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CASTRO, G.S. PADRONIZAQAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI TOF MS
PARA A IDENTIFICACAO RAPIDA DE FUNGOS LEVEDURIFORMES A PARTIR DE
HEMOCULTURAS POSITIVAS. Rio de Janeiro, 2021. 91 f. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas) — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Fundagéo Oswaldo Cruz.

RESUMO

As infecgbes de corrente sanguinea causadas por fungos sdo de dificil diagnostico e estdo
associadas a elevada morbidade e mortalidade constituindo um grave problema de salde
publica. A hemocultura é o padrao de referéncia para o diagnostico. A espectrometria de massa
por ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz-tempo de voo (MALDI TOF - MS) é uma
técnica promissora na identificacdo de microrganismos diretamente do caldo de hemocultura a
partir da deteccdo de positividade, sendo possivel conhecer o patdgeno infeccioso em
aproximadamente uma hora. O estudo teve como objetivo avaliar a aplicabilidade do protocolo
de diagnostico rapido por MALDI TOF-MS em infeccdes de corrente sanguinea por fungos
leveduriformes. Um total de 232 hemoculturas foram avaliadas através de uma analise
retrospectiva de banco de dados, oriundas de 95 pacientes ambulatoriais e hospitalares da Rede
D’Or Sao Luiz entre os anos de 2012 e 2018. Aliquotas das hemoculturas foram submetidas a
técnica do protocolo répido, consistindo em processos de centrifugacdo e lavagem de
sedimento, e em concomitancia subcultivadas em meios de cultura. Para determinacdo da
identificacdo, os espectros testes foram comparados as cepas de referéncia, gerando diferentes
pontuacdes de escore. C. parapsilosis foi a espécie predominante no estudo. 38,7% dos isolados
foram identificados com pontuagdes de escore > 1.7 pelo protocolo rapido e 100 por cento pelo
subcultivo. O valor da mediana do escore foi de 1.6 para o protocolo rapido e 2.0 para o
subcultivo. C. tropicalis obteve a maior propor¢do de acerto no protocolo rapido. No ano de
2016 foram observadas as maiores pontuacdes de escore para o protocolo rapido, com cerca de
70 por cento. Em conclusdo, a andlise retrospectiva da aplicacdo do protocolo rapido
demonstrou a identificacdo direta do patdgeno clinico em 38,7% dos casos de fungemia, sendo
estes notificados em 40 minutos ap6s a positividade da hemocultura. A vantagem da
identificacdo precoce evidenciou a otimizagdo do diagnostico clinico em pelo menos 24 horas.

Palavras-chave: InfeccGes de Corrente Sanguinea, Diagnostico, MALDI-TOF MS, Fungos
leveduriformes



CASTRO, G.S. STANDARDIZATION OF MASS SPECTROMETRY MALDI-TOF MS FOR
RAPID DIAGNOSIS OF YEAST FUNGUS FROM POSITIVE HEMOCULTURES. Rio de
Janeiro, 2021. 91 f. Dissertation (Professional Master in Clinical Research in Infectious
Diseases) - National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz.

ABSTRACT

Bloodstream infections caused by fungi are difficult to diagnose and are associated with high
morbidity and mortality, constituting a serious public health problem. Blood culture is the
reference standard for diagnosis. Matrix-assisted time-of-flight laser desorption and ionization
mass spectrometry (MALDI TOF - MS) is a promising technique in the identification of
microorganisms directly from the blood culture broth from the detection of positivity, making
it possible to know the infectious pathogen in approximately one hour. The study aimed to
assess the applicability of the rapid diagnosis protocol by MALDI TOF-MS in bloodstream
infections caused by yeast fungi. A total of 232 blood cultures were evaluated through a
retrospective database analysis, from 95 outpatients and hospitals of Rede D'Or Séo Luiz
between the years 2012 and 2018. Blood culture aliquots were submitted to the rapid protocol
technique, consisting of centrifugation and sediment washing processes, and concomitance
subcultured in culture media. To determine the identification, the test spectra were compared
to the reference strains, generating different score values. C. parapsilosis was the predominant
species in the study. 38.7% of the isolates were identified with a score > 1.7 by the rapid
protocol and 100 percent by subculture. The median value of the score was 1.6 for the rapid
protocol and 2.0 for the subculture. C. tropicalis obtained the highest proportion of correct
answers in the rapid protocol. In 2016, the highest score values for the rapid protocol were
observed, with about 70 percent. In conclusion, the retrospective analysis of the application of
the rapid protocol demonstrated direct identification of the clinical pathogen in 38.7% of
fungemia cases, which were notified within 40 minutes of positive blood culture. The advantage
of early identification showed the optimization of clinical diagnosis in at least 24 hours.

Keyword: Bloodstream Infections, Diagnosis, MALDI-TOF MS, Yeast fungus
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1 INTRODUCAO

1.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE - IRAS

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude — IRAS — sdo classificadas como
eventos pontuais ou sistémicos resultantes da presenca de um microrganismo adquirido durante
procedimento hospitalar ou ambulatorial, que ndo estava presente ou em periodo de incubagdo
durante a admissao do paciente (SILVA; OLIVEIRA, 2018). Sao determinadas, de acordo com
a Portaria n°® 2.616 do Ministério da Saude do Brasil, como eventos infecciosos que surgem
apos 72 horas de internacdo, ou anteriormente, devendo ser relacionada a procedimentos
diagndsticos e/ou terapéuticos realizados no paciente, podendo ser identificada também apds a
alta hospitalar ou infec¢fes ocupacionais em trabalhadores da satde (GOMES et al., 2020).

Os agentes patogénicos associados as IRAS podem ser de origem enddgena, em geral
aqueles que pertencem a microbiota normal, ou exdgena, como por exemplo possiveis fontes
de infeccdo associadas a manipulagdo dos pacientes,, visitantes, equipamentos de assisténcia a
salde e dispositivos méedicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

As IRAS representam uma tematica significativa na seguranca do paciente, acometendo
milhares de individuos em escala mundial, sendo uma das principais causas de complicacdes e
Obitos em pacientes hospitalizados (FARIAS; GAMA, 2020). Impactam diretamente no tempo
de internacdo em unidades de terapia intensiva, naelevacao de custos relacionados a assisténcia
médica e no aumento da morbidade e mortalidade nos servicos de saude (ANVISA, 2017a).

O elevado risco de mortalidade relacionado as IRAS estd diretamente associado a
fatores como doenca de base do paciente, ao sitio de infecgdo, procedimentos invasivos para
fins de diagndstico e terapéutico, a adequacdo a terapia e ao perfil de sensibilidade dos
microrganismos frente aos antimicrobianos (SOUZA et al., 2015). Em pacientes pediatricos e
idosos sdo consideradas um importante agravo a salde devido a fragilidade imunolégica
relacionada a idade, ampliando a mortalidade e morbidade e representando um fator limitante
avida (LEONCIO et al., 2019).

As medidas de prevencdo de IRAS devem ser adotadas pelas instituicdes de assisténcia
a saude de ambito hospitalar, domiciliar e assisténcia a pacientes cronicos (CDC, DISEASE
CONTROL AND PREVENTION., 2016). A adogdo de programas de controle e higiene
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continuos pode prevenir cerca de 20 a 30 por cento das IRAS (ECDC, EUROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL., 2016).

No Brasil, a determinacdo pelo controle e prevencdo das IRAS, inicialmente
denominada infeccdo hospitalar (IH), teve inicio em meados da década de 1970, através do
Ministério da Previdéncia e Assisténcia Social (MPAS) com o estabelecimento dos Conselhos
de Controle e Prevencdo de Infeccdo Hospitalar (CPIH). Na década de 1980, houve crescimento
exponencial das atuacfes governamentais nas praticas eficientes de controle e prevencdo com
a publicacdo de portarias e decretos. Em 1999, foi criada a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA), vinculada ao Ministério da Salude, objetivando a coordenagéo nacional de
controle e prevencao de infecgdes (OLIVEIRA; SILVA; LACERDA, 2016).

A Anvisa é responsavel pela definicdo e fiscalizacdo do cumprimento de normas,
critérios e os métodos para o controle e prevencao das IRAS no Brasil, através da utilizacédo de
parametros relacionados a vigilancia epidemioldgica a eventos adversos evitaveis. Estas acoes
possibilitam a identificacdo do perfil endémico das instituicdes de salde, assim como o
monitoramento de situacdes infecciosas de risco e o estabelecimento de um sistema de
indicadores nacionais (ANVISA, 2017).

De acordo com a Portaria GM/MS n® 2.616/1998, a vigilancia epidemioldgica das IRAS
é realizada através de monitoramento ativo, sisteméatico e continuo sendo um dos pontos
centrais de atuacdo das Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH). Através desse
monitoramento é possivel conhecer a realidade epidemioldgica da instituicdo de salde,
identificar padr@es de resisténcia microbiana, além de identificar surtos antes de sua propagacao
(ANVISA, 2017b).

A vigilancia epidemioldgica objetiva principalmente a promogdo de informagfes que
possam ser utilizadas pelas instituicdes de salde para melhoria continua de processos,
estabelecendo planos de prevencdo e controle de infecgdes (ANVISA, 2017a). O trabalho em
conjunto das Agéncias de Saude Publica de ambito Federal, como a ANVISA, Estadual
(Coordenacéo Estadual de Controle de Infeccdo Hospitalar — CECIH), Municipal (Coordenacéo
Municipal de Controle de Infecgdo Hospitalar — CMCIH) e institui¢fes de satde (Comisséo de
Controle de Infecgdo Hospitalar — CCIH) é primordial para implantagdo e expansdo de um
programa de vigilancia efetivo e prevencéo das IRAS (ANVISA, 2016).

Associado ao trabalho de vigilancia epidemioldgica, outras estratégias sao utilizadas
como medidas de prevencdo e controle das IRAS, conhecidas como bundles, sendo

caracterizadas pela introducao de melhores préaticas baseadas em evidéncias, configurando uma
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série de propostas de melhorias na execugdo simultanea de diversos procedimentos
relacionados a assisténcia a saude (JARDIM et al., 2013). O termo bundles, contextualizado
como “pacotes”, foi desenvolvido pelo Institute for Healthcare Improvement (IHI, EUA)
visando a melhoria dos processos de cuidados intensivos, objetivando altos niveis de
confiabilidade nos processos de assisténcia a satde. Essas praticas consistem na melhoria do
trabalho em grupo e comunicacdo com equipes multidisciplinares, melhoria de infraestrutura,
além de medicdo continua e vigilancia de processos, criando condi¢cdes necessarias para uma
assisténcia segura (RESAR R et al., 2012).

1.2  SEPSE

A Sepse é caracterizada por um conjunto de manifestacbes clinicas graves, em
decorréncia de resposta imunoldgica frente a um agente infeccioso podendo ter como
consequéncia disfuncGes de oOrgdos vitais, sendo a principal causa de morte por infeccéo,
configurada por fatores patogénicos e fatores relacionados ao hospedeiro (SINGER et al.,
2016). A Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica — SIRS pode estar presente ou ndo em
um quadro clinico de sepse, mas seu diagnostico pode ser utilizado para identificacdo de
pacientes com infeccdo, ou ainda aqueles que apresentam risco de sepse ou choque séptico
(ILAS, 2018).

O diagndstico da sepse é proposto pela correlacdo entre os achados clinicos e
laboratoriais inespecificos, e posteriormente pelo isolamento do agente etiolégico em diferentes
amostras clinicas. Exames de imagem também estdo associados ao diagndstico, e sdo utilizados
para acompanhamento da evolucdo do tratamento. Marcadores biol6gicos podem estar
associados a clinica, como proteina C reativa (PCR), procalcitonina, interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 18 (IL-18), estando associadas ao diagnostico e classificacdo de gravidade da sepse
(SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

A cada ano, 18 milhdes de pessoas sdo acometidas no mundo pela sepse, representando
até 50 por cento do indice de mortalidade, ou seja, 0 nUmero de mortes registradas. Atualmente
é a principal causa de mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva — UTI. A média mundial
de letalidade estd em torno de 40 por cento, ou seja, a proporcao entre 0 nimero de mortes e 0
numero total de doentes acometidos. Entretanto no Brasil este indice pode atingir até 65 por
cento dos casos (ILAS, 2018; PILECKY et al., 2019).
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No cenério brasileiro, a incidéncia anual de sepse estimada é de 600.000 mil casos por
ano, sendo a taxa de mortalidade de 55,7% de acordo com o estudo SPREAD — Sepsis
Prevalence Assessment Database (Banco de Dados de Avaliacdo de Prevaléncia de Sepse), e
de 57,4% de acordo com o estudo PROGRESS — Promoting Global Research Excellence in
Severe Sepsis (Promovendo a Exceléncia em Pesquisa Global em Sepse Grave). A sepse
adquirida em ambiente hospitalar estd associada a desfechos piores, incluindo maior
mortalidade e tempo de internacdo, quando comparado a sepse adquirida na comunidade
(WESTPHAL et al., 2019).

A ocorréncia de internagdes no Sistema Unico de Salde — SUS — relacionadas a sepse
aumentou 50,5% entre o periodo de 2006 a 2015. A taxa de mortalidade por sepse foi de 46,3%.
Este indice em hospitais publicos chega a 55,5% sendo superior as institui¢fes privadas, onde
essa estatistica € de 37 por cento. O diagndstico e tratamento tardio da sepse e a falta de recursos
nos hospitais publicos sdo fatores que contribuem para essa diferenca (QUINTANO NEIRA;
HAMACHER; JAPIASSU, 2018).

1.3 INFECCOES DA CORRENTE SANGUINEA

As Infeccbes de Corrente Sanguinea (ICS) sdo consideradas como uma das principais
IRAS que acometem individuos hospitalizados, sendo esta condicdo diretamente relacionada
ao aumento de morbidade e mortalidade, e ainda na elevacdo de custos na assisténcia médica
no Brasil (ANVISA, 2010).

Sdo frequentemente relacionadas a assisténcia a salde, acometendo pacientes com
quadro clinico critico, classificada como a terceira infeccdo mais comum em unidades de terapia
intensiva. Em nivel mundial, representam 15,1% do total de infecgdes em UTI, e no Brasil,
10,1% (BRIXNER et al., 2019).

As ICS sdo determinadas pela positividade de hemoculturas oriundas de pacientes com
manifestacdes sistémicas de infec¢do, podendo ter origem secundéria ja evidenciada ou ainda
primaria quando a fonte infecciosa ndo é conhecida. Refletem 40 por cento dos casos de sepse
e choque séptico adquiridos na comunidade e no ambito hospitalar e cerca de 20 por cento dos
casos adquiridos na UTI (TIMSIT et al., 2020) .

Quando originadas de focos nosocomiais podem estar associadas ao uso de cateteres
intravasculares, infec¢des do trato urinario, infecgdes respiratorias, infec¢bes gastrointestinais,
feridas, além do uso de terapia medicamentosa prolongada (MATHUR et al., 2014). Na UTI,
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fatores como estado critico de admissdo, permanéncia prolongada, imunossupressdo, eventos
cirargicos e utilizacdo de dispositivos ou procedimentos invasivos sdo os principais fatores de
risco associados as ICS (PROWLE et al., 2011).

Clinicamente, as ICS séo divididas em Infeccao Priméaria da Corrente Sanguinea (IPCS),
apresentando comprometimento sistémico, bacteremia ou sepse, sem foco primério
identificavel, ou ainda infeccdo relacionada ao acesso vascular (IAV), ocorrendo no sitio de
insercdo do cateter. As apresentacdes clinicas e medidas terapéuticas sdo distintas, sendo de
extrema importancia a avaliacdo de sinais infecciosos, presenca de hemocultura positiva e
envolvimento de dispositivos vasculares (ANVISA, 2009).

Na populagdo neonatal, as IPCS representam um elevado risco de morbidade e
mortalidade. Estdo associadas a inser¢do e manutencdo de cateteres venosos centrais (CVC),
sendo uma das complicacdes mais frequentes para estes pacientes no meio hospitalar. A
introducdo precoce de alimentagéo enteral, amamentacéo, tempo de internacao reduzido e boas
praticas de manejo clinico sdo primordiais para a reducdo de incidéncia de infec¢do (SILVA et
al., 2017). Fatores de risco inerentes a condicdo desta populacdo, como imunidade inata e
adaptativa imatura, sdo determinantes para infeccdes graves e de longa permanéncia, além de
uso de dispositivos invasivos, procedimentos de intubacdo, hiperalimentacdo e
imunossupressao (WATTAL; GOEL, 2020).

A condigdo de infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) expressa
elevada incidéncia e mortalidade em ICS, sendo este atualmente um motivo frequente de
internacdo. Patologias cronicas e uso prolongado de medicamentos configuram fatores de alto
risco para esta condicdo, além de fatores particulares, tais como alteracdo da imunidade
mediada por células, disfuncdo de linfocitos B e deficiéncia de neutréfilos (TARAMASSO;
TATARELLLI; DI BIAGIO, 2016).

O cenério epidemioldgico das ICS se modificou nos ultimos 40 anos. Fatores como o
aumento da expectativa de vida populacional, o aparecimento de microrganismos resistentes
aos antimicrobianos, avangos na pratica de saude como transplante de células estaminais
hematopoiéticas e transplantes de 6rgdos sélidos, terapias imunossupressoras e 0 aumento de
procedimentos invasivos em ambiente hospitalar foram determinantes para essa modificacao.
(MCMULLEN; WILEN; BURNHAM, 2017).

Atualmente, as ICS sdo um problema grave no manejo dos pacientes, com agravamento
devido a pandemia de COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) originada em Wuhan, na China.

Em 31 de dezembro de 2019, foram observados individuos que apresentavam casos de
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pneumonia causados pelo Coronavirus do tipo 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS-CoV-2). As manifestaces clinicas variam de infecgdo assintomatica a pneumonia viral
grave necessitando de tratamento em UTI (GUISADO-GIL et al., 2020; RIPA et al., 2021).

As medidas de prevencéo e controle de infeccdo durante a assisténcia aos pacientes com
COVID-19 sdo recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As infec¢des
secundarias bacterianas e flngicas apresentam elevada incidéncia nesta populagdo, associadas
principalmente a desregulacdo imunolégica em COVID-19 grave, uso extensivo de
antimicrobianos e baixa adeséo as medidas de controle e prevencéo de infeccdo (CATALDO et
al., 2020).

A incidéncia de ICS em pacientes diagnosticados com COVID-19 é alta devido aos
periodos prolongados de internacdo. Individuos em estado critico apresentam risco aumentado
para ICS, especialmente apds o sétimo dia de internacdo na UTI. O diagndstico pode se tornar
complexo, devido a utilizagdo de farmacos anti-inflamatdrios no combate a doenga, resultando
em episodios ausentes de febre e reducdo de marcadores inflamatérios (BUETTI et al., 2021;
GIACOBBE et al., 2020).

Um recente estudo descreve cinco episodios de fungemia associados a Trichosporon
asahii em pacientes gravemente enfermos com COVID-19, sendo trés evoluindo a 6bito nos
primeiros quatorze dias apds o diagndstico de fungemia. A imunossupressdo prolongada em
decorréncia de corticosteroides e terapia antimicrobiana esta associada a danos multiorganicos,
propiciando superinfec¢bes por patdgenos oportunistas (NOBREGA DE ALMEIDA et al.,
2021).

1.4 INFECCOES DA CORRENTE SANGUINEA POR FUNGOS

Os fungos sdo microrganismos eucariotos distribuidos no meio ambiente em vida livre,
encontrados principalmente nas formas filamentosas e leveduriformes. Alguns fazem parte da
microbiota normal do homem, sendo organismos comensais, enquanto outros possuem carater
patogénico provocando infecgdes superficiais ou profundas, atraves de infecgdes externas, ou
ainda infeccbes oportunistas provocada pela fragilidade imunolégica do hospedeiro
(GOERING et al., 2014).

Nas Ultimas trés décadas, foi observado aumento exponencial no numero de ICS
ocasionadas por fungos. O crescimento de terapia antifingica, seja de ordem empirica ou

profilatica, configurou significativa mudanca no perfil epidemiologico. Agentes
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imunossupressores também representam fatores predisponentes para esta condigdo
(BURNHAM et al., 2017; LINDBERG et al., 2019).

As ICS causadas por fungos sdo de dificil diagnostico e estdo associadas a elevada
morbidade e mortalidade constituindo um grave problema de sadde publica (MENEZES et al.,
2013). Dentre os fatores de risco para infeccbes em decorréncia destes patdgenos estdo
incluidos: tempo de internacéo prolongado em UTI, infecgdo bacteriana prévia, uso de cateter
venoso central, nutricdo parenteral e imunossupressao (OLIVEIRA et al., 2014).

As ICS nosocomiais ocasionadas por fungos sdo uma problematica crescente nos
hospitais terciarios em todo mundo, estando associadas ao uso progressivo de antibidticos de
amplo espectro, cateter venoso central e dispositivos de longa permanéncia. Candida spp. é 0
género mais comum dentre os fungos, e o quarto isolado mais comum responsavel pelas ICS
em pacientes internados (BHATT et al., 2015).

O indice de mortalidade entre pacientes que adquirem fungemia nosocomial é alto, com
taxas que variam de 50 a 80 por cento, sendo o principal fator atribuido a auséncia ou
inadequacao de terapia antifungica preliminar (CASTRO et al., 2016).

A permanéncia prolongada em UTI e a presenca de doenca de base sdo os principais
fatores predisponentes para fungemia. O uso de dispositivos intravasculares, antibioticoterapia
bacteriana, doencas oncoldgicas e transplantes, nutricdo parenteral e cirurgia abdominal
também sdo importantes fatores de risco (MORA CARPIO; CLIMACO, 2019).

Individuos imunossuprimidos por fatores relacionados a neoplasias hematoldgicas,
agranulocitose e transplante alogéncio apresentam predisposi¢do para as ICS por fungos, sendo
esta condicdo uma das principais causas de morte destes pacientes (SALGUERO
FERNANDEZ et al., 2019).

A candidemia configura as ICS ocasionadas por fungos predominantes e mais comuns
em individuos hospitalizados, sendo observada como a quarta causa de fungemia em UTI. A
taxa de mortalidade é alta atingindo cerca de 50 por cento dos casos, sendo 0s pacientes
pediatricos ou idosos mais acometidos por esta infeccdo (MORA CARPIO; CLIMACO, 2021).

1.4.1 Fungos Leveduriformes

O género Candida é o principal envolvido em infeccbes da corrente sanguinea
relacionada a fungos leveduriformes. Candida albicans é a espécie mais isolada em todo o
mundo no ambiente hospitalar, entretanto as espécies ndo-albicans também sdo importante
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causa de preocupacdo, jA que podem apresentar perfil de susceptibilidade reduzido aos
antifungicos (SASSO et al., 2017).

A candidemia adquirida por via endogena representa a maioria dos casos infecciosos,
devido a translocacdo do microrganismo através do trato gastrointestinal, colonizado por
espécies de Candida. Em geral, os eventos de candidemia sdo precedidos por um processo de
colonizacdo, sendo considerado um fator de risco para esta infeccdo (COLOMBO et al., 2013).

Dentre os principais fatores de risco para candidemia estdo doenca grave, malignidade
hematoldgica, transplante de 6rgaos sélidos, baixo peso ao nascer, prematuridade, tumores de
orgdos solidos, nutricdo parenteral, hemodiélise, cirurgia abdominal e quimioterapia
(KULLBERG; ARENDRUP, 2015).

Espécies deste género sdo frequentemente isoladas em pacientes imunocomprometidos
que receberam antibioticoterapia de amplo espectro, nutricdo parenteral, cateteres
intravasculares ou insuficiéncia renal, ou ainda pacientes com longo tempo de internacéo
hospitalar (MARTINEZ; WOLK, 2016).

Existem pelo menos 15 espécies do género Candida associadas a ICS, dentre estas
cinco tém destaque representando >90% do total de casos: Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei (PAPPAS et al., 2015;
ZHANG et al., 2019).

A incidéncia global de ICS por Candida varia de 0,3 a5 por 1000 admiss6es hospitalares
de acordo com localidade geogréfica, epidemiologia local e fatores demogréaficos. O indice de
mortalidade em 30 dias entre 0s pacientes que apresentaram candidemia variou entre 22 e 70
por cento (ZENG et al., 2020). A sepse relacionada a candidemia tem a mortalidade mais alta
em comparacdo a patégenos bacterianos, chegando a 63,5% em choque séptico. A
administracdo da terapia antifingica nas primeiras 24 horas dos episodios de choque é
primordial para estes pacientes, sendo observada uma taxa de mortalidade de 97,6% para
pacientes sem tratamento adequado (IDELEVICH et al., 2014).

Nas ultimas décadas houve uma mudanca no perfil de distribui¢do das espécies, sendo
C. albicans o patogeno isolado com maior frequéncia, entretanto foi observada diminuicao de
sua incidéncia frente as espécies ndo-albicans. C.glabrata apresenta maior relevancia no norte
da Europa, Estados Unidos e Canada e C.parapsilosis no sul da Europa, Asia e América do Sul
(PINTO-MAGALHAES et al., 2019).

C. parapsilosis em geral estd associada a contaminacdo de origem exdgena, sendo

isolada principalmente em pacientes neonatos e adultos jovens. Sua colonizagdo em
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dispositivos médicos € a principal fonte de candidemia associada a cateter venoso central. C.
tropicalis e C. krusei em geral acometem pacientes idosos maiores de 65 anos, sendo
malignidades hematoldgicas, tumores solidos, procedimentos cirurgicos abdominais de grande
porte e uso prolongado de corticoides fatores de risco para esta infeccdo (QUINDOS, 2014).

C. glabrata pode representar até 29% do total de infecgdes de corrente sanguinea por
Candida. Tem carater oportunista, acometendo individuos idosos, pacientes diabéticos e
transplantados de 6rgéos sélidos. Apresenta susceptibilidade reduzida aos antifungicos azolicos
e resisténcia emergente as equinocandinas, tornando o tratamento clinico complexo (KUMAR
etal., 2019).

C. glabrata é frequentemente associada a infeccdo em adultos mais velhos, ja C.
parapsilosis ocorre em maior nimero em pacientes pediatricos, incluindo neonatos. A
colonizacdo de C. parapsilosis em maos de profissionais de saude tem sido relatada,
representando um importante fator de risco em relacdo ao manejo do paciente e infeccdo
hospitalar (MCMULLEN; WILEN; BURNHAM, 2017).

A incidéncia de diferentes espécies pode estar associada a distribuicdo geogréafica.
Estudos no Norte Europeu e os Estados Unidos relatam alto nimero de casos associados a C.
glabrata e um baixo nimero associado a C. parapsilosis. Em contrapartida, relatérios do Brasil
e Espanha demonstram maior nimero de casos associados a C. parapsilosis e menos casos por
C. glabrata (GUINEA, 2014).

Candida auris é um patdégeno com perfil de multirresisténcia emergido recentemente,
isolado pela primeira vez no Japdo em 2009 no conduto auditivo externo de um paciente
internado (SATOH et al., 2009). Atualmente ja foi relatado em diversos paises em todos os
continentes, com excecdo da Antartica. Sua transmissibilidade em ambientes hospitalares e
habilidade na formacéo de biofilme estdo relacionadas a surtos hospitalares (LONE; AHMAD,
2019). No Brasil, o primeiro caso de C.auris foi identificado em Salvador, sendo a cepa isolada
em um paciente internado por complicacdes da COVID-19 (DE ALMEIDA et al., 2021).

O perfil epidemioldgico das infeccbes fungicas por leveduras esta se modificando,
sendo observados outros patdgenos emergentes. Essas alteracGes podem estar associadas a
intervengdes médicas, como o0 uso de agentes antifingicos profilaticos, podendo desencadear
perfis de imunossupressdo no hospedeiro (NUCCI; MARR, 2005).

O género Cryptococcus tem alguns dos patdégenos mais comuns associados a doenga
fangica invasiva adquirida na comunidade, representando cerca de 55 por cento dos casos de

infeccdo da corrente sanguinea (ARENDRUP et al.,, 2014). Os fungos do complexo
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Cryptococcus neoformans, em geral associado a individuos imunocomprometidos, e
Cryptococcus gattii, associados a pacientes imunocompetentes, sdo leveduras encapsuladas de
distribuicdo cosmopolita. A criptococose ocorre de forma sistémica sendo subaguda ou crénica
e e potencialmente fatal (AGUIAR et al., 2017).

O género Trichosporon é comumente associado a quadros clinicos de fungemia em
pacientes com doencas neoplésicas hematologicas. A espécie frequentemente associada a esta
condicdo é o Trichosporon asahii. Este género apresenta resisténcia intrinseca as
equinocandinas e baixa susceptibilidade aos polienos, sendo o uso precoce do antifungico
baseado em testes de sensibilidade determinante para a sucesso de tratamento (FEUGRAY et
al., 2019).

