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RESUMEN

Los catéteres venosos centrales (CVC) son los disposos intravasculares
mas utilizados en la practica clinica moderna y son de fundamental importancia
para el tratamiento de muchos pacientes. La infeccion del torrente sanguineo
relacionada con el CVC es una de las principales complicaciones de su uso. La
dificultad de diagnosticar infecciones asociadas con el uso de CVC es uno de los
problemas que enfrentan los clinicos. En este sentido, la espectrometria de
masas MALDI-TOF se presenta como una novedad prometedora para los
procedimientos de diagndstico de Microbiologia Clinica, utilizandose para

identificaciones directamente a partir de muestras clinicas.

El propdsito de este estudio es desarrollar un método que permitiera un
diagnostico etioldgico rapido de la infeccion del catéter, con una sensibilidad y

especificidad al menos similar a los métodos de cultivo.

La muestra en estudio incluyd 105 puntas de catéter de individuos con
bacteriemia asociada al CVC e ingresados en los servicios de la Unidad Local de
Salud de Guarda. El CVC se retird de los individuos para evaluacion/diagndstico
microbiologico. Para el diagndstico microbioldgico de la punta del catéter se
evaluaron mediante un método de diagndstico semicuantitativo, un método
cuantitativo y EM-MALDITOF.

Los resultados obtenidos indicaron que los resultados positivos del EM MALDI-
TOF, con una puntuacion superior a 1,7, presentan una excelente correlacion
con las técnicas convencionales, por lo que pueden asumirse como una técnica
de diagnodstico rapido y con una fiabilidad muy alta, tanto a la hora de
establecer la criterios de infeccion y en términos de identificacion especifica
del microorganismo involucrado, lo que contribuira a orientar las decisiones
clinicas, decisiones que se reflejaran en mejores resultados de salud, asi como
en la reduccion de costos asociados a este tipo de infecciones. También son
relevantes los resultados obtenidos com Klebsiella pneumoniae spp. (22,2%),
seguido de Staphylococcus aureus (11,1%), Candida spp. (10,3%), Pseudomonas

aeruginosa (8,6%) y Enterococcus spp. (5,1%).



El diagnostico rapido y preciso de la infeccion asociada a CVC es esencial
para guiar las decisiones clinicas, garantizar una mejor atencion y reducir las
tasas de mortalidad y morbilidad, asi como los costos asociados con las

estancias hospitalarias.

Palabras clave: CVC, Infecciones asociadas a catéteres venosos centrales;
Bacteriemia; Diagnostico microbiologico de infecciones asociadas al CVC;
MALDI-TOF



RESUMO

Os Cateteres Venosos Centrais (CVC) sao os dipositivos intravasculares
mais utilizados na pratica clinica moderna, e de fundamental importancia para
o tratamento de muitos pacientes. A infecao da corrente sanguinea relacionada
com CVC constitui uma das principais complicacées do seu uso. A dificuldade
de diagnosticar as infecoes associadas ao uso de CVC € um dos problemas com
que muitos clinicos se deparam. Neste sentido, a espectrometria de massa
MALDI-TOF surge como uma promissora novidade aos procedimentos de
diagnosticos de Microbiologia Clinica sendo utilizada para identificacoes

diretamente a partir de amostras clinicas

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método que permita um
diagndstico etiologico rapido de infecbes associadas a CVC, com sensibilidade e

especificidade pelo menos semelhantes aos métodos de cultura.

A amostra em estudo contemplou 105 pontas de cateteres de individuos
com bacteremia associada a CVC e internados nos servicos da Unidade Local de
Saude da Guarda. Aos individuos foi retirado o CVC para avaliacao/diagndstico
microbiologico. Para o diagnostico microbioldgico da ponta do cateter estes
foram avaliados por método de diagndstico semi-quantitativo, por método

quantitativo e os seus caldos por EM MALDI-TOF.

Os resultados obtidos indicaram que os resultados positivos de EM MALDI-
TOF, com uma pontuacao superior a 1,7, apresentam uma excelente
concordancia com as técnicas convencionais, pelo que podem ser assumidos
como uma técnica de diagndstico rapido com uma fiabilidade muito elevada,
tanto em termos de estabelecimento do critério de infecdo como em termos de
identificacao especifica do microrganismo envolvido o que contribuira para a
orientacao de decisdes clinicas, decisdes essas que se irao refletir em melhores
resultados em saude, bem como na reducao de custos associados a este tipo de
infeces. Este estudo possibilitou ainda a avaliacao da distribuicao
epidemiologica deste tipo de infecdes, verificando-se que a predominancia das
infecGes associadas a CVC por Staphylococcus coagulase negativo. Com

relevancia ainda os resultados obtidos com o isolamento de Klebsiella



pneumoniae spp. (22,2%), seguindo-se Staphylococcus aureus (11,1%), Candida

spp. (10,3%), Pseudomonas aeruginosa (8,6%) e Enterococcus spp. (5,1%).

O diagnostico rapido e preciso da infecao associada a CVC é essencial
para orientacao das decisoes clinicas, garantindo melhores cuidados e
reduzindo os indices de mortalidade e morbilidade, bem como custos associados

a permanéncia hospitalar

Palavras-chave: CVC, Infecdes associadas a cateteres venosos centrais;
Bacteremia; Diagndstico Microbiologico de infecdes associadas a CVC; MALDI-
TOF



ABSTRACT

Central Venous Catheters (CVC) are the most used intravascular devices
in modern clinical practice, and are of fundamental importance for the
treatment of many patients. CVC-related bloodstream infection is one of the
main complications of its use. The difficulty of diagnosing infections associated
with the use of CVC is one of the problems that many clinicians face. In this
sense, MALDI-TOF mass spectrometry appears as a promising new addition to
Clinical Microbiology diagnostic procedures, being used for identifications

directly from clinical samples.

The objective of this studywas to develop a method that allows a rapid
etiological diagnosis of catheter infection, with sensitivity and specificity at

least similar to culture methods.

The study sample included 105 catheter tips from individuals with
bacteremia associated with CVC and admitted to the services of the Local
Health Unit of Guarda. The CVC was removed from the individuals for
microbiological evaluation/diagnosis. For the microbiological diagnosis of the
catheter tip, they were evaluated using a semi-quantitative method, a
quantitative method and their broths by MALDI-TOF MS.

The results obtained indicated that the positive results of EM MALDI-TOF,
with a score greater than 1.7, present an excellent correlation with
conventional techniques, so they can be assumed as a rapid diagnostic
technique with very high reliability, both in terms of establishing the infection
criteria and in terms of specific identification of the microorganism involved,
which will contribute to guiding clinical decisions, decisions that will be
reflected in better health outcomes, as well as in the reduction of costs
associated with this type of infections. Also relevant are the results obtained
with the isolation of Klebsiella pneumoniae spp. (22.2%), followed by
Staphylococcus aureus (11.1%), Candida spp. (10.3%), Pseudomonas aeruginosa

(8.6%) and Enterococcus spp. (5.1%).



Rapid and accurate diagnosis of CVC-associated infection is essential for
guiding clinical decisions, ensuring better care and reducing mortality and

morbidity rates, as well as costs associated with hospital stays.

Key words: CVC, Infections associated with central venous catheters;
Bacteremia; Microbiological diagnosis of infections associated with CVC; MALDI-
TOF
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INTRODUCCION

El uso de dispositivos intravasculares con fines diagnosticos y terapéuticos
es cada vez mas comln, especialmente en pacientes con situaciones clinicas
agudas o cronicas graves (Gaynes y Jacob 2021). Su uso para la administracion
de liquidos intravenosos, hemoderivados, medicamentos y monitorizacion
hemodinamica se ha convertido en un componente esencial de la medicina
moderna en pacientes hospitalizados (Gominet, Compain et al. 2017, Guzek,
Rybicki et al. 2022). Se estima que el 70% de los pacientes ingresados en un
hospital se someten a este procedimiento en algin momento de su estancia
(Slobbe, Barzouhiet al. 2009, Osorio, Oliveira et al. 2023). En Espana y segun
datos del programa de estudios sobre prevalencia de infecciones nosocomiales
(programa EPINE, https://epine.es/), se considera que alrededor del 70% de los
pacientes ingresados en hospitales son portadores de uno de estos dispositivos
en algun momento y que en el 7% de los pacientes el Dispositivo Intravascular
(DIV) utilizado es un catéter venoso central (CVC), colocado temporal o
permanentemente (tipo Hickman® o Port-acath®)(Ferrer y Almirante 2014). En
este sentido cabe destacar que existen numerosos tipos de catéteres y
dispositivos intravasculares con diferentes caracteristicas y finalidades. Los
catéteres arteriales periféricos y los catéteres pulmonares se utilizan por
periodos cortos de tiempo. Los primeros son los mas utilizados y los que menos
complicaciones infecciosas presentan, aunque algunos estudios muestran un
aumento de las tasas de infeccion asociadas a este tipo de dispositivos (Mayer,
Greeneet al. 2012,Mermelada 2017,Mansilla, Ahufingeret al. 2018), estos
ultimos generalmente estan recubiertos de heparina y presentan poco riesgo, y
la colonizacion no es comun. Finalmente, los CVC son los que causan la mayoria
de las infecciones relacionadas con el catéter (Garcia-Rodriguez, Gomezet al.
2010,Almirante y Pahissa 2013,Gaynes y Jacob 2021) y que también requieren

mas atencion por parte de los grupos de infeccion.

Un CVC es un dispositivo vascular que se inserta percutaneamente a través
de un acceso venoso central (subclavio, yugular, femoral o axilar) que se utiliza

para inyectar nutricion parenteral, productos sanguineos o liquidos que



danarian una vena periférica mas pequefa. También se utiliza para
hemodialisis, obtencién de productos sanguineos y medicion de la presion
venosa central (Gominet, Compainet al. 2017, Guzek, Rybicki et al. 2022). Asi,
estos son los dispositivos intravasculares mas utilizados en hospitales,
especialmente en medicina intensiva, ya que facilitan el tratamiento y
diagnostico de pacientes criticos (L. Zhang, Gowardmanet al. 2016,Rodrigues,
Diaset al. 2016,Novosad, Fikeet al. 2020, Guzek, Rybicki et al. 2022) y su uso
permite el acceso directo desde el ambiente externo al intravascular (Gaynes
y Jacob 2021). Sin embargo, el CVC funciona como un cuerpo extrano y su uso
presenta varios riesgos, desencadenando muchas veces un proceso inflamatorio
en el lugar de insercion y su contacto con el torrente sanguineo también plantea
un riesgo inminente de propagacion de microorganismos que pueden

desencadenar infecciones sistémicas graves (Slobbe, Barzouhiet al. 2009).

La infeccion relacionada con el CVC es una de las principales complicaciones
de su uso y la primera causa de bacteriemia nosocomial primaria (Slobbe,
Barzouhiet al. 2009). Sin embargo, en cuanto a la terminologia de las
infecciones asociadas al catéter, ésta también es confusa y se utiliza de forma
indiscriminada. En este contexto, es pertinente distinguir los tipos de
infecciones asociadas a los catéteres vasculares y sus principales
complicaciones. Por ello, los estandares internacionales publicados por el
“Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades” (CDC) distinguen dos
tipos de infecciones: las complicaciones locales que ocurren en ausencia de
bacteriemia, aparentemente porque estan asociadas con el propio catéter, y
las infecciones del torrente sanguineo asociadas con los catéteres. Siendo esta
ultima una definicion clinica que requiere pruebas de laboratorio especificas
que identifiquen el catéter intravenoso como fuente de infeccion (O'Grady,
Alejandroet al. 2011). Estas infecciones tienen un origen multifactorial y
complejo, siendo varios los factores que contribuyen a que estos dispositivos
sean susceptibles a la contaminacion. Las tasas de infeccion relacionadas con
CVC varian considerablemente segin el tamafo del hospital, los
servicios/unidades y el tipo de catéter (O'Grady, Alejandroet al. 2011).
Ademas, las tasas de infeccidon también se ven influenciadas por los factores de

riesgo intrinsecos de los pacientes, como el tipo y la gravedad de la



enfermedad, asi como por los parametros relacionados con el catéter, es decir,
las condiciones y el lugar de insercion. (Cabrero, Robledo et al. 2023). Por
tanto, para que se produzca una infeccion asociada al catéter, los
microorganismos deben tener acceso a la superficie intraluminal o extralumial
del CVC, con posterior adhesion y formacion de biopeliculas, que les permita
una infeccion sostenida con posterior diseminacion hematodgena. (Donlan y
Costerton 2002, Cabrero, Robledo et al. 2023,Refuveille, Josseet
al.2017,Cabrero, Robledoet al.2023,Francia 2023). La colonizacion de la punta
del CVC precede a la infeccion, y este acceso puede ocurrir a través de tres
vias diferentes: colonizacion extralumial, colonizacion intralumial y

colonizacion hematogena.

En este sentido, la dificultad para diagnosticar las infecciones asociadas
al uso del catéter es uno de los problemas a los que se enfrentan muchos
médicos (Aldea Mansilla, Martinez-Alarconet al. 2019,Blot, Poulakouet
al.2019,Lorente, Lecuonaet al.2022). Esta evaluacion se basa inicialmente en
la sospecha clinica de infeccion por cambios en el sitio de insercion de la punta
del catéter, es decir, signos clinicos como presencia de dolor, calor, edema,
eritema, exudado purulento cerca del sitio de insercion del catéter y signos
sistémicos como fiebre, hipotension y taquicardia. Sin embargo, el cuadro
clinico suele ser inespecifico, lo que requiere un diagnostico de laboratorio para
confirmar la infeccidn relacionada con el catéter. (Gominet, Compainet al.
2017,Chaves, Garnacho Monterobet al. 2018,Canton-Bulnes y Garnacho-
Montero 2019). En este sentido, el diagndstico preciso y temprano de la
infeccion del torrente sanguineo asociada con el uso de catéteres es esencial
para guiar las decisiones profesionales, y en las Ultimas décadas se han
desarrollado varias pruebas de diagndstico para una mejor orientacion clinica.
(Naomi P. O'Grady, Mary Alexanderet al. 2011,Mansilla, Ahufingeret al.
2018,Safdar, Abadet al. 2019, farina, Cornistein et al. 2019). Estas pruebas se
clasifican en términos generales como métodos que requieren la extraccion del
dispositivo intravascular y son el tema central de esta investigacion mas
detallada, y aquellos que no lo requieren. (Safdar, Abadet al., 2019). En
general, aquellos que requieren extraccion del dispositivo involucran cultivos

cuantitativos (Maki y Sonication) o cualitativos del segmento del catéter,



aquellos que no requieren extraccion e involucran hemocultivos pareados o

examen de citocentrifugacion.

La identificacion de microorganismos aislados por los métodos descritos
anteriormente se puede realizar utilizando métodos bioquimicos
convencionales y a través del sistema EM MALDI-TOF.EM MALDI-TOF es una
herramienta robusta para la identificacion fenotipica de microorganismos a
través del analisis de proteinas constituyentes de la pared celular y proteinas
ribosomales, aumentando su confiabilidad en comparacién con otras técnicas
fenotipicas convencionales. La secuencia y el tamano de las proteinas
ribosomicas estan altamente conservados entre diferentes especies bacterianas
y, por lo tanto, se utilizan para identificar tipos individuales de bacterias
(Bellido, Castano et al. 2012, Vrioni, Tsiamis et al. 2018). El espectro generado
por EM se interpreta como “huellas dactilares” de un taxon especifico,
discriminando especies de microorganismos estrechamente relacionadas. Esta
metodologia ofrece ventajas significativas como alta sensibilidad, velocidad de
analisis, capacidad de identificar multiples analitos y requiere solo pequenas
cantidades de muestra. Las aplicaciones clinicas de MALDI-TOF EM para aislados
bacterianos aumentan constantemente, desde la identificacion de especies y
bacteriemia, hasta las aplicaciones mas prometedoras en el futuro: deteccion
de resistencia antimicrobiana y tipificacion microbiana para estudios
epidemiologicos (Karas y Hillenkamp 1988, Ferreira, Vega et al. 2010, Bellido y
Buitrago 2015, Castano, Juanes et al. 2016). En caso de urgencia clinica, es
posible identificar el microorganismo patogenos directamente de muestras
bioldgicas (muestras de orina, sangre, exudados, caldos, etc.) (Ferreira,
Sanchez-Juaneset al. 2011, Bellido, Castano.et al. 2012, Bellido y Buitrago
2015, Barberino, Silvaet al. 2017, Haider, Campaneroet al. 2023). Esta utilidad
pasa por poder ser utilizado directamente en muestras clinicas, principalmente
urocultivos y hemocultivos. En el primer caso se ha utilizado en combinacion
con diferentes métodos de diagndstico de infecciones urinarias con resultados
satisfactorios. En el caso de su uso en hemocultivos positivos, los porcentajes
de identificacion directa son elevados, especialmente en bacterias Gram-
negativas, y la orientacion terapéutica inmediata es sin duda su aporte mas

valioso. Cabe senalar que la tecnologia MALDI-TOF tiene, a priori, un



inconveniente para su uso global en muestras directas: aunque puede ser un
método de diagnostico muy especifico, no es un método especialmente
sensible, ya que requiere una cantidad considerable de proteinas. para obtener
perfiles fiables. Esto hace que, en muchas muestras en las que la concentracion
de microorganismos o la cantidad de muestra que se puede obtener es pequena
(LCR, liquido articular, liquido peritoneal...), su sensibilidad sea baja. Existe,
sin embargo, la posibilidad de superar esta limitacion, al menos parcialmente,
mediante una breve incubacion en medio liquido, lo que aumentaria
significativamente su sensibilidad y seguiria suponiendo un importante ahorro
de tiempo en el diagnostico (Bellido y Buitrago 2015). Por tanto, aunque faltan
estudios que sistematicen estos protocolos, es posible que esta estrategia
ofrezca valores de sensibilidad mas atractivos, con ganancias de velocidad ain
considerables. Asi, si la hipotesis propuesta revela un nuevo método
automatizado, sencillo, robusto, de bajo coste y con capacidad de
discriminacion y reproducibilidad similar a las técnicas convencionales, aunque
solo sea para algunos grupos de microorganismos, estaremos ante un avance
muy importante en el diagndstico de estas infecciones, principalmente porque
contribuira a orientar las decisiones clinicas, decisiones que se reflejaran en
mejores resultados de salud, asi como en la reduccion de costes asociados a

este tipo de infecciones.

El objetivo principal de este estudio fue desarrollar un método que permita
un diagnostico etiolégico rapido de la infeccion del catéter, con una
sensibilidad y especificidad al menos similar a los métodos de cultivo, pero con

una velocidad similar a los métodos de tincion.

MATERIAL Y METODOS

Caracterizacion de muestras

Este estudio se llevo a cabo en el Servicio de Patologia Clinica (SPC) del
Hospital Sousa Martins (HSM), de la Unidad Local de Salud de Guarda (ULSG),

en colaboracion con la Unidad de Proteomica (UP) del Instituto de



Investigaciones Biomédicas de Salamanca (IBSAL) de la Universidad de
Salamanca, siendo la ULSG una organizaciéon lider y de referencia en la
prestacion de atencion sanitaria a la comunidad y la UGP una unidad de
referencia internacional en el campo de la investigacion de la expresion de
proteinas. Consistid en la evaluacion/diagnostico microbiologico de 105 puntas
de catéter retiradas de individuos ingresados en los servicios de la ULSG, con
sospecha de infeccidn asociada a CVC y respectivos hemocultivos. La muestra
se recopilé durante 5 anos (2018-2023). Se incluyeron en este estudio los
dispositivos intravasculares extraidos de 108 individuos con sospecha clinica de
infeccion asociada a CVC y respectiva confirmacion de laboratorio de acuerdo
con las normas y estandares establecidos por los CDC para este tipo de
infecciones. Los criterios de exclusion fueron, cumplir con los criterios
definidos para el diagnostico de CRBSI por los CDC (O'Grady, Alejandroet al.
2011), todas las muestras de personas sospechosas de estar infectadas, pero
que no fueron recolectadas ni enviadas al Servicio de Microbiologia

hemocultivos de sangre periférica junto con el dispositivo intravascular.

La recoleccion de muestras se realizo de forma aséptica y antes de la
administracion de antimicrobianos, se extrajo el CVC y se cortd su porcion
terminal (aproximadamente 5 cm) y se coloco en un recipiente estéril de boca
ancha. Acompanando a este dispositivo intravascular hay un frasco de
hemocultivo obtenido de una vena no cateterizada, ubicada distal al punto de
insercion del catéter. Para garantizar una mayor positividad, los hemocultivos

se recogieron fuera del pico de fiebre del individuo.

Procesamiento de productos biolégicos.

El diagndstico microbioldgico de la punta del catéter se realizd mediante
métodos de diagnostico semicuantitativos y cuantitativos. Para detectar la
colonizacion extralumial (método semicuantitativo/Maki), la punta distal del
catéter se sembro sobre la superficie de un agar sangre (agar Columbia con 5%
de sangre de oveja (GS, (Biomérieux® 2023), #30), y con ayuda de unas pinzas
estériles se realizo el deslizamiento, rodando al menos 4 veces sobre la

superficie de la placa. Posteriormente, la placa se incubo6 durante 24 a 48 horas



a 37°C en condiciones aerobicas. Después de la incubacion, las colonias se
cuantificaron, segun criterios estandarizados por los CDC considerando el
criterio de positividad: un umbral de 15 o mas unidades formadoras de colonias
(UFC) por placa es indicativo de colonizacion (Maki, Weise et al. 1977,0'Grady,
Alexander et al. 2011, Almirante y Pahissa 2013 ,Mansilla, Ahufinger et al. 2018
para detectar la colonizacion intraluminal (Método cuantitativo/Sonicacion). La
punta del catéter se introdujo en 10 ml de caldo Tood Hewitt (BD® 2023), n.°
221714), se sonico durante 1 minuto a 40 KHz y 125 W (BANDELIN® Bactosonic,
n.° 3291), seguido de agitacion (IKA® Vortex 4 digital, n.” 14019) durante 15
segundos. Posteriormente se prepard una dilucion 1:100 en solucion salina y se
homogeneizo. A partir del caldo original y de la dilucidn 1:100 se inoculd un GS
mediante la técnica de siembra cuantitativa, incubandose el cultivo durante 18
a 24 horas a 37°C y en aerobiosis. El punto de corte establecido fue > 102
UFC/segmento, permitiendo asi distinguir entre el origen de la infeccion y el
de la colonizacion (O'Grady, Alexander et al. 2011,Gominet, Compain et al.
2017,Mansilla, Ahufinger et al. 2018). Se incubo el caldo Tood Hewitt sonicado
(BD® 2023), #221714) y después de 6 horas de incubacion (t=6h) se elimind una
pequena cantidad en un tubo cénico de 1,5 pL (Eppendorf®, #0030120086) para
su posterior analisis por EM. -MALDI-TOF

Este dispositivo intravascular se acompana de un frasco de hemocultivo (BD®
2023),#442193) obtenido de una vena no cateterizadas se incubd durante 5 dias
en el sistema automatizado de deteccion microbiana BD BACTEC™ (BD® 2023),
#442296), De los hemocultivos positivos, un GS y un Polyvitex Chocolate Agel

(PVX, (Biomérieux® 2023)#27) a través de la técnica cualitativa.

La caracterizacion fenotipica de los aislados bacterianos se realizo a
partir de la evaluacion de sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas
(tincion de Gram) y bioquimicas, la cual se realiz6 de forma manual y/o
automatizada, utilizando el equipo VITEK® 2 Compact (Biomérieux®,
#15/30/60).



Métodos protedmicos para la identificacion bacteriana: EN MALDI-TOF

Con el objetivo de identificar los microorganismos presentes en muestras
bioldgicas (Caldo Tood Hewitt (BD®2023), #221714) que contiene el CVC y se
sonico después de la incubacién de 6 horas) se utilizd el sistema de
identificacion MALDI-TOF/TOF Autoflex Ill® (Bruker Daltonics®, Bremen,
Alemania), que utiliza métodos de espectrometria de masas para medir un
perfil de proteina para que un microorganismo sea reconocido como un patrén
de identificacion Unico. Los espectros se adquirieron con el software
FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania) y luego se procesaron
utilizando el software Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania).
La preparacion de la muestra consistio en centrifugar 1,5 ml de caldo CVC,
durante 30 s a 2000 xg. Luego, el sobrenadante resultante se centrifugd
nuevamente durante 5 min a 15.500 xg para recolectar el sedimento
bacteriano, que se lavo con agua calidad LC-MS. (LiChrosolv®, Millipore) y una
pequena cantidad de bacterias transferidas directamente a los pocillos de las
placas objetivo MALDI (Bruker Daltonics®, #1840380) formando una fina
pelicula para su posterior identificacion. Las mediciones se realizaron en el
sistema de identificacion MALDI-TOF/TOF Autoflex Ill® (Bruker Daltonics®,
Bremen, Alemania) y los espectros obtenidos se procesaron con el software

MALDI Biotyper y FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania)

Las identificaciones MALDI-TOF se clasifican en: Confiable a nivel de
especie: cuando el puntaje en la comparacion entre el perfil del
microorganismo problema y la base de datos es mayor o igual a 2; Confiable a
nivel de género: cuando el puntaje es mayor o igual a 1,7 y menor a 2; Poco
fiable: cuando la puntuacion es inferior a 1,7, en este caso se considera un fallo

de identificacion.
Tratamiento estadistico

Las variables cuantitativas fueron descriptivas utilizando valores de media 'y
desviacion estandar. Las variables cualitativas fueron descriptivas mediante
frecuencias absolutas y relativas simples. La evaluacion de la coincidencia de

los métodos diagndsticos se realizo considerando: (i) deteccion de picos; v (ii)



los microorganismos identificados en las muestras en las que el EM MALDI-TOF
confirmé el mismo agente etioldgico de bacteriemia identificado por métodos
convencionales. La preparacion de los datos se realizd utilizando Microsoft
Excel (v. 16). El analisis estadistico de los datos y la construccion de graficos se

realizaron utilizando IBM SPSS v.29.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 105 pacientes con bacteriemia asociada a infeccion de
catéter venoso central (CVC), de acuerdo con los criterios generalmente
aceptados. Por tanto, todos pacientes tenian un aislado en hemocultivo
coincidente con, al menos, uno de los métodos convencionales de estudios de

infeccion de CVC (Maki o sonicacion).

De los 105 pacientes, 57 (54,3%) fueron varones y 48 (55,2%) fueron
mujeres. Las edad media global de los pacientes fue de 72,5 + 13,5 anos, siendo
de 71,3 + 14,1 anos en varones (intervalo: 45-93 anos) y de 73,6 + 12,4 afnos en

mujeres (intervalo: 47-94 anos).

Los principales servicios de origen fueron Medicina (40 pacientes, 38,1%),
UCI (20 pacientes, 19%) COVID (18 pacientes, 17,1%) y Cirugia (12 pacientes,
11,4%).

En todos los catéteres se consiguid aislamiento de microrganismos al
menos por uno de los métodos. En 95 casos (90,5%) de los casos se consiguio
aislamiento por ambos métodos, en 8 casos solo mediante la técnica de Maki

(7,6%) y en 2 casos so6lo mediante la técnica de sonicacion (1,9%).

Dentro de los 95 casos en que se detectaron microrganismos por ambos
métodos, la identificacion de los microrganismos fue, al menos, parcialmente
coincidente, en todos los casos. No obstante, en algunos de los casos la
coincidencia fue so6lo parcial. En cinco casos (4,8%), se detectaron dos
microrganismos mediante la técnica de Maki, y solo uno por sonicacion,

mientras en en 3 casos (2,9%) se dio la circunstancia inversa. Solamente en dos



casos se aislaron 3 microrganismos diferentes en alguno de los dos métodos, y
en ninguno de ellos fueron los tres coincidentes con los aislados obtenidos en

el hemocultivo, con lo que su significacion clinica es discutible.

Los microrganismos aislados con mayor frecuencia aparecen

reflejados en la Tabla 1

Tabla 1 - Isolamentos Bacterianos obtidos apds Cultura de CVC por método semi-

quantitativo e quantitativo

Método Semi- Método

Quantitativo Quantitativo
Microrganismo (Maki) (Sonicacao)

n f (%) n f (%)
Bacilos Gram Positivo 1 0,8 1 0,8
Candida albicans 7 5,5 7 5,9
Candida glabrata 2 1,6 2 1,7
Candida lusitaniae 1 0,8 1 0,8
Candida parapsilosis 2 1,6 2 1,7
Corynebacterium striatum 1 0,8 1 0,8
Egrt:g;)elz(acter cloacae 1 0,9 1 0,8
Enterococcus faecalis 4 3,1 3 2,6
Enterococcus faecium 3 2,3 3 2,6
Escherichia coli 4 3,2 3 2,6
Klebsiella pneumoniae 24 18,9 26 21,9

Proteus mirabilis 2 1,6 2 1,7




Método

Semi- Método
Microrganismo Quantitativo Quantitativo
(Maki) (Sonicacao)
n f n f
(%) (%)
Providencia stuartii 1 0,8 1 0,8
Pseudomonas aeruginosa 11 8,7 13 10,9
Raoultella spp. 1 0,8 1 0,8
Serratia marcescens 3 2,3 2 1,7
Staphylococcus aureus 12 9,4 13 10,9
Staphylococcu§ coagulase 23 18,1 19 16,0
negativo
SNC - Staphylococcus 24 18,9 18 15,1
epidermidis

Total 127 100 119 100

Tabla 1 - Isolamentos Bacterianos obtidos apds Cultura de CVC por método semi-

quantitativo e quantitativo (Continuacion)

La especie individual mas frecuentemente aislada fue Klebsiella
pneumoniae (25 aislamientos), seguida de Staphylococcus epidermidis (22
aislamientos) Staphylococcus aureus (14 aislamientos) y Pseudomonas

aeruginosa (13 aislamientos).

No obstante, ha de considerarse que, si se tienen en cuenta, de
manera agrupada, todos los estafilococos no productores de coagulasa,
incluyendo tanto S. epidermidis como otras especies y aislados
identificados Unicamente a nivel de grupo como “estafilococos no
productores de coagulasa”, estariamos hablando de 42 aislados, lo que les
convertiria claramente en el grupo de agentes etiologicos aislado con

mayor frecuencia.



El resto de las enterobacterias, excluyendo K. pneumoniae,
constituyen en cambio un grupo de agentes etioldgicos mucho menos

prevalente, ya que suponen, en conjunto, solamente 12 aislados.

A este respecto, hay que reconocer que una de las debilidades del
estudio es la de no haber podido utilizar la EM MALDI-TOF también para
los aislados crecidos en placa de agar tanto a partir de los catéteres como
de los hemocultivos, lo que en muchos casos ha impedido una
identificacion mas exacta de los microrganismos, en especial de los Gram

positivos.

Dentro de los Gram positivos, no se aislé ningin miembro del género
Streptococcus. Después del grupo heterogéneo de los estafilococos no
productores de coagulasa y de S. aureus, aparece el género Enterococcus,
con 3 aislados de Enterococcus faecalis y 3 aislados de Enterococcus

faecium.

Merece también resaltarse la prevalencia de las levaduras del género
Candida, de las que se produjeron 12 aislamientos, predominando, como
era esperable, C. albicans, que constituyé el 58,3% (7/12 aislados) de los

aislamientos de levaduras.

En cuanto a la utilizacion de la EM MALDI-TOF como método
alternativo a la metodologia clasica para detectar la presencia de
microrganismos en los catéteres presuntamente infectados, varias pruebas
previas al planteamiento del estudio permitieron establecer como periodo
de incubacién mas Util, como paso previo a la realizacion de la
espectrometria de masas, un tiempo de incubacion de 6 horas.
Incubaciones mas cortas reducian notablemente el niUmero de resultados
positivos, e incubaciones mas largas no aportaban un incremento
significativo del niumero de positividades, y reducian la ganancia de

tiempo en el diagnostico, principal ventaja del método.

Ha de tenerse en cuenta que la EM MALDI-TOF, como método de
deteccion e identificacion de microrganismos, es un método
extremadamente especifico, pero no es método especialmente sensible,

ya que se requieren cantidades de proteina relativamente importantes



para tener resultados adecuados. En este sentido, salvo en catéteres muy
intensamente colonizados o infectados, la cantidad de microrganismos
obtenidos mediante la sonicacion inicial sera, en la gran mayoria de los
casos, insuficiente para conseguir una identificacion fiable, por lo que el
periodo previo de incubacién se hace imprescindible para conseguir una

mayor carga proteinay, por tanto, mejores resultados en la identificacion.

De los 105 catéteres venosos estudiados, se hallaron picos proteicos
en la EM MALDI-TOF compatibles con la posible presencia de
microrganismos, tras las 6 horas de incubacion, en 83 muestras (79%). En
las 22 muestras restantes, a pesar de haberse identificado microrganismos
tanto en el cultivo de los catéteres como en hemocultivo, no se detectaron
proteinas, en la ventana de cocientes masa/carga utilizada, en una
cantidad significativa, por lo que no fue posible identificar microrganismo

alguno.

Dentro de las muestras en las que se consiguid obtener picos de
proteinas, la correlacion entre la identificacion obtenida por los métodos
bacteriologicos convencionales y la identificacion obtenida por EM MALDI-

TOF vari6é notablemente en funcion del score obtenido.

Asi, se obtuvieron scores inferiores a 1,5 puntos en 42 muestras
(44,6% del total, 50,6% de las muestras en que se obtuvieron picos
proteicos). De estas 42 muestras, solamente 8 (15,4%) mostraron
correlacion con la identificacion bacteriologica convencional a nivel de
especie y otras 8 a nivel de género (15,4%). Por tanto en las muestras con
score <1,5 puntos, la correlacion global a nivel, al menos, de género, fue

solamente del 30,8%.

A este respecto, ha de tenerse en cuenta que la posibilidad de que
puedan existir infecciones de catéter mixtas, es decir, infecciones en las
que esté implicado mas de un microrganismo, supone un inconveniente
adicional para la utilidad de la EM MALDI-TOF en este diagndstico. Aunque
existe software especifico para diagnosticar, a nivel etioldgico,
infecciones mixtas mediante EM MALDI-TOF, lo cierto, en nuestra

experiencia, es que este software puede funcionar adecuadamente



cuando se trata de infecciones en que las poblaciones bacterianas estan
cuantitativamente equilibradas, pero cuando hay un predominio claro de
alguna de las especies, tiende a obviar muy frecuentemente las

poblaciones minoritarias.

En este caso, 11 de las 42 muestras con score <1,5 (26,2%) tenian en
alguno de los métodos diagndsticos o en ambos un aislamiento de mas de
un microrganismo, lo que contribuye de manera importante a estos malos
resultados. También ha de tenerse en cuenta que, de los 11 estudios de
catéter en los que se obtuvo mas de un microrganismoen el estudio
convencional, solamente en dos (18,2%) se obtuvieron esos mismos
microrganismos en el hemocultivo, lo que permite poner en cuestion la
trascendencia clinica de la mayoria de estos estudios cuando se aisla mas

de un microrganismo.

En todo caso, aun descartando los cultivos de catéter con cultivo
mixto, y considerando solamente los 31 cultivos monobacterianos, la
correlacion fue del 19,4% a nivel de especie, y un 19,4% adicional a nivel
de género, lo que supone una correlacion global del 38,8%, que sigue
siendo una correlacion pobre, y que refleja una utilidad clinica de la EM-

MALDI-TOF, en estos casos con score <1,5, muy limitada.

En 14 casos (14,9% de los casos con deteccion de picos, y 13,3% del
total), se hallé un score entre 1,5 y 1,7. En estos casos, la correlacion
global fue del 57,1%, con un 50% de correlacion a nivel de especie y un
7,1% adicional a nivel de género. En este caso, se observaron 3 muestras
con cultivos bacterianos mixtos (21,4%) pero en los tres casos, uno de los

microrganismos aislados coincidid con el reportado en la EM MALDI-TOF.

Por otra parte, en la linea de los casos anteriores, no es habitual que
los cultivos mixtos observados en el estudio de los catéteres se
reproduzcan el hemocultivo. En este grupo, los tres pacientes con cultivo
mixto tuvieron, sin embargo, un hemocultivo monobacteriano. En los tres
casos, el microrganismo hallado en el hemocultivo coincidid con el
detectado en la EM-MALDI TOF.



Dados los datos globales de los tres pacientes, lo mas probable es
que, aunque en los catéteres se hallasen efectivamente los dos
microrganismos, ya que aparecen tanto en la muestra procesada por el
método de Maki como en la muestra procesada por sonicacion, uno de
ellos sea un contaminante, lo que justificaria que no se hallase en el
hemocultivo, y que se detectase en la EM MALDI-TOF ya que, al tratarse
de una contaminacion, muy probablemente la carga bacteriana fuera muy
inferior a la del microrganismo realmente procedente del hemocultivo,
por lo que la EM habria dado prevalencia al microrganismo mas abundante,
por los mismos motivos que se han aducido mas arriba con respecto al

manejo de los cultivos polimicrobianos que hace la EM MALDI-TOF.

Los mejores resultados se obtienen con valores de score en la EM
MALDI-TOF a partir de 1,7. Tanto en los 18 casos con valores entre 1,7 y
2, como en los 20 casos con valores >2 (40,5% de total de estudios con
picos proteicos, 36,2% del total de casos estudiados), la correlacion con
los métodos clasicos fue del 100% a nivel de especie, bien con el aislado
observado en los métodos clasicos cuando el estudio reflejo una etiologia
monobacteriana, bien con uno de ellos cuando la etiologia observada

mediante la metodologia clasica fue polimicrobiana.

Es interesante senalar que, como en los casos anteriores, cuando se
producen cultivos mixtos, normalmente sélo uno de los aislados aparece
también en el hemocultivo, y éste se suele correlacionar con lo hallado en
la EM MALDI-TOF.

En el caso de los estudios con una EM MALDI-TOF con un score >1,7,
se registraron cultivos polimicrobianos en algunos de los estudios
bacteriologicos en 9 casos (23,7%). En cinco de estos casos, a pesar de la
presencia de mas de un microrganismo en alguno de los estudios de catéter
o en ambos, solamente se detecté un microrganismo en hemocultivo,
siempre coincidente con uno de los aislados del catéter, y coincidente
también con el identificado mediante EM MALDI-TOF.

Sin embargo, en 4 estudios se detectaron 2 o incluso 3

microrganismos tanto en los estudios de catéter como en el hemocultivo,



coincidentes en todos los casos. Como se ha mencionado antes, en todos
estos casos se identificd un solo microrganismo en la EM MALDI-TOF,
también coincidente en todos los casos con uno de los aislados tanto del

catéter como de los hemocultivos.

CONCLUSION

En conclusion, la infeccion del catéter venoso central, de acuerdo
con los datos obtenidos, afecta de manera similar a ambos sexos, afecta
preferentemente a pacientes con edad avanzada, y afecta
principalmente, como era esperable, a pacientes de los servicios de
Medicina, UCI y Cirugia. La alta prevalencia en pacientes de areas COVID
es, con toda probabilidad, una caracteristica circunstancial asociada a

periodo durante el que se han obtenido las muestras.

Pese a que el método de Maki y el de sonicacion recogen
preferentemente la colonizacion de areas diferentes del catéter, en la
practica los resultados son similares, ya que en el 95% de los casos se
detecté colonizacion por ambos métodos. No obstante, sigue siendo
recomendable utilizar ambos métodos, ya que en 7,6% de los casos se
detecté colonizacion exclusivamente extraluminal, y en un 1,9%

exclusivamente intraluminal.

Los microrganismos hallados con mayor frecuencia se encuentran
dentro de los margenes de lo esperable, con un claro predominio de los
estafilococos coagulasa negativa, seguidos por enterobacterias,
principalmente K. pneumoniae, S. aureus y P. aeruginosa. Es llamativa la
alta prevalencia de levaduras, corroboradas por el hemocultivo, ya que
con 12 aislados se colocan en una prevalencia muy préxima a la de S.

aureus 'y P. aeruginosa.

En lo que se refiere al objetivo principal del estudio, es decir, la
posibilidad de la utilizacion de la EM MALDI-TOF como un método rapido

para identificacion de microrganismos causantes de infeccion del CVC, se



ha de concluir que, aunque puede ser un método Util en cuanto que puede
permitir un diagnodstico mas rapido de la etiologia, y por tanto instaurar

una terapia empirica mas orientada, tiene limitaciones considerables.

En primer lugar, sélo un 80% de las muestras ofrecen algun resultado
en la EM MALDI-TOF, mientras cerca del 20% carecen absolutamente de

picos proteicos.

En segundo lugar, de las muestras en las que se detectan picos
proteicos con un score inferior a 1,7, menos del 50% ofrecen un resultado
que se correlacione con los métodos convencionales y con el hemocultivo,
por que no deben ser tenidos en cuenta a la hora de hacer una
aproximacion diagndstica ni terapéutica. Existe un aspecto que no se ha
tenido en cuenta a la hora de disenar el trabajo, y que vistos los resultados
podria ser interesante abordar, y es el hecho de si estos score bajos,
aunque no sean fiables a la hora de establecer un diagnostico etioldgico,
si lo pudieran ser para ayudar a hacer un diagnostico simplemente
cualitativo de infeccion del CVC. A estos efectos, seria necesario estudiar
un grupo de pacientes en los que se haya sospechado una infeccién de CVC
pero no se hayan producido aislamiento, para corroborar si la deteccion
de proteinas que correspondan a la ventana de deteccion de la EM MALDI-
TOF, aunque sea a niveles bajos, se corresponde o no con la existencia de

infeccion.

Las EM MALDI-TOF positivas, con score superior a 1,7, muestran una
excelente correlacion con las técnicas convencionales, por lo que podrian
asumirse como técnica de diagndstico rapido con una alta muy fiabilidad
tanto a nivel de establecer el criterio de infeccion, como a nivel de la

identificacion especifica del microrganismo concreto implicado.

La Unica limitacidon que habria que tener en cuenta es la posibilidad
de infecciones de catéter mixtas. El software actualmente disponible,
aunque permite una identificacion muy fiable de especies individuales,
por el momento tiene muchas mas dificultades para identificar infecciones

mixtas, de modo que, en aquellos casos en que se produzcan , alguno de



los microrganismos podria no ser detectado hasta tener los resultados del

cultivo.
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1. DISPOSITIVOS INTRAVASCULARES: