriorado, necessitando iniciar o tratamento hemodialitico em caréater de
urgéncia. Nestes pacientes, que ndo podem aguardar a confeccdo e maturagédo da
FAV, é necessario usar para acesso vascular o CDL, que permite a realizacdo da
HD de imediato (DAUGIRDAS, et al., 2008; WEIJMER, et al., 2004; HENRICH, et al.,
2011).

Nos Estados Unidos, mais de 80% da incidéncia de pacientes com
insuficiéncia renal terminal iniciam o tratamento por HD com CDLs (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011). Um levantamento de dados de
unidades de dialise no Brasil estimou que o percentual de pacientes em uso de
cateter venoso como acesso para a HD foi de 15,4%, destes, 6% foram de longa
permanéncia (com cuff) e 9,% de curta permanéncia (sem cuff) (SESSO, et al.,
2014).

Os orificios proximais e distais dos limens dos cateteres sao separados por
pelo menos dois centimetros para reduzir a recirculacdo, e o desenho de duplo
[imen permite um fluxo de sangue continuo e rapido. Existem dois tipos principais
de CDL para HD: CDL sem bainha (cuff) e CDL com bainha (cuff). No Brasil, o CDL
sem bainha (cuff) € o mais frequientemente utilizado (FAN et al., 1992; GONCALVES
et al., 2004; ALLON, et al., 2007; DAUGIRDAS et al., 2008; SESSO et al., 2014). Os
pontos para insercdo dos CDLs sao as veias subclavias, jugular interna ou femoral
(WEIJMER, et al., 2004; DAUGIRDAS, et al., 2008; HENRICH, et al., 2011).

Apesar dos aspectos negativos do CDL, como proporcionar um fluxo de
sangue menor e maiores taxas de infeccéo e outras complicagdes do que a FAV, ele
€ indicado frequentemente nas seguintes situacdes: a) como um acesso vascular

temporario, para 0os pacientes que necessitam iniciar a hemodialise cronica e que
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ainda ndo tém um acesso vascular definitivo em boas condi¢cfes de uso; b) naqueles
pacientes em que a FAV precisa ser substituida ou revista; ¢) como uma solugéo
mais prolongada para pacientes com exaustdo dos sitios de acesso vascular, ou
com contra-indicacdes para FAV por razdes meédicas (por exemplo: Insuficiéncia
cardiaca severa, isquemia severa das extremidades); d) para conforto daqueles
pacientes com progndéstico muito ruim (por exemplo: muito idosos, com neoplasias);
e) naqueles pacientes com insuficiéncia renal aguda que necessitam de alguma
modalidade hemodialitica temporariamente; f) nagueles que necessitam de HD ou
hemoperfusdo para tratamento de overdose ou intoxicagdo; g) pacientes que
necessitam de plasmaférese (troca do plasma); h) pacientes em didlise peritoneal
cujo abdome esta com alguma contra-indicacdo de uso, antes da insercdo de um
novo cateter peritoneal (por exemplo: nas peritonites); i) receptores de transplante
que necessitam de HD temporaria durante episédios de rejeicdo grave (FAN et al.,
1992; AL-WAKEEL et al., 1998; CANAUD, et al., 1999; SCHWAB et al., 1999;
SAXENA, et al., 2005; DAUGIRDAS et al., 2008; VIJAYAN, et al., 2009).

2.3.Infeccdes de Corrente Sanguinea

Bacteremia é a condicdo que designa a presenca de bactérias em circulacéo
na corrente sanguinea (KONEMAN, et al., 2008; ARAUJO, 2012). Em geral, as
bacteremias sdo causadas por um Unico microrganismo, porém em algumas
situacBes sdo de etiologia polimicrobiana (ARAUJO, 2012). Esse fendmeno esta
muitas vezes associado a um consideravel aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade e representa uma importante complicagdo no processo infeccioso
(ARAUJO, 2012). Os sinais e sintomas de bacteremia podem estar presentes, porém
sao variaveis, sendo chamada de silenciosa ou subclinica a condicdo em que o
paciente desconhece a presenca do microrganismo na circulacdo (KONEMAN, et al.,
2008). Em contrapartida, a septicemia (sepse) € uma sindrome clinica onde a
resposta do organismo ao agente infeccioso se manifesta apresentando sintomas
como febre, mal estar, calafrios, hiperventilacdo, taquicardia e toxicidade ou
prostracdo (KONEMAN, et al., 2008; ARAUJO, 2012). A septicemia ocorre quando a
remogcdo das bactérias circulantes pelos fagocitos € inferior & sua taxa de
multiplicagdo. Sao as toxinas microbianas e/ou citocinas produzidas e liberadas
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pelas células inflamatérias que produzem os sinais e sintomas de sepse
(PARRILLO, 1993).

As bacteremias podem ser classificadas em transitoria, intermitente, continua
ou de escape (KONEMAN, 2008; ARAUJO, 2012). A do tipo transitéria, que em geral
€ causada por microrganismos da microbiota normal, que pode se ocasionada apos
pequeno trauma nas membranas, como ao escovar os dentes ou em procedimentos
cirdrgicos envolvendo tecidos contaminados ou colonizados, como também em
esforco durante os movimentos intestinais (LEFROCK, et al., 1973; ARAUJO, 2012).
A bacteremia intermitente ocorre quando as bactérias sao periodicamente liberadas
na corrente sanguinea a partir de um local infectado como abscessos
extravasculares, peritonites ou infeccbes das cavidades do corpo,
sendo causa frequente de febre de origem indeterminada (ARAUJO, 2012;
KONEMMAN, 2008). A bacteremia continua normalmente ocorre quando a infeccao
€ intravascular, onde a origem pode ser o endotélio infectado (aneurismas ou
endocardite bacteriana) ou dispostivo infectado (fistulas arteriovenosas, cateteres
intra-arteriais e venosos, ou canulas de demora) (ARAUJO, 2012; KONEMAN,
2008). A bacteremia de escape (“breakthrough”) caracteriza-se por hemoculturas
positivas em pacientes que receberam, nas Ultimas 24 horas, adequada terapia
antimicrobiana para microrganismo susceptivel na dose e via de administracdo
recomendadas. Quando ocorre no inicio da terapéutica, geralmente deve-se a
baixas concentracfes do antimicrobiano atingidas na corrente sanguinea. Ja 0s
episodios de escape que ocorrem tardiamente geralmente sdo ocasionados por
drenagem inadequada do foco infeccioso ou por debilidade das defesas do
hospedeiro (LOPEZ, et al., 2005; ARAUJO, 2012).

Hemoculturas positivas para microrganismos patogénicos sdo indicadores
altamente especificos de ICS, embora ainda ndo exista um padrdo-ouro para o
diagnéstico de tais infecgcdes. Os métodos em uso requerem de horas a dias de
incubacgéo e ndo ha um sistema comercial ou meio de cultivo que permita a detecgéo
de todos os potenciais patogenos (ARAUJO, 2012). Em caso de suspeita de
bacteremia, devem ser realizadas duas ou trés hemoculturas. As coletas devem ser
realizadas antes da administracdo do antimicrobiano, da seguinte forma: uma ou
duas coletas de amostras de sangue periférico e mais uma coleta de sangue obtido
do CHD. Contudo, em casos em que o sangue nao puder ser colhido de veias
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periféricas, as amostras podem ser colhidas do cateter de HD ou dos tubos de
circulacdo extracorporea da maquina de HD, respeitando-se um intervalo de 10 a 15
minutos entre as coletas. (NASSAR; AYUS, 2001; O'GRADY et al., 2002; ALLON,
2007; DAUGIRDAS, et al., 2008).

2.4. Infec¢Bes em pacientes submetidos & hemodiélise

2.4.1. Impacto das infec¢cdes na hemodialise

As infecgbes continuam a produzir um forte impacto sobre os pacientes
submetidos a HD, destacando-se como a segunda causa de mortalidade nessa
populacao, precedidas apenas pelas doencas cardiovasculares (BLOEMBERGEN,
et al., 1996; NASSAR; AYUS, 2001; UNITED STATES RENAL DATA SYSTEM, 2009).

De acordo com censo da SBN, em 2008, as principais causas de Obito dos
pacientes com doenca renal em estagio terminal submetidos a didlise foram as
doencas cardiovasculares em 36,9%, infecciosas em 26%, cerebrovasculares em
9,9%, outras causas em 21,2%, e causas desconhecidas em 6% dos casos (SESSO
et al.,, 2008). Adicionalmente, as infeccbes se destacam como principal causa de
admissOes hospitalares. No Brasil, a taxa de hospitalizacdo mensal foi de 5,8% nas
amostras avaliadas em julho de 2013 (SESSO, et al., 2014). Nos EUA, em 2010, a
taxa anual de hospitalizacdes por bacteremia ou septicemia entre pacientes
dialiticos foi de 116 admissf6es/1000 pacientes/ano, o que representa um aumento
de 51% desde 1993 (COLLINS, et al., 2013).

Conforme dados da Dialysis Surveillance Network, mensalmente, 3,2% dos
pacientes submetidos & HD tem um episédio de infeccdo associado ao acesso de
dialise (TOKARS, et al., 2002). Notavelmente, as infec¢bes sdo associadas a custos

excessivos para ambos, pacientes e hospitais (GREINER, et al., 2007).
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2.4.2. Fatores de risco

A populacéo de pacientes com DRCT é caracterizada pela idade avancada e
uma grande taxa de comorbidades como diabetes e hipoalbuminemia (UNITED
STATES RENAL DATA SYSTEM, 2007; GO, et al., 2004) e isto estd associado a um
grande risco de infec¢cdes agudas (ALLON, et al., 2003). No Brasil, 31,5 % dos
pacientes em dialise sdo idosos, com idade 265 anos (SESSO, et al.,, 2014). Em
2013, no que diz respeito ao diagndstico da doenca renal primaria, as principais
doencas de base encontradas foram HAS (35%), diabetes (30%) e 15% dos
pacientes apresentavam concentracao sérica de albumina < 3,5 g/dl (SESSO, et al.,
2014).

A funcdo do sistema imunoldgico declina com a idade, por isso 0s idosos
estdo mais sujeitos a infeccdo (WICK, GRUBECK-LOEBENSTEIN, 1997; LEMAOULT,
SZABO, WEKSLER, 1997). O diabetes é um fator de risco para infec¢do, pois
compromete os mecanismos de defesa imunolégico e traz prejuizo a funcéo
fagocitica (CARTON, et al.,1992). Baixas concentracfes séricas de albumina podem
representar nutricdo proteica deficiente do paciente o que induz a imunossupressao
caracterizada por debilitada producdo de anticorpos e inibicdo da capacidade
fagocitica (MATTERN, et al., 1982; CHANDRA, et al., 1983).

De maneira geral, em pacientes com insuficiéncia renal ocorrem alteracdes na
resposta imunoldgica, com modificacbes na funcdo dos neutrdéfilos, diminuicdo da
capacidade de fagocitose, depressdo da atividade das células natural killer, e
alteracdes nas funcdes das células T e B trazendo prejuizo a resposta imune do
hospedeiro frente a infeccbes (HAAG-WEBER, HORL, 1996; COHEN, HAAG-
WEBER, HORL, 1997; MINNAGANTI, CUNHA, 2001).

A susceptibilidade de individuos com insuficiéncia renal em estagio terminal a
infecgbes se deve, em parte, ao estado de imunodeficiéncia associada a uremia..
Em condigbes urémicas o0s neutrofilos apresentam quimiotaxia deficiente,
compromentimento das fun¢Bes fagocitarias, degranulacdo e explosdo respiratoria
anormal, como também desregulacdo da apoptose (LEWIS, VAN, 1987; HORL, et
al., 1999; CENDOROGLO, et al., 1999; JABER, et al., 2001). Outros fatores estéo
envolvidos na disfuncdo dos neutréfilos: desnutricdo, sobrecarga de ferro,
metabolismo debilitado da glicose, hiperparatiroidismo, a propria dialise e a retencao
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de solutos urémicos. (VANHOLDER, et al., 1991; CHERVU, et al., 1992; PATRUTA,
et al., 1998; HORL, et al., 1999).

Outro importante fator de risco para infec¢cdes € a reuso de membranas de
HD, principalmente devido a falhas na esterilizacdo ou no armazenamento dos
dialisadores. Powe e colaboradores, 1999, avaliaram a relagéo entre a reutilizagcéo
de membranas em pacientes submetidos a HD e o risco de septicemia. Neste
estudo concluiu-se que os individuos que faziam reuso das membranas

apresentavam um risco 28% maior de septicemia do que aqueles que nao o faziam.

O acesso vascular permanece como 0 ponto mais vulneravel a infeccdo no
paciente em tratamento hemodialitico, em fungdo da interrupcdo da barreira
cutanea, que ocorre nas repetidas puncées em FAVS, ou com o uso de cateteres
(VANHOLDER, et al., 1993).

As FAVs apresentam menor risco de infec¢do, seguidas, em ordem crescente
de risco, por enxertos AV e CDL (VASCULAR ACCESS, 2006). Entretanto, na
maioria dos centros de didlise a menor parte dos pacientes tem FAVs funcionais
(HENRICH, et al., 2011).

Quando em uso de CDLs, os pacientes submetidos a HD correm um risco
relativo de bacteremia sete vezes maior do que os com FAV (HOEN, et al., 1998).
Os CDLs tunelizados (com cuff) estéo relacionados a um menor risco de infeccédo do
gue os nao tunelizados (sem cuff), devido a implantacdo de um tunel subcutaneo, de
pelo menos 10 cm, entre o local de inser¢cdo vascular e o local de saida cutanea,
inibindo a migracdo de microrganismos pelo cateter (WEIJMER, et al.,, 2004,
UNITED STATES RENAL DATA SYSTEM, 2010; BETJES, et al., 2011). A invasao
de microrganismos na corrente sanguinea pode ocorrer por duas rotas principais: via
extraluminal e intraluminal (CHEESBROUGH, et al.,, 1986). A rota extraluminal
envolve o contato direto entre a microbiota cutanea do paciente e a superficie do
cateter, seja no momento da insercéo ou antes da completa cicatrizacdo do local de
saida e da endotelizagc&o do tunel subcutaneo (no caso dos cateteres tunelizados —
com cuff). Isto permite a colonizacdo e a migracao de bactérias da pele pelo ponto
de insercéo, descendo pela superficie externa do cateter até alcancar a corrente
sanguinea (CHEESBROUGH, et al., 1986; HENRICH, et al., 2011). A via de infeccéo
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intraluminal envolve a transferéncia de microrganismos através do contato das maos
contaminadas de individuos que manipulam o cateter, principalmente profissionais
de saulde, para a luz ou tampa do cateter, resultando em contaminacao da superficie
interna destes (WEIJMER, et al., 2004; HENRICH, et al., 2011). Indepentemente da
via de inoculacdo, o risco de infeccdo cresce com a permanéncia do cateter
(WEIIMER, et al., 2004).

O percentual de pacientes que recebem dialise via CDLs pode influenciar a
incidéncia de infec¢des da corrente sanguinea em clinicas de tratamento de dialise
(VASCULAR ACCESS, 2006). Segundo observacdes de Taylor e colaboradores,
1998, o aumento na taxa de bacteremias relacionadas a hemodialise cresce em
paralelo com o crescimento do uso do CDLs como forma de acesso em torno de 30-
40%.

2.4.3. Principais patégenos Gram positivos

A ocorréncia de bacteremia por cocos Gram positivos € relativamente comum
em pacientes submetidos a HD (ABBOTT, AGODOA, 2001; TAYLOR et al. 2002).
Em geral, o Staphylococcus aureus € o microrganismo mais comumente identificado
em bacteremias relacionadas ao cateter, respondendo por 22-42,5% dessas
infecgbes (DOPIRAK, et al., 2002; GILAD, et al., 2005; KLEVENS, et al., 2008;
LAFRANCE, et al., 2010). Uma elevada taxa de mortalidade e morbidade tem sido
vinculada a infeccdo por S. aureus (GREINER, et al., 2007). Alta incidéncia de
complicagBes secundarias, incluindo endocardite infecciosa, osteomielite, artrite
séptica, abscesso epidural e infeccdo dos dispositivos intravasculares, tem sido
associada com bacteremia por este microrganismo (MARR, et al.,, 1998;
ENGEMANN, et al., 2005; INRIG, et al. 2006). Além disso, os casos de bacteremia
por S. aureus estado associados a um grande percentual de recorréncia (14.5-44%)
(NASSAR; AYUS, 2001).

