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Objetivo Avaliar a sensibilidade e a especificidade da reacdo em cadeia de polimerase
em tempo real quantitativa (quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR, em
inglés) para a triagem do gene rDNA 16S, com a utilizacdo do fluido sonicado de
implantes ortopédicos.

Métodos Um estudo retrospectivo foi realizado em 73 fluidos sonicados obtidos de
pacientes com infeccao associada aos implantes ortopédicos. As amostras foram
submetidas a cultura convencional e a teste molecular utilizando ionizacdo e dessorcao
a laser assistida por matriz com espectrometria de massa por tempo de voo (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS, em
inglés) e qPCR para o gene rDNA 16S. Os valores limiares do ciclo foram usados para
definir um ponto de corte para a qPCR do gene rDNA 16S para culturas negativas e
positivas.

Resultados N3o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos de cultura
positiva e negativa com base no tempo desde a primeira cirurgia até a infeccao
(p=0,958), na idade (p=0,269), ou nas comorbidades em geral. No entanto, uma
diferenca estatistica foi encontrada entre a duracao média do uso de antibiéticos antes
da remocdo do dispositivo (3,41 versus 0,94; p=0,016). O DNA bacteriano foi
identificado em todas as amostras dos fluidos sonicados. Os limiares do ciclo médio
de culturas positivas e negativas foram de 25,6 e 27,3, respectivamente (p < 0,001).
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Como uma ferramenta de diagndstico, um corte do limite do ciclo de 26,89
demonstrou uma é&rea sob a curva da caracteristica de operagao do receptor de
0,877 (p < 0,001).

Conclusao A presenca de agentes antimicrobianos por mais de 72 horas diminuiu a
positividade da cultura, mas nao influenciou os resultados da qPCR. Apesar disso, a
amplificacdo do rDNA 16S pode sobrestimar o diagnoéstico de infeccao.

Objective To evaluate the sensitivity and specificity of the quantitative real-time
polymerase chain reaction (qPCR) for 716S rDNA gene screening using sonicated fluid
from orthopedic implants.

Methods A retrospective study was conducted on 73 sonicated fluids obtained from
patients with infection associated with orthopedic implants. The samples were
subjected to conventional culture and molecular testing using matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and qPCR for
16S rDNA. The cycle threshold values were used to define a cut-off of the qPCR of the
16S rDNA for negative and positive cultures.

Results No statistical differences were observed between the positive and negative
culture groups based on the time from the first surgery to infection (p =0.958), age
(p=0.269), or general comorbidities. Nevertheless, a statistical difference was found
between the mean duration of antibiotic use before device removal (3.41 versus 0.94;
p=0.016). Bacterial DNA was identified in every sample from the sonicated fluids. The
median cycle thresholds of the positive and negative cultures were of 25.6 and 27.3
respectively (p<0.001). As a diagnostic tool, a cycle threshold cut-off of 26.89
demonstrated an area under the curve of the receiver operating characteristic of
0.877 (p < 0.001).

Conclusion The presence of antimicrobial agents for more than 72 hours decreased
culture positivity, but did not influence the qPCR results. Despite this, amplification of
the 16S rDNA may overestimate infection diagnosis.

deteccio de bactérias infecciosas,®® e sio necessarias pelo

menos 24 horas até que o crescimento microbiano possa ser
avaliado.? Além disso, a cultura convencional esta associada a

As infec¢des associadas aos implantes ortopédicos (IAIOs) e
as infec¢des articulares periprotéticas (IAPs) estdo relacio-
nadas a morbidade e mortalidade altas, e a custos altos.! Os
microrganismos associados aos biofilmes sdo os principais
agentes etiolégicos das IAIOs e das IAPs, incluindo os micror-
ganismos Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e
algumas espécies de Enterobacteriales.’> A estrutura dos
biofilmes se desenvolve ap6s uma fixagdo inicial de micror-
ganismos a um substrato, em que os microrganismos aderem
irreversivelmente a superficie e passam a produzir polimeros
extracelulares, formando uma matriz estrutural que desem-
penha um papel essencial na patogénese das IAIOs e IAPs* A
formacdo do biofilme ndo é apenas prevalente em disposi-
tivos protéticos, como também ocorre nos 0ssos e/ou no
cimento ésseo, no liquido sinovial, e no tecido fibroso.”

O diagnéstico preciso e a identificagdo precoce do agente
infeccioso sdo vitais para o sucesso do tratamento. Multiplas
culturas de tecido peri-implantar sdo o padrdo-ouro para a
deteccdo microbiana das IAIOs e IAPs.®7 No entanto, esse
método apresenta baixa sensibilidade, com apenas 62% de
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resultados falsos negativos em infec¢des de baixo grau ou em
pacientes submetidos a tratamento antimicrobiano.'® No
entanto, a sonica¢cdo do implante, que desaloja o biofilme
do dispositivo, aumenta a sensibilidade da cultura em com-
paragio com a biépsia ou a cultura do tecido peri-implantar.’

Técnicas modernas, como os testes moleculares, redefi-
niram os métodos de investigacdo microbiol6gica. Varias
técnicas foram descritas para a realizagdo do exame mole-
cular de fluidos sonicados, com o objetivo de melhorar a
sensibilidade diagnéstica ou a deteccdo de infec¢do peripro-
tética.”’"1° A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase
chain reaction, PCR, em inglés), a PCR de DNA ribossémico
(ribosomal DNA, rDNA, em inglés) 16S de amplo alcance, ou a
PCR multiplex, por exemplo, oferecem vantagens significa-
tivas de deteccdo de microrganismos ativos e ndo viaveis (até
mesmo Nos casos em que os antibidticos foram administra-
dos antes da amostragem).16 No entanto, os resultados
podem ser controversos, devido a contaminacdo do DNA
(durante a detec¢do de infecgbes mistas) ao usar a PCR de
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amplo alcance; porém, sdo menos controversos com a PCR
multiplex.'”” Além disso, a ionizacio e dessor¢io a laser
assistida por matriz com espectrometria de massa por tempo
de voo (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS, em inglés) tem sido
usada em varios ambientes para a detec¢do direta de amos-
tras biolégicas; ela identifica precocemente e de forma
confidvel os microrganismos, e é uma alternativa a
cultura,'8-20

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade e a
especificidade da reacdo em cadeia de polimerase em tempo
real quantitativa (quantitative real-time polymerase chain
reaction, qPCR, em inglés) em rastrear o gene rDNA 168,
em amostras de fluidos sonicados obtidas de implantes
ortopédicos.

Métodos

Ambiente

Este foi um estudo retrospectivo de centro tinico acompa-
nhado da implementa¢do de um método de sonica¢do apés
cirurgia ortopédica. O estudo levou em consideracdo o
periodo de dezembro de 2018 a dezembro de 2019, e foi
realizado em um hospital universitirio com assisténcia
médica e cirtrgica de alta complexidade, com capacidade
para 206 leitos. O hospital é referéncia para pacientes
traumatizados, com aproximadamente 1.100 pacientes sob
o regime de internagdo/més, e atende cerca de 4.800 pacien-
tes por més.

Pacientes e Dispositivos

Foram obtidos diferentes tipos de dispositivos ortopédicos,
mediante condicOes cirdrgicas, ap6s prévia recomendac¢do
médica (suspeita de infeccdo). Os critérios de infec¢do aten-
deram as definicdes do Grupo de Consenso Internacional
sobre Articula¢do Periprotética e da Reunido de Consenso
Internacional sobre infec¢io musculoesquelética.?’?2 Os
pacientes com dispositivos de fixa¢do externa foram exclui-
dos do estudo. Os dados clinicos foram avaliados para se fazer
a andlise de grupo.

Sonicacao de dispositivos ortopédicos

Todos os dispositivos explantados foram colocados em sacos
para coleta de amostras, estéreis e sem nuclease, produzi-
dos em polietileno, com selo removivel e sistema de fecha-
mento com fio (Labplas, Sainte-Julie, Quebec, Canada), que
foram imediatamente encaminhados para sonicacdo. A
sonicacdo foi realizada em solucdo de NaCl 0,9%, em quan-
tidade suficiente para cobrir o dispositivo; ela foi sonicada
por 5min em um banho ultrassdnico, usando a lavadora
ultrassonica Soniclean 15 (Sanders Medical, Santa Rita da
Sapucai, MG, Brasil) em uma frequéncia de aproximada-
mente 40 kHz e 35°C." Uma aliquota foi usada para os testes
microbiolégicos, e aliquotas de 50 mL foram armazenadas a
-20°C para a realizacdo dos testes moleculares. Foram
utilizadas 39 amostras com crescimento bacteriano (detec-
tado por cultura convencional), e 34 amostras sem cresci-
mento bacteriano.

gPCR e sonicacao Ribeiro et al.

Testes laboratoriais

Para a cultura convencional, 100 uL do fluido sonicado foram
espalhados em uma placa de agar triptico de soja, suple-
mentada com 5% de sangue de ovelha e o meio de cultura
agar MacConkey (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), e incubados
durante 5 dias a 35°C. A cultura anaerébia foi realizada por 14
dias em meio anaerébio padrdo (Bactec, BD, Franklin Lakes,
NJ, EUA). O crescimento da coldnia foi avaliado usando um
protocolo de deteccdo direta com a tecnologia MALDI-TOF
MS.

A deteccdo direta de microrganismos com o uso de
MALDI-TOF MS foi realizada em equipamento Vitek MS
(bioMériéux, Durham, NC, EUA). O processo de extracdo da
amostra foi adaptado a partir de um protocolo previamente
descrito.”> Resumidamente, 4mL do fluido de sonicacdo
foram centrifugados a 367 x g por 5 minutos, e o sedimento
obtido foi lavado com agua desionizada. O sedimento foi
ressuspenso em 50 uL de 4gua desionizada, e a ressuspensao
foi seguida do acréscimo de 900 uL de alcool absoluto. Apés o
vértice, o tubo foi centrifugado a 18.000 x g por 2 minutos, e
o sobrenadante foi descartado. Um total de 50 pL de acido
férmico (70% v/v) e 50 pL de acetonitrila foram adicionados
ao sedimento. Ap6s o voértice, o tubo foi centrifugado a
18.000 x g por 2 minutos. Em seguida, 1 pL do sobrenadante
foi aplicado diretamente sobre a placa-alvo. Apés a secagem,
cada in6culo foi coberto com 1 pL da solu¢do da matriz de
acido alfa-4-ciano-hidroxicindmico (bioMériéux). Apés a
secagem, as amostras foram analisadas no Sistema VITEK
MS. O controle de qualidade foi realizado usando uma cepa
de referéncia de Escherichia coli ATCC 8739. Todos os proce-
dimentos foram realizados em duplicata.

O DNA genomico (genomic DNA, gDNA, em inglés) micro-
biano foi detectado realizando a qPCR para a triagem do gene
rDNA 16S (qPCR de amplo alcance). O DNA microbiano foi
extraido com o uso do PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo fabricante, usando 1 mLdo fluido de sonicagdo,
sendo extraidos 50 pL de DNA. Para a detec¢do molecular do
rDNA 16S, usou-se o TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, EUA); a deteccdo
foi adaptada de um protocolo descrito anteriormente,?* com o
uso de iniciadores direto e reverso e uma sonda com as
seguintes sequéncias: 5-TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA-3’,
5-TGCGGGACTTAACCCAACA-3’, e (CY5)-5-CACGAGCTGACGA-
CARCCATGCA-3"-(BHQ2).2> A reacdo foi realizada em triplicata
para cada amostra, usando 12,5 pL de TagMan Universal PCR
Master Mix, 8,7 uL de agua ultrapura, 0,6 pL de cada iniciador
(direto e reverso; 20mM), 0,6 pL de sonda (10 mM), e 2 puL de
DNA, perfazendo um volume total de 25 pL por cavidade. Além
disso, nenhum controle de modelo (NCM, usando dgua em vez
de DNA) e controles positivos foram incluidos, e as reacdes
foram executadas no instrumento de PCR em tempo real ABI-
7500 Fast (Applied Biosystems, Inc.), usando as seguintes
etapas: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos, e de 60° C por 1 minuto.

Curvas padrdo usando bactéria Gram-negativa, P. aerugi-
nosa ATCC 27853 (Laborclin), e bactéria Gram-positiva, Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923 (Laborclin) foram geradas
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pelo rDNA 16S para determinar a eficiéncia e a sensibilidade
analitica do ensaio. Resumidamente, o soro fisiolégico foi
inoculado com S. aureus e P. aeruginosa em dilui¢des pro-
gressivas de 108 a 102 UFC/mL (realizadas em triplicata) para
determinar a curva padrdo. Os valores do limiar do ciclo
(cycle threshold, Ct, em inglés) foram usados para calcular o
desempenho da qPCR do rDNA 16S. As trés Gltimas concen-
tragdes detectadas na curva padrdo (102 + 1) foram ampli-
ficadas com 30 repeticdes para definir o limite de detec¢do
(LDD), o qual deve amplificar 100% dos alvos moleculares, a
fim de garantir uma detec¢do minima com intervalo de
confianca de 95% (IC 95%). As diluicdes foram realizadas
antes de cada experiéncia. A curva padrao foi tracada a partir
do grafico Cq x log;o da concentracdo/rea¢do do gene alvo
com base na determinac¢do do nimero de cépias do gene 16S
nas cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Ap6s a regressdo linear
dos pontos obtidos, R2 e a equagdo para a reta (y=mx+n)
foram determinados com o uso da seguinte equacdo:
Cq=declive x log (n) +interceptacdo emy,

em que: Cq =ciclo de quantificacao;

declive = coeficiente angular da reta;

log (n)=Ilogaritmo da base 10 das cépias do gene por
reacdo; e

interceptaciao em y = coeficiente linear.

Analise Estatistica

As variaveis continuas foram expressas como médias com
desvios padrdo (DPs), e analisadas usando o teste t de
Student. As variaveis categéricas foram expressas como
frequéncias absolutas e proporc¢des, e foram analisadas
mediante o teste do Qui-quadrado ou de Fisher. A sensibili-
dade, especificidade e os valores preditivos positivos e
negativos foram calculados usando a cultura como referéncia
(infeccdo por cultura positiva versus infeccdo por cultura
negativa). O Ct foi determinado para melhorar a precisdo da
PCR usando culturas como o padrdo-ouro. A area sob a curva
de caracteristica de operacdo do receptor (COR) foi calculada
para quantificar a capacidade discriminativa da qPCR. A
significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05. Para a
analise estatistica, usou-se o programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

Resultados

Caracteristicas Gerais

Foram coletados 148 fluidos sonicados. As caracteristicas
clinicas estavam presentes em 132 amostras (52 culturas
positivas; 80 culturas negativas). No entanto, 59 amostras
armazenadas ndo puderam ser recuperadas para o qPCR.
Portanto, somente 73 fluidos sonicados foram incluidos na
analise final.

A mediana de idade foi de 54 anos (variacdo: 39 a 64
anos) e 68,4% dos pacientes (n=50) eram do sexo mascu-
lino. O tempo médio entre o primeiro procedimento cirtr-
gico e a infeccdo foi de 220 dias (variacdo: 30,5 a 962 dias).
Os implantes sonicados eram constituidos de partes das
préteses (de quadril e joelho) e de dispositivos de fixacdo
(parafusos, placas, fios e pinos). As principais comorbidades
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foram hipertensdo arterial (41%), trauma (36,9%), e diabetes
mellitus (15%). Antes da coleta das amostras, 30 pacientes
(41%) receberam terapia antimicrobiana. As principais
caracteristicas clinicas dos pacientes estio listadas
na =Tabela 1.

Culturas e Etiologias
Pelo método de cultura convencional, 39 amostras (53,5%)
foram consideradas positivas. Infec¢des por Staphylococ-
cus spp. foram encontrados em 64% (n =25) das amostras.
Destes, 68% (n=17) foram devido a S. aureus sensivel a
meticilina (SASM) e 28% (n=7) foram devido a S. aureus
resistente a meticilina (SARM). Os bacilos Gram-negativos
(BGNs) estavam presentes em 25,6% (n=10) das amostras,
principalmente BGNs ndo fermentadores, como P. aerugi-
nosa e Acinetobacter baumannii (n=4). As infec¢des mis-
tas (polimicrobianas) foram encontradas em 10% (n=4)
dos casos. As principais etiologias estdo listadas
na =Tabela 2.

Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos positivo
e negativo com base no tempo transcorrido entre a primeira
cirurgia e a infec¢do (p =0,958), na idade (p =0,269), ou nas
comorbidades gerais. No entanto, uma diferenca estatistica
foi encontrada entre a duracdo média da ingestdo dos
antibiéticos antes da remocdo do dispositivo (3,41 versus
0,94; p=0,016) (~Tabela 1).

qPCR do rDNA 16S

O DNA bacteriano foi identificado em todas as amostras de
fluidos sonicados, independentemente dos resultados da
cultura. As medianas do Ct de culturas positivas e negativas
foi de 25,6 e 27,3, respectivamente (p <0,001), e as de S.
aureus e BGNs foram 25,07 4-2,97 e 23,53 43,31, respectiva-
mente (p =0,123). Como uma ferramenta de diagnéstico, um
corte de Ct de 26,89 demonstrou uma area sob a curva (ASC)
da COR de 0,877 (p < 0,001) (=Fig. 1). Os valores de corte de
Ct estdo listados na =Tabela 3.

Em geral, observamos que as amostras de pacientes que
receberam terapia antimicrobiana por mais de 3 dias antes
do procedimento cirdrgico apresentaram maior probabili-
dade de resultar em culturas negativas (p=0,016). No
entanto, a qPCR do rDNA 16S foi positiva em todas as
amostras, até mesmo nos pacientes com resultados de
culturas negativas. Além disso, o uso do corte de Ct de
26,89 como uma ferramenta de diagndstico demonstrou
uma ASC de 0,877 (p < 0,001).

Discussao

Apesar dos avancgos no diagnéstico das infec¢des associadas
aos implantes ortopédicos, a cultura de tecidos continua
sendo a ferramenta padrdo-ouro. Portanto, os critérios
padrdo para o diagnéstico das IAPs estdo intimamente
relacionados ao tipo e ao ntimero das amostras coletadas.
Embora as culturas de pus possam apresentar maior sensi-
bilidade do que as de outras amostras, nenhuma amostra de
tecido é confidvel para os critérios das IAPs.2® Portanto,
tradicionalmente, varias culturas sdo necessarias para atingir
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Tabela 1 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com infeccdo e cultura negativa ou positiva dos dispositivos

ortopédicos sonicados

Cultura negativa Cultura positiva

n=34 n=39

Média ou N | Desvio padrao | Mediana | Média ou N | Desvio padrdao | Mediana | Valor de p

ou % ou %
Limiar do ciclo 27,22 0,89 27,35 24,51 3,14 25,64 < 0,001
Tempo da cirurgia 1.649 7.355 126 2.715 9.158 240 0,958
até a infeccdo (dias)
Idade (anos) 55,82 18,58 57,50 51,12 17,37 48,00 0,269
Duracao da 3,41 5,96 1,00 0,94 1,65 1,00 0,016
antibioterapia antes
da remocdo do
implante (dias)
Dispositivo
sonicado
Prétese de quadril 15 44% 9 23%
Prétese de joelho 3 9% 5 13%
Prétese de ombro 0 0% 1 3%
Placa e parafusos 4 12% 9 23%
Somente parafusos 8 24% 9 23%
Somente placa 3 9% 6 15%
Fios 1 3% 0 0%
Sexo masculino 23 68% 27 69% 0,542
Trauma 13 38% 14 36% 0,514
Tabagismo 4 12% 6 15% 0,460
HIV 0 0% 0 0% —
Diabetes mellitus 5 15% 6 15% 0,274
Insuficiéncia renal 1 3% 0 0% -
cronica
Insuficiéncia 2 6% 0 0% —
cardiaca
Doenca vascular 1 3% 3 8% 0,361
periférica
Acidente vascular 2 6% 3 8% 0,566
cerebral prévio
Doenca pulmonar 1 3% 0 0% -
crbnica
Hipertensdo arterial | 15 44% 13 33% 0,241
Neoplasia 0 0% 1 3% -
Doencas hepaticas 1 3% 0 0% -
Antibioterapia sob 16 47% 14 36% 0,233
amostra
maior sensibilidade. Além disso, a positividade da culturaé mento, como a sonicacdo, a presenca de agentes

diretamente influenciada pelo meio de crescimento usado.
As amostras inoculadas diretamente na hemocultura
durante o procedimento cirtrgico deram resultados dentro
de 48 a 72 horas, com sensibilidade comparavel aos métodos
convencionais.?’-28 No entanto, mesmo com melhores cole-
tas de amostras, de inoculagdo, e dos métodos de processa-

antimicrobianos no sitio cirtrgico por mais de trés dias antes
do procedimento reduz a positividade da cultura.

Dadas as dificuldades associadas ao tratamento clinico
das IAPs, as culturas nem sempre podem ser obtidas na
auséncia de antibiéticos. Assim, ferramentas moleculares,
como a PCR, podem ser vantajosas em relacdo as técnicas
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Tabela 2 Etiologia da cultura positiva dos dispositivos
ortopédicos sonicados de pacientes com infeccdo

Microrganismos N

Staphylococcus spp. 25

S. aureus sensivel & meticilina 17

S. aureus resistente a meticilina 7

S. epidermidis 1

Bacilos Gram-negativos

Enterobacter spp.

Morganella morgannii

Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens

Acinetobacter baumannii

Mistos

Enterobacter spp. + S. aureus

Enterococcus spp. +S. aureus

Klebsiella spp. + S. pyogenes

Al alalalraIN] =N =mN] =

Serratia spp. + P. aeruginosa

tradicionais de cultura, uma vez que o DNA pode ser ampli-
ficado durante a fase inicial do tratamento clinico.'® No
entanto, dependendo da técnica molecular, a especificidade
pode diminuir devido & contaminacgio.!” Em nosso estudo,
todas as amostras foram positivas para rDNA 16S. Uma vez
que essa técnica amplifica qualquer gene bacteriano, é
provavel que apresente baixa especificidade quando indis-
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Sensibilidade
e @e
[3,} (<]
\

0,0
00 01 02 03 04 05 06

1-Especificidade

07 08 09 1,0

Fig. 1 Curva da caracteristica de operacao do receptor do limiar do
ciclo de 26,9, para separar as culturas positivas e negativas a partir do
fluido sonicado dos dispositivos ortopédicos.
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Tabela 3 Valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN), sensibilidade, especificidade, e precisdo de
diferentes valores do limiar do ciclo (Ct), considerando as
infecgdes positivas para cultura versus as negativas

Valor Ct 26,25 26,89 27,17 27,45
Sensibilidade 62% 79% 90% 97%
Especificidade 94% 85% 68% 47%
VPP 92% 86% 76% 68%
VPN 68% 78% 85% 94%
Precisao 77% 82% 79% 74%

criminada e amplamente utilizada. No entanto, quando
testes moleculares avangados, como o rRNA 16S ou o sequen-
ciamento de Gltima geracdo sdo usados, eles podem apre-
sentar beneficios de acordo com critérios clinicos e
laboratoriais.>®3® Curiosamente, em comparagio com o0s
métodos tradicionais, o rRNA 16S deixou de identificar a
infecgdo polimicrobiana.® Portanto, em virtude das com-
plexidades que surgem durante a avaliacdo das infec¢bes
ortopédicas (como infec¢des mal diagnosticadas e contami-
nagdes), uma combinacdo de técnicas é importante para
chegar a um diagnéstico final.>!

Tunney et al."" afirmaram que a incidéncia da infeccio da
protese articular € muito subestimada pelos métodos atuais de
deteccdo de cultura, e os testes moleculares devem ser inclui-
dos na rotina. Apesar da recomendacdo, Ryu et al.’ confirma-
ram que a PCR apresenta baixa sensibilidade, mas alta
especificidade. Assim, para o diagndstico etiol6gico, podemos
concluir que a PCR pode ndo ser o teste ideal; porém, um teste
negativo exclui a presenca de infeccdo. Em contraste, Gomez
et al.'? relataram que a PCR é equivalente i cultura. Acredita-
mos que esses resultados inconsistentes podem estar associa-
dos ao método interno usado para a qPCR. Infelizmente, os
métodos utilizados em cada estudo ndo podem ser compara-
dos diretamente.

E necessario melhorar as ferramentas de diagnéstico para
estabelecer o tratamento correto e diminuir a adversidade
terapéutica. Umavez que S. aureus, principalmente o SARM, foi
associado a um prognéstico desfavoravel na IAP3? A escolha
correta da terapia antimicrobiana (com propriedades antibio-
filme, por exemplo) pode ser considerada o alicerce do trata-
mento. Estudos futuros devem explorar a aplicabilidade das
ferramentas moleculares em pacientes com maior risco de
insucesso terapéutico (como aqueles com imunossupressao)
com cultura negativa, apesar de os resultados clinicos e
laboratoriais sugerirem a presenca de uma infeccdo.

Este estudo tem algumas limita¢des. Em primeiro lugar,
por conta do desenho retrospectivo, pode ter sido sobres-
timada a “suspeita de infec¢dao”. Em segundo lugar, apés
dois a trés anos, os resultados clinicos ndo foram avalia-
dos, a fim de estabelecer a significancia da positividade do
rDNA 16S em pacientes com cultura negativa. Ainda assim,
nosso estudo destaca a importancia da coleta adequada
de amostras e o papel de técnicas laboratoriais
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especializadas, realizadas por um especialista em doencas
infecciosas. A qPCR do rDNA 16S ndo consegue identificar
as espécies, e é usada apenas para identificar a presenca
ou auséncia de DNA bacteriano. Esse teste deve ser
complementado com o sequenciamento genético a fim
de identificar as espécies.

Conclusao

Em conclusdo, a presenca de agentes antimicrobianos por
mais de 72 horas diminuiu a positividade da cultura, sem
influenciar os resultados da qPCR. Apesar disso, a ampli-
ficacdo do rDNA 16S pode sobrestimar o diagnéstico da
infeccdo. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o papel
da qPCR do rDNA 16S no diagnéstico das IAPs.

Suporte Financeiro
Este estudo foi apoiado por uma bolsa do MCTIC/CNPq,
ntmero 28/2018, nivel B.
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