As espécies do género Rhodotorula sdo patdgenos emergentes, capazes de causar
doenca invasiva, principalmente fungemia. Acometem principalmente pacientes
imunossuprimidos com uso de cateter venoso central e pacientes oncolégicos (NUNES et al.,
2013).

A espécie Exophiala dermatitidis apresenta diagnostico dificil. E um fungo deméceo e
de crescimento lento, sendo sua principal fonte de infeccéo os dispositivos de acesso atraveés da
formagé&o de biofilme. Pacientes que estdo em regime de quimioterapia estdo mais propensos a
esta infeccdo (YOSHIDA et al., 2019).

A espécie Arxulla adeninivorans acomete pacientes imunocomprometidos, em especial
aqueles que apresentam doenca pulmonar grave com exacerbacdes refratarias ao tratamento.
Esta levedura é utilizada como organismo transgénico na producéo de café e cha, porém pode
assumir carater oportunista (ROEHMEL et al., 2015).

A espécie Kodamaea ohmeri é reconhecida como patdgeno oportunista emergente,
capaz de causar infeccBes invasivas em pacientes com condic¢des clinicas especiais, como
prematuridade, imunossupressdo, valvulas protéticas, dispositivos médicos invasivos e
periodos longos de internacdo. Diabetes e doencas malignas também representam fatores de
risco para esta infeccdo. A mortalidade a este agente etiologico pode chegar a 50 por cento de
fatalidades nos casos clinicos (VIVAS et al., 2016).

As infecgdes invasivas por Geotrichum capitatum séo raras, e acometem especialmente
pacientes com neoplasias hematoldgicas, principalmente aqueles que apresentam neutropenia
grave. Dentre os fatores de risco associados a esta infeccao estdo o uso de antibioticos de amplo
espectro e neutropenia profunda e prolongada. A taxa de mortalidade pode variar de 50 a 70
por cento (BEN NEJI et al., 2019; SAGHROUNI et al., 2012).
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O género Malassezia pode ser associado a surtos nosocomiais em pacientes
imunocomprometidos. A fungemia ocorre principalmente em pacientes sob nutricdo parenteral
total (NPT) e pacientes com longos tempos de internacdo em UTI. Também representa um risco
para prematuros e bebés com baixo peso ao nascer (IATTA et al., 2018; VELEGRAKI et al.,
2015).

Algumas espécies do género Pseudozyma sdo patogénicas, raras, associadas a fungemia.
Foram relatados nos ultimos 10 anos casos raros de infeccdo invasiva associados a este género.
Fatores de risco como imunossupressdo, doencas neoplasicas e uso de dispositivos médicos
invasivos sdo associados a esta infeccdo. As espécies apresentam resisténcia intrinseca a
caspofungina e apresentam susceptibilidade diminuida ao fluconazol (HERB et al., 2015).

As espécies do género Saccharomyces sao utilizadas como probioticos para o tratamento
de diarreia por uso de antibidticos e melhora em quadros de doenca inflamatdria intestinal.
Podem ser consideradas patogénicas em pacientes debilitados ou imunossuprimidos,
principalmente quando estes probidticos sdo administrados. A infeccdo pode ocorrer por
translocacéo intestinal ou contaminacdo do cateter venoso central, sendo este ultimo um fator
de risco para esta infeccdo (ROMANIO et al., 2017).

O género Saprochaete representam patdgenos flngicos oportunistas raros associados a
doencas raras invasivas. Pacientes com neoplasias hematoldgicas representam um grupo de
risco. A fungemia ocasionada por estas espécies € uma infeccdo emergente associada a alta
mortalidade e baixa susceptibilidade ao fluconazol e equinocandinas (OZDEMIR et al., 2017).
O género Sporobolomyces é considerado um patdgeno raro. Acomete principalmente pacientes
imunossuprimidos, episddios de sepse bacteriana, uso de terapia de corticosteroides, abuso de
drogas intravenosas, alcoolismo e hemodialise. Pode estar associado com a presenca doméstica
de aves e mamiferos. Além de fungemia, estd relacionado a infec¢es invasivas incluindo
dermatite, infeccdo cerebral, encefalite, infeccdo ocular e linfadenite (DAMJI; MUKHERJI;
MUSSANI, 2019; FRANCO RODRIGUEZ et al., 2010).

1.4.2 Fungos Filamentosos

As ICS fangicas ocasionadas por fungos filamentosos apresentam cenario progressivo.
Pacientes receptores de transplante de oOrgdo sélido, portadores de doencas neoplésicas,
transplantados de células-tronco hematopoiéticas, portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (AIDS), terapia imunossupressora, doenga pulmonar cronica e submetidos a cirurgia
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de grande porte estdo mais susceptiveis a estas infecgdes oportunistas (IBANEZ-MARTINEZ;
RUIZ-GAITAN; PEMAN-GARCIA, 2017).

As vias de entrada dos fungos filamentosos no hospedeiro ocorrem através da inalacao
de esporos fungicos ou pela perda da barreira de protecdo epidérmica por eventos traumaticos
ou perfurocortantes. Os principais géneros envolvidos em infeccOes oportunistas sé@o
Aspergillus sp., Fusarium sp., Acremonium sp. e Penicillium sp.. Os grupos de zigomicetos e
feo-hifomicetos também apresentam carater infeccioso oportunista (ANVISA, 2004).

As infecgbes flngicas invasivas associadas a estes patdgenos estdo sendo
progressivamente relatadas, sendo o aumento da utilizagdo de tratamentos imunossupressores
o principal motivo. Os géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp., Mucor sp., Fusarium sp.,
Scedosporium sp e Lomentospora sp. sao 0s mais isolados em pacientes imunocomprometidos.
As infeccGes podem variar de acordo com as condi¢des geograficas, climaticas e grau de
imunossupressao do hospedeiro (DOUGLAS; CHEN; SLAVIN, 2016; THORNTON, 2020).

1.5 TERAPIA ANTIFUNGICA

A terapia antifingica aplicada em doencas invasivas € representada por trés classes
principais de antifingicos incluindo os azdis, equinocandinas e polienos. Estes podem ter acdo
fungicida, com o desfecho da morte celular fangica, ou fungistatico, onde o antifingico
interrompe a multiplicacéo celular, mas ndo elimina a estrutura fangica (ARASTEHFAR et al.,
2020).

Os azéis sdo antifungicos fungistaticos, regularmente utilizados como primeira linha de
profilaxia e terapia de infec¢des fangicas invasivas em pacientes que apresentam quadro clinico
de doenca hematol6gica maligna, doencas autoimunes ou individuos transplantados de 6rgaos
ou células tronco hematopoéticas. Séo classificados em dois grupos: os imidazois e os triazéis
(BENITEZ; CARVER, 2019).

Os triazois sdo uma alternativa farmacoldgica para o tratamento de doencas fungicas
invasivas, sendo estes o fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol.
Essas drogas alteram a funcionabilidade e a estrutura da parede celular fungica, inibindo a
sintese de esterois. Representam uma op¢ao para o tratamento de infecgdes por Aspergillus sp.,
Candida sp., Cryptococcus sp., Histoplasma sp. e Coccidioides sp. e fungos da ordem
Mucorales (NOCUA-BAEZ et al., 2020). O voriconazol atualmente é utilizado para o

tratamento de primeira linha para aspergilose invasiva. Posaconazol € utilizado como segunda
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linha de tratamento para aspergilose e mucormicose. O itraconazol é utilizado no tratamento
primario da blastomicose, aspergilose e histoplasmose, além do tratamento de candidiase
(LEDOUX et al., 2017).

As equinocandinas sdo representadas pelos antifingicos caspofungina, micafungina e
anidulafungina. Inibem a sintese de 1,3 f-D-glucana, componente fundamental para a formagéo
da parede celular fungica. Esta classe deve ser administrada por via intravenosa, pois ndo
apresentam absorcao pela via oral (AZANZA PEREA, 2016). Apresentam acdo fungicida para
cepas de Candida ndo-albicans, incluindo C. glabrata, C. krusei e C. lusitaniae, e agéo
fungistatica para Aspergillus sp. Cryptococcus neoformans, Fusarium sp. e Zygomycetos
apresentam perfil de resisténcia frente a esta classe de antifungico. Apresentam atividade
terapéutica dependente da concentracdo administrada e baixa interacdo medicamentosa
(BELLMANN; SMUSZKIEWICZ, 2017).

A classe dos polienos é representada pelos antifingicos Anfotericina-B, Nistatina e
Natamicina. Esses antiflngicos se ligam ao ergosterol da membrana celular flngica,
aumentando a permeabilidade celular, e consequentemente criando a formacdo de poros na
célula, alterando suas fun¢des metabdlicas (GREGORI VALDES, 2005). Os polienos possuem
atividade microbiana para fungos filamentosos e leveduriformes. A Anfotericina-B é utilizada
de maneira sistémica para infecgbes invasivas, apresentando largo espectro para candidiase,
aspergilose, criptococose, mucormicose, fusariose, blastomicose, histoplasmose,
coccidiomicose, esporotricose e feohifomicoses. (MULLER; KARA-JOSE; CASTRO, 2013).

A Anfotericina-B deoxicolato (d-AmB) foi considerada por muitos anos o padrdo de
referéncia para o tratamento de infecgfes fungicas sistémicas, sendo utilizada na préatica clinica
principalmente em instituicbes com recursos financeiras restritos. A nefrotoxicidade é o
principal efeito adverso observado para este farmaco, além de reacBes agudas infusionais,
alteracdes hematoldgicas e hepaticas. Formulacdes lipidicas mais modernas ja estdo
disponiveis, implicando em menores efeitos adversos a terapia antifungica, como anfotericina
lipossomal (L-AmB), anfotericina em disperséo coloidal (ABCD) e anfotericina em complexo
lipidico (ABLC) (FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

A resisténcia aos antifungicos ocorre regularmente em tratamentos de longo prazo
através de resisténcia fangica adquirida, ou ainda caracteristicas intrinsecas associadas ao perfil
fenotipico de cada microrganismo. Comumente, os isolados susceptiveis respondem a terapia
antifingica adequada em cerca de 90% dos casos, enquanto os isolados resistentes respondem
ao tratamento em 60 por cento dos casos (ZAVREL; WHITE, 2015).
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Os mecanismos de resisténcia aos antifingicos sdo considerados uma questéo evolutiva.
Dentre os mecanismos moleculares que controlam os perfis de resisténcia estdo as mutagoes
que alteram o gene alvo de ligacdo do farmaco, a ativacdo das bombas de efluxo reduzem a
concentracdo do farmaco intracelular, alteracdes na regulacao das vias de resposta ao estresse
celular e adaptacbes a adversidades ambientes relacionadas a plasticidade gendmica
(ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017).

A formacéo de biofilmes fangicos representa um mecanismo de resisténcia de grande
impacto frente as terapias antifangicas. Através da formacéo de comunidades celulares aderidas
a uma superficie e entre si, protegidas por uma matriz extracelular, esta estrutura cria uma
barreira fisica que impede a atuacdo do farmaco, uma vez que este ndo consegue desempenhar
suas atividades farmacoldgicas. Mecanismos relacionados a superexpressdo de bombas de
efluxo, alteragdes genéticas de alvos de drogas, interacdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro-biofilme e proteinas que levam a filamentacdo também estdo relacionados a
resisténcia dos biofilmes (BORGHI; BORGO; MORACE, 2016).

Conhecidamente, C. albicans é o patdgeno mais isolado nas ICS e a caracteristica
altamente adaptativa permite a esta levedura a capacidade de desenvolver perfis de resisténcia
apos a exposicdo prolongada aos antifungicos. Mecanismos como formacao de biofilme, super
expressao de bombas de efluxo, selecdo de mutacdes espontaneas e a capacidade de evadir dos
sistemas de defesa sdo algumas condicdes que conferem tolerancia e resisténcia antifngica a
esta espécie (COSTA-DE-OLIVEIRA; RODRIGUES, 2020).

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico de ICS é um papel de extrema importancia desempenhado pelo setor de
Microbiologia Clinica, pois € a partir da identificacdo do agente infeccioso e caracterizacao do
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos que sera selecionada a conduta clinica adequada
(FLORIO et al., 2018).

A hemocultura é o padrdo de referéncia para o diagnéstico das ICS. E indicado que a
coleta seja realizada antes da antibioticoterapia em pacientes que configuram quadro clinico
sugestivo de infeccdo e que apresentam febre, calafrios, leucocitose, choque séptico ou suspeita
de endocardite (LAMY et al., 2016). E a pratica laboratorial mais significativa para o
diagnostico e investigacdo das ICS. O tempo de positividade do exame € utilizado como fator
preditivo para condi¢cbes do prognéstico do paciente, além de avaliar a eficacia da
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antibioticoterapia instituida e a carga de microrganismo circulante no organismo
(GAVRONSKI; NOGUEIRA, 2020).

A variabilidade na deteccdo de positividade deste exame esta associada a diversos
fatores, tais como a exposicdo anterior a terapia antimicrobiana, metodologia aplicada no
monitoramento da hemocultura e foco infeccioso, tendo em vista que este tem relacéo direta
com a carga de microrganismo circulante no sangue (WATTAL; GOEL, 2020).

As amostras devem ser colhidas através de puncdo venosa em sitios anatdbmicos
distintos. Cada puncéo representa um conjunto de hemoculturas (aerobia e anaerobia). Puncdes
arteriais ndo aperfeicoam o isolamento do microrganismo e amostras colhidas de dispositivos
intravasculares apresentam maior taxa de contaminacdo. O volume para cada par deve
corresponder entre 20 a 40 ml de sangue. Para lactentes e criancas esse volume € menor,
variando de acordo com o peso do paciente e ndo excedendo 1 por cento do volume total de
sangue (KIRN; WEINSTEIN, 2013). E recomendada para identificagio do microrganismo uma
amostragem de pelo menos dois conjuntos de hemoculturas aerdbias e anaerdbias, colhidas apds
antissepsia rigorosa da pele (TIMSIT et al., 2020).

O diagnostico das ICS relacionadas ao cateter deve ser considerado em pacientes que
fazem uso destes dispositivos, que apresentem febre, calafrios, sinais de sepse, suspeita de
infeccdo no local do cateter ou isolados em hemocultura persistentes com determinado
microrganismo. As praticas laboratoriais aplicadas para confirmacdo de diagnostico sdo a
cultura quantitativa da ponta do cateter, ou ainda, quando 0 mesmo nao pode ser retirado, a
coleta de hemoculturas seriadas, obtidas simultaneamente do limen do cateter e do sangue
periférico (CANTON-BULNES; GARNACHO-MONTERO, 2019).

O procedimento de higienizacdo das maos e a utilizacdo de técnicas de assepsia sao
primordiais para a minimizacdo da contaminacdo de origem cutdnea. A aplicacdo do
antisséptico deve ser realizada através de movimentos circulares na pele de dentro para fora,
sendo respeitado o tempo de secagem do antisséptico. Este processo também deve ser realizado
nos frascos de coleta antes da inoculacdo do sangue, para evitar contaminacdo (RAMIREZ
GALLEYMORE; GORDON SAHUQUILLO, 2019).

O monitoramento de coleta e a otimizag&o do tempo do transporte das hemoculturas sao
determinantes no rendimento do diagndstico. A amostragem deve ser obtida por equipes
treinadas, com conhecimentos das fases do processo de coleta a fim de minimizar as possiveis
fontes de contaminacdo (DE PLATO et al., 2019).
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1.6.1 Hemocultura por Métodos Tradicionais (Convencional)

Os laboratérios de Microbiologia que dispdem de metodologias convencionais, como
0s métodos manuais, utilizam meios de cultura comerciais para a realizagdo da hemocultura.
Dentre os meios disponiveis comercialmente, em geral séo utilizados o caldo infusdo-cérebro-
coracdo (Brain Heart Infusion — BHI) ou caldo caseina digerida de soja (Tryptic Soy Broth —
TSB) para microrganismos aerobios, facultativos e leveduras; e caldo Columbia para
anaerobios, que também favorecem o crescimento de microrganismos fastidiosos (ARAUJO,
2012).

Séo utilizados métodos tradicionais de diagnostico, através do acompanhamento diario
das amostras cultivadas, sendo elas incubadas em estufa a 37° C. Subcultivos em meios
especificos sdo realizados, a partir de um exame microscopico, e posteriormente, a identificacdo
do microrganismo eventualmente presente através do crescimento de colénia (RENE
CAQUET, 2018).

Esta metodologia requer um tempo de incubacdo de até 7 dias para permitir o
crescimento e a viabilidade do microrganismo frente a sensibilidade do método. As
hemoculturas sdo observadas no periodo de 6 a 12 horas apds a inoculacdo, sendo a inspecédo
realizada sistematicamente ao longo do dia. Pardmetros como mudanca de coloracéo, lise de
células vermelhas e producdo de gas sao avaliados (Figura 1) (OMBELET et al., 2019). Em
caso de sinais de positividade, a amostra é observada em microscopia através da coloracao de
Gram e subcultivada em meios de cultura especificos para a obtencdo de col6nias (Figura 2)
(ATKINSON-DUNN; DUNNE, 2017).

Figura 1 - Sinais de crescimento em frascos de hemocultura. (A) Formacao de filme na
superficie; (B) Producgdo de gas; (C) Turbidez (garrafa esquerda: sem crescimento;
garrafa direta: turbidez).

Fonte: OMBELET et al., 2019
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Figura 2 - Representacdo esquematica das etapas de processamentos das hemoculturas
positivas por metodologia manual.
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Fonte: Adaptado de ATKINSON-DUNN; DUNNE (2017).

O Sistema Hemobac Trifasico® (Probac do Brasil, Brasil) € uma metodologia comercial
composta por um caldo suplementado para inoculagdo do sangue, acoplado por um dispositivo
de laminocultivo que contém duas faces de meios de cultura sélidos, sendo eles Agar Chocolate,
Agar Sabouraud e Agar MacConkey, que permitem o crescimento de microrganismos. Também
possui um sistema indicativo de cor para produgdo de CO> (gés carb6nico) (GARCEZ JUNIOR,;
MARTINS, 2003).

O método de lise-centrifugagdo €é um sistema fabricado por Wampole
(WampoleLaboratories, EUA). O sistema utiliza a saponina para realizar a lise das células
sanguineas, liberando microrganismos intracelulares e inativando fatores séricos inibitorios e
agentes antimicrobianos. Atualmente, esta metodologia € utilizada principalmente para o
isolamento de microrganismo fastidiosos como Mycobacterium spp. e fungos dimdrficos
(TEKIPPE; PENCE, 2017).

Embora os métodos convencionais ainda sejam utilizados por questdes de custo, ndo
sdo indicados por apresentarem baixa sensibilidade, serem mais laboriosos, além de facilitarem
a contaminacao das amostras e aumentarem o risco com acidentes perfurocortantes (ARAUJO,
2012).
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1.6.2 Hemocultura Automatizada

O primeiro sistema automatizado de hemocultura empregado extensamente no inicio
da década de 1970 foi o BACTEC 460 Blood Culture System, seguido 660 e 730
NonRadiometric Blood Culture System (Becton Dickinson and Company, EUA). O Sistema
Difco ESP (Difco, EUA), atualmente VersaTREK (Thermo Fisher Scientific, EUA), também
era operado. A limitacdo destes sistemas consistia no monitoramento da amostragem da
atmosfera em garrafas, restrito uma ou duas vezes ao dia (WILSON, 2020).

A introducdo de sistemas automatizados de monitoramento continuo de sangue
(CMBCS - Continuous Monitoring Blood Culture System) teve inicio na década de 1990,
configurando uma padronizacdo sofisticada de organizacdo diagndstica das hemoculturas,
assim como a otimizacdo do rendimento da cultura (LAMY; SUNDQVIST; IDELEVICH,
2020a). O principio desses sistemas € 0 monitoramento constante de garrafas gerando pontos
de dados, que sdo frequentemente analisados por um algoritmo (WILSON, 2020).

Nos sistemas automatizados, em geral, o periodo de incubacdo da hemocultura é de até
cinco dias, embora as etiologias predominantes apresentem resultados positivos com até 48
horas de incubacdo inicial. Quando ha suspeita de agentes etioldgicos fastidiosos o protocolo
de incubacdo pode ser estendido. Recomenda-se a coleta de no minimo duas até quatro amostras
por episddio séptico, permitindo em mais de 95 por cento dos casos o isolamento do
microrganismo (ARAUJO, 2012; MILLER et al., 2018).

Os sistemas automatizados Bactec® (Beckton Dickison and Company, EUA) e
BactAlert/Virtuo® (bioMérieux, Franca) sdo baseados na utilizagdo de substratos de
carboidratos em meios de cultura e na producéo de CO> pelo metabolismo de microrganismos,
dispondo de tecnologia radiométrica, infravermelha e deteccdo de fluorescéncia. As
metodologias automatizadas garantem monitora¢do continua e diminuicdo significativa no
tempo de diagnostico. Alem de oferecer maior sensibilidade e rapidez na detec¢do de positivos
e menores riscos de contaminagdo durante a manipulacéo laboratorial. Quando ha a deteccao
de positividade, os frascos séo removidos do equipamento e subcultivados em meios de culturas
solidos especificos (Figura 3) (CHAMBERLAND, 2017; FORD; KALLSTROM, 2017).
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Figura 3 - Representacdo esquematica das etapas de processamento das hemoculturas
positivas por metodologia automatizada.
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Fonte: Adaptado de CHAMBERLAND (2017); FORD; KALLSTROM (2017).

1.7 IONIZACAO E DESSORCAO DE MATRIZ ASSISTIDA POR LASER — TEMPO
DE VOO / MALDI-TOF MS

A espectrometria de massa com ionizacéo por dessorcao a laser assistida por matriz e
tempo de voo (MALDI-TOF MS) é uma metodologia analitica desenvolvida na década de 1980
capaz de identificar diversos microrganismos através da analise do perfil de proteinas.
(KASSIM et al., 2017).

A técnica de MALDI-TOF MS esta gradativamente se mostrando superior a
identificacdo convencional baseada em aspectos bioquimicos. A anélise protedmica otimizou a
identificacdo microbiana nos laboratérios de microbiologia clinica, conferindo agilidade e
precisdo no diagnostico de doengas infecciosas que demandam resposta rapida (TSUCHIDA,
UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

O processo se da a partir da transferéncia de amostras para uma placa alvo, onde ocorre
a co-cristalizacdo por uma matriz, em geral um material organico acido de absorcdo ultravioleta,
e sdo expostas a radiagdo laser. Apos essa etapa ocorre a formac&o de ions, seguido de dessor¢ao
e ionizacdo (JANG; KIM, 2018). As moléculas dessorvidas e ionizadas sdo aceleradas por meio

de um campo elétrico e passam por um tubo de vacuo metalico até atingirem o detector. Os ions
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com tamanho menor viajam mais rapidamente pelo tubo de voo do que os de tamanho maior.
Desse modo, as moléculas ionizadas das amostras formam espectros de massa de acordo com
sua razdo m/z (relacdo massa/carga) e com 0s picos que indicam as quantidades variaveis das
proteinas leveduriformes. Cada pico gerado pela analise de espectrometria de massas (MALDI-
TOF MS) ¢ analisado pelo software correspondente e confrontado com a biblioteca de espectros
contida no banco de dados (Figura 4) (LUETHY; JOHNSON, 2019).

Figura 4 - Principios basicos da técnica de MALDI-TOF MS.
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Fonte: Adaptado de Jang; Kim (2018).

Os microrganismos podem ser identificados pela técnica de MALDI-TOF MS por
transferéncia direta, sendo caracterizada pelo deslocamento de células inteiras de coldnias para
a placa alvo, com auxilio de al¢ca de plastico ou palito de madeira, sendo posteriormente
recorbertos com &cido férmico e matriz CHCA (Acido a-Ciano-4-Hidroxicindmico) , ou ainda
passar por um processo de extracdo de proteinas que ocorre em fase anterior a placa alvo. Este
segundo processo € mais indicado para identificacdo de fungos filamentosos e micobactérias,
devido a caractisticas fenotipicas destes microrganismo, como a presenca de parede celular
espessa, dificultando o acesso as proteinas alvo. O processo de identificagédo esta exemplificado
na figura abaixo (Figura 5) (PATEL, 2019).
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Figura 5 - Representacdo esquematica das etapas de identificagdo de microrganismos
através da metodologia de MALDI-TOF MS
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Fonte: Adaptado de Patel (2019).

Ao longo dos ultimos 10 anos, a técnica possibilitou a identificacdo confiavel e
econdmica para diferentes microrganismos, sendo realizada de culturas puras ou ainda amostras
clinicas (RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2019). A otimizag&o do tempo de diagnostico clinico
é a principal vantagem. A técnica de identificacdo pode ser aplicada diretamente do caldo de

hemocultura a partir da deteccdo de positividade, sendo possivel conhecer o patégeno
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infeccioso em aproximadamente uma hora (MURRAY; MASUR, 2012). Na identificacdo
direta, a suspensdo de hemocultura obtida através da sinalizacdo de positividade deve ser tratada
com um agente detersivo, com a finalidade de lavar as células e componentes do meio de
cultura, seguido de protocolos de centrifugacéo e extracdo de proteinas (LAMY; SUNDQVIST;
IDELEVICH, 2020b). Esse procedimento é minucioso devido as etapas de separacdo do
microrganismo das células sanguineas, presenca de carvao e resinas nos frascos de hemocultura
para inativacdo de antibioticos, além das proteinas humanas presentes no sangue (OVIANO,
2019).
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2 JUSTIFICATIVA

As infeccOes de corrente sanguinea apresentam indices progressivos de incidéncia,
configurando um cenario ameacador a saude. Em geral esse diagndstico é reconhecido apos 48
horas da admissdo do paciente, e posteriormente ocorre a identificagdo do microrganismo
associado a infec¢do (FALCONER; HAMMOND; GILLESPIE, 2020). A fungemia reflete um
problema de saude publica, representando uma alta taxa de mortalidade que varia entre 30 a 40
por cento, além do aumento de tempo de internacdo hospitalar e custos associados ao manejo
clinico do paciente (PRIGITANO et al., 2020) .

A hemocultura permanece sendo o padréo de referéncia para o diagndstico clinico de
ICS. Embora o processo de identificacdo tradicional dos patdégenos ocorra a partir da deteccdo
de positividade dos frascos e semeadura em meio sélido com incubagdo por um periodo minimo
de 18-24 horas, o prolongado tempo de resposta (Turnaround Time — TAT) posterga o tempo
de diagnostico. (DAL et al., 2021). A técnica de MALDI-TOF MS permite a identificacdo de
patdgenos diretamente do caldo de cultura positivo, reduzindo significativamente o tempo de
reconhecimento do agente infeccioso (OSTHOFF et al., 2017).

Dessa maneira, a aplicagdo do protocolo de identificacdo direta por MALDI-TOF MS
reduziu em 24 horas a adequacao do tratamento antimicrobiano, permitindo a implementacéo
precoce de terapia espécie-especifica direcionada, garantindo a melhoria na evolucao clinica do
paciente, minimizando o desenvolvimento de perfis de resisténcia microbiana e efeitos adversos
ao tratamento. Sob essa perspectiva, justifica-se o presente estudo, visando a avaliacdo do
protocolo de identificacdo direta para o diagnostico de infeccdo de corrente sanguinea por

fungos leveduriformes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade do protocolo de diagnéstico rapido por MALDI-TOF MS em

infeccdes de corrente sanguinea causadas por fungos leveduriformes no laboratorio clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o desempenho de identificacdo do protocolo répido e o subcultivo
microbioldgico;

o Avaliar a performance do protocolo rapido por ano de ocorréncia;

o Correlacionar histérico infeccioso com isolado de hemocultura;

o Validar a pontuacdo do escore do protocolo rapido no diagnostico precoce das ICS por
fungos leveduriformes;

o Elaborar um Procedimento Operacional Padrdo (POP), descrevendo a metodologia e
aplicabilidade do protocolo de diagndstico rapido de fungemia por MALDI-TOF MS
(Apéndice C);

o Elaborar uma Cartilha de Trabalho com informac6es basicas sobre os procedimentos de

notificacBes de valores criticos (Apéndice D).
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4 METODO

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo retrospectivo de natureza descritiva e quantitativa, realizado junto a equipe de
Microbiologia do Richet Medicina & Diagnostico, atraves da anélise de banco de dados entre
agosto de 2012 e outubro de 2018.

4.2  POPULACAO DO ESTUDO

Isolados leveduriformes detectados a partir de hemoculturas positivas de pacientes
hospitalares e ambulatoriais. A amostra foi de conveniéncia compreendida dentro do periodo
de anélise do estudo.

4.2.1 Critérios de Inclusao

Isolados leveduriformes presentes em hemoculturas positivas previamente detectadas
pelo sistema automatizado e posteriormente submetidas a coloracdo de Gram, recebidas e

processadas na Microbiologia do Richet Medicina & Diagndstico.

4.2.2 Critérios de Exclusdo

Fungos filamentosos isolados em hemoculturas, fungos leveduriformes isolados de

outras amostras clinicas que ndo sejam hemoculturas, hemoculturas com isolados bacterianos.
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4.2.3 Aspectos Eticos

Trata-se de um estudo retrospectivo, de natureza quantitativa e descritiva, com analise
de microrganismos isolados a partir de amostras clinicas ja coletadas mediante solicitacdo e
acompanhamento clinico/médico independentes do objetivo e natureza do estudo.

Foram utilizados somente dados secundarios obtidos a partir dos microrganismos
isolados de espécimes clinicos obtidos para fins diagndsticos. Os dados utilizados tiveram
carater privativo e confidencial, sendo garantido integralmente o anonimato e a imagem do
paciente.

O acesso as bases de dados para fins da pesquisa cientifica foi feito somente apds a
aprovacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica. O projeto (CAAE:
26065019.0.0000.5262) foi aprovado pelo CEP pelo parecer de nimero 3.801.159 (Anexo A).

43 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

4.3.1 Pacientes e Hemoculturas

Entre o periodo de agosto de 2012 e outubro de 2018 foram analisados 95 pacientes com
confirmacéo de infeccdo de corrente sanguinea e que atendiam ao critério de incluséo no estudo.

Foram selecionadas 232 hemoculturas que apresentavam estruturas leveduriformes na
coloracdo de Gram, provenientes de unidades hospitalares da Rede D’Or Sao Luiz, postos de
coleta ambulatoriais do Richet Medicina & Diagndstico ou ainda hemoculturas ja colhidas pelo
médico assistente e entregues em um posto de coleta do Richet Medicina & Diagndstico.

As hemoculturas foram recebidas no setor de microbiologia clinica, coletadas em
frascos Plus Aerobic/F Culture Vials (BD, BACTEC™), Plus Anaerobic/F Culture Vials (BD,
BACTEC™) e Myco/F Lytic Culture Vials (BD, BACTEC™) projetados para levar até 10 ml
de sangue, incubadas e monitoradas pelo sistema automatizado BACTEC ™ FX (BD
Diagnostics, Sparks, MD) com protocolo de cinco dias de incubacgéo para os frascos aerdbios e
anaeradbios, e 42 dias para o frasco Myco/F.

As vias de acesso, sitio anatbmico, intervalos de coleta e quantidade de frascos colhidos

para cada paciente foram especificados de acordo com a solicitagdo medica.
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4.3.2 MALDI-TOF MS ap6s Isolamento Fungico em Meio de Cultura

As amostras de hemoculturas positivas identificadas pelo sistema de automatizacao
foram subcultivadas através da semeadura por esgotamento em estrias em placas de Petri (90
mm) com 0s meios agar Sangue de carneiro 5 por cento e agar Chocolate (bioMérieux, Brasil)
e incubadas a 37°C com varia¢do de 2°C por um periodo de 24 a 48 horas. Ap0s o crescimento
visivel de coldnias, foram submetidas a identificacdo pela metodologia de espectrometria de
massas (MALDI TOF-MS). A transferéncia de col6nias foi realizada em duplicata. Cada area
foi coberta com 1 pl de &cido férmico >98 por cento (Proquimios, Brasil), e posteriormente
com 1 ul da matriz (solu¢do acido a-ciano-4-hidroxicinamico - CHCA) (Bruker Daltonics,

Alemanha), sendo esta utilizada de acordo com as instrug¢des do fabricante.

4.3.3 MALDI-TOF MS Direto do Frasco de Hemocultura Positiva para Levedura

Concomitantemente, aliquotas das hemoculturas positivas foram submetidas ao
protocolo rapido de identificacdo. Foi utilizado o sistema de identificacio MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics, Alemanha) flexControl Version 3.4, com o banco de dados MALDI
Biotyper Version 3.1. O protocolo consiste em adicionar 1 mL da amostra de sangue positivo
ao tubo de Eppendorf com 500 pl de saponina a 1 por cento, seguido de vértex por 10 segundos.
A amostra foi centrifugada a 14.680 rpm (2 minutos e 30 segundos) e o sobrenadante
descartado. O sedimento foi homogeneizado em 1 mL de agua de injecéo, e centrifugado a
14.680 rpm durante 2 minutos e 30 segundos. A lavagem do sedimento em agua de injecao foi
repetida duas vezes. Subsequentemente, o sobrenadante foi removido e o sedimento
homogeneizado depositado em 2 pontos de uma placa alvo de aco polido. Apds secagem ao ar
a temperatura ambiente, cada area delimitada na placa foi coberta com 1 pl de acido férmico
>98 por cento (Proquimios, Brasil), e posteriormente com 1 pl da matriz (solu¢do acido a-
ciano-4-hidroxicinamico - CHCA) (Bruker Daltonics, Alemanha). O tempo total de realizacédo
do protocolo é de aproximadamente 40 minutos (Figura 6) (PELOSO et al., 2013). Apos a
cristalizacdo da matriz junto a amostra, a placa metélica foi introduzida no espectrdmetro de

massa para identificacéo.
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4.3.4 Anélise MALDI-TOF MS

A identificacdo microbiana foi realizada usando o modo de ion positivo linear dentro de
uma faixa de massa de 2.000-20.000 Da (Dalton - Medida de Massa Atdmica). O MALDI
Biotyper foi montado com um laser de nitrogénio de 60 Hz (Hertz - Medida de
Frequéncia). Para cada espectro, foram obtidos 240 disparos de laser em posic¢des diferentes de
um local de amostragem.

O padréo de teste bacteriano (Bacterial Test Standard - BTS; Bruker Daltonics,
Alemanha) foi aplicado para calibracdo de massa de acordo com as orientac6es do fabricante.
Além da calibragdo, o BTS é utilizado para otimizacdo do espectro de massa, bem como um
controle de desempenho na identificacdo dos microrganismos. Este é solubilizado de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

Os espectros foram analisados de acordo com o software Microflex® LRF - FlexControl
Version 3.4 e biblioteca Bruker Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, Alemanha). A identificacdo da
levedura foi considerada confiavel com valores de pontuacao de escore >1,7 ¢ 4 repeticdes
consecutivas da mesma espécie na lista de correspondéncias dos melhores escores obtidos para
a identificacdo do microrganismo, sendo estes sem exigéncia relacionada a pontuacédo de escore

minima. Pontuac@es de escore <1.7 foram consideradas como identificacdo ndo confiavel.
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Figura 6 - Fluxo de trabalho de identificagcdo direta em hemoculturas positivas
usando a técnica de MALDI-TOF MS.
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4.3.5 Bancos de Dados

Foi realizada uma andlise retrospectiva dos bancos de dados pertencentes ao setor de
microbiologia clinica entre os periodos de agosto de 2012 a outubro de 2018.

Para a analise referente as hemoculturas foi utilizado o sistema de gerenciamento de
dados BD EpiCenter™ Microbiology Data Management System (Becton Dickinson and
Company, EUA). Informagdes do tipo de frasco de coleta foram pesquisadas nesta fonte de
dados.

A extracdo dos dados brutos do MALDI-TOF MS foi realizada através da anélise do
sistema Microflex® LRF - FlexControl Version 3.4 (Bruker Daltonics, Alemanha). O banco
de dados acessado foi 0 MALDI Biotyper Version 3.1 (Bruker Daltonics, Alemanha). Por se
tratar de um estudo retrospectivo, entre 0s anos de 2012 e 2018 a biblioteca espectral sofreu 6
atualizac@es diferentes, tendo variacdo de 4613 a 7854 espectros de referéncia, denominados
MSPs (Main Spectra Profile). Do total de MSPs presentes na Ultima versdo, 765 eram referentes
a leveduras, distribuidos em 44 géneros e 202 espécies. Foram extraidas informacGes de
identificacdo do microrganismo, sua classificacdo em nivel de género e espécie e classificacdo
de pontuacao por escore.

Os softwares Smart Laboratério® (Pixeon, Brasil) e SmartWeb® (Pixeon, Brasil)
foram utilizados para a extracdo de dados referentes ao histérico clinico do paciente, assim
como informagdes sobre sexo, idade, unidade de atendimento e data de coleta da hemocultura.

4.3.6 Andlise Estatistica

A anélise descritiva dos dados utilizou frequéncia absoluta para variaveis qualitativas e
medidas-resumo (média) para as varidveis quantitativas. A comparacdo entre as variaveis
qualitativas e variaveis quantitativas foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney ou
Krusall-Wallis. Foi considerado significativo p < 0,05. O programa estatistico R verséo 4.0.2
foi utilizado para esta anélise. Para as analises estatisticas dos dados houve a colaboracéo da

Plataforma de Pesquisa do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas INI/FIOCRUZ.
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5 RESULTADOS

51  POPULACAO E CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Um total de 95 pacientes foi selecionado para o estudo atendendo ao critério de inclusao
e exclusdo entre os periodos de agosto de 2012 e outubro de 2018. A tabela abaixo apresenta

os dados demograficos relacionados aos pacientes e as unidades de atendimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados demogréficos dos pacientes e unidades de atendimento.

n %
PACIENTES 95
GENERO
Feminino 46 48,4
Masculino 49 51,6
IDADE
0 a 18 anos 5 5,3
19 a 39 anos 3 3,1
40 a 59 anos 11 11,6
260 anos 76 80
UNIDADE DE ATENDIMENTO
UTI 56 59
UTI NEONATAL 5 5,2
usl 22 23,2
OUTROS 12 12,6

Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.2 DIAGNOSTICO DE ATENDIMENTO E /OU INTERNACAO

Foram avaliados os registros eletronicos referentes ao diagndéstico de atendimento e/ou
internacdo destes pacientes contidos nos prontudrios. 47,3% dos pacientes apresentavam
registros médicos anexados ao banco de dados, sendo o diagnostico de infeccdo respiratéria
predominante, seguido de pacientes que realizavam tratamento oncologico. 52,7% dos

pacientes ndo apresentaram nenhum registro médico relacionado ao diagnostico de atendimento
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e/ou internacdo no banco de dados. No gréafico abaixo (Gréafico 1) estdo listadas todas as
indicacd@es clinicas registradas.

Grafico 1 - Distribuicéo de indicagdes clinicas registradas nos prontuarios eletronicos.
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Fonte: Autoria prépria, 2021.
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Foram analisados 232 frascos de hemoculturas. Estratificando este dado quantitativo por
ano de ocorréncia, foram observadas 32 hemoculturas em 2012 (13,8%), 49 hemoculturas em
2013 (21,1%), 43 hemoculturas em 2014 (18,5%), 36 hemoculturas em 2015 (15,5%), 29
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hemoculturas em 2016 (12,5%), 18 hemoculturas em 2017 (7,8%) e 25 hemoculturas em 2018
(10,8%).

Foram analisados 227 frascos Plus Aerobic/F Culture Vials (BD, BACTEC™), | frasco
Plus Anaerobic/F Culture Vials (BD, BACTEC™) ¢ 4 frascos Myco/F Lytic Culture Vials (BD,
BACTEC™), Do total de frascos, 226 hemoculturas apresentaram crescimento de um

microrganismo isolado e 6 hemoculturas apresentaram crescimento de dois microrganismos.

5.3.1 Estratificacdo de Identificacdo de Espécies por Ano de Ocorréncia

O maior quantitativo de hemoculturas foi observado em 2013, com 49 frascos, seguido
do ano de 2014, com 43. A espécie predominante em todos os anos foi C. parapsilosis com 63
identificacOes, seguida de C. albicans com 57, C. tropicalis com 55 e C. glabrata com 28. C.
parapsilosis foi predominante nos anos de 2012, 2013 e 2016. C. albicans teve predominio nos
anos de 2014, 2015 e 2017, e C. tropicalis em 2018. Foram observadas hemoculturas com

isolamento de 2 microrganismos nos anos de 2014 e 2015 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Estratificacao do perfil fenotipico das hemoculturas por ano

Identificacdo de espécies 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Candida sp.* 3 1

C. albicans 3 3 12 20 5 7 4
C. dubliniensis 2

C. glabrata 2 11 4 3 5
C. guilliermondii 1

C. krusei 1 3 4

C. orthopsilosis 2 3 3
C. parapsilosis 18 21 5 1 15 2

C. pelliculosa 4

C. tropicalis 1 18 8 4 5 6 11
C.albicans/C. glabrata 3

C. albicans/ C. parapsilosis 1

C. albicans/ C. tropicalis 2

C. neoformans 2
Trichosporon sp. 1

T. asahii 2

Total 32 49 43 36 29 18 25

Nota: * Identificacdo de microrganismos a nivel de género.
Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.3.2 Identificacdo das Espécies das Hemoculturas por Unidade de Atendimento

A unidade de atendimento que apresentou predominancia em hemoculturas foi a UTI (n
= 144). C. parapsilosis foi a espécie predominante com 39 isolados, seguido de C. tropicalis
com 34, C. albicans com 32, C. glabrata com 16, C. krusei com 7 e Candida orthopsilosis com

3. A USI apresentou 62 hemoculturas. C. albicans foi a espécie predominante com 22 isolados,
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sequido de C. tropicalis com 14, C. parapsilosis com 13, C. orthopsilosis e C. glabrata com 3
isolados respectivamente. As outras unidades de atendimento totalizaram 26 hemoculturas,
sendo C. parapsilosis predominante com 10 isolados, seguido de C. glabrata com 6 e C.

tropicalis com 5 (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia Absoluta e Relativa da Identificacéo de Espécies das Hemoculturas
por Unidade de Atendimento.

UTI Semi Intensiva Outros
Total 144 62 26

C. krusei 7(4.9) 0 (0) 1(3.8)
C. orthopsilosis 3(2.1) 3(4.8) 2 (7.7)
C. glabrata 16 (11.1) 3(4.8) 6 (23.1)
C. tropicalis 34 (23.6) 14 (22.6) 5(19.2)
C. albicans 32 (22.2) 22 (35.5) 0 (0)
C. parapsilosis 39 (27.1) 13 (21) 10 (38.5)
Outras leveduras 13 (9) 7(11.3) 2 (7.7)

Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.4 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE IDENTIFICACAO ENTRE O PROTOCOLO
RAPIDO E O SUBCULTIVO MICROBIOLOGICO

5.4.1 Frequéncia de Escores de MALDI-TOF MS por Tipo de Metodologia

O Gréfico 2 apresenta o histograma de frequéncia dos escores por tipo de metodologia,
onde € possivel observar diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). As maiores
frequéncias de identificacdo na metodologia do subcultivo microbioldgico foram observadas
nos escores de 2.0 e 2.1, enquanto o protocolo rapido foi o escore de 1.5. O escore mais
frequente foi o de 2.0, representando 112 isolados observados no subcultivo microbiolégico.

Os isolados que apresentaram escores entre 1.4 e 1.6 foram exclusivamente
identificados pelo método do protocolo rapido, representando 142 isolados. Foram observadas
duas curvas distintas no histograma. A primeira, caracterizada no protocolo répido com
ascensdo no escore de 1.4, tendo seu pico em 1.5 e decréscimo em 1.6. A segunda, na

metodologia de subcultivo microbioldgico, com pico em 2, decrescendo para 2.1 e 2.2.
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Graéfico 2 - Histograma de frequéncia dos escores por tipo de metodologia
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Fonte: Autoria prépria, 2021. Escore

5.4.2 Pontuacéo dos Escores de MALDI-TOF MS por Tipo de Metodologia

A comparacdo dos escores entre o protocolo rapido e o subcultivo microbioldgico foi
realizada através da analise do grafico de Boxplot (Gréafico 3). Os dados analisados foram
estatisticamente significativos (p < 0.05).

Na avaliacdo do protocolo rapido, observou-se que cerca de 7,3% dos isolados foram
identificados com escores de 1.4. 53,9% dos isolados foram identificados entre os escores de
1.5 e 1.6. Os escores entre 1.7 e 1.9 corresponderam 7,8% dos isolados. Para a identificacdo
com escores > 2.0 foi observado o agrupamento de 31 por cento dos isolados nessas pontuacdes.
E possivel observar diferencas nos perfis de agrupamento dos escores, destacando-se dois
grupos distintos: o primeiro variando com escores entre 1.4 e 1.6, e 0 segundo, com escores
agrupados com pontuac@es acima de 2.0.

Na avaliacdo do subcultivo microbioldgico, observou-se agrupamento predominante
nos escores > 2.0 representando 97,8% dos isolados. A mediana relacionada para esta
metodologia foi o escore de 2.0. Foram observados pequenos agrupamentos com escore de 1.7,
representando 2,2% do total de isolados.
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Gréfico 3 - Boxplot dos escores por tipo de metodologia
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.4.3 Proporcao de Acertos por Tipo de Metodologia

No Gréfico 4 esta representada a proporcdo de acertos por tipo de metodologia quando
comparados com identificacdes de escore >1.7, onde houve uma proporc¢ao de 100% de acertos
em relacdo a identificacdo do método do subcultivo microbiolégico, enquanto o protocolo

rapido ficou em 38,7%
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Proporcéo de Acertos

Gréfico 4 - Proporcao de acertos por tipo de metodologia
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.4.4 Proporc¢ao de Acertos do Protocolo Rapido

Em relagdo as proporc¢des de acertos observadas no protocolo rapido por isolamento, a
espécie com maior proporcdo de acerto foi a C. tropicalis (70 por cento). As espécies C.
parapsilosis obtiveram 35 por cento, seguido de C. albicans (32 por cento), seguida de C.
orthopsilosis (25 por cento) e C. glabrata (9 por cento) com. As espécies Candida dubliniensis,
Candida guilliermondii, C. krusei, Candida pelliculosa, Cryptococcus neoformans e o género
Trichosporon sp. obtiveram pontuacdo de escore < 1.7. Para estes isolados a identificacao foi
realizada a partir do subcultivo microbioldgico. Para os episddios de fungemia com os isolados
de C. albicans/ C. glabrata e C. albicans/ C. parapsilosis foram observadas pontua¢des com
escores < 1.7. Para C. albicans / C. tropicalis foi observada a identificacdo direta apenas do
patdgeno C. albicans, e posteriormente verificado no subcultivo microbiol6gico o isolamento

de C. tropicalis. (Gréfico 5).
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Proporgdo de Acertos

Gréfico 5 - Proporgéo de acertos do protocolo rapido por isolamento
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.4.5 Proporcdo de Pontuacdo de Escore por Tipo de Metodologia e Ano

A proporcéo de pontuacédo de escore na totalidade dos isolados se manteve praticamente
constante no método do subcultivo microbiolégico com 100 por cento dos isolados com
pontuagdes >2.0, com exce¢do dos anos de 2013 e 2018, com aproximadamente 90 por cento
dos isolados para estes anos especificos.

Para o protocolo rapido essa proporcao se manteve relativamente inconstante, tendo as
maiores pontuacdes de escore observadas em 2016. O ano de 2014 foi considerado como tendo
a menor pontuacgéo de escores, seguido dos anos de 2017, 2013 e 2015, respectivamente. O ano

de 2012 n&o apresentou pontuacgdo de escore acima de 1.7 (Grafico 6).
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Proporcdo de Pontuacdo de Escore

Grafico 6 - Proporcéo de pontuacéo de escore por tipo de metodologia e ano
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

5.4.6 Meédia de Escores por Tipo de Metodologia e Ano

Os valores médios de escores mantiveram-se constantes ao longo dos anos na anélise
do método do subcultivo microbioldgico. Os escores médios foram definidos com a pontuacao
minima de 2.0, sendo a maior média observada no ano de 2018.

Para o protocolo rapido, as médias se mantiveram relativamente constantes, com
tendéncia de crescimento, sendo o0 maior valor observado no ano de 2016, com escore de 1.9
(Gréfico 7).
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Gréfico 7 - Valores médios dos escores por tipo de ano e metodologia

B ssorvoscRosOLOGICD
. PROTOCOLO AR DD

T
2018 2017 2018

2.5

204
154
1.04
0.54
0.04
T g g v
2012 2013 2014 2015

ANOoS

Pontuacéo de Escore
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55 IDENTIFICACAO DO PROTOCOLO RAPIDO E CORRELACAO COM HISTORICO
CLINICO

A correlacdo entre a identificagdo do protocolo rapido e o histdrico clinico pregresso dos
pacientes foi realizada através do Boxplot (Gréafico 8), ndo sendo observada significancia
estatistica para estes dados (p = 0,23). Para as condigdes de infeccdo bacteriana prévia e
infecgdo fungica prévia foram observados os mesmos valores de mediana, com escore em torno
de 1.6. Para os casos em que o historico clinico ndo foi registrado, o valor de mediana foi
observado no escore de 1.5. A condic¢do de imunossupressdo obteve o maior valor de mediana,
em torno de 1.9.

Para os isolados relacionados a imunossupressdo, 56 por cento foram identificados com
escore >2.0. Os isolados relacionados a infec¢ao bacteriana prévia, 69,2% foram identificados
com escore entre as pontuaces 1.5 e 1.6, e 30,8% com escore de 1.7. Para os isolados
relacionados a infeccdo fungica prévia foram observados 2 agrupamentos distintos. Um
agrupamento com escores concentrados na faixa de escores de 1.4 a 1.6 e outro com escores

entre 1.9 e 2.25. Os isolados com escore < 1.6 representaram 61,2% do total, e 32,4% com
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escore > 2.0. Também foram observados dois agrupamentos distintos para os isolados que nao

tinham historico clinico registrado. 64,5% ficaram entre os escores de 1.4 e 1.6, e 35,5% entre

os escores de 1.9 e 2.1. Os isolados relacionados a prematuridade foram identificados com os

escores entre 1.5 e 1.6.

Gréfico 8- Boxplot dos valores de escores do protocolo rapido por histérico de pacientes
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6 DISCUSSAO

Ao longo da dltima década, a metodologia de MALDI-TOF MS proporcionou aos
laboratorios de microbiologia clinica identificacbes rapidas e precisas de muitos
microrganismos. Desde 2004, diversas plataformas comerciais foram disponibilizadas para uso
clinico, mas foi em 2009 que a metodologia passou a ser adotada na rotina de micologia médica
(DELAVY et al., 2019). No contexto clinico, MALDI-TOF MS encurtou significativamente o
tempo de identificacdo destes patdgenos, sendo a otimizacao do diagnostico um fator primordial
para desfechos favoraveis no tratamento clinico (DELPORT et al., 2017; NADJM et al., 2019).

A técnica de identificacdo direta de microrganismos em hemoculturas por MALDI-TOF
MS foi vastamente difundida, tendo em vista que a contribuicdo no manejo clinico em pacientes
graves é incontestavel (SILLER-RUIZ et al., 2017). Um estudo relatou que 20 por cento dos
tratamentos empiricos sao modificados pelos médicos ap0ds a notificacdo da identificacdo da
espécie, contra 8 por cento quando sé tinham disponiveis os resultados de microscopia (KOCK
et al., 2017). Diversos estudos citam a eficiéncia de protocolos internos e kits comercialis,
especialmente em pacientes que apresentam quadros sépticos, permitindo a estes, o diagndstico
etioldgico em menos de uma hora apdés a positividade da hemocultura (CANDEL et al., 2018;
CHERKAOUI et al., 2020; DI GAUDIO et al., 2018).

A deteccdo e identificacdo rapida de microrganismos envolvidos em ICS tém se
mostrado decisiva na adocdo precoce da terapia antimicrobiana (JOHNSSON; WONG;
OZENCI, 2020). No presente estudo foi avaliada a utilizacio do MALDI-TOF MS no
diagnostico clinico de fungemia na rotina de um laboratorio de microbiologia frente a duas
técnicas distintas: a identificacdo direta de leveduras presentes em hemoculturas positivas
através da aplicacdo do protocolo réapido e a identificacdo a partir do subcultivo microbiol6gico
das mesmas.

As espécies de Candida sp. foram predominantes no estudo, representando 97,8% dos
isolados. Em ambientes hospitalares, até 10 por cento das ICS sdo causadas por este género,
podendo se desenvolver dentro de 3 semanas apds a internacdo em UTI (KOTTHOFF-
BURRELL, 2019). Para este género foram atribuidos 369 MSPs na biblioteca espectral. As
espécies de C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. krusei e C. pelliculosa ndo foram identificadas
pelo protocolo répido, com pontuagdes de escore < 1.7. O numero de MSPs atribuidos para

estas espécies foram respectivamente, 16, 14, 17 e 7. Em comparagdo com as outras especies,
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a variabilidade de espectros é menor, se comparado com C. albicans e C. parapsilosis, com 31
e 19 MSPs, respectivamente.

C. parapsilosis foi a espécie predominante no estudo, seguida de C. albicans e C.
tropicalis. A distribuicdo de espécies ndo-albicans se modificou nas ultimas décadas,
configurando um novo cenério epidemioldgico e emergente dessas leveduras oportunistas.
Mudancas nas préticas clinicas e intervencGes, como por exemplo o0 uso de equinocandinas e
azoéis, tém se mostrado fatores auxiliares na pressdo seletiva das espécies ndo-albicans
(ARASTEHFAR et al., 2019; FREEMAN WEISS; LEON; KOO, 2021). C. parapsilosis foi
relatada como principal causa de candidemia em paises ocidentais entre os pacientes com
doencas malignas, sendo também comumente isolada nos paises da América do Sul. No Brasil,
C. parapsilosis e C. tropicalis sdo as espécies ndo-albicans prevalentes nos episodios de
candidemia. Esse perfil de distribuicdo foi observado no estudo (DOI et al., 2016; ENOCH et
al., 2017; WU et al., 2017).

A UTI obteve predominéncia nas hemoculturas positivas (62 por cento). Esse resultado
é corroborado com os dados citados na literatura, onde as ICS representam a terceira infeccao
mais comum nesta unidade de atendimento (EPELBAUM; CHASAN, 2017). Ocorrem em
aproximadamente 15 por cento dos pacientes no primeiro més de internacdo, sendo 5 por cento
das mortes em UTIs atribuidas a esta etiologia (KALLEL et al., 2020). Um estudo relatou que
a candidemia € a infeccdo fungica mais frequente nas UTIs em pacientes com quadro clinico
grave sendo seu diagndstico uma tarefa complexa (BASSETTI et al., 2019).

Em relacdo a populacdo do estudo, foi observado o predominio de idosos, com 80 por
cento dos individuos com idade > 60 anos. Isso pode ser explicado por diversos fatores, como
a alta frequéncia de comorbidades, ampla terapia medicamentosa, alteracBes fisioldgicas
relacionadas ao envelhecimento e altas taxas de colonizacdo de leveduras, além de maior
frequéncia na exposicdo de cuidados de salde e periodos de hospitalizacdo prolongados
(BARCHIESI et al., 2017; DIAZ et al., 2020; POISSY et al., 2020).

Diversos autores avaliaram a identificacdo direta de leveduras a partir de hemoculturas
positivas utilizando protocolos especificos de extragdo de proteinas e kits comerciais
disponibilizados no mercado (DAS et al., 2020; JEDDI et al., 2017; PAOLUCCI et al., 2014;
PONDERAND et al., 2020). Estes protocolos requerem a utilizacdo de reagentes quimicos
especiais para realizacdo, nem sempre disponiveis na utilizagdo dos laboratorios clinicos, além
do custo na aquisi¢do dos insumos e Kits especificos. O protocolo rapido aplicado no estudo

utilizou os insumos saponina, acido formico e matriz CHCA, sendo os dois Gltimos usualmente
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utilizados em outras rotinas de identificacdo dos laboratérios que dispdem da metodologia de
MALDI-TOF MS. A extracdo a base de saponina como reagente de lise celular ¢ amplamente
citada em varios estudos, tendo os resultados de identificacdo semelhantes, sendo melhores, do
que os obtidos por kits comerciais (CHIEN et al., 2016; LEE et al., 2018; HU et al., 2020) .

O objetivo principal do estudo foi avaliar e padronizar a aplicabilidade do protocolo
répido no diagndstico de ICS por fungos leveduriformes na rotina do laboratério clinico. De
acordo com as instrugdes do fabricante, uma pontua¢ao de escore >2.0 ¢ registrada como
identificacdo para o nivel de espécie, e uma pontuagdo de escore > 1.7 a 1.99 para o nivel de
género. Essas pontuacbes de escore foram categorizadas para a identificacdo de rotina de
bactérias, podendo variar para a identificacdo de fungos (CASSAGNE et al., 2016). No presente
estudo foi considerada a pontuacdo de escore de >1.7 para identificacdo segura de leveduras a
nivel de espécie na rotina do laboratdrio clinico, baseado em estudos que relataram aumento no
namero de identificacdes corretas em nivel de espécies sem comprometer a confiabilidade dos
resultados de identificacio (BELLANGER et al.,, 2019; DE CAROLIS et al.,, 2014,
NORMAND et al., 2017; SANGUINETTI; POSTERARO, 2017; VAN HERENDAEL et al.,
2012; VLEK et al., 2014).

Na anélise comparativa entre as duas técnicas aplicadas no estudo, o protocolo rapido
identificou 38,7% dos isolados com pontuagdes de escores > 1.7, sendo os episodios de
fungemia prontamente notificados a equipe médica dentro do periodo de quarenta minutos ap6s
a positividade da hemocultura. Na analise dos resultados do subcultivo microbiolégico, foi
demonstrado que os episddios de fungemia tiveram todos os isolados identificados com
pontuagdo de escore >1.7 ap0ds o crescimento visivel de colonias, levando no minimo 24 horas
de incubacdo apos a positividade da hemocultura.

O melhor desempenho da técnica do subcultivo microbioldgico é justificado pela
identificagdo de leveduras a partir de coldnias, também citado em estudos como “protocolo de
células intactas”, apresentando biomassa microbiana satisfatoria para a formacao de espectros,
sendo o limiar minimo para formagcdes espectrais o quantitativo de 10* células (REEVE et al.,
2018; VAN BELKUM et al., 2017). Em contrapartida, o tempo para identificacéo € acrescido
em pelo menos 24 horas apos a detec¢do de positividade da hemocultura, devido a fatores de
crescimento do microrganismo. Diversos estudos propdem a reducao dos valores de corte para
pontuacdes de escores de identificacdo de leveduras por MALDI-TOF MS diretamente do
sangue (MARTIN-PUJOL; TOSCO-NUNEZ; DE MIGUEL-MARTINEZ, 2019; NORMAND

et al., 2020; PINTO et al., 2011). De acordo com os resultados observados, os valores de corte
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das pontuacgdes dos escores poderiam ser reduzidos para 1.5 sem comprometer a preciséo das
identificacbes (MALDONADO et al.,, 2018), quando equiparados com o0s resultados do
subcultivo. Se aplicada a reducdo de escore na analise retrospectiva do estudo, isso possibilitaria
a extensdo da identificacdo correta do protocolo rapido a 215 de 232 episddios de fungemia
(92,7%).

Foram observadas duas limitagdes relacionadas ao protocolo direto ja descritas na
literatura. Uma delas é a baixa sensibilidade e especificidade na identificacdo direta de dois
patdgenos simultaneamente em amostras clinicas. Esta limitacdo é relatada em outros estudos,
quando a identificacdo é realizada diretamente de amostras de sangue. Para o diagndstico de
hemoculturas polimicrobianas apenas em 10 a 30 por cento dos casos foram possiveis a
identificacdo dos dois patdgenos simultaneamente. Nestes casos, 0s picos espectrais podem ser
atribuidos a espécie que apresenta maior proporcao volumétrica de células na amostra clinica.
O software também apresenta dificuldade em combinar espectros mistos e correlacionar com a
biblioteca, tendendo a gerar picos para 0 microrganismo em maior quantidade (DIXON et al.,
2015; FARON; BUCHAN; LEDEBOER, 2017; MORTELMAIER et al., 2019).

A segunda limitacdo do protocolo direto observada é a identificacdo de leveduras com
pontuacgdes de escore < 1.7. Este fato pode estar associado ao processo de comparacdo dos
espectros de massa. As cepas de referéncias caracterizadas e armazenadas no banco de dados
podem ndo proporcionar resultados de identificacOes ideais, pois fatores de crescimento do
microrganismo e a variabilidade interespécies entre as cepas testes e cepas de referéncia podem
refletir variacdes na analise espectral (WIEME et al., 2014). A abundéancia de proteinas de
células humanas também é um fator limitante, pois no processo de identificacdo ocorre a
ionizacdo sem discriminacdo das células humanas e o patdégeno, diminuindo a sensibilidade por
contaminacdo dos picos espectrais (LUETHY; JOHNSON, 2019). A estrutura celular espessa
e reforcada com quitina € outro fator limitante para a lise celular diretamente de amostras
clinicas, tornando a disponibilidade de biomoléculas baixa (KOCUREK et al., 2020).
Condicoes relacionadas ao tempo de incubacéo e meio de cultura utilizado para isolamento da
levedura podem afetar diretamente o desempenho de identificagdo diretamente do sangue. Os
frascos de hemoculturas utilizados no estudo continham particulas de carbono em sua
composigdo, sendo estes fatores reconhecidos como interferentes na analise espectrométrica
(QUILES MELERO et al., 2016; SILLER-RUIZ et al., 2017).

O isolado Cryptococcus neoformans obteve pontuagdo < 1.7 na identificacdo do

protocolo rdpido. Quando submetido ao subcultivo obteve pontuagdo satisfatoria para
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identificacdo. Esse fato pode estar associado a questdes fenotipicas inerentes a este género,
como a presenca de capsula na estrutura celular, o que dificulta o acesso a biomoléculas
especificas para identificacdo de espectros diretamente do sangue. A extracao de proteinas com
protocolos especificos é recomendada para o género Cryptococcus sp. em casos onde ndo se
alcanca pontuacdes satisfatorias de identificagdo (WALSH; MCCARTHY, 2019). Taverna e
colaboradores sugerem a criacdo de um banco de dados estendido com cepas regionais para a
otimizacdo da identificacdo em nivel de espécie e corroboram a adogdo da pontuacao de escore
> 1.7 para este género (TAVERNA et al., 2019). Durante o periodo de analise do estudo a
biblioteca espectral apresentava 76 MSPs para o género Cryptococcus sp., sendo 23 MSPs
especificos para a espécie C. neoformans.

O género Trichosporon sp. também néo obteve pontuacdo satisfatoria para identificacdo
direta no protocolo rapido. Durante o periodo do estudo foram atribuidos 68 MSPs para este
género, sendo 11 MSPs especificos para T. asahii. Bonifaz e colaboradores relataram que
diferentes estagios de maturacao das leveduras levam a alteracdes nas estruturas de reproducao
de acordo com o envelhecimento da cepa. Para as cepas de Trichosporon sp. podem ocorrer
formacdo abundante de hifas e/ou artroconidios, caracterizando mais de um estagio de
maturacdo do fungo, o que pode alterar a reprodutibilidade e pareamento dos espectros com o
banco de dados (BONIFAZ et al., 2019).

A metodologia de MALDI-TOF MS foi implementada nas rotinas dos laboratérios de
microbiologia devido a eficécia, agilidade e tempo minimo de manejo. Os resultados fornecidos
para a identificacdo de espécies de leveduras sdo validos em 99 por cento das identificacdes.
Entretanto, seu desempenho estd associado a bibliotecas espectrais robustas, uma vez que a
quantidade e variabilidade de MSPs esté estreitamente relacionada ao éxito das identificacdes,
sendo a construcdo de um banco de dados interno uma alternativa para obtencdo de melhores
rendimentos quanto & identificacdo a nivel de espécie (CEBALLOS-GARZON et al., 2019;
OVIANO; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2021). A criagio de um banco de dados interno melhora
0 desempenho de identificacdo e correlagdo dos espectros (TAVERNA et al., 2019), assim
como a escolha da matriz utilizada no processo de identificacdo afeta diretamente quais serdo
os metabolitos ionizados. Costa e colaboradores relataram que a matriz CHCA, utilizada no
estudo, ioniza uma variedade maior de biomoléculas, o que pode otimizar o perfil de
identificacdo (COSTA et al., 2019).

Em relacdo a avaliagdo do protocolo répido por ano de ocorréncia, foi observado em

2016 as maiores médias de escore e porcentagem de acerto. Esse resultado pode estar associado
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a equipe operante do instrumento, bem como treinamento técnico e tempo de interacdo com a
técnica aplicada. Foram observados através de registros técnicos uma regularidade maior de
profissionais no desempenho desta rotina neste ano. O ano de 2012 ndo apresentou pontuacao
de escore >1.7 na aplica¢ao do protocolo rapido. Esse fato pode ser justificado pelo ano de
introducdo da técnica empiricamente na rotina de hemoculturas, sendo realizada em
concomitancia com treinamentos relacionados ao protocolo e manuseio do MALDI-TOF MS.

O historico clinico infeccioso dos pacientes ndo obteve significancia estatistica quando
relacionado a pontuacdo de identificacdo dos isolados. Uma limitacdo do estudo foi a falta de
acesso aos dados clinicos relacionados as prescri¢des de terapias medicamentosas e tempo de
exposi¢des as mesmas. Este fato pode estar associado a analise de diferentes ordens etiologicas
dos pacientes, sendo um grupo com alto grau de heterogeneidade e diversas terapias
antimicrobianas instituidas. A exposi¢do a terapia antimicrobiana e tensdes produzidas pelo
microambiente do hospedeiro modificam a arquitetura da parede celular fungica, criando cepas
mutantes que expressam diferentes niveis de composic¢des celulares, incluindo alteracdes nos
niveis de peptideos e proteinas , sendo estas as principais biomoléculas analisadas pela
metodologia de MALDI-TOF MS (JANG; KIM, 2018; JENSEN, 2016; LIMA; COLOMBO;
DE ALMEIDA JUNIOR, 2019; SATISH et al., 2019).
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7

CONCLUSAO

» A andlise retrospectiva da aplicacdo do protocolo rapido para o diagnostico de ICS por

fungos leveduriformes demonstrou as vantagens da identificacdo precoce dos episddios
de fungemia. Houve otimizacdo em pelo menos 24 horas do tempo de diagndstico
clinico em 38,7% dos casos, sendo a notificacdo clinica da espécie realizada para a
equipe médica em aproximadamente quarenta minutos apos a positividade da
hemocultura, evidenciando a importancia da técnica do protocolo rapido aplicada

diretamente na rotina do laboratorio clinico.

Além de répido, o protocolo apresenta custos significativamente baixos em comparagao
com kits comerciais disponiveis no mercado. Para a implementacdo da técnica durante
o periodo analisado foi necessaria apenas a obtencdo do insumo saponina, sendo 0s
demais usualmente utilizados na rotina de identificacdo do laboratorio.

O treinamento da equipe refletiu diretamente no desempenho da aplicagédo do protocolo.

Desenvolvimento de um Procedimento Operacional Padrdo (POP) descrevendo toda a

metodologia e aplicabilidade da técnica (Apéndice C).

Desenvolvimento de uma Cartilha de Trabalho explicativa com os procedimentos

basicos de notificacBes e registro de valores criticos (Apéndice D).
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Compromisso e Responsabilidade

Mirkaida 43 Séce 2 INI

Pocuz

TurdacSo Osmwido Cruc T =
Inasituto Macional de infectologly Evandro Chagas Evasdro Chagas

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, Simone da Costa Cruz Silva, Coordenador do projeto de pesquisa
intitulado “Padronizagio da espectrometria de massa MALDI TOF MS para a
identificagiic rapida de fungos leveduriformes a partir de hemoculturas
positivas”, comprometo-me a manter a confidencialidade dos dados coletados,
assim como a privacidade dos participantes do projeto,

A identidade dos participantes e os resultados obtidos com este projeto
serdo mantidos em um banco de dados sob a minha responsabilidade.

Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em
comunicagdes cientificas mantendo o anonimato dos participantes, eo
material wtilizado ndo serd empregado em outras pesquisas, a ndo ser quando
abertos novos protocolos com a devida aprovaciio pela Coordenagiio do CEP.

Rio de Janeiro, 17 7/

4 ( - \ z
e gl ou LA 5 NG
Sancne do Costa Cpez O3 -
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APENDICE B — Termo de Anuéncia Institucional

N yans ma Hede INE
O

Tardecho Ourewide e -

s tine Nacioral de Mincieboghy Evandoo Chages Vv b gt

TERMO DE ANUENCIA INSTITUCIONAL

Prexsdo Dowter Helbs Magarinos Terres Filbo, Dirctar Médico de Richet Medicina &
Dingndstico / Rede D°Or Sao Luiz,

Vuhwnubdmwlkimammﬁrqﬂndmlnm@omauﬂiaﬁoh
pesquist intitulads PADRONIZACAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI TOF
MS PARA A IDENTIFICACAO RAPIDA DE FUNGOS LEVEDURIFORMES A
PARTIR DE HEMOCULTURAS POSITIVAS. sob minhs responsabilidade.

A pesquisa, realizada no dmbivo do Lostituo Niciosal de [nfoctologia Evandro Chagas
(INI} - Fiocruz, tem como objctive podrosdzar ¢ avaliar a aplicabilidade do peotocoko de
dingnistico rapido por MALDITOF MS em infecpdes de corrente samguinea por fongos
leveduriformes, bein comw maliara cormelsgdo entre o subcuitivo microbiologicn em mcio solido
¢ 0 peotocalo ripido de identificagio. T peovists a realizagio da seguinte etapa metodoligica no
Ambito desta instituigdo: wndlise mmospectiva de copas levedariformes detectadas a pantr de
hetmocultans posifivas de paciemes hospitalares ¢ ansbolaioeiats rocebidas e processsdas
Microbiologia do Richet Medicing & Diagnostico e Microbialogia Central Rede [)'Or Sto Luiz,

Informo também que o projelo de pesquisa serd avaliado pelo Comitd de Exica em

Pesquisa do Instituto Nachonal de Infectologs Evandro Chagas (IND) / Fiocruz o que & pesquisa
0 serh inicioda 4pos a sua aprovagdo por este comitd,

Samamy da.n(‘mﬁ._ﬁuf_ﬂmr____

Pesquisadr Responsdvel

Declaro csiar de acordo com a renlizagho da pesquisa no fmbito dests |nstitugiio, desde
que aprovada pelo comitd de ética

Filk
Rio de Janciro. 16 /) 2019 %

CRM S2AT1 7%

Responsivel begal pelas insituigBo




APENDICE C - Procedimento Operacional Padr&o - POP

IDENTIFICACAO RAPIDA DE LEVEDURAS A
PARTIR DE HEMOCULTURAS POSITIVAS POR
MALDI-TOF MS

MIC005 V01

ELABORADO:
JULHO/2021

Emissdo: 06/07/21

Dickinson).

Identificagdo de microrganismos para auxilio no diagnéstico etiol6gico de fungemias, infec¢des
sistémicas e outras entidades clinicas a partir de frascos de hemoculturas detectados como
positivos pelo sistema de monitoramento continuo automatizado Bactec® FX (Becton

Identificagdo de microrganismos por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF MS), a partir de
frascos de hemoculturas positivos através da aplicagdo do protocolo répido de identificacéo.

POP — Procedimento Operacional Padréo
CIQ - Controle Interno da Qualidade

4.1 — Amostras
positivos pelo equipamento.

4.2 — Frascos Adequados

Frascos de hemoculturas do sistema Bactec® FX (Becton Dickinson) detectados como

e  Frasco para Hemocultura Aer6bio Adulto BACTEC PLUS AEROBIC/F®

e  Frasco para Hemocultura Aerébio Pediatrico BACTEC PEDS PLUS/F®

e Frasco para Hemocultura Anaerébio Adulto BACTEC PLUS ANAEROBIC/F®
e  Frasco para Micobactérias e Fungos BACTEC MYCO/F LYTIC

5.1 — Reagentes

e Alcool 70%

e Solucéo de Saponina 1%
e Acido Formico 98%

e Matriz HCCA
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5.2 — Estabilidade e Armazenamento

De acordo com o rotulo dos reagentes e especificagGes do fabricante.

5.3 — Preparacéo de Reagentes

Consultar POP MIC 04 — PREPARO DE REAGENTES MALDI-TOF MS.

5.4 — Equipamentos

Centrifuga
BACTEC® FX
MALDI TOF-MS

5.5 — Materiais Utilizados

Equipamentos de Prote¢do Individual

Frasco(s) de hemocultura(s) positiva(s) retirado(s) do equipamento Bactec®
Tubos Eppendorf® 2 ml contendo 0,5 ml de Saponina 1% previamente esterilizada
(lotes controlados internamente)

Seringa 3 ml e agulha (para usar com a amostra de hemocultura)

Palitos de madeira

Agua de injecio em flaconetes

Target

Pipeta

Ponteiras estéreis com barreira

Mapa de trabalho MALDI

6.1 — Protocolo Rapido

1)
2)
3)

4)

Desinfetar a tampa do(s) frasco(s) Bactec® positivos que foram recém-removidos do
equipamento com alcool 70% e gaze. Homogeneiza-los por inversao;

Transferir 1 ml da amostra de hemocultura positiva do frasco Bactec® para o tubo
Eppendorf ® contendo a Saponina a 1%, homogeneizar em vortex;

Desprezar a seringa e agulha na caixa de perfuro cortante e deixar que a Saponina 1%
atue por alguns minutos na amostra;

Centrifugar por 2 minutos e 30 segundos a 14680 rpm na centrifuga Eppendorf® 5424;
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5)
6)
7)
8)
9)

Desprezar o sobrenadante (decantando por inversao);

Desprender o “pellet” do fundo do tubo com auxilio de um palito de madeira;
Adicionar agua para injecdo até completar a marca de 1ml do tubo de Eppendorf®;
Levar o tubo ao vortex até obter homogeneizacdo total e dissolugdo do “pellet”;
Centrifugar novamente por 2 minutos e 30 segundos a 14680 rpm na centrifuga
Eppendorf® 5424;

10) Decantar e desprezar o sobrenadante por inverséo;
11) Desprender e dissolver o “pellet” com o auxilio de um palito de madeira (até dissolver

completamente);

12) Com um novo palito de madeira, homogeneizar o “pellet” no fundo do tubo e transferir

0 material para target em duplicata;

13) Esperar secar naturalmente;

14) Cobrir com 1 microlitro de &cido férmico 98%;

15) Esperar secar naturalmente;

16) Cobrir com 1 microlitro de matriz HCCA;

17) Proceder com a leitura no equipamento Maldi Microflex Biotyper.

6.2 — Fluxo de Trabalho — Protocolo Répido

" 7 wemocuttura
!! POSITIVA

1

B i
|

PROTOCOLO RAPIDO - SAPONINA

@ IMLOESUBCULTIVO  ———#  ADICAO DE 500 sl DE SAPONINA A 1%

‘ POSITIVO l

CENTREUGAGAD 2MIN 30

SEG/ VELOCIOADE 14680 ¥ HOMOGEINZAR

oy  DESCARTE G
| sosmemsoanreyy  —— :m DO PELLET NA PLACA
| avacemoo
SEDIMENTO {2X)

1 4L DE ACIDO FORMICO
298% / 1 ik DA SOLUGAD

MATRZ
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e Uso de Bacterial Test Standard (BTS)
e Controles Internos para Reagentes utilizados no procedimento do MALDI-TOF MS:
—>CIQ 01 - Controle e Uso das Solu¢ées MALDI

->CIQ 02 — Controle e Uso Matriz HCCA MALDI
—>CIQ 03 — Controle e Preparo Lotes Saponina 1% MALDI

Nicleo: Microbiologi [ Unidade: [Periodo: 120
CONTROLE DE UTILIZACAO E TROCA DE REAGENTES MALDI-TOF

Procedi lugd 123456 [7]s[9 [to]u]iz]13[1a15]16]17 [18]19[20]21]2223[24 [25[26]27[28]29[30] 31
1 | Aliquotagem Troca

Acetonitnla 100%
2 | Eranal 100%
3 | Alisuotazem Troca

Acido Fémmico 98%
4 | PrepraTroea

Acido Triflucroacético 80%
5 | FreparaTroca

Etanol 70%
& | Prepere de

Solvente Orginico (0F)

CONTROLE DE PREPARO DE BT5 (BACTERIAL TEST STANDARD) B
Data Prepara % Lote BTS Data Validade Nimero de Tubos Técnico Observagdes adicionais/Ocorréncias ¢ Agdes Corretivas
apos preparo aliquotados Responsavel
Reviséo Final Data Revisio Final:
[Nicleo: Micrebiologia [ Unidade: |
1
CONTROLE DE PREPARO DE MATRIZ HCCA
Data Preparo #Lote Matriz HCCA Data Validade apas Técnico Responsavel Observagbes adicionais/Ocorréncias e Agdes Corretivas
preparo

Revizdo Final: Data Revisdo Final:




[Nicleo: Microbiologia [ Unidade:

Solugdo: SAPONINA 1%
Finalidade: Técnica de MATDI-TOF em Hemoculturas
Apresentagiio: Aliquotas de 1,5 ml em tubos criogénicos; Esterelizada por
Tipo de Controle: Monitoramento do preparo de lotes
CONTROLE DE PREPARO DE SOLUCAO DE SAPONINA 1% PARA MALDI
Data do Prepare Fabricante # Lote interno Responsavel | Data da validagiio # Amostra usada para Observagdes/Ocorréncias
#Lote Richet pelo preparo validagio/microrganismo
Validade
Revisdo Final: Data Revisdo Final:

8.1 — Interpretacdo

Resultados de identificagdes de leveduras com pontuagdes de escores >1.7 sdo considerados
aceitaveis, com no minimo 4 repeticdes consecutivas para a mesma espécie na lista de
correspondéncia do banco de dados.

Nota:
Sobre Analise de Consisténcia das Identificagdes Microbianas e Resultados Laboratoriais:

As eventuais mudancas taxondmicas que sejam propostas e que possam potencialmente
interferir nos resultados e escolha terapéutica de antimicrobianos utilizados no tratamento do
paciente serdo incorporadas pelo laboratorio para a adogdo de pontos de corte e critérios
interpretativos.

Os nomes de Género e/ou Espécie que sofrerem mudangas taxondmicas serdo aplicados aos
laudos do Setor de Microbiologia podendo haver impacto no grupo de antimicrobianos a ser
reportado no teste de sensibilidade daquele microrganismo.

As nomenclaturas taxondmicas s6 se tornam validas a partir de suas publicacbes no
International Journal of Systematic & Evolutionary Microbiology (IJSEM).

8.2 — Valores Criticos e Notificacdo Especial

Reportar pelo telefone ao médico assistente ou ao plantonista da unidade de internacéo a
identificaclo de microrganismos com valor em hemocultura com escores aceitaveis obtidos no
equipamento de MALDI-TOF MS.

Os resultados parciais de Hemoculturas Positivas sdo langados no Sistema de Informética
Laboratorial (SIL) — Mddulo de Diligenciamento - Se¢io de “Notificagdo de Valores Criticos”
(“NVC”) e transmitidos automaticamente via e-mail para a CCIH das Unidades Hospitalares.

86



8.3 — Modelo de E-mail para Notificacdes de Valores Criticos

Destinatario

Para: NVC Hemoculturas - CCIH

NOTIFICACAO —VALORES CRITICOS

Mome do Paciente:
Teleforie doPaciente:
E-mail doPaciente:
Ordem de Servigo:
Médicals) Requisitante:
Exame: Hemocultura
Material: 3angue Periférico ouVia Cateter
Data de Coleta:

Hora de Coleta:
Avisado por

Acrigado a;

Observagdo:

Mota: &5 informagfes e documentos que constam nesta mensagem eletrSmica cont@m
dados de Sandde privilegiados gue se destinam apenas ao uso do individuo oo
instituigBes médicas cotrelatas. O destinatdrio autorizado estd proibido a divalgar estas
informagdes para gqualgquer outra patte ndo desighada. Caso ndo seja o destinatdrio
pretendido, considere-se agqui notificado da proithigdo contra gqualguer divialgagio, cdpia
o distribicdo do conteddo desta mensagem e documentos anexados. Caso tenha
recebido esta informagio por engano, por favor notifique o remetente imediatamente e
providencie a eliminagio deste conteido.

87



Fatores Interferentes

inaceitaveis;

Biotyper.

ou ndo ao método.

Presenca de >1 microrganismo em um Unico frasco de hemocultura;

Determinados meios de cultura contendo substéncias interferentes podem resultar em escores

Microrganismos que ndo constam no banco de dado do equipamento Bruker Maldi Microflex

Nota: Baixos escores de identificacdo podem ser atribuidos a fatores diversos, inerentes

Ver Manual da Seguranca

Utilizar sempre EPI

Utilizar sempre sapatos fechados

Utilizar sempre cabelos presos

Lavar as maos ao calcar e retirar as luvas.

Legislacdo vigente da SES — RDC 1213 e RDC 302
Critérios de certificacdo da Qualidade PALC / SBPC
Critérios de certificacdo da Qualidade INMETRO

Critérios de certificacdo da Qualidade — Norma Internacional 15189
Critérios de Biosseguranca vide Manual da Seguranga, identificado como NOR 006
MALDI TOF MS - Controle de Qualidade em Microbiologia Clinica

Diretorio \\srvnt24\Pop\Qualidade do ano vigente.

Uma copia em rede da pasta do Setor de Microbiologia para todos os computadores através do

Elaborado por: | Gabriela Souza de Castro Julho 2021
Revisado por: | Cassiana da Costa Ferreira Leite Julho 2021
Aprovado por: | Simone da Costa Cruz Silva Julho 2021
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APENDICE D - Cartilha de Trabalho

ORIENTACOES GERAIS SOBRE A IDENTIFICAGAO RAPIDA DE
LEVEDURAS A PARTIR DE HEMOCULTURAS POSITIVAS POR MALDI-
TOF MS

Repique em Protocolo Nolificagdo Registros no
=, : q stoco < . 0s N
Frasco de Coloracao ; S Telefonica Registro de giITas g

et 2 3 Agar Rapido / v % Registro de Mapa de
Hc:rviug_ulturo . de (.m::[n do . S MALDLTOF . paraa . Andamento . NVC no SIL . Trabalho
Positivo Frasco Chocalate Ms Unidade de no SIL Enees

Internacao

Resultados de identificagdes de leveduras com escores 21.7 sGo considerados aceitaveis, com no minimo 4 repeticdes consecutivas para a
mesma espécie na lista de comrespondéncia do banco de dados.

Reportar pelo telefone ao médico assistente ou co plantonista da unidade de internagdo a identificagdo de microrganismos com escores
aceitaveis obtidos no equipamento de MALDI-TOF MS.

Registrar a notificagéo de Hemoculiuras Positivas no Sistema de Informdtica Laboratorial (SIL) — moédulo de Diligenciamento - Segdo de
“Notificagdo de Valores Criticos" (*NVC") e transmitir automaticamente via e-mail para a CCIH das Unidades Hospitalares.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer Consubstanciado do CEP

INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO ‘GGl -
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: F‘ADHDNIEACJE_;D DA ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI TOF MS PARA A
IDENTIFICACAC RAPIDA DE FUNGODS LEVEDURIFORMES A PARTIR DE
HEMCOCULTURAS POSITIVAS

Pesquisador: Simone da Costa Cruz Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 28085018.0.0000.5262

Instituigdo Proponente: INSTITUTO MACIOMAL DE INFECTOLOGLA EVANDRD CHAGAS - INVFIOCRUZ
Patrocinador Principal: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INVFIQCRUZ

DADOCS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.801.150

Apresentagio do Projeto:

Resposta ao parecer Mamero: 3.766.951, referente ao projeto - PAD FEGNIEA';:E;{] DA ESPECTROMETRIA
DE MASSA MALDI TOF M5 PARA A |D‘ENT|F|CA|;.5|.'D RAPIDA DE FUNGOS LEVEDURIFORMES A
PARTIR DE HEMOCULTURAS POSITIVAS

Objetive da Pesquisa:

Os objetivos ndo foram alterados em relagdo a primeira versio do projeto.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios ndo foram atterados em relagdo a primeira versdo do projeto

Comentarios e Consideragies sobre a Pesguisa:

A coordenadora da pesquisa incluiv na Plataforma Brasil a carta de anuencia da Instituicie Laboratorios
Richet Medicina e Diagnostica/Rede D'0Or S0 Luiz, Dr. Helio Magarinos Torres Filho.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigataria:

Os Termos de Apresentagio obrigatdria nde foram modificades em relagdo a primeira verso. M&o ha oufras
consideragdes a serem feitas.

Recomendagoes:

M&o hé recomendacdes a serem feitas
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INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO
CHAGAS - INI/ FIOCRUZ

Corfdnuagdo do Parecer 3.804.159

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mao ha inadequagdes a serem feitas

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

g

Tipo Documenio Arguivo Fostagem Autor Situacéo
Informagoes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20M2/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1468414, pdf 13:32:18
Chutros Termo_de_anuencia_institucional . pdf 20122018 [ Simone da Costa Aceito

13:30:31 | Cruz Silva
Cluiros Resposta_ao_perecer_consubstanciade | 20011212018 | Simone da Costa Aceito
[ _ CEP 37860961.pdf 13:27:38 | Cruz Silva __
Projeto Detalhado /| |PROJETO docx 25011/2018 | Simone da Costa Aceito
Brochura 10:03:08 | Cruz Silva
Investigador
Cluiros Termodecompromissoceresponsabilidade| 25/11/2018 | Simone da Costa Aceito
pdf 08:48:27 | Cruz Silva
TCLE! Termos de  |TERMODEDISPEMSADOTCLE. pdf 251112018 |Simone da Costa Aceita
Assentimento / 08:47:14 | Cruz Silva
Justificativa de
Auséncia
Falha de Rosto Falhaderosto_frente. pdf 2511/2018 | Simone da Costa Aceito
018:34:48 | Cruz Silva

Situagac do Parecer:
Aprovada

Mecessita Apreciagaoc da CONEP:

Maa

RIC DE JANEIRD, 15 de Janeiro de 2020

Assinado por:

Mauro Brand3o Carneiro

(Coordenadoral)
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