Os estafilococos coagulase negativo (ScoN), que comumente colonizam a
pele humana, seguem também como um dos mais comuns microrganismos isolados
de bacteremias nos laboratdrios de microbiologia clinica, contabilizando 9-30% das
espécies isoladas (TOKARS, et al.,, 2001; DOPIRAK, et al., 2002; GILAD, et al.,
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2005). Pacientes com dispositivos protéticos, cateteres intravasculares e outros
corpos estranhos correm um risco adicional de infec¢des por ScoN. As espécies de
ScoN aparecem como cepas de grande potencial patogénico e de resisténcia aos
antimicrobianos (SCHWALBE, STAPLETON, GILLIGAN, 1987; RICHARDS, et al.
1999; HUSSAIN, et al., 2000). A resisténcia a meticilina e a outras penicilinas
semissintéticas se mostra disseminada entre os ScoN, além de relatos de reduzida
susceptibilidade a van (SCHWALBE, STAPLETON, GILLIGAN, 1987; RICHARDS, et
al., 1999).

Outros microrganismos que também contribuem com um importante
percentual nas bacteremias nos pacientes em tratamento hemodialitico sdo os
enterococos (9-13%) (DOPIRAK, et al., 2002; TAYLOR, et al. 2004). Em menor
frequéncia de géneros, ocorrem o0s bacilos Gram negativos (21-30%), geralmente
como contaminantes da agua utilizada para a HD. (DOPIRAK, et al., 2002,
KLEVENS,; et al., 2008; LAFRANCE et al., 2008).

O conhecimento prévio dos principais microrganismos que contribuem para 0s
episodios de bacteriemia permite um melhor direcionamento da terapia empirica,
reduzindo o uso dos antimicrobianos e minimizando o risco de desenvolvimento de
resisténcia (HENDERSON, et al., 2006).

2.4.4. Staphylococcus sp. resistentes a meticilina

Face a probabilidade de repetida admissdo hospitalar, cirurgia para
implantagdo do acesso vascular, puncao frequente do local do acesso vascular, e
alta prevaléncia de colonizacédo por MRSA, os pacientes em HD sao particularmente
vulneraveis a infeccbes por MRSA (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2007; PATEL, et al., 2010). O risco anual de infec¢cbes invasivas por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em pacientes submetidos a
HD é 100 vezes maior do que na populacdo nao dialitica (45,2/1000 contra 0,2-0,4
eventos por 1.000) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2007).

Transferido horizontalmente, o gene mecA codifica uma proteina de ligacéao a
penicilina alterada (PBP2a) que tem uma baixa afinidade de ligacdo aos

antimicrobianos B-lactamicos (LOWY, et al., 2003). A hiperproducdo de -
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lactamases também foi descrita como mecanismo de resisténcia a meticilina, ainda
que a maior frequéncia de resisténcia seja mediada pelo gene mecA (JARLOV,
BUSCH-SORENSEN, ESPERSEN, 1997).

Uma analise publicada em 2011 concluiu que pacientes portadores nasais de
MRSA, submetidos a HD, tem risco de morte relacionada a infec¢des 4,99 maior do
gue os néo portadores (LAI, et al., 2011). De fato, a tipagem molecular sugere que a
colonizacdo nasal por cepas MRSA precede a infeccéo clinica (LU, et al., 2008).

Os pacientes dialiticos respondem por cerca de 15% de todas as infeccles
invasivas por MRSA (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2007). Reed e colaboradores (2005) relataram que bacteremias por MRSA, quando
comparadas as bacteremias por Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina
(MSSA) implicam em maior mortalidade, aumento do tempo de internacédo hospitalar
e aumento dos custos. Em contrapartida, Soriano e colaboradores, 2000, né&o
encontraram nenhum aumento do risco de mortalidade relacionado a infeccdes por
MRSA, em um grande estudo coorte com 908 episddios consecutivos de
bacteremia por S. aureus.

Outro fator que tem sido associado a eficacia do tratamento de infeccdes
estafilococicas € a CIM de van. Diversos autores tem relatado que individuos
dialiticos infectados por cepas MRSA correm grande risco de morte quando estes
microrganismos apresentam CIM para van acima de 1ug/mL (SAKOULAS, et al.,
2004; HIDAYAT, et al., 2006; MACLAYTON, et al., 2006).

Sao denominadas como S. aureus com resisténcia intermediaria a van (VISA)
cepas MRSA com CIM de van entre 4 e 8 pg/mL (CLSI, 2014). Mesmo quando
elevadas CSM de van sao alcancadas (20 pug/mL), infecgGes por essas cepas VISA
elevam o risco de falha terapéutica (LEONARD, RYBAK, 2009; WERTH, et al.,
2014). Alem disso, cerca de 11% das cepas MRSA, com CIM dentro do intervalo de
susceptibilidade a van (<2 pg/mL), contém subpopulacdes com susceptibilidade
reduzida a van (VISA heterogénea ou hVISA), e estas ndo sdo notadas na rotina
laboratorial (JONES, et al., 2006; TENOVER; MOELLERING, 2007; COSGROVE,
FOWLER, 2008).
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2.5. Terapia antimicrobiana

A escolha inicial dos antimicrobianos para o tratamento de bacteremias
relacionadas ao cateter é empirica e requer o conhecimento prévio dos
microrganismos prevalentes na unidade de didlise e seu padrdo de susceptibilidade
aos antimicrobianos (NASSAR; AYUS, 2001; ALLON, 2007). Dessa forma, apés
apropriada coleta das culturas deve ser iniciada terapia com antimicrobianos
sistémicos e de amplo espectro (BEATHARD; URBANES, 2008). Contudo, a terapia
antimicrobiana subsequente deve ser ajustada de acordo com os resultados
microbiolégicos e mantida por pelo menos trés semanas (NASSAR; AYUS, 2001,
ALLON, et a., 2007; DAUGIRDAS, et al., 2008; BEATHARD; URBANES, 2008).

Uma vez que as bactérias Gram positivas sao responsaveis por cerca de dois
tercos das bacteremias relacionadas ao acesso de HD, quando ha suspeita de que
este é fonte de febre, a terapia antimicrobiana insituida deve abranger esses
microrganismos, incluindo S. aureus sensivel a meticilina (KESSLER, et al., 1993;
MARR, et al., 1998; NASSAR; AYUS, 2000). A terapia antimicrobiana deve cobrir
também Enterococcus e organismos Gram-negativos pois representam a maior dos
demais microrganismos causadores de bacteremia. Em unidades de HD onde sejam
frequentes as infeccBes causadas por S. aureus resistentes a meticilina a van
devera ser incluida na escolha inicial de antimicrobianos (ALLON, 2007). Para
selecdo rotineira dos antimicrobianos também devem ser consideradas suas
propriedades farmacocinéticas, sendo preferiveis aqueles que permitem ou facilitem
a dosagem e aplicacdo apos cada sessédo de HD, que geralmente é feita em dias
alternados, trés vezes por semana (DAUGIRDAS, et al.,, 2008). Sendo assim, é
recomendado que a terapia antimicrobiana sistémica empirica para pacientes em
HD com suspeita de bacteremia relacionada ao uso do catater deve empregar van
como antimicrobiano de primeira escolha para cobertura de cocos Gram positivos
(ALLON, et al., 2007) associada a um aminoglicosidio ou uma cefalosporina de
terceita geragdo para ampla cobertura de bacilos Gram negativos, sendo que as
proriedades farmacocinéticas desses dois Ultimos agentes antimicrobianos permitem
a sua administracao trés vezes por semana apos cada sessdo de HD (FELDMAN, et
al., 2007; ALLON, et al.,, 2009). O perfil de microrganismos presentes em cada
unidade de tratamento guiara a escolha da terapia empirica inicial (ALLON, 2007).

Caso as hemoculturas iniciais sejam negativas, se nao existir nenhuma fonte
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identificada de infeccdo ou se 0s sinais e sintomas da bacteremia se resolveram o
tratamento antimicrobiano sistémico empirico deve ser interrompido (MERMEL, et
al., 2009).

2.6. Vancomicina no tratamento de infec¢des por cocos Gram positivos
2.6.1. Consideracfes gerais sobre 0 uso da vancomicina

Como os pacientes em HD sao de alto risco para a infecgdo por MRSA
invasivo, a van € muitas vezes empiricamente administrada até que os resultados da
cultura sejam disponibilizados (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2007).

A van foi introduzida na pratica clinica em 1958, empregada inicialmente
como uma alternativa a penicilinas para tratar infecgcbes por cepas de S. aureus
produtoras de penicilinases (MACGOWAN, et al.,, 1998; SONG, et al. 2004,
MURRAY; NANNINI, 2010). No entanto, alguns anos mais tarde, o uso da van no
tratamento de infec¢des por S. aureus foi refreado, reservado a pacientes alérgicos
a P-lactdmicos. Isto foi resultado do desenvolvimento de novos B-lactamicos
penicilinase-resistentes, como a meticilina e cefalotina e em razédo dos frequentes
efeitos colaterais e alta toxicidade observados na formulacdo inicial da van
(MATZKE; ZHANEL; GUAY, 1986; LEVINE, et al., 2006; MURRAY, NANNINI,
2010).

Com a emergéncia mundial de cepas MRSA em 1961 (LOWY, et al., 2003),
juntamente com a elucidacao do perfil farmacocinético e a obtencéo de preparacdes
mais puras, a van teve seu uso difundido, sendo hoje o antimicrobiano mais utilizado
nos Estados Unidos para o tratamento de infecgbes graves envolvendo MRSA
(GRIFFITH, et al., 1981; MOELLERING, FISHMAN, 2006; RYBAK et al., 2009; KIM,
et al., 2010).

O principal mecanismo de acdo da van consiste em inibir a sintese da parede
celular em seus estagios finais e afeta, desta forma, a divisdo bacteriana
(RUBINSTEIN, KEYNAN, 2014). Os alvos da sua atividade sdo os aminoacidos
terminais dos pentapeptideos da mureina, que compdem o peptidoglicano. Os
mondmeros de mureina sdo adicionados ao peptideoglicano por transglicosilacao

seguido de transpeptidacdo. A van liga-se firmemente a extremidade terminal D-ala-
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D-ala dos pentapeptideos e este complexo leva a uma alteracdo conformacional que
blogueia a transglicosilase, impedindo a incorporacdo dos monémeros de mureina a
cadeia de peptidoglicano em crescimento, interrompendo a sintese da parede celular
com posterior morte bacteriana (WATANAKUNAKORN, et al., 1984; BRYSKIER, et
al., 2005; GOLAN, et al., 2009; MURRAY, NANNINI, 2010; RUBINSTEIN, KEYNAN,
2014).

O espectro antimicrobiano de van inclui muitos cocos e bacilos Gram positivos
aerébicos como Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, bem como,
Corynebacterium, Listeria, Bacillus spp, Clostridium spp e Gram positivos orais
anaerobios. Raras excecfes de organismos como 0S enterococos se tornaram
resistentes a van, principalmente o Enterococcus faecium (RUBINSTEIN; KEYNAN,
2014). Este fendtipo de resisténcia € resultado da alteracdo dos residuos D-Ala-D-
Ala na extremidade dos pentapeptideos da mureina para D-Ala-D-Lac, diminuindo
fortemente a afinidade de ligacdo da van (VANDECASTEELE et al., 2009). Em S.
aureus, tem sido observado constante aumento da CIM de van, com a emergéncia
de S. aureus vancomicina-intermediario (VISA) e vancomicina-resistente (VRSA)
(VANDECASTEELE et al., 2009). S. aureus com CIM de van >2 e <16 ug/ml sao
definidos como VISA. Esta reduzida sensibilidade a van € causada por um
espessamento progressivo da camada de peptideoglicano da parede de bactérias
Gram positivo (VANDECASTEELE, et al., 2009; HOWDEN, et al., 2010).

2.5.2. Monitoramento terapéutico da vancomicina

Comparada com outros agentes antimicrobianos, a van possui um estreito
intervalo terapéutico. De um lado, concentracdes subterapéuticas de van tém sido
associadas ao risco de falha terapéutica (VANDECASTEELE, et al.,, 2010) e
desenvolvimento de cepas VISA (HIRAMATSU, et a., 2001; LIU, et al., 2003). Por
outro lado, a administragdo de concentracdes supraterapéuticas deste
antimicrobiano relacionam-se ao risco de nefrotoxicidade (LODISE, et al., 2009;
MERGENHAGEN, et al., 2014) e ototoxicicidade (DARKO, et al., 2003). O
monitoramento terapéutico da van é, portanto, fundamental para reduzir o potencial

de toxicicidade e maximizar sua eficacia no tratamento de infecgBes por



39

microrganismo Gram postivos (CANTU, YAMANAKA-YUEN, LIETMAN, 1994; RYBAK,
et al., 2009; YE; TANG; SUO-DI, 2013).

No monitoramento terapéutico de van as CSM devem ser medidas e
avaliadas a partir do estado estacionario da concentracdo do farmaco (RYBAK, et
al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013).

Ha indicacdo de monitoramento terapéutico para pacientes que,
possivelmente, receberdo curso terapéutico de van por mais de 3 dias
(MATSUMOTO, et al., 2013). O monitoramento deve ser planejado desde o inicio da
terapia em pacientes que recebem altas doses deste antimicrobiano, com alto risco
de nefrotoxicidade, infecgbes graves, fungéo renal instavel, HD (RYBAK, et al., 2009;
VANDECASTEELE, et al., 2010; PRITCHARD, et al., 2010; WONG-BERINGER, et
al., 2011; MATSUMOTO, et al., 2013), obesidade (NUNN, et al., 2011), baixo peso e
em condicbes especiais que causem flutuagdo do volume de distribuicdo
(MATSUMOTO, et al., 2013).

Os médicos devem orientar a frequéncia do monitoramento terapéutico da
van quando forem desejadas que as CSM sejam mantidas no intervalo de 15-20
pg/mL. Em pacientes hemodinamicamente estaveis recomenda-se
acompanhamento uma vez por semana. Entretanto monitoramento mais frequente
ou diario devera ser realizado em individuos doentes hemodinamicamente instaveis
(RYBAK, et al., 2009).

2.5.3. Farmacocinética (FC)/farmacodinamica (FD) de vancomicina

No trato gastrointestinal integro a biodisponibilidade da van é praticamamente
inexistente. Na terapia parenteral o seu uso terapéutico € restrito a administragéo
intravenosa (MATZKE, ZHANEL, GUAYDR, 1986; BRYSKIER, et al.,, 2005;
BRUNTON, LAZO, PARKER, et al., 2010).

A van é eliminada, primariamente, por via renal, sendo 80-90% do farmaco
excretado na forma inalterada na urina, dentro de 24h em pacientes com funcao
renal normal (MATZKE, ZHANEL, GUAY, 1986; RYBAK et al., 2009). Sua meia-vida
de eliminacdo sérica € de cerca de 6 horas em pacientes com funcéo renal normal
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010). A depuracao de van diminui de forma linear
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com a depuragédo de creatinina e filtracdo glomerular (MATZKE, et al., 1984; PEA, et
al., 2009), resultando numa longa meia-vida, de 100-200 horas, em caso de
comprometimento da funcéo renal. Neste caso, torna-se necessario o ajuste de dose
e monitoramento dos niveis séricos (BRUNTON, LAZO, PARKER, 2010;
VANDECASTEELE, DE VRIESE, 2010).

Uma pequena fracdo do farmaco tem depuracdo extra renal, possivelmente
hepatica. Isto leva a formacao de produtos cristalinos degenerados de van (FOLLIN,
et al., 1996).

A van é distribuida na maioria dos sitios corporais, embora a penetracdo em
varios tecidos seja baixa e dependente do grau de inflamacédo local. A penetracédo
de van no liquido cefalorraquidiano de pacientes com meninges integras é
relativamente baixa (intervalo de 0-3,45 mg/L). Porém, o processo inflamatério nas
meninges melhora a penetragcdo de van no sistema nervoso central, em
concentracOes de 6,4-11,1 mg/L (COOPER, GIVEN, 1986; ALBANESE et al., 2000).

N&o obstante, muitos estudos tenham mostrado que é moderada a ligacao de
van as proteinas plasmaticas (<50%), algumas avaliacdes in vitro demostraram que,
na presenca de albumina, ha um aumento da CIM de 1 a 8, ao passo que na
presenca de soro o efeito é mais varidvel. Apesar de limitacdes, como fraca
penetragdo tecidual, efeito bactericida relativamente lento, e potencial para
toxicidade, a van continua sendo considerada o padrdo ouro no tratamento de
infeccbes por MRSA, devido a seu baixo custo e resposta clinica estabelecida
(LAMP, et al., 1992; STANLEY, etal., 1994; LAPLANTE, RYBAK, 2004).

O parametro FC/FD que melhor prediz a atividade e toxicicidade de van
contra espécies de estafilococos é a area sob a curva de concentragdo em 24h
sobre a CIM (AUC/CIM) (MOISE-BRODER et al., 2004; RYBAK, et. al., 2006;
RYBAK, 2009).

Diversos pesquisadores defendem uma AUC/CIM 2400 como alvo terapéutico
recomendado para se alcancar efetividade terapéutica com van. Para um isolado de
S. aureus com uma CIM de 1 pg/mL para van, a CSM deste anticrobiano deveria
ser de 15 pg/mL para gerar uma AUC/CIM de 400 (RYBAK et al., 2009). A obtencéo

de multiplas concentracbes séricas de van para se determinar AUC e,
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subsequentemente, a AUC/CIM dificulta o uso deste pardmetro na rotina clinica.
Entretanto, existe uma boa correlacdo entre a exposicao total de van, dada pela
AUC/CIM, e as CSM deste antimicrobiano. Assim, o monitoramento das CSM de van
€ recomendado como a ferramenta mais precisa e pratica, no cenario terapéutico,
para se estimar a eficacia deste farmaco (LODISE et al., 2009; RYBAK et al., 2009).

CSM é a menor concentragdo que o farmaco atinge antes de sua proxima
dose, assim, as CSM de van sdo obtidas a partir de amostras coletadas
imediatamente antes da administracdo da dose subsequente de van, no inicio da
condicdo de estado estacionario (JEFFRES, et al., 2006; NEELY, et al., 2014;
RYBAK, et al., 2009). A condi¢céo de estado estacionario € obtida justamente depois
da terceira dose em pessoas com funcédo renal normal (JEFFRES, et al., 2006;
RYBAK, et al., 2009; NEELY, et al., 2014). O alcance do estado estacionario € mais
demorado em pacientes submetidos a HD, e embora ndo existam evidéncias do
tempo adequado para iniciar o monitoramento das CSM nestes pacientes, €
recomendado que seja realizado dentro de uma semana apos a infusdo da van
(MATSUMOTO, et al., 2013).

Embora van seja utilizada had mais de cinco décadas, sua estreita faixa
terapéutica s6 se tornou conhecida nos ultimos anos (RYBAK et al.,, 2009;
VANDECASTEELE, et al., 2011). Até recentemente, as CSM de van recomendadas
se encontravam no intervalo de 5-20 pug/mL (ARIANO, et al., 2005). Entretanto, uma
progressiva reducdo na susceptibilidade a van em cepas de S.aureus, caracterizada
pelo aumento da CIM, tem sido descrita em pacientes com bacteremias por MRSA e
com exposicdo recente a este farmaco (GARNIER, et al., 2006; TENOVER,;
MOELLERING, 2007; LODISE, et al., 2008). A ocorréncia de um numero cada vez
maior de estafilococos com CIM entre 1 e 2 ug/mL tem levado a falhas terapéuticas,
incluindo recidivas e morte (SORIANO, et al., 2008; LODISE, et al., 2008; MUSTA,
2009; YOON, et al., 2010; TAKESUE, et al., 2010; CHOI, et al., 2011).

Estudos mostram que subdosagens de van, que resultam em CSM <10ug/mL,
estao associadas a riscos de falha terapéutica, o0 que pode promover 0 aparecimento
de resisténcia a van (HOWDEN, et al., 2004; SAKOULAS, et al., 2006). Além disso,
parece haver uma ligacdo entre uma prolongada exposi¢cdo a baixas concentracdes
séricas de van e o surgimento de cepas VISA e hVISA (SAKOULAS, et al., 2006).

Em contrapartida, doses elevadas deste fArmaco aumentam, subtancialmente, o
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risco de nefrotoxicidade, especialmente importante em pacientes com insuficiéncia
renal preexistente (VANDECASTEELE, et al., 2010), podendo afetar a funcao renal
residual em pacientes sob HD. Perda auditiva induzida por van tem sido relatada
em até 12% dos pacientes tratados com o farmaco, especialmente em idosos
(FOROUZESH, MOISE, SAKOULAS, 2009).

Diante destas observagdes, um consenso de diretrizes para 0 monitoramento
terapéutico de van foi publicado em 2009 pela American Society of Hospital
Pharmacists, Infectious Diseases Society of America, e Society of Infectious Disease
Pharmacists, onde sdo recomendadas maiores dosagens de van, de forma a se
manter CSM 210 pg/mL para evitar o desenvolvimento de resisténcia e,
preferencilamente, 215 ug/mL em infecgdes por patégenos com CIM >1, gerando
uma AUC >400 (RYBAK, et al., 2009). Para infecgcbes complicadas por S. aureus,
como bacteremias, osteomielites e meningites, sdo veementemente recomendadas
CSM de van entre 15-20 pg/mL para obtencdo de sucesso terapéutico (RYBAK et
al., 2009, MATSUMOTO, et al., 2013).

2.5.4. Métodos de doseamento de van

Para um acompanhamento eficiente da terapia antimicrobiana empirica do
paciente em HD, as CSM de van devem ser rapidamente disponibilizadas para os
médicos. Assim, a técnica para o doseamento do farmaco deve ser de fécil
execucao pelo laboratério clinico. O doseamento de agentes antimicrobianos tem
sido realizado por meio de uma variedade de metodologias cromatograficas,
imunoenziméticas e microbiolégicas (KUREISHI et al.,, 1990; KOHLHEPP, et al.,
1998; TEIXEIRA, et al., 2000). Técnicas cromatograficas sdo rapidas e precisas,
mas requerem equipamento relativamente caro e pessoal especializado. Da mesma
forma, ensaios imunoenzimaticos requerem acesso a sistemas de analise
especificos, muitas vezes nao disponiveis na rotina laboratorial. O método
microbiolégico (bioensaio), por outro lado, é o que mais se aproxima da realidade
dos laboratérios clinicos de pequeno porte (POHLOD, et al. 1984; KUREISHI, et al.,
1990).

O método microbioldgico se fundamenta na difusdo do antimicrobiano em um

meio de cultura sélido inoculado com um microrganismo padrdo. Do processo de
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difuséo, resulta um halo de inibicdo do crescimento do microrganismo. O diametro
deste halo € uma funcdo da concentracdo do antimicrobiano e pode ser expresso
como uma relacéo linear entre o diametro do halo e o logaritmo da concentracdo. A
principal limitacdo do método é a interferéncia de antimicrobianos administrados em
associacdo com a van. Nestes casos torna-se fundamental o emprego de técnicas
para a neutralizacdo dos farmacos de interferéncia. Beta-lactamicos como a
ceftazidima podem ser inibidos pela adicdo de beta-lactamases, enquanto a gen é
neutralizada pela adicdo de SPS que é bem conhecido como agente anticoagulante,
antifagocitico e anticomplementar, sendo utilizado para neutralizar a atividade de
aminoglicosideos (EDBERG, et al., 1976; LORIAN, et al., 2005).

O método automatizado CMIA é considerado o teste padrdo-ouro para o
doseamento de van. Este método apresenta rapidez, boa sensibilidade e auséncia
de necessidade de se inibir outros antimicrobianos. Porém é um método caro,
comparado ao bioensaio, e alguns estudos indicam a existéncia de um metabdlito
inativo da van que nao é distinguido no imunoensaio, podendo superestimar 0s
valores obtidos (ANNE, et al., 1989; LORIAN, et al., 2005;). A correlacdo entre
bioensaio e o imunoensaio é alta, como descrito por Pohlod e colaboradores, 1984.
Outro método para determinacédo de niveis séricos de van é a cromatografia liquida
de alta eficiéncia, que apresenta maior sensibilidade e precisdo. O elevado custo do
equipamento, e a necessidade de pessoal treinado para opera-lo impossibilitam seu
uso na rotina (HAGIHARA, et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Investigar as concentracfes séricas minimas de vancomicina alcancadas em
pacientes atendidos em unidades de hemodidlise da Grande Vitéria, ES,
comparando duas metodologias disponiveis para o0 doseamento deste
antimicrobiano, e correlaciona-los com a CIM de vancomicina para amostras de
Staphylococcus spp recuperadas de infeccées de corrente sanguinea dos mesmos

pacientes.

3.2. Especificos

Investigar a participacdo de Staphylococcus spp em infeccbes de corrente
sanguinea nos pacientes em tratamento de hemodialise em unidades de
hemodialise na Grande Vitoria, ES.

Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de uso na rotina
clinica para as amostras de Staphylococcus spp, recuperadas das infeccdes de
corrente sanguinea dos pacientes em estudo.

Realizar o doseamento de vancomicina em amostras de soro dos pacientes
em estudo aplicando o imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia
(CMIA).

Validar um ensaio microbiolégico (bioensaio) como método alternativo para o

doseamento de vancomina em amostras de soro humano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Natureza e local do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal, prospectivo, descritivo e analitico de ICS
por Staphylococcus spp e das concentracfes séricas de van em pacientes com
DRCT (TFG <15 mL/min/1.73 m?) em tratamento hemodialitico e em uso de van em
trés Unidades de Assisténcia de Alta Complexidade em Nefrologia (UAACN)
situadas na Grande Vitdria, ES. Descreve-se neste estudo o perfil de
susceptibilidade de Staphylococcus spp aos principais antimicrobianos utilizados na
rotina clinica, bem como as concentracdes séricas de van, o principal farmaco
utilizado na terapia empirica destas ICS. Além disso, é feita uma andlise
comparativa entre 0 método padréo ouro para o doseamento de van em amostra de

soro e um método microbiol6gico alternativo.

4.2. Populacdo amostrada

Foram incluidos no estudo todos os pacientes que apresentaram sinais e
sintomas clinicos de ICS (tremores, calafrios, febre, fraqueza, nauseas, vémitos)
durante o procedimento de HD no periodo de novembro de 2012 a novembro de
2014. Os pacientes com sinais e sintomas clinicos de ICS s&o rotineira e
empiricamente tratados com van (Europharma) em associagdo com gen
(Novapharma), de acordo com o0 seguinte protocolo estabelecido pelas unidades:
van, 1g, diluida em 200 ml de cloreto de sédio 0,9%, infundida a cada 4 ou 5 dias e
gen 1,0 mg/Kg, infundida apds cada sessao de HD.

Para a dosagem sérica de van foram utilizados os seguintes critérios de
inclusdo: (i) pacientes que apresentaram o0s sinais de ICS acima descritos e que
fizeram uso empirico de van e (ii) pacientes que concordaram e assinaram o termo
de consentimento livre esclarecido (ANEXO ). Como critérios de exclusao tém-se: (i)
pacientes com soro reativo contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da
hepatite C; (ii) pacientes que fizeram uso prévio de van a menos de quinze dias
antes da coleta, (i) auséncia do paciente em qualquer sessao de HD durante o

tratamento com van implicando na interrupgéo das coletas de soro.



46

Nas trés unidades de HD estudadas sao atendidos, regularmente, 500
pacientes (>80% do Sistema Unico de Salde - SUS) em trés turnos (06:00-10:00h,
11:00-15:00h e 16:00-20:00h) em trés sessdes semanais de quatro horas cada
(segunda — quarta — sexta ou terca — quinta — sabado) distribuidos da seguinte
forma: 124 na unidade de Vitoria, 187 em Cariacica e 189 na unidade da Serra. Nas
trés unidades existem 90 pontos ativos de HD (20 em Vitoria, 35 em Cariacica e 35
na Serra). As unidades de hemodialise participantes deste estudo correspondem a
30% (N=10) das UACC habilitadas na regido metropolitana do Espirito Santo. No
estado existem 16 Unidades distribuidas da seguinte forma: 02 em Colatina, 04 em
Vitéria, 02 em Cariacica, 02 na Serra, 02 em Cachoeiro de Itapemirim, 01 em Vila

Velha, 01 em Linhares, 01 em Guarapari e 01 em Sao Mateus (figura 1).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica das 16 unidades de assistencia de alta complexidade em nefrologia

habilitadas no Espirito Santo.

Fonte:http://cnes.datasus.gov.br/Mod Ind Habilitacoes Listar.asp?VTipo=1501&VListar=1&VEstado=

32&VMun=&VComp=&VContador=17&VTitulo=H, consulta em 06/03/2015.



http://cnes.datasus.gov.br/Mod_Ind_Habilitacoes_Listar.asp?VTipo=1501&VListar=1&VEstado=32&VMun=&VComp=&VContador=17&VTitulo=H
http://cnes.datasus.gov.br/Mod_Ind_Habilitacoes_Listar.asp?VTipo=1501&VListar=1&VEstado=32&VMun=&VComp=&VContador=17&VTitulo=H
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A incidéncia anual de bacteremia foi calculada conforme orientacdo do
National Healthcare Safety Network do CDC (2012):

Numero de bacteremias confirmadas
- - , x 100
Numero de pacientes atendidos

Frequéncia = (

4.3.Consideracdes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, sendo um subprojeto
do projeto “Bacteremia em pacientes submetidos a hemodialise na Grande Vitoria,

ES: aspectos microbiolégicos e terapéuticos” (protocolo no. 219/11) (Anexo ).

4.4. Hemoculturas

Ao se manifestarem no paciente, sinais e sintomas clinicos de bacteremia
(tremores, arrepios, febre, fraqueza, nauseas, vomitos) durante o procedimetno
hemodialitico foram realizadas as coletas das amostras de sangue para cultura
microbiolégica. Este procedimento foi realizado pela equipe de enfermagem das
unidades, seguindo o procedimento padrdo recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013) que
recomenda, pelo menos, duas amostras de sangue periférico de sitios diferentes,
em condicbes assépticas, antes da administragdo de antimicrobianos e respeitando-
se um intervalo minimo de 15 minutos entre as coletas. Neste estudo foi coletada
uma amostra de veia periférica e outra da circulacdo extracorporea, devido a
fragilidade do acesso vascular dos pacientes em HD.

As culturas microbiolégicas e a identificacdo das amostras foram realizadas
no sistema automatizado Bactec 9240 (Becton Dickinson) pelo laboratério clinico
conveniado as unidades, conforme a rotina de atendimento do paciente em HD que

apresenta os referidos sinais e sintomas clinicos de ICS. Os resultados obtidos eram



49

enviados ao Laboratério de Bacteriologia Geral e Clinica do Departamento de
Patologia do CCS/UFES por meio de relatérios periddicos.

A partir deste momento, todas as culturas bacterianas provenientes de ICS
foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia Geral e Clinica do
Departamento de Patologia do CCS/UFES para os testes subsequentes. As culturas
bacterianas, semeadas em agar MacConkey/agar sangue (placa de petri com uma
divisdo), recém chegadas ao laboratério, eram repicadas em agar BHI (Brain Heart
Infusion, MERCK, Alemanha), incubadas a 37°C por 24 horas e em seguida,
congeladas (-20°C) em meio preservante para posterior confirmacgdo da identificacdo
bacteriana. O foco do estudo eram os Staphylococcus spp e, portanto, somente as
amostras que mostraram auséncia de crescimento no MacConkey foram submetidas
aos testes de identificacao.

O meio preservante € constituido de proteose peptona, 6,75 g, fosfato de
potassio dibasico anidro, 1,8 g, fosfato de Potassio monobasico, 0,45 g, cloreto de
sédio, 2,25 g, glicerina (Glicerol), 45 mL, agua destilada, 450 mL.

4.5. Identificacdo dos Staphylococcus spp.

4.5.1. Triagem

Apos o descongelamento e crescimento em agar BHI foi realizado o teste da
catalase e a coloracdo de Gram. Os cocos Gram positivos e que apresentaram
positividade para a catalase foram, entdo, repicados em agar manitol salgado
(Mannitol salt phenol-red agar, MERCK, Alemanha) e incubados a 37°C por 24h. Na
sequéncia, as amostras que apresentaram crescimento e mudanca cromatica para
amarelo ao redor das colbnias no agar manitol foram submetidas aos testes de
coagulase em tubo e desoxirribonuclease para confirmacédo da identificacdo dos S.

aureus.
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4.5.2. Teste da coagulase em tubo

A partir de colbnias crescidas e isoladas em agar BHI foi realizada a pesquisa
da producdo da enzima coagulase. Foram inoculadas e emulsificadas 2-3 colbnias
bacterianas em tubo contendo plasma humano diluido na propror¢éo 1:5 em solucao
salina a 0,85%. Os tubos contendo as amostras foram incubados a 37°C. A leitura foi
realizada a partir de 4 horas de incubacédo e em caso de resultado negativo, o tubo
foi novamente incubado a temperatura ambiente e realizadas novas leituras nos
tempos de 6, 18 e 24 horas apoés incubacdo. O surgimento de qualquer coagulo
indicou reacdo positiva. As cepas padrao de S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis
ATCC 12228 foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente
(KONEMAN, 2008).

4.5.3. Teste da desoxirribonuclease (DNAse)

No caso de resultados fracos ou duvidosos do teste da coagulase em tubo as
amostras bacterianas eram submetidas ao teste da desoxirribonuclease. Este teste
foi realizado em agar DNAse (DNase Test Agar, Acumedia, EUA), acrescido de azul
de ortotoluidina na concentracéo final de 0,1%. Foram feitos dois inéculos densos
(spots) da amostra bacteriana, separados a uma distancia de 2 cm, e as placas
incubabas a 37°C por 24 horas. Uma coloracdo purpura rosada ao redor das
colonias produtoras era indicativo de positividade na prova da DNAse. As cepas
padrdo de S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas

como controle positivo e negativo da reacéo, respectivamente (KONEMAN, 2008).

4.6. Determinacéo da CIM

Para todas as amostras de Staphylococcus spp foi determinada a concentracéo
inibitéria minima (CIM) dos seguintes farmacos adquiridos da Sigma-Aldrish, St
Louis, MO - USA: cloridrato de vancomicina, sulfato de gentamicina, oxacilina
sbdica, cloridrato de tetraciclina, rifampicina, ciprofloxacino, sal de penicilina G

sbdica e daptomicina. Os compostos foram pesados e solubilizados conforme os
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dados de poténcia e solvente constantes nos certificados de anélises dos mesmos.
Ap6s esterilizacdo por filtragdo em membrana Millipore® 0,22 um, as solucées foram
armazenadas em freezer -20°C e utilizadas por até quatro semanas, exceto a
solucéo de cloridrato de tetraclina que foi utilizada logo apos seu preparo. Todas as
diluicdes foram realizadas em agua ultra-pura Milli-Q®.

Foi utilizado o método de diluicdo em agar conforme o CLSI, 2014, exceto para
daptomicina, cujo método validado é o de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2014),

conforme descritos nos subitens seguintes.

4.6.1. Diluicdo em agar

Concentracdes crescentes dos farmacos foram adicionadas ao agar Mueller
Hinton (AMH) (MERCK, Alemanha) fundido e resfriado a 45°C, com concentracées
finais variando de 0,06 a 16 pg/mL. Os meios foram plagueados em duplicata. Com
um replicador de Steer, indculos padronizados a 10* UFC/mL foram adicionados as
placas. Para controle da viabilidade bacteriana, placas sem o antimicrobiano foram
inoculadas no inicio e no final da série de diluicdes. A leitura do experimento foi
realizada ap0s incubacdo a 37°C por 24 horas e a CIM foi considerada como a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano visivel. No caso do
teste com oxa, o MH foi suplementado com 2% de NaCl (CLSI, 2014). Os resultados
dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram interpretados
considerando-se 0s pontos criticos de cada farmaco, de acordo com as
recomendacgdes do CLSI (CLSI, 2014). Como controle de qualidade do teste foi
utilizada a amostra padrao S. aureus ATCC 29213.

4.6.2. Microdiluicdo em caldo

O método de microdiluicio em caldo, para determinacdo da CIM de
daptomicina foi realizado em microplacas estéreis de poliestireno com 96 pocos de
fundo chato. Foi utilizado caldo Mueller Hinton Il ajustado com céations — CAMHB -
(20-25 mg/L de calcio; 10-12,5 mg/L de magnésio) (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) e suplementado com CaCl, (10 mg/mL) para atingir a


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CC8QFjAC&url=https%3A%2F%2Fbancadapronta.wordpress.com%2F2012%2F11%2F08%2Fagua-ultrapura-milli-q-parametros-de-qualidade-e-principais-aplicacoes%2F&ei=nWb0VPK1LezjsASqgoKABQ&usg=AFQjCNGZFItyTII6sCueGgEupUEd_dUsKg&bvm=bv.87269000,d.cWc
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concentracéo final de 50 mg/L de calcio (CLSI, 2014). Diluicbes seriadas (1:2) da
solugdo estoque de daptomicina (100 pg/mL) foram realizadas nos pocos da
microplaca preenchidos com CAMHB (concentragdes finais de daptomicina de 0,03
a 1pg/mL). Na sequéncia, inéculos bacterianos ajustados (0,5 MacFarland) foram
diluidos em CAMHB (1:100) e inoculados em cada pog¢o da microplaca, atingindo a
concentracéo final de, aproximadamente, 10* UFC por poco. O teste foi realizado em
duplicada, com pocos para controle de crescimento bacteriano (sem antimicrobiano)
e controle de esterilidade (sem microrganismo). Como controle de qualidade do teste

foi utilizada a amostra padréo S. aureus ATCC 29213.

4.7. Doseamento sérico de vancomicina

4.7.1. Coleta das amostras de soro

A primeira coleta de sangue para o doseamento sérico de van se deu antes
da infusdo dos antimicrobianos, correspondendo ao controle da auséncia de
antimicrobiano residual. Depois se coletou as amostras nos seguintes tempos:

e Oh: imediatamente apés a administracao do farmaco.
e 48 ou 72h: imediatamente antes da segunda sessao de HD.
e 96 ou 120h: imediatamente antes da terceira sessdo de HD e antes da

préxima administracdo dos antimicrobianos (ponto das CSM de van).

As amostras foram coletadas pela propria equipe de enfermagem das
unidades em tubos vacuo de 4 mL com ativador de coagulo até a terceira semana
de tratamento. ApGs cada coleta, os tubos foram transportados, em até 30 minutos,
para o Laboratorio de Bacteriologia Geral e Clinica do Departamento de Patologia do
CCSJ/UFES, onde foram centrifugados por 7 minutos a 4000 rpm. O soro separado

foi armazenado em freezer (-70°C) até o momento das analises.
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4.7.2. Imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA -

Chemiluminescent microparticle immunoassay)

Os niveis séricos de van foram determinados pelo ensaio ARCHITECT
iVancomycin (Abbott, Espanha), utilisando o equipamento ARCHITEC Plus i 2000sg
(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA) localizado na Central Soroldgica de
Vitéria, seguindo-se as instrungdes do fabricante do kit iVancomycin (Abbott).
Inicialmente foi construida a curva de calibracdo com calibradores nas
concentragcbes de 0.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 e 100 pg/mL (lote 00713KO000). Este
procedimento foi realizado em duplicata. Em seguida, as amostras de soro foram
descongeladas, misturadas por inversdo e entdo inspecionadas quanto a presenca
de bolhas e residuos de fibrina. Posteriormente as amostras foram transferidas para
cubetas em um volume minimo de soro para andlise de 70 pl.

O ARCHITECT iVancomycin € um imunoensaio de microparticulas
guimioluminescentes para a medicdo quantitativa de van em soro ou plasma
humano in vitro. A faixa de medicdo analitica do ARCHITECT iVancomycin foi de
0.24 a 100 pg/mL.

Na realizacdo do teste sdo combinados a amostra, as microparticulas
paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-vancomicina e o conjugado de van
marcado com acrinidio para criar uma reacdo. Ocorre uma ligacdo das
microparticulas revestidas de anticorpos anti-vancomicina com a van presente na
amostra e o conjugado marcado com acrinidio. Apds a lavagem, as solugdes pré
ativadoras e ativadoras sao adicionadas a mistura da reacdo. A reacao
guimioluminescente resultante € medida em unidades relativas de luz (RLUs). H&
uma relacao indireta entre a quantidade de van na amostra e as RLUs detectadas
pela otica do ARCHITEC i System.
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4.7.3. Bioensaio (ensaio microbioldgico) para determinagéo das concentracdes
séricas de van e gen

4.7.3.1. Antimicrobianos

O antimicrobiano utilizado na técnica de bioensaio foi o cloridrato de
vancomicina (Sigma-Aldrish, Lote 120M1495V, St Louis, MO - USA) e o sulfato de
gentamicina (Sigma-Aldrish, Lote 079K13861V, St Louis, MO - USA). As solugdes
estoque foram preparadas pela dissolu¢cdo de cada antimicrobiano em agua ultra-
pura Milli-Q® e esterilizagéo por filtracdo em membrana Millipore 0,22 pm. Solugdes
de trabalho foram obtidas a partir da solugdo estoque, sendo diluidas em soro
humano previamente pesquisado quanto a auséncia de substancias antagonistas,
de forma a se obter as seguintes concentragfes: 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32 e 64
pug/mL. Estas diluicBes foram utilizadas para a construcéo da curva padréo de van e

gen.

4.7.3.2. Microrganismo revelador

Como microrganismo revelador da presenca da van utilizou-se o Bacillus
subitilis ATCC 6633 (SHITANDI, GATHONI, 2005) e para gen foi empregado E. coli
ATCC 25922. Para o preparo da suspensao de esporos de B. subitilis, a amostra foi
semeada em tubo inclinado contendo 10mL de agar BHI e incubada por 24h a 35°C.
Essa cultura foi lavada com 3mL de salina fisioldégica estéril, sendo o lavado
transferido para um frasco Roux contendo 200mL de agar BHI e incubado a 35°C
por 15 dias, que corresponde ao tempo necessario para que ocorra,
aproximadamente, 80% de esporulacdo (COUTINHO, 2010). A cultura de esporos
obtida foi lavada com 50mL de solucdo salina e centrifugada (Centrifuga Sigma,
Germany) por 15 minutos, a 443,52g e o0 sobrenadante foi descartado. Apds nova
centrifugacéo, nas mesmas condi¢des, e descarte do sobrenadante final, as células
foram ressuspendidas em 30mL de salina. Essa suspensao foi, entdo, aquecida a
80°C, por 10 minutos, para matar as células vegetativas remanescentes (SHITANDI,
GATHONI, 2005).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CCYQFjAB&url=https%3A%2F%2Fwww.emdmillipore.com%2FUS%2Fen%2Fproduct%2FMilli-Q-Direct%2CMM_NF-C85358&ei=m5D0VNObGOjfsATD7oDYCA&usg=AFQjCNFJzRh19RPXKL4Vh0tD8_eoLO6e2Q&bvm=bv.87269000,d.cWc&cad=rja
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Para determinacdo da concentragdo de esporos na suspensdo realizou-se
diluicbes seriadas decimais sucessivas, plagueamento em agar BHI e incubacgéo a
37°C, por 24h. Apés contagem do niimero de esporos/mL de suspenséo foi possivel
determinar o volume da suspenséao-estoque a ser adicionado ao meio de cultura
para se obter a densidade celular pretendida no teste. Esta suspenséo de esporos
foi estocada entre 0 - 4,4°C, por até seis meses.

4.7.3.3. Meios de cultura

Para o ensaio microbiolégico foram testados o agar Mueller Hinton (AMH)
(Merck, Alemanha, lote: VM556437, validade: 25/06/2018), preparado conforme
indicacdes do fabricante, e o 4gar sais minimos (ASM) descrito por Walker, 1977 e
Edberg, 1976.

O ASM é constituido de tampéo de sais minimos (0,32% KH,PO,4, 0,42%
KoHPOy4, 0,2% NaCl, e 0,2% (NH4) 2S04, pH final 7,3), glicose (0,5%), agar (1,5%) e
solugcdo de sais minerais (5,0% MgSO4. 7H,0, 0,1% MnSOg4, 1,0% FeCls, e 0,5%
CaCl3) (WALKER, KOPP, 1977). Ao tampdao de sais minimos foi adicionado o agar-
agar (Vetec) na concentracao final de 1,5%. Apds autoclavacéo por 15 min, 121°C, o
meio foi resfriado a 55°C (banho maria) e suplementado com solucdo de glicose
(concentracao final de 0,5%) e 0,1 ml da solucéo de sais minerais para cada 100 mL
de meio. As solugdes de glicose e de sais minerais foram previamente esterilizadas

por filtragdo em membrana Millipore 0,22 pm.

4.7.3.4. Neutralizacdo do antimicrobiano de interferéncia (gentamicina)

Para a neutralizagcdo da gen foi utilizado o protocolo adaptado de Edberg,
1976, com o polianetol sulfonato de sodio (SPS). A inativacdo de aminoglicosideos
pelo SPS resulta de sua natureza polianidnica que permite sua combinacao direta
com o antimicrobiano levando a precipitacdo do mesmo (Edberg, Bottenbley, Gam,
1981). Foram testadas duas apresentagcOes de SPS, de fabricantes diferentes: o sal
polyanetholesulfonic acid sodium (Sigma-Aldrich 444464-25G, lote: MKBT2855V) e a
solucdo estéril de SPS 5% (Laborclin, Pinhais, PR, lote: 30719049, validade:
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29/07/2015). A partir do sal de SPS foi feita uma solugdo a 5% que foi esterilizada
por autoclavacdo (121°C, 15min). Os meios de cultura (AMH e ASM) foram

acrescidos da solucédo de SPS 5% g concentracao final de 1,0%.

4.7.3.5. Bioensaio para detecgcdo do meio que confere maior sensibilidade ao

doseamento de van

A 9,3 mL de 4gar (AMH e ASM) fundido e resfriado a 45°C foram inoculados
1,9 mL da suspensao de esporos de B. subtilis ATCC 6633, previamente ajustada
para 1,5 x 108 UFC/mL, e finalmente foram adicionados 2,8 mL de SPS 5,0%
(concentracao final 1,0%). O agar foi homogeneizado e vertido em placas de Petri
descartaveis (90 x 15mm), dispostas em superficie nivelada. Apds solidificacdo do
agar, foram feitos pocos com aproximadamente 4 mm de didametro em toda a
periferia da placa, com auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro. A cada poco foram
adicionados 35 pL das diluicbes de van (1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32 e 64 ug/mL).
Todas as placas foram confeccionadas em duplicata. O bioensaio em AMH foi
realizado de acordo com o protocolo de Lorian, 2005 e Edberg, 1976, e o bioensaio
em ASM foi conduzido confome Walker e Kopp, 1977, ambos com modificagcdes.
Apbs incubacéo por 24h, a 37°C, foram medidos os halos de inibicdo gerados com o

auxilio de um paquimetro digital de 6” (ZAAS Precision).

4.7.3.6. Bioensaio para determinagéo das concentracdes séricas de gentamicina

As 20 primeiras amostras de soro coletadas neste estudo foram,
primeiramente, testadas quanto a concentracdo seérica de gen. Neste ensaio
empregou-se como meio de cultura o AMH (MERCK, Alemanha) e como
microrganismo revelador a Escherichia coli ATCC 25922. A 12,1 mL de AMH fundido
e resfriado a 45°C foram inoculados 1,9 mL da suspensao de E. coli ATCC 25922,
previamente ajustada para 1,5 x 10® UFC/mL. Assim, as placas foram
confeccionadas como descrito anteriormente (item 5.7.3.5.), sem acréscimo de SPS.
A cada poco foram adicionados 35 puL das amostras de soro dos pacientes. Apos

incubacgdo por 24h, a 37°C, foram medidos os halos de inibicdo gerados com o
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auxilio de um paquimetro digital de 6” (ZAAS Precision). O antimicrobiano utilizado
para a construcao da curva padrao foi o sulfato de gentamicina (Sigma-Aldrish, Lote
079K13861V, St Louis, MO - USA). A solucéo estoque foi preparada pela dissolucao
do farmaco em agua ultra-pura Milli-Q® e esterilizacdo por filtragdo em membrana
Millipore 0,22 um. Solucbes de trabalho foram obtidas a partir da solucéo estoque,
sendo diluidas em soro humano previamente pesquisado quanto a auséncia de
substancias antagonistas, de forma a se obter as seguintes concentragdes: 2,5, 5,
7,5, 10, 15 e 30 pg/mL.

4.7.3.7. Controle de inibicdo da gentamicina

Para controle da inibicdo do antimicrobiano de interferéncia, avaliou-se a
capacidade do SPS (1%) em inibir a atividade de gen em amostras de soro dos
pacientes em estudo. Utilizou-se como reveladora da presenca de gen a cepa de E.
coli ATCC 25922. E. coli possui resisténcia intrinsica & van (COOPER; GIVEN, 1986;
BRYSKIER, 2005), por isso, a presenca de qualquer halo de inibicdo significaria
incapacidade do SPS em inibir totalmente a gen na amostra testada. Entretanto, E.
coli ndo cresce satisfatoriamente no meio ASM. Assim, as placas controle foram
confeccionadas com AMH suplementado com SPS (1%), nas mesmas condicfes
descritas no item 5.7.3.5., e inoculadas com suspencao de E. coli ATCC 25922 (1,5
x 10® UFC/mL). A cada poco foram adicionados 35 pL das amostras de soro dos
pacientes. Apds incubacéo por 24h, a 37°C, foram observados os halos de inibicao.
Somente as amostras de soro com auséncia de halo de inibicdo nas placas controle

de gen seriam utilizadas no ensaio de detectacdo de van.

4.7.3.8. Bioensaio de vancomicina em amostras clinicas

Uma vez padronizadas as condicbes do ensaio microbiolégico, foram
realizados os testes com as mesmas amostras de soro testadas no imunoensaio
(CMIA). Considerando a maior sensibilidade do meio ASM na deteccdo de van,

padronizou-se este meio para 0s ensaios microbioldgicos, entretanto, como o


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CCYQFjAB&url=https%3A%2F%2Fwww.emdmillipore.com%2FUS%2Fen%2Fproduct%2FMilli-Q-Direct%2CMM_NF-C85358&ei=m5D0VNObGOjfsATD7oDYCA&usg=AFQjCNFJzRh19RPXKL4Vh0tD8_eoLO6e2Q&bvm=bv.87269000,d.cWc&cad=rja
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controle da inibicdo de gen utilizou-se o0 meio AMH, uma vez que E. coli ATCC
25922 ndo apresentou crescimento satisfatério no ASM.

Assim, as placas de ASM e AMH foram confeccionadas como descrito
anteriormente (itens 5.7.3.5. e 5.7.3.6.), sendo acrescidas de SPS 1% e inoculadas
com B. subtilis ATCC 6633 (ASM) para a deteccédo de van ou E. coli ATCC 25922
(AMH) para a deteccéo de gen. Para cada placa teste (ASM) eram preparadas duas
placas controle (AMH com e sem SPS). Nos pocos foram adicionados 35 pL dos
soros dos pacientes coletados nos diferentes tempos. Qualquer halo detectado na
placa controle (AMH com SPS) indicaria falha na inibicdo da gen. Nestes casos as

amostram eram descartadas do ensaio microbioldgico.

Para a construgdo das curvas padrdo, foram feitos pocos com
aproximadamente 4 mm de diametro em toda a periferia das placas de ASM (com
SPS 1%). A cada poco foram adicionados 35 pL das diluicbes de van (1, 2, 4, 6, 8,
12, 16, 24, 32 e 64 pg/mL). Todas as placas foram confeccionadas em duplicata. A
placas foram incubados a 37°C por 24h e os halos de inibicdo foram, entdo, medidos
com auxilio de um paquimetro digital de 6” (ZAAS Precision). A partir da regressao
linear do gréafico das medidas dos halos de inibicdo (mm) versus a concentracdo do
antimicrobiano (ug/mL) foi obtida a equacdo Y = by + by x X, na qual Y é o log;o da
concentracdo do antimicrobiano (ug/mL), X é o halo de inibicdo (mm), e by e b; séo
uma constante e a inclinacdo da reta, respectivamente. O programa utilizado nesta

analise foi o OriginPro (versao 8.0; OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

Para determinar a reprodutibilidade do bioensaio foram realizados dois
ensaios separados, em duplicata, nas mesmas condicbes e mesmas amostras,
porém, utilizando diferentes curvas padrdo. As médias dos resultados obtidos foram
correlacionados por meio de andlise de regressédo linear com determinacdo do

coeficiente de correlagéo (R?).

4.7.3.9. Validacéo do Bioensaio de vancomicina

Para validagdo do bioensaio de van foram selecionadas, aleatoriamente, 30
amostras de soro. Para determinagdo das concentragfes séricas foram empregadas
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duas metodologias, o teste padrdo ouro (CMIA) e a metodologia alternativa
(bioensaio em meio ASM). Foi feita um correlacdo entre as concentracdes
resultantes, obtendo-se um coeficiente de regresséo linear e a equacdoy = a + b x
X, onde y equivale as concentracfes dosadas pelo CMIA e 0 x as concentracfes
determinadas pelo bioensaio. Posteriormente, foi realizado novo ensaio (em dia
diferente) utilizando-se novamente as duas metodologias, porém com outras
amostras de soro (N=30). Os resultados alcancados neste 2° bioensaio (x) foram
lancados na equagdo y = a + b x X, obtendo-se o valor y que equivale a
concentracdo dosada pelo CMIA. Os valores resultantes deste ajuste foram
pareados com os dados obtidos pelo CMIA para as mesmas amostras e analisados

pelo teste t de Student.

4.8.Desfecho clinico dos pacientes com bacteremia por S. aureus

Na determinacéo do desfecho clinico a falha no tratamento foi definida como
qualquer um dos seguintes resultados: (i) morte dentro de 30 dias apds hemocultura
positiva para Staphylococcus aureus; (ii) falha microbiolégica, que foi definida como
uma hemocultura positiva para Staphylococcus aureus obtida dentro de 10 dias apés
o inicio do tratamento e antes da conclusdo da terapia antimicrobiana com van ou
(iii) recorréncia de bacteremia por Staphylococcus aureus dentro de 60 dias apés
descontinuacdo da terapia com van. Em caso de o paciente se encontrar em mais
de um critério, o desfecho foi classificado como falha terapéutica somente uma vez
(JENKINS, et al., 2008; LODISE, et al., 2008).

5. ANALISE ESTATISTICA

Quando pertinentes, os dados foram analisados no programa OriginPro 8.0
com o0s seguintes testes: (i) estatistica descritiva (média, desvio padrdo), (ii)
coeficiente de correlacao, (iii) contagem de frequéncias, (iv) box plot (valor minimo,
primeiro quartil (Q1), mediana (Q2), terceiro quartil (Q3), valor maximo) e (v) teste t

de Student para amostras pareadas (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. ICS e caracteristicas demograficas dos pacientes

No decorrer de 2 anos de pesquisa, periodo que compreendeu novembro de
2012 a novembro de 2014, ocorreram 376 casos suspeitos de infeccéo de corrente
sanguinea (ICS) entre os pacientes em tratamento hemodialitico atendidos nas trés
Unidades de Alta Complexiade em Nefroglogia participantes deste estudo. Destes
casos suspeitos, 217 (58%) foram confirmados como ICS (duas hemoculturas
positivas para 0S mesmos microrganismos, no caso de S. epidermidis). A incidéncia
anual de bacteremias no periodo compreendido entre novembro de 2012 a
novembro de 2013 e novembro de 2013 a novembro de 2014 foi de 28,5 e 15
episodios por 100 pacientes, respectivamente.

Entre os pacientes com casos confirmados de ICS (N=128), 32 (25%) tem
idade entre 21 a 40 anos; 60 (47%) e 36 (28%) tém entre 41-60 anos e 61-88 anos,
respectivamente. A média de idade desses pacientes foi de 51 anos (DP+14). A
distribuicdo dessa populacdo de acordo com o sexo foi 62 (48%) mulheres e 66
(52%) homens. Dos 128 pacientes com casos confirmados de ICS, 83% e 17%
tinham o CDL e a FAV como acessos vasculares, respectivamente.

6.2. Identificacdo dos microrganismos causadores de ICS

A tabela 2 lista os microrganismos isolados das hemoculturas. As bactérias
Gram negativas foram os mais comuns microrganismos observados nas ICS (N=
118; 54%), dentre esses Stenotrophomonas maltophilia foi 0 mais prevalente (N= 29;
13%). Entre os microrganismos Gram negativos recuperados das ICS da populagéo
estudada existe um predominimo de isolados de Stenotrophomonas maltophilia
(13%).

Os cocos Gram positivos foram identicados em 98 (45,5%) culturas de
sangue, sendo S. aureus a espécie mais frequentemente isolada, responsavel por
24% de todos os casos de ICS, seguido de ScoN com 15% (tabela 2). Dentre os
cocos Gram positivos (N=98), obteve-se a seguinte freqiéncia de distribuicdo: S.
aureus 53%, ScoN 34%, Enterococcus faecalis 10% e Streptococcus spp. 3%
(tabela 2).



61

Os microrganismos do género Staphylococcus, isolados em 39% (N=85) das
hemoculturas, tiveram sua identificacdo confirmada no Laboratorio de Microbiologia
Geral e Clinica do Departamento de Patologia do CCS/UFES. Foram recuperadas e
identificadas 80 amostras: 47 S. aureus e 33 ScoN. Cinco amostras contaminadas

nao puderam ser recuperadas.
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TABELA 2 - Distribuicdo dos microrganismos (N=217) isolados de ICS de pacientes
(N=128) em tratamento hemodialitico em 03 unidades de hemodialise da Grande Vitoria,
ES, no perido de novembro/2012 a novembro/2014.

N° de microrganismos

(N=217)
Microrganismos N %
Cocos Gram positivos 98 455
Staphylococcus aureus 52 24
Staphylococcus coagulase negativo 33 15
Enterococcus faecalis * 10 5
Streptococcus spp. * 3 1.5
Bacilos Gram negativos * 118 54.3
Stenotrophomonas spp. 29 13
Enterobacter 22 10
Klebsiella spp. 16 7
Acinetobacter spp. 13 6
Escherichia coli 7 3
Pseudomonas aeruginosa 5 2
Ralstonia pickettii 5 2
Serratia spp. 5 2
Proteus mirabilis 4 1.8
Citrobacter koseri 3 15
Providencia stuartii 3 15
Empedobacter brevis 2 1
Burkholderia cepacia 1 0.5
Chryseobacterium indologenes 1 0.5
Hafnia alvei 1 0.5
Morganella morganii 1 0.5
Fungos* 1 0.5
Candida parapsilosis 1 0.5

*Dados de identificag@o provenientes de relatérios emitidos pelo laboratério conveniado as unidades

de hemodiélise.
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6.3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos Staphylococcus spp,
incluindo a classificacdo como resistentes, intermediarios ou sensiveis para cada um
dos 8 farmacos testados, conforme os break points estabelecidos pelo CLSI, 2014,
como também, os valores de CIMso e CIMgy (CIM para 50% e 90% dos
microrganismos, respectivamente), sdo apresentados na tabela 3.

A maior frequéncia de resisténcia dos isolados de S. aureus foi encontrada
para oxa, pen e cip em percentual de 17% (8/47), 85% (40/47) e 26% (12/47) das
amostras, respectivamente. Enquanto que os ScoN foram classificados como
resistentes a oxa em 58% (19/33) das amostras e resistentes a pen em 84% (27/32)
das amostras. Conforme critérios estabelecidos por Magiorakos et al., 2012, foram
classificados como multidroga-resistentes (MDR), 18% (06/33) e 19% (9/47) dos
isolados de ScoN e S. aureus, respectivamente.

Nenhum farmaco mostrou atividade antimicrobiana superior a van (100% de
amostras sensiveis). Os que mais se aproximaram em termos de cobertura contra a
maioria dos Staphylococcus spp foram dap (96% e 97%) e rif (94% e 97%) para S.
aureus e ScoN, respectivamente.

Em nosso estudo, as CIMs de van para S. aureus foram de 0.5 pg/mL para 12
isolados (25,5%), 1 ug/mL para 28 (59,5%) e 2 ug/mL para 7 (14,9%) (figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo dos isolados de S. aureus (N=47) de acordo com as CIMs de van.
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Tabela 3 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de S. aureus e Staphylococcus Coagulase Negativo isoladas de ICS
de pacientes (N=80) em tratamento hemodialitico em 03 unidades de hemodialise da Grande Vitéria, ES, no perido de novembro/2012 a

novembro/2014.
CIM (pg/mL) Categorias (%)
Organismaos/Antimicrobianos
Intervalo ClIMso CIMg Sensiveis  Intermediario  Resistente
Staphylococcus aureus (n=47)
Vancomicina 0.5-2.0 1.0 2.0 100 0 0
Oxacilina 0.125-216.0 0.25 16.0 83 0 17
Gentamicina 0.125-216.0 0.5 4.0 94 2
Tetraciclina 0.25-216.0 2.0 8.0 89 4 7
Penicilina G 0.06-16.0 0.5 8.0 15 0 85
Ciprofloxacino 0.125-216.0 0.5 216.0 74 0 26
Rifampicina 0.008-8.0 0.015 0.015 94 2 4
Daptomicina 0.5-2.0 1.0 1.0 96* -- --
Staphylococcus coagulase Negativo (n=33)
Vancomicina (n=31) 0.25-2.0 1.0 2.0 100 0 0
Oxacilina 0.125-8 0.5 2.0 42 0 58
Gentamicina 0.06-216.0 4.0 216.0 61 18 21
Tetraciclina 0.12-4.0 1.0 4.0 100 0 0
Penicilina G (n=32) 0.06-24.0 2.0 24.0 16 0 84
Ciprofloxacino 0.125-216.0 2.0 216.0 48 7 45
Rifampicina 0.008-=8 0.008 0.015 97 0 3
Daptomicina (n=31) 0.125-2.0 1.0 1.0 97 0 3

*4% das amostras apresentaram CIM>1 ug/mL, sendo considerandas nao suceptiveis. Categorias interpretativas (intermediario e resistente) ainda nao

foram definidas para daptomicina (CLSI, 2014)
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6.4. Doseamento sérico de vancomicina (imunoensaio)

Foram coletadas 101 amostras de soro de 22 pacientes que receberam 1g de
van endovenosa + gen (1,0 mg/Kg), conforme protocolo descrito no item 3.7.1., que
também descreve os tempos e condicfes das coletas. A faixa de medicdo analitica
do ARCHITECT iVancomycin foi de 0,24 a 100 pg/mL. Assim, foram excluidas do
ensaio uma amostra com concentracédo <0,24 pug/mL, cinco amostras >100 pg/mL e
uma amostra com volume insuficiente, permanecendo 94 amostras para analise.

A figura 3 e a tabela 4 ilustram a distribuicdo das concentracBes séricas de
van nos diferentes tempos de coleta das amostras. A excecdo dos pontos de
concentragdo sérica maxima (Cmax), concentracbes terapéuticas de van (10-20
pg/mL) foram alcancadas em apenas 22,2% (14 de 63) das amostras nas duas
semanas de terapia (figura 4). A maioria das amostras apresentou concentracdes
séricas inferiores a 10 pg/mL (77,8%) (figura 4). Trinta por cento das amostras
estavam abaixo de 5 pg/mL (figura 4). Considerando apenas as amostras coletadas
imediatamente antes da préxima dose de van (CSM), coletadas nos tempos de 96
ou 120 horas nas duas semanas, nota-se que apenas trés estavam acima de 10
pHg/mL, ou seja, 90,6% das amostras continham van em concentracdes inferiores
aquelas recomendadas para sua efetiva atividade antiestafilocécica (figura 4).

Estdo descritos na figura 4 e tabela 5 dados das CSM de van, incluindo
mediana e intervalo interquartil para amostras coletadas imediatamente antes da
proxima infusdo do farmaco, durante duas semanas. As concentracdes séricas de

van encontradas nestas amostras correspondem as CSM.

De modo geral, houve uma grande variabilidade nas CSM de todos os
intervalos de dose analisados, com razdo Cna/Cmin de 9,04 e 11,84 nos tempo de 96
e 120 h apoés primeira dose de van, respectivamente, e 22,6 no tempo de coleta de
120 h ap6s infuséo da van na segunda semana. Considerando-se todas as amostras
coletadas em todos os intervalos de dose, a variabilidade das CSM foi ainda maior,
alcangcando uma razdo Cma/Cmin de 31,7. Médias e medianas do total de amostras
(N = 32) apresentaram valores aproximados (média = 5,62906; mediana = 5,505),

indicando uma distribuicdo normal das CSM.
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Figura 3 — Concentracdes séricas de van (esferas) determinadas pelo imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA - ARCHITECT iVancomycin) obtidas de 94 amostras
de soro de 22 pacientes. 12 dose = concentracdo sérica maxima (Ca,) — obtida apés 1% infusio, feita
durante a ultima hora de hemodidlise. 22 dose = C. obtida apds 27 infusio, feita durante a Ultima
hora de hemodialise. 32 dose = C.. obtida apos 3° infusdo, feita durante a Ultima hora de
hemodialise.*Concentracdo sérica obtida antes da hemodidlise com 48 ou 72 horas poés-
dose.**concentragcdo sérica minima (concentragdo de “vale”) obtida imediatamente antes da préxima
hemodialise e dose de vanco (96 ou 120h pés-dose). Linha vermelha: CIMgy das amostras de

Staphylococcus isoladas de hemoculturas destes pacientes.
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Tabela 4 - Distribuicdo das amostras de soro* de acordo com o tempo de coleta e faixas de concentracao de van determinadas pelo imunoensaio (CMIA)

12 Dose (N° amostras (%)) 22 Dose (N° amostras (%))

32Dose (N° amostras (%))

Concentragdes . . o
séricas de van 12 Hemodialise 23 Hemodialise 12 Hemodidlise

22 Hemodialise

12 Hemodialise 22 Hemodalise

48h* N=11 72h* N=4 96** N=8 120** N=12 48h* N=8 72h* N=5 96h** N= 1].20h** N=8 48h* N=2 72h* N=1 96h** N= l].20h** N=2

Total N= 63

10-20 yg/mL 3 (27,3) 1 (25,0) 3(25,0) 6 (75,0) 1 (50,0) 14 (22,2)
5-9,9 ug/mL 6 (54,5) 4(50,0) 3(25,0) 2(25,0) 4(80,0) 1(100,0) 6(75,0) 1(50,0) 1(100,0) 1(100,0) 1(50,0) 30 (47.,6)
<5pg/mL 2 (18,2) 3(75,0) 4(50,0) 6 (50,0) 1 (20,0) 2 (25,0) 1(50,0) 19 (30,2)

*Exceto amostras coletadas imediatamente apés a infusdo de van (pico maximo)
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Figura 4 — CSM de van (esferas), médias (quadrados), medianas e variacédo interquatis (Box plot)
obtidas em duas semanas de monitoramento. As amostras foram coletadas imediatamente antes da
préxima infusdo de van e sesséo de HD, nos seguintes tempos: 96h pos-12 dose (N=8), 120h pos-12
dose (N=12) e 120h p6s-22 dose (N=8). Ultimo box plot retne todas as CSM de van nas duas

semanas de monitoramento.

Tabela 5 — Dados descritivos das CSM de van obtidas de todas as amostras coletadas
imediatamente antes da proxima dose de van, durante duas semanas de terapia.

Desvio
Tempos de coleta N Média Padrio Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo

96h pos-ladose 8  4,9525 3,01688 1,06 2,355 4945 7,185 9,59

120h pos-ladose 12 6,1775 3,80984 0,91 2,95 5045 10,28 10,78

120h pos-2adose 8 5,25375 2,5537 0,34 3,985 5,8 7,275 7,57

Todos os pontos* 32 5,62906 3,03305 0,34 3,08 5,505 7,63 10,78

Q1 - primeiro quartil, Q3- terceiro quartil **Todos os pontos” equivalem as amostras descritas na
tabela mais quatro amostras correspontes aos tempos de 96 h pos 22 dose (N=1), 96 (N=1) e 120h
(N=2) pos 32 dose.
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6.5. Doseamento sérico de vancomicina (bioensaio)

Os halos de inibicdo de Bacillus subtilis ATCC 6633 produzidos pelas diversas
concentracfes de van nos meios ASM e AMH estéo ilustrados na figura 5. Nota-se a
auséncia de halo de inibicdo no poco (C) inoculado com o soro no qual foram
realizadas as diluicbes do antimicrobiano (amostra branca). Foram realizadas trés
repeticbes em dias distintos, e em todas elas foi observada auséncia completa de
halo de inibicdo na amostra branca, representando 100% de especificidade que foi
considerada como a capacidade do método de apresentar resultado negativo na
auséncia do antimicrobiano. O limite de deteccao (LD) do método foi de 1,0 pug/mL
no meio ASM e de 2,0 ug/mL no meio AMH. O LD é a menor concentracdo do
antimicrobiano-teste que produz resultado positivo. Como todas as amostras
brancas (c) apresentaram auséncia total de halo inibitério, entdo, qualquer amostra
analisada por esse teste passou a ser considerada positiva quando apresentava um
diametro de halo inibitério igual ou maior a 8,5 mm (nivel de corte adotado).

Figura 5 — Halos de inibicdo de Bacillus subtilis ATCC 6633 gerados pelas concentra¢cfes de van em
meio ASM (a) e AMH (b). Os pocos contém (sentido horario a partir da seta) 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24,
32 e 64 pg/mL. No centro (C) soro humano utilizado como diluente do antimicrobiano (amostra
branca). Nota-se deteccdo de halo nitido de inibicdo na menor concentracdo testada (1 pg/mL)
apenas na placa ASM, ou seja limite de detecgéo (LD) de 1 pg/mL no agar ASM e 2 pg/mL no agar
AMH.
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6.5.1. Doseamento sérico de gentamicina (Bioensaio)

A figura 6 ilustra os halos de inibicdo da E. coli ATCC 25922 resultantes das
concentracdes crescentes de gen. O poco (C), inoculado com soro no qual foram
realizadas as diluicdes do antimicrobiano (amostra branca), apresentou auséncia de
halo de inibicdo. A menor diluicdo testada (2,5 pg/mL) produziu halo de 8,0 mm.
Assim, foram consideradas positivas amostras que apresentaram um didmetro de
halo inibitério igual ou maior que 8,0 mm (nivel de corte adotado). A figura 7 ilustra
as concentracdes séricas de gen obtidas nas 20 primeiras amostras coletadas. Os
dados encontrados mostram mediana de 2,11 pg/mL com valores minimo e maximo
de 1,11 e 19,26 pg/mL, respectivamente. Os trés maiores valores (19,26, 9,06 e 8,86
pg/mL) foram considerados atipicos na analise Box plot (figura 7 e figura 8) e
correspondem as amostras 4.5, 2.5 e 2.2, respectivamente. Excluindo-se a amostra
atipica 4.5, as duas maiores concentracdes de gen detectadas (9,06 e 8,86 ug/mL)

foram inibidas pelo SPS a 1%.

A) B)

104
R’= 0,95943

Log,, (ng/mL)

Concentragao Gentamicina

T T T T T T T y T 1

8 9 10 1 12 13 14
Diametro do Halo (mm)

Figura 6 — Bioensaio de gen. (A) Halos de inibicdo de E. coli ATCC 25922 gerados pelas
concentracdes de gen em meio AMH. Os pocos contém (sentido horéario a partir da seta) 2,5, 5, 7,5,
10, 15 e 30 pg/mL. No centro (c) soro humano utilizado como diluente do antimicrobiano (amostra
branca). Houve deteccdo de halo nitido de inibicdo na menor concentracdo testada (2,5 pg/mL) . (B)
Representacao grafica das medidas dos halos de inibicdo de gen versus concentracdo do farmaco.
Os pontos representam os valores médios do ensaio e as barras os respectivos desvios. R

=coeficiente de regresséo.
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Figura 7 - Concentracdes de gen (esferas) em amostras de soro (N = 20) obtidas na 1a semana de
monitoramento. Média = 3,9 (quadrado), mediana = 2,1 e amplitude interquartil (AIQ) = 2,4 (Box plot).

Setas indicam amostras “atipicas” com as maiores concentragcdes de gen. Amostras atipicas sao
aquelas localizadas a uma distancia maior que 1,5 x AlQ (Q3 — Q1) abaixo do 1° quartil (Q1=25%) ou
acima do 3° quartil (Q3=75%).

6.5.2. Controle de Inibicdo de gentamicina

Para cada placa teste (ASM + B. subtilis + SPS) eram preparadas duas
placas como controle (AMH + E. coli com e sem SPS). Somente foram consideradas
para analise as amostras de soro que apresentaram auséncia de halo de inibicao
nas placas controle de gen (figura 8A). Foram excluidas do teste, por ndo atenderem

a este requisito, 10 amostras (10%) de um total de 101.
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Figura 8 — Controle da inibicdo de gen pelo SPS. (A) AMH acrescido de SPS a 1% inoculado com E.
coli ATCC 25922, mostrando auséncia de halos de inibicdo (exceto amostra 4.5); (B) AMH sem SPS
inoculado com E. coli ATCC 25922, mostrando halos de inibi¢éo, resultantes da presenca de gen.
Nos pogos foram adicionados 35 pL dos soros dos pacientes coletados nos diferentes tempos.
Qualquer halo detectado na placa (A) indicaria falha na inibicdo da gen (seta vermelha), sendo essa
amostra (4.5) descartada do ensaio microbiolégico. As setas pretas indicam as amostras com as
maiores concentracdes de gen inibidas pelo SPS (amostra 2.5 = 9,06 pg/mL e amostra 2.2 = 8,86

pg/mL).

6.5.3. Bioensaio de vancomicina

A linearilidade da curva padrdo de van foi alcancada com o coeficiente de
regresséo (R?) de 0,997. A figura 9 mostra as médias e desvios dos halos de inibicdo
da curva padrdo. Foram analizadas neste ensaio 101 amostras de soro, entretanto
10 amostras foram descartadas por conterem concentracbes de gen superiores a
capacidade inibitéria do SPS, e outras seis foram descartadas por suspeita de
presenca de outras substancias inibidoras além de van (discrepancia entre
resultados do imunoensaio e bioensaio). No total foram, de fato, analisadas 85
amostras de soro, representadas na figura 10.
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Figura 9 — Curva padréo de van. (A) Halos de inibicdo de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio ASM.
Os pocos contém (sentido horério a partir da seta) 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32 e 64 pg/mL. No centro
(c) soro humano utilizado como diluente do antimicrobiano (amostra branca). (B) Representacao
gréfica das medidas dos halos de inibicdo produzidos pela van versus concentracdo do farmaco. Os
pontos representam os valores médios do ensaio e as barras os respectivos desvios. R? =coeficiente

de regresséo.

Figura 10 — ASM com SPS 1% inoculado com Bacillus
subtilis ATCC 6633, mostrando halos de inibicao,

resultantes da presenc¢a de vancomicina nas amostras de

Soro.

As concentracfes séricas de van de 78 amostras que foram determinadas
pelo CMIA (padréo ouro) foram pareadas e correlacionadas com aquelas obtidas
pelo bioensaio (figura 11). Os dois métodos apresentaram uma oOtima correlagdo
tanto no meio ASM (R? = 0,96) quanto no meio AMH (R? = 0,91).
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Figura 11 — Correlacéo entre os métodos de quantificagdo das concentracdes séricas de van (N=78).
(A) biensaio (meio ASM) versus imunoensaio (CMIA). (B) biensaio (meio AMH) versus imunoensaio
(CMIA). Foram excluidas desta analise 05 amostras que ndo foram pareadas devido a extrapolacao
da curva padrdo do imunoensaio e 02 amostras que ndo continham volume suficiente para analise. R’
= coeficiente de regressao.

Utilizando como referéncia para andlise o meio ASM, devido a sua melhor
correlacdo com o imunoensaio, observou-se que a média dos resultados obtidos
com o biensaio foram 22% menores do que os valores correspondentes obtidos pelo
imunoensaio. As médias e desvios padrao das dosagens feitas nos dois métodos
sao ilustrados na tabela 6. A reprodutibilidade do ensaio € ilustrada na analise de
correlacdo apresentada na figura 12. Os resultados de bioensaio obtidos nos meios
ASM e AMH apresentaram correlagcéo de 0,913 (figura 13) e foram estatisticamente

similares (p=0,09), embora 0 meio ASM apresente maior sensibilidade (figura 5).
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Figura 12 — Reprodutibilidade dos resultados do bioensaio (meio ASM) para quantificacdo de van.
Cada ponto representa o resultado de dois ensaios realizados em dias diferentes com as mesmsa
amostras de sangue (N = 59). R?=0,964, p<0,05. R’ = coeficiente de regressao.
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Figura 13 — Correlacdo entre os resultados do bioensaio obtidos hos meios ASM e AMH (N=54). R*=

0,913, p<0,05. R? = coeficiente de regressao

Tabela 6 — Estatistica descritiva das concentracfes séricas de van obtidas pelos métodos
bioensaio em meio ASM e imunoensaio (CMIA).

Desvio
Metodologia N Média Padrdo Somatorio Q1 Mediana Q3 Maximo

Bioensaioem ASM 78 12,84 14,92 1001,88 3,87 6,36 14,08 67,54

Imunoensaio 78 16,56 17,93 1291,68 5,4 9,7 17,92 81,41
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6.5.4. Validacdo

Na validacdo do bioensaio de van obteve-se um coeficiente de regressao
linear = 0,97726 e a equacdo y = 0,39836 + 1,26301x, onde y equivale as
concentracbes dosadas pelo CMIA e o x as concentracfes determinadas pelo
bioensaio. Os resultados alcancados no 2° bioensaio (x) foram langcados na equacgao
y = 0,39836 + 1,26301x%, obtendo-se o valor y que equivale a concentracdo dosada
pelo CMIA. Os valores resultantes deste ajuste foram pareados com os dados
obtidos pelo CMIA para as mesmas amostras e analisados pelo teste t de Student.
Esta andlise revelou que os valores de concentracdes séricas de van obtidos pelos
dois métodos ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05), ou seja, qualquer
resultado de dosagem de van obtido pelo método de bioensaio descrito neste
estudo, quando aplicado a referida equacéo, resultard em valor equivalente aqueles

alcancados pelo método padrédo ouro (CMIA).

6.6. Desfecho Clinico

De 52 casos de pacientes com ICS por S. aureus, ocorreram um total de nove
episédios (17%) de falha terapéutica com van, segundo 0s critérios anteriormente
definidos. Esses episoédios foram distribuidos da seguinte forma: cinco pacientes
(9%) morreram dentro de 30 dias apO6s hemocultura positiva, um paciente (2%)
apresentou hemocultura positiva para S. aureus obtida 10 dias apds inicio e antes
do término da terapia com van (falha microbiologica) e trés (6%) pacientes tiveram
bacteremia recorrente por S. aureus dentro de 60 apds término da antibioticoterapia.

Falha terapéutica ocorreu em 1/12 (8%), 5/28 (18%) e 3/7 (42%) dos
pacientes infectados por isolados S. aureus com CIMs de van de 0,5, 1 e 2 pg/mL,

respectivamente.
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7. DISCUSSAO

As infec¢cdes permanecem como uma das principais causas de morbidade e
mortalidade, como também de hospitalizacdo, entre os pacientes em tratamento
hemodialitico (VANDECASTEELE, et al., 2009; US RENAL DATA SYSTEM, 2009).
A prevencdao, o controle e o tratamento dessas infec¢des bacterianas, como também
fungicas, sdo motivos de constante preocupacao para os profissionais da saude.

Tendo em vista dados da literatura que apresentaram uma incidéncia anual de
bacteremias em pacientes submetidos a HD variando de 7,6 a 14,4 episédios por
100 pacientes (KESSLER, et al., 1993, HOEN, et al., 1998; VANDECASTEELE, et
al., 2009) chama a atencdo a elevada a incidéncia de ICS no primeiro ano deste
estudo (28,5%). No entanto, houve recuo desse indice ao longo do segundo ano.
Presume-se que haja ocorrido maior rigor nos procedimentos de controle de infeccéo
nas unidades de hemodidlise participantes, como melhorias no processo de
purificacdo da agua e maior respeito as normas de biosseguranca, como também,
aumento da adesdo dos pacientes as orientacdes sobre cuidados pessoais para

manutencao e assepsia dos acessos vasculares.

Neste estudo, 28% dos pacientes com confirmacéo de ICS tinham mais de 60
anos, com idade meédia de 51 anos. Faixas etarias similares foram encontrados em
estudos com pacientes nas mesmas condi¢cfes, em tratamento hemodialitco com
ICS (MARR et al., 1998; GAUNA, et al., 2013). Pesquisas prévias mostram que a
resposta do sistema imunolégico pode declinar com o avanco da idade, e
frequentemente esses individuos séo portadores de doencgas crbnicas coexistentes,
como HAS e diabetes, tornando a populacdo idosa mais vulneravel as infecgbes
(LEMAOULT, et al., 1997; WICK, GRUBECK-LOEBENSTEIN, 1997). Além disso,
idade avancada tem se mostrado um fator de risco independente para infeccdo na
populacdo submetida a hemodialise (POWE, et al.,, 1999; DALRYMPLE, et al.,
2010).

O uso de cateter € uma importante causa de infecgbes graves nos pacientes
em HD, sendo que a maioria das bacteremias em pacientes em HD sao relacionadas
a infeccdo do cateter (BEATHARD, et al., 2008; VANHOLDER, et al., 2010). Esses
pacientes que dependem de cateter para realizacdo da HD estdo em maior risco
para todas as causas de infecgcdo (ALLON, et al.,, 2006; LACSON, et al., 2009),
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assim, quando estes apresentam sintomas sugestivos de infec¢cdo, se assume o
diagnéstico de bacteremia relacionada ao cateter (ALLON, et al., 2004). Contudo,
também devem ser considerados sinais que sugiram fonte de infeccdo alternativa,
relacionadas ou ndo ao acesso (AL-SOLAIMAN, et al., 2011).

A incidéncia de bacteremia é maior em pacientes com cateter de HD do que
naqueles com FAV ou Enxerto Sintético AVG (FAN et al., 1992; INRIG, et al., 2006;
ALLON, et al., 2007). Pelos resultados de um estudo multicéntrico, prospectivo,
envolvendo 988 pacientes com DRCT, Hoen e colaboradores, 1998, puderam
estimar que o risco relativo de bacteremia fosse 7,64 vezes maior em pacientes com
cateter de HD quando comparados com aqueles com FAV.

Em nosso estudo, o CDL estava presente como acesso vascular em 83% das
ICS confirmadas. Resultados similares foram encontrados em um estudo de Xue e
colaboradores, 2013, onde foi analisada a evolugcdo dos acessos vasculares de
pacientes em seu primeiro ano de tratamento hemodialitico. Os dados apresentados
mostraram que 88% desses pacientes tiveram ICS relacionadas ao uso do cateter
de HD.

Embora os cocos Gram positivos sejam, historicamente, 0s principais agentes
causadores de ICS em pacientes sob HD (FITZGIBBON, et al., 2011), ha estudos
recentes que relatam uma elevagdo da incidéncia de microrganismos Gram
negativos como causa de ICS nesta populacdo (ALEXANDRAKI, et al., 2008;
GAUNA, et al., 2013; GAFOR, et al., 2014), em concordancia com achados deste
estudo, onde a incidéncia de bacilos Gram negativos também foi ligeiramente maior
comparada aos cocos Gram positivos. Um estudo nacional de controle de patégenos
de importancia epidemiolégica (SCOPE Brasil) publicado em 2011 envolvendo 2.563
pacientes revelou a ocorréncia de microrganismos Gram negativos em 58,5% das
ICS de origem hospitalar, contra 35,4% de Gram positivos, e 6,1% de fungos
(MARRA et al., 2011). Surtos de ICS por bactérias Gram negativas podem estar
associados a inadequada desinfeccdo da agua ou do sistema de distribuigdo
(FAVERQO, et al., 1974; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
1991), estado imunocomprometido do paciente (VELASCO, et al., 2004; VELASCO,
et al., 2006), limpeza inadequada dos residuos da maquina de dialise (WANG, et al.,
1999). De modo geral, alguns estudos tem relacionado a maior ocorréncia de Gram
negativos com as temperaturas mais elevadas dos paises tropicais. Outra explicacao

seria 0 uso aumentado de antimicrobianos direcionados para os Gram negativos o
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que selecionaria microrganismos mais propensos a desenvolver multipla resisténcia,
como os néo fermentadores (MARRA, 2011).

Assim como em nossos achados, estudo de Gauna e colaboradores, 2012,
em uma unidade de HD do Mato Grosso do Sul, detectaram uma maior prevaléncia
do Stenotrophomonas maltophilia como bacilo Gram negativo causador de ICS
(24,1%). A terapia empirica contra bactérias Gram negativas, instituida nas unidades
de HD de nosso estudo, fundamenta-se no uso de um aminoglicosidio, a gen. De tal
forma que o protocolo de tratamento empirico adotado compreende a associacdo de
van (para cobertura de cocos Gram positivos) e gen intravenosa (para cobertura de
bacilos Gram negativos) até que sejam obtidos os resultados de identificacdo do
microrganismo causador da ICS e seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.
Embora esse aminoglicosidio seja indicado na cobertura de bacilos Gram negativos
(NASSAR; AYUS, 2001; O'GRADY et al.,, 2002; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2007; ALLON, 2009), ele tem pequena atividade
contra S. maltophilia devido a mudancas no microambiente da superficie celular
deste patdgeno, secundarias a alteracbes no conteuddo de fosfato dos
lipopolissacarideos, a baixas temperaturas de crescimento (RAHMATI-BAHRAM, et
al., 1997). Assim, se mostra necessaria uma reavaliacdo dos protocolos de terapia
antimicrobiana empirica destas unidades de HD estudadas para adequacao da

cobertura contra os microrganismos Gram-negativos prevalentes.

No que diz respeito aos microrganismos Gram positivos como causadores de
ICS, outros estudos no Brasil corroboram com os dados aqui apresentados,
mostrando uma frequéncia de 28 a 49% de cocos Gram positivos isolados de
hemoculturas de pacientes submetidos a HD (GROTHE et al., 2010; ESMANHOTO,
et al., 2013; GAUNA, et al., 2013). Diversos autores reportam S. aureus como 0S
mais comuns microrganismos causadores de infeccbes graves nessa populacao,
responsaveis por 27,7 a 42,5% de todas as ICS em pacientes hemodialiticos
(TOKARS et al.,, 2001; GILAD, et al. 2005; LAFRANCE, et al.,, 2010), seguidos
também pelos ScoN que representam 14,2 — 35,8% de todos microrganismos
causadores das ICS que acometem esse mesmo grupo (TOKARS et al., 2001;
DOPIRAK, et al., 2002; GILAD, et al. 2005). Nossos resultados também mostraram
uma maior incidéncia de S. aureus e SCoN como causadores de ICS no grupo de

pacientes estudados, 24 e 15%, respectivamente. Nos Ultimos anos, tornou-se
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evidente que microrganismos antes considerados quase sempre contaminantes,
como os ScoN, passaram a ser cada vez mais comumente isolados e algumas
vezes associados a infeccbes verdadeiras (principalmente relacionadas a
dispositivos invasivos), frequentemente confundindo a avaliagdo clinica
(WEINSTEIN, 1997 apud ARAUJO, 2012; HORAN, et al., 2008). Dessa forma, toda
hemocultura positiva, com microrganismos potencialmente contaminantes, deve ser
criteriosamente avaliada. Nos casos de contaminacdo, geralmente somente uma
amostra (dentre duas ou mais coletadas) apresenta positividade. Ou seja, a coleta
de uma Unica amostra perde todo o significado, tornando impossivel esta avaliacéo.
Ainda e apesar disso, alguns estudos mostram que mesmo uma Unica amostra com
ScoN pode ser indicativa de infeccdo em determinadas situacdes (principalmente
associadas a cateter intravascular) (WEINSTEIN, et al., 1997, 2003 apud ARAUJO,
2012; HORAN, et al., 2008). E importante considerar ainda que, o tUnico modo de
determinar com certeza se dois ou mais isolados representam a mesma linhagem é
fazendo a tipagem molecular, embora o uso de dados clinicos em combinac¢do com
o antibiograma ou a combinacdo de antibiograma e padrdo bioquimico ja tenham
sido propostos como meio para determinar se varios isolados representam multiplos

contaminantes ou uma unica linhagem infectante (KONEMAN, 2008).

Em todo o mundo, as infeccbes por MDRs sao motivo de grande
preocupacdo, apesar dos continuos avancos no desenvolvimento e emprego de
novos agentes antimicrobianos (GOOSSENS, LIPSITCH, 2006; MOELLERING,
FISHMAN, 2006). A diminuicdo de opcbes terapéuticas para infeccbes graves
causadas por bactérias Gram positivas MDRs, especialmente cepas MRSA nos
pacientes em HD, tem levado ao uso de van como farmaco de primeira escolha no
caso de suspeitas ou confirmacgao de infec¢des por MRSA (LIU, et al., 2011). Assim,
a recomendacao do uso empirico de van nas unidades estudadas ¢€ justificada pela
presenca de resisténcia a oxa em 17% das amostras de S. aureus (referidas como
MRSA), e em 58% das amostras dos isolados dos ScoN. A van, ainda mantém
niveis elevados de atividade contra estes microrganismos, a despeito do surgimento
de linhagens VRSA (S. aureus vancomicina-resistentes) e VISA (S. aureus
vancomicina-intermediario) em algumas partes do mundo (NASSAR; AYUS, 2001,
O’GRADY, et al., 2002; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2007; ALLON, et al., 2007, 2009; TENOVER et al., 2009). Porém, alguns estudos
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apontam para um aumento progressivo na CIM de van, conhecido como "MIC creep”
(RHEE, 2005; STEINKRAUS, 2007; MASON, 2009). Em nosso estudo, todos os
isolados de S. aureus foram sensiveis a van, contudo, a CIM deste antimicrobiano foi
de 1 ou 2 pg/mL para a maioria dos S. aureus recuperados de ICS (74.5%),
corroborando os referidos achados de “MIC creep”. Muitos estudos identificaram
uma reducdo na eficdcia de van e falhas no tratamento de ICS e pneumonias
causadas por MRSA com CIM = 2 pg/mL (limite de sensibilidade) (HIDAYAT, et al.,
2006; MOISE, et al., 2007; SORIANO, et al., 2008; LODISE, et al., 2008).
Adicionalmente, outros autores também sugerem que a identificacdo de isolados
com CIM 22 ug/mL em pacientes com infeccbes da corrente sanguinea por MRSA
pode ser um preditivo de falha terapéutica com van, exigindo adequada
antibioticoterapia alternativa (RYBAK, et al., 2009; YOON, et al., 2010;
MATSUMOTO, et al.,, 2013). Embora o CSLI tenha reconsiderado e reduzido o
breakpoint de susceptibilidade de van de 4ug/mL para 2ug/mL (CLSI, 2006), o relato
de aumento nas taxas de falhas no tratamento em infec¢bes por MRSA com CIM de
2 ug/mL para van tem provocado debates e questionamentos sobre o break point de
susceptibilidade da CIM, se este deveria diminuir ainda mais (VAN HAL, LODISE,
PATESON, et al., 2012). Assim, a presenca de isolados de S. aureus com CIM = 2
pg/mL para van identificados neste estudo, sugere que os pacientes infectados por
estas cepas apresentam maior chance de sofrerem falha terapéutica. E, de fato,
42% dos referidos pacientes apresentaram falha terapéutica enquanto para isolados
com CIMs de 0,5 e 1pg/mL, estes indices foram de 22 e 27%, respectivamente.
Moise-Broder e colaboradores, 2004 também mostraram esta relacdo direta entre
maiores CIMs e falha terapéutica, encontrando taxas de falha no tratamento com van
em 22, 27 e 51% dos pacientes infectados por S. aureus com CIM de 0,5, 1 e 2

pg/mL, respectivamente.

Realmente, varios investigadores sugerem que a CIM de van exerce grande
impacto sobre a eficacia do antimicrobiano e sobre a taxa de mortalidade em
pacientes com ICS por MRSA (HOWDEN, 2004; SORIANO, et al., 2008; TAKESUE,
et al., 2011; JUNG, et al., 2013). Kullar e colaboradores, 2011, relataram que alguns
clinicos tém utilizado a CIM de van como marcador para tomada de decisdes com
respeito a terapéutica e como preditor de falha no tratamento, particularmente em
bacteremias por MRSA. Estudo de Soriano e colaboradores, 2008, sugere que, no
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caso de infeccdes por cepas MRSA com CIM de van > 1ug/mL, este antimicrobiano
nao deve ser considerado como uma opc¢ao terapéutica adequada, mesmo quando

se utiliza como alvo CSM de van >10 ug/mL.

Essa influéncia da CIM sobre a efetividade do tratamento com van foi avaliada
por Moise-Broder e colaboradores, 2004, em um modelo experimental in vitro e com
camundongos neutropénicos, no qual se demonstrou que o melhor preditor para
atividade da van contra S. aureus € uma AUC/CIM >400. Uma elevagéo da CIM de 1
para 2 ug/mL reduziria a AUC/CIM a metade. A probabilidade de se obter uma razéo
AUC/CIM > 400 com CIM = 1 pg/mL e concentragbes séricas de van de 10 ou 15
pg/mL é de 40 e 60%, respectivamente. Porém essa probabilidade seria de 0% com
a CIM = 2 yg/mL (MOHR; MURRAY, 2007). As cepas de S. aureus deste estudo
apresentaram CIMso = 1 pg/mL e CIMgg = 2 ug/mL. A CIM para a maioria do isolados
(59,5%) foi de 1 pg/mL e nesses casos, segundo dados da literatura, seria
necessario que fossem alcancadas concentracdes séricas de van no intervalo de 15-
20ug/mL para se assegurar a obtengdo de uma razdo AUC/CIM 2400 em todos os
pacientes (RYBAK, et al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013), logo torna-se
fundamental o conhecimento sobre as CSM de van que estdo sendo alcancadas
nestes pacientes.

Considerando as dificuldades em se alcancar sucesso terapéutico com van
em isolados de S. aureus com elevadas CIMs, a dap tem sido proposta como
farmaco alternativo a van para o tratamento de ICS estafilococicas, especialmente
por MRSA (LIU, et al., 2011; KALIMUDDIN, et al., 2014; WESTON, GOLAN,
SNIYNDMAN, 2014). Diversos autores tem relatado melhores resultados
terapéuticos de dap em relacdo a van, considerando taxa de mortalidade e sucesso
clinico (MOORE, et al., 2012; CHENG, et al., 2013; MURRAY, et al., 2013). Porém,
esses resultados devem ser interpretados com cautela, por se tratarem de estudos
retrospectivos nao randomizados. Além disso, foi observada uma resisténcia
cruzada entre cepas com elevadas CIMs de van e a dap e isso tem sido associado
com falha terapéutica com dap (VAN HAL, et al. 2011). Dos antimicrobianos
avaliados em nosso estudo a dap mostrou a melhor atividade contra S. aureus e
ScoNs depois de van, representando uma alternativa em caso de baixa
susceptibilidade a van e resposta clinica ruim. YONN e colaboradores, 2010,
também recomendam antimicrobianos alternativos no tratamento de ICS por MRSA,
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incluindo agentes como a teicoplanina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e a
propria dap.

A linezolida, uma oxazolididona, possui atividade bacteriostatica pela ligacao
ao ribossomo 50S e inibicdo da sintese de proteinas (MOELLERING, et al., 2003;
WEIGELT, et al., 2005). Resultados de uma analise retrospectiva de cinco estudos
randomizados agrupados nao identificou atividade superior de linezolida comparada
a van no tratamento de pacientes com bacteremia por MRSA (SHORR, et al., 2005).
Stevens e colaboradores, 2002, relataram eficacia similar de linezolida e van no
tratamento de bacteremias por MRSA com 56 e 50% de taxa de cura,
respectivamente. Porém, também tem sido descrito na literatura resisténcia a
linezolida e falha terapéutica (CORNE, et al.,, 2005; MENDES, et al., 2008;
SANCHEZ, et al., 2010). Além disso, preocupacbes com efeitos adversos que
incluem a acidose latica, neuropatia periférica e trombocitopenia muitas vezes
limitam o uso de linezolida (PERRY, JARVIS, 2001; PALENZUELA, 2005;
SENNEVILLE, et al., 2006; LAWRENCE, et al.,2006).

O glicopeptideo teicoplanina tem o mesmo espectro de atividade que a van
(FINCH, ELIOPOULQOS, 2005). Resultados de um estudo prospectivo, multicentro,
sugerem que a teicoplanina é uma alternativa eficiente e segura no tratamento de
bacteremias por MRSA (YOON, et al., 2014). Em uma meta-analise de 11 estudos
clinicos, que incluiam 1276 pacientes, a eficAcia da van e teicoplamina foram
similares, mas houve menos episodios de febre e sindrome do “homem vermelho”
em pacientes tratados com teicoplanina (WOOD, et al., 1996). Resultados de outra
meta-analise identificaram um menor risco de nefrotoxicidade com teicoplanina do
gue com van (CAVALCANTI, et al., 2010).

Poucas evidéncias tém sugerido que a quinupristina-dalfopristina seja uma
opcao terapéutica para infecgdes por MRSA, incluindo bacteremia (HOLLAND, et al.,
2014). Além disso, os efeitos adversos associados ao uso da quinupristina-
dalfopristina, que incluem a hiperbilirrubinemia, mialgia, artralgia e nausea, limitam
seu uso na rotina (DREW, et al., 2000).

Recentes diretrizes de monitoramento terapéutico de van recomendam que as

CSM deste antimicrobiano sejam sempre mantidas >10 upg/mL para evitar o
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desenvolvimento de resisténcia e aconselham que em casos de infec¢des graves
como bacteremia, endocardite, pneumonia, meningite e osteomielite causadas por S.
aureus, sejam feitos esquemas de dosagens mais agressivos, que mantenham as
concentracdes entre 15 e 20 yg/mL, o que aumentaria a probabilidade de se obter
adequadas concentracdes séricas de van, potencializando a penetracdo da droga e
melhorando os desfechos clinicos (RYBAK, et al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013).
Porém, essa necessidade de aumento nas concentracdes terapéuticas incrementam
o risco de nefrotoxicidade associado a van (LODISE, et al., 2009; KULLAR, et al.,
2012). De fato, MERGENHAGEN e colaboradores, 2014, relata que niveis séricos
>20pug/mL sdo um dos fatores de risco para o desenvolvimento de nefrotoxicidade,
especialmente importante no paciente com insuficiéncia renal. Neste sentido, o
monitoramento das concentracdes séricas de van é recomendado ndo somente para
garantir a obtenc&o concentracdes séricas clinicamente eficazes, mas também evitar
concentracdes toxicas (RYBAK, et al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013; YE, TANG,
SUO-DI, 2013). Porém, na literatura, sdo escassas as informacfes de dosagens
adequadas para obtencdo dessas concentracdes séricas alvo, recomendadas
nessas diretrizes, em pacientes submetidos a HD (PALLOTA, et al.,, 2008;
VANDECASTEELE, et al., 2011).

Merece destaque o fato de que a excec¢do dos pontos de concentracdo sérica
maxima (Cnax), @ maior parte das amostras (77,8%) apresentou concentracfes
séricas inferiores a 10 pug/mL nas duas semanas de terapia. E quando consideradas
apenas as amostras coletadas imediatamente antes da proxima dose de van (CSM),
nos tempos de 96 ou 120 horas nas duas semanas, 90,6% das amostras continham
van em concentracdes inferiores aquelas recomendadas. Marengo e colaboradores,
2009, realizaram um estudo em um conjunto hospitalar em Sorocaba, SP, com
atendimento de pacientes que necessitavam de tratamento hemodialitico. O
protocolo de tratamento de infec¢cdes do servico recomendava a administracao de
dose fixa de 1 g de van a cada 7 dias (similar ao realizado em nosso estudo). Os
resultados mostraram que 86% dos pacientes apresentavam concentracdes séricas
de van <10 pg/mL em todos os tempos de coleta (48, 96, 120 e 144 horas) apés a
administracdo de van. Outro estudo, de Vitéra e Clipes, 2013, com amostras de
pacientes nas mesmas condi¢cdes e esquema terapéutico citado, de Governador
Valadares, Minas Gerais, mostrou que 61% das amostras de soro continham
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concentragbes de van <10 pg/mL. Estudos de Sakoulas e colaboradores, 2006 e
Howden e colaboradores, 2004, mostraram uma associacdo entre CSM de van
menores que 10 pg/mL e ineficacia do tratamento, que pode potencialmente
promover emergéncia de cepas resistentes a van. Ademais, considerando o ponto
de corte de 15 pg/mL para obtencdo de uma AUC/CIM >400, para melhorar as
chances de sucesso terapéutico (RYBAK, et al., 2009; MATSUMOTO, et al., 2013),
nenhuma das amostras atingiu esta meta. Ainda neste contexto, tendo em conta 0s
valores de CIMgy e CIMso (2 € 1 pg/mL, respectivamente), cinco amostras (15,6%)
apresentaran concentracdes séricas <2 pg/mL e uma amostra (3,1%) com
concentragdo <1 pg/mL, compromentendo substancialmente a atividade bactericida
de van. Entretanto, falha terapéutica foi detectada em somente 17% dos pacientes
do com ICS por S. aureus no presente estudo. Em verdade, embora as diretrizes
publicadas recentemente defendam e recomendam a manutencdo de CSM mais
elevadas de van (RYBAK, et al.,, 2009; MATSUMOTO, et al.,, 2013), existe um
crescente numero de estudos cujos resultados mostram que a otimizacdo desse
indice farmacocinético (= 15 ug/mL) parece nao ter correlagdo com a resposta
clinica (JEFFRES, et al., 2006; LODISE, et al, 2008; CLEMENS, et al., 2011). Os
desfechos clinicos do estudo de Clemens e colaboradores, 2011, mostraram que
entre o grupo de paciente com CSM de van <15 pg/mL a falha do tratamento ocorreu
em 5/29 (19%) dos pacientes, valores proximos aos obtidos em nosso estudo.
Curiosamente, nesse mesmo trabalho de Clemens e colaboradores, houve uma taxa
maior de falha terapéutica naqueles pacientes com CSM de van = 15 pg/mL (18/68
(27%)). Assim, apesar de van ainda ser considerado o antimicrobiano de escolha
para o tratamento de MRSA, a otimizacdo de seus indices farmacocinéticos e
estratégias para melhorar os resultados clinicos parecem controversos. De fato,
Holland et al, 2014, realizaram uma revisao sistematica das evidéncias que apontam
para qual € a antibioticoterapia ideal para a bacteremia por MRSA e concluiram que
sdo urgentes ensaios clinicos de alta qualidade que comparem as estratégias de
tratamento, os antimicrobianos e as duracdes dos tratamentos para se otimizar o
manejo das ICS por MRSA.

Uma provavel explicagcdo para as baixas concentracbes seéricas de van
encontrados nos pacientes em estudo € o esquema de dosagem empregado (dose
fixa de 1 g a cada 4-5 dias). Na realidade este protocolo é adotado em muitos
hospitais e clinicas de HD no Brasil (MARENGO, et al., 2009). Isto ocorre devido a
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escasses de informacdes na literatura a cerca de como atingir os alvos séricos de
van em pacientes com DRCT (PALLOTA, et al., 2008; VANDECASTEELE, et al.,
2011). Revisdes de consenso para monitoramento terapéutico de van em pacientes
adultos, publicada por Rybak e colaboradores, 2009, e outra publicada por
Matsumoto e colaborafores, 2013, recomendam que as dosagens deste
antimicrobiano sejam baseadas no peso do paciente. Além disso, devido a
prolongada meia vida da van (100-200h) em pacientes com insuficiéncia renal, o
tempo para alcancar o estado estacionario também é maior, tornando necessaria
uma dose de ataque para rapida obtencdo de concentracdes terapéuticas
(MATSUMOTO, 2013). Resultados de uma pesquisa de Pollard, e colaboradores,
1994, mostram que 48 horas apds a administracdo de uma dose inicial de van de 20
mg/Kg, a média das concentracdes séricas deste antimicrobiano foi de 20,2 + 3,6
pg/mL. Um estudo de Barth e DeVincenzo, 1996, demonstrou que a administracao
de doses iniciais de 15, 20 e 25 mg/Kg resultaram em concentracdes de 12,6, 16,3,
20,1 pg/mL, respectivamente, 48 horas apos infusdo de van. Japanese Society of
Chemotherapy e Japanese Society of Therapeutic Drug Monitoring (MATSUMOTO,
et al., 2013) também recomendam uma dose de ataque de 20-25 mg/kg para uma
rapida obtencdo de concentracdes séricas no intervalo de 15-20 pg/mL nesses
pacientes. Ademais, também recomendam um ajuste na dose de manutencao, se

necessario, apés a obtencao das concentracdes séricas recomendadas.

Nas unidades de HD estudadas ndo € feita a dose de ataque, e
concentracdes subterapéuticas ja puderam ser detectadas ja nas primeiras 48-72h
apos infusdo deste antimicrobiano, sinalizando que os pacientes ficariam expostos a

baixas concentracdes por mais alguns dias até a proxima administracao do farmaco.

Além das inadequacdes nos esquemas de dosagem, outra dificuldade na
adequacao do tratamento com van no paciente em HD € o monitoramento sérico
deste farmaco, que embora fortemente recomendado (RYBAK, et al.,, 2009;
MATSUMOTO, et al., 2013) nos caso de isolados com CIM > 1 yg/mL e auséncia de
resposta clinica, ndo € uma realidade na rotina das Unidades de Assisténcia de Alta
Complexidade em Nefrologia no Brasil (MARENGO, et al., 2009). De nosso
conhecimento, nenhum hospital ou unidade de hemodialise na Grande Vitoria realiza
0 doseamento sérico de van em pacientes criticos. Um dos fatores limitantes para

este procedimento é o custo elevado dos kits de ensaio e auséncia de laboratorios
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clinicos que dispdem do equipamento necessario as andlises e que incluam este

teste em suas rotinas.

Assim, foi realizado neste estudo um doseamento alternativo de van utilizando
o método microbilégico classico de difusdo em agar (bioensaio) proposto por Walker
e colaboradores, 1977, e Edberg, Bottenbley e Gam, 1981 com adaptagbes para
nossas condicdes de trabalho.

As concentracdes séricas de van obtidas das amostras CMIA (padrdo ouro)
foram correlacionadas com aquelas obtidas pelo bioensaio. Os dois métodos
apresentaram uma 6tima correlacéo tanto no meio ASM (R? = 0,96) quanto no meio
AMH (R? = 0,91). Valores de coeficiente de regresséo linear (R?) idénticos aos
nossos (em meio ASM) também foram encontrados por Kureish e colaboradores,
1990, e Pohlod, e colaboradores, 1984, (R* = 0,96) ao compararem os resultados de
concentragfes seéricas de van obtidas pelo bioensaio e pelo imunoensaio por
polarizacdo fluorescente (FPIA). Os valores dos resultados de dosagem das
concentracdes séricas de van obtidos pelo método de bioensaio depois de aplicados
na equacao da reta obtida foram equivalentes equivalentes aqueles alcancados pelo
método padréo ouro (CMIA) descrito neste estudo, mostram a preciséo, acuracia do

bioensaio na determinag&o de vancomicina.

As amostras de soro que apresentaram halo de inibicdo nas placas controle
foram excluidas do teste, este fato ilustra a principal limitacdo do método
microbiolégico que sdo as terapias combinadas. Em nosso estudo, supostamente, 0s
pacientes recebiam apenas van em associal com a gen. Entretanto as amostras
excluidas do estudo revelaram ou a presenca de concentracdes elevadas de gen
(ndo inibidas pelo SPS) ou a presenca de outra substancia antimicrobiana nas
amostras de soro.

Como ja mencionado, a principal limitacdo do método microbiolégico é a
interferéncia de antimicrobianos administrados em associacdo com a van. Nestes
casos torna-se fundamental o emprego de técnicas para a neutralizacédo da atividade
antimicrobiana dos farmacos de interferéncia. Beta-lactamicos, por exemplo, podem
ser inibidos pela adicdo de beta-lactamases, enquanto a gen € neutralizada pela
adicdo de SPS que é bem conhecido como agente neutralizador da atividade de
aminoglicosideos (EDBERG, et al., 1976; LORIAN, et al., 2005). Segundo Chapin-
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Robertson e Edberg e colaboradores, 2005, as concentracdes terapéuticas de gen
variam entre 4,0 e 8,0 pg/mL. Em nosso estudo a atividade antimicrobiana de gen
nas duas maiores concentracoes detectadas (9,06 e 8,86 pg/mL) foi inibida pelo
SPS a 1%, dessa forma, os resultados de inibicdo deste aminoglicosidio pela adicao

do SPS a 1% foram considerados satisfatorios.

O método microbioldgico para o dosemento de van € 0 que mais se aproxima
da realidade dos laboratorios clinicos de pequeno porte e com poucos recursos, pois
oferece aceitavel precisdo, requer baixo investimento em materiais para sua
execucao e minimos custos operacionais diarios (POHLOD, et al., 1984; LORIAN, et
al., 2005). Entretanto, como pontos negativos destacam-se o maior tempo de
execucdo por ser mais trabalhoso e depender do tempo de crescimento do
microrganismo. Além disso ha, ainda, a possibilidade de superestimacdo dos
resultados em amostras que contenham multiplos antimicrobianos (POHLOD, et al.,

1984), como encontrado em nosso estudo.
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8. CONCLUSOES

Bactérias do género Staphylococcus representaram parcela significativa dos
microrganismos causadores de ICS nos pacientes em estudo, com maior

frequéncia dos S. aureus seguidos dos ScoN

A ocorréncia de numero significativo de cepas de Staphylococcus resistentes
a oxa justifica o uso empirico da van nestas unidades de HD. Entretanto, a
maioria dos isolados de S. aureus apresentou CIM de van de 1 pg/mL, o que
indica maior probabilidade de falha terapéutica, sendo a daptomicina uma boa
alternativa, pois foi o farmaco com melhor atividade antiestafilocécica depois
do glicopeptideo.

A maioria dos pacientes com ICS, tratados com van, ndo alcangou as CSM
recomendadas para eficacia deste antimicrobiano. Considerando, ainda, o
ponto de corte de 15 pug/mL, nenhum dos pacientes atingiu o alvo terapéutico,
supostamente em consequéncia do esquema de doses fixas de 1 g de
vancomicina. Entretanto os indices de falha terapéutica foram relativamente

baixos.

O bioensaio em meio ASM e Bacillus subtilis ATCC 6633 como
microrganismo revelador se mostrou util e acessivel como método alternativo
ao imunoensaio para o doseamento de vancomicina em amostras de soro

humano.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do significativo nimero de amostras com concentracdes séricas de
van <10 pg/mL (subterapéuticas) e o consequente risco de falha terapéutica e
selecdo de cepas resistentes noticiado na literatura, € recomendavel uma
abordagem individualizada na definicdo do esquema de dosagens de van nestes
pacientes, bem como seu monitoramento terapéutico para os devidos ajustes de
dose. Entretanto a baixa incidéncia de falha terapéutica detectada no presente
estudo sugere a necessidade de estudos clinicos que evidenciem o real impacto das

CSM de vancomicina na eficicia da terapia antiestafilocécica.
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11. ANEXO|

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Identificacdo do Responsavel pela execucédo da pesquisa:

Titulo: Bacteremia em pacientes submetidos & hemodialise na Grande Vitoria, ES:
aspectos microbioldgicos e terapéuticos

Pesquisador Responsavel: Kénia Valéria dos Santos

Se TCC incluir nome do aluno(a) Participante:NAO SE APLICA

Contato com pesquisador responsavel: Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitoria, ES.
Fone: (27) 9227-0908 — 3335-7297 — 3242-1027

2 — Informacgdes ao participante ou responsavel:

1) Vocé esta sendo convidado a participar livre e voluntariamente de uma pesquisa
intitulada “Bacteremia em pacientes submetidos a hemodidlise na Grande Vitoria, ES:
aspectos microbioldgicos e terapéuticos" proposta por profa. Dra. Kénia Valéria dos
Santos do departamento de Patologia do CCS/UFES. E uma pesquisa de natureza
cientifica, com duracéo prevista de 18 meses.

2) Pretende-se com esta pesquisa contribuir para o alcance da melhor conduta terapéutica
no manejo das infecgbes sanguineas em pacientes atendidos em servicos de hemodialise
da Grande Vitoria / ES, monitorando a concentragdo sanguinea do antibiotico vancomicina e
determinando o os antibioticos mais efetivos para tratar tais infecc¢oes.

3) Antes de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as explicacbes que informam
sobre o procedimento:

3.1) Serédo coletadas 03 pequenas amostras de sangue, através da veia ou do
cateter. Coletaremos também um pouco de secrecdo nasal, passando suavemente um tipo
de “cotonete” em sua narina. Todo este material serd enviado ao laboratério de
microbiologia da UFES que realizarA os exames para identificar as bactérias e o0s
antibiéticos mais indicados para elimina-las.

3.2) O material sera coletado por um enfermeiro quando o médico suspeitar de
infeccdo. Todas as coletas serdo feitas nas dependéncias da Clinica Capixaba do Rim,
unidades, Vitoria, Serra e Cariacica e demorara aproximadamente 30 minutos.

4) Vocé poderd se recusar a participar da pesquisa ou podera abandonar o procedimento
em qualquer momento, sem nenhuma penalizagéo ou prejuizo.

5) A sua participacdo na pesquisa serd como voluntario, [ou a do menor ou incapaz pelo
qual vocé é responsavel], ndo recebendo nenhum privilégio, seja ele de carater financeiro ou

de qualquer natureza. Entretanto, lhe serdo garantidos todos os cuidados necessérios a sua
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participacdo de acordo com seus direitos individuais e respeito ao seu bem-estar fisico e
psicoldgico.

6) A sua participagdo [ou a do menor ou incapaz sob sua responsabilidade] podera
envolver os seguintes riscos ou desconfortos: Pungcédo da veia para coleta do sangue para
exames. Estes procedimentos ja fazem parte da rotina de tratamento médico nos casos de
suspeita de infeccdo do cateter e séo indicados independentemente de sua participacao
nesta pesquisa.

7) Prevéem-se como beneficios da realizagdo dessa pesquisa a identificacdo das bactérias
mais frequentes nas infeccbes do sangue dos pacientes que fazem hemodialise e os
antibidticos mais apropriados contra estas infec¢fes, ajudando a dar o melhor tratamento
para o paciente.

8) Serdo garantidos o sigilo e privacidade aos participantes [ou seu responsavel],
assegurando-lhes o direito de omissdo de sua identificagdo ou de dados que possam
comprometé-lo. Na apresentagdo dos resultados ndo serdo citados os nomes dos
participantes.

9) Os resultados obtidos com a pesquisa serdo apresentados em eventos ou publicacdes
cientificas. O material da pesquisa serd usado para 0s propdsitos desta pesquisa, mas
poderdo futuramente ser usados para outras pesquisas na referida Instituicdo.

10) Vocé podera, a qualquer momento, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Ufes (CEP-Ufes) que fica no Centro de Ciéncias da
Saude - Prédio da Direcdo do Centro — Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria —
ES. Tel. 3335-7211. Ou ainda por e-mail cep@ccs.ufes.br

Confirmo ter sido informado e esclarecido sobre o contelido deste termo. A minha assinatura
abaixo indica que concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu livre
consentimento.

(local e data)

Nome do participante:

Assinatura do participante ou responsavel:

Assinatura do pesquisador responsavel:
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12. ANEXO Il
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
e e COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
ética em CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 01 de novembro de 2011.

De: Prof. Dr. Adauto Emmerich Oliveira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. (a) Kénia Valéria dos Santos

Pesquisador (a) Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado “Bacteremia
em pacientes submetidos & hemodialise na Grande Vitéria, ES: aspectos
microbiolégicos e terapéuticos.”

Senhor (a) Pesquisador (a),

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, ap6s analisar o Projeto
de Pesquisa n°. 219/11 intitulado “Bacteremia em pacientes submetidos a
hemodialise na Grande Vitéria, ES: aspectos microbiolégicos e terapéuticos” € 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, cumprindo os procedimentos
internos desta Instituicdo, bem como as exigéncias das Resolucdes 196 de 10.10.96,
251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em Reuniao
Ordinéaria realizada em 26 de outubro de 2011.

Lembramos que, cabe ao pesquisador responsavel elaborar e apresentar o0s
relatérios parciais e finais de acordo com a resolugao do Conselho Nacional de Saude
n°® 196 de 10/10/96, inciso I1X.2. letra “c”.

Atenciosamente,

Pl 500000 c&z;é@ /%
Coordenador do
Comité de Etica em Pesquisa
CEP/UFES

Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7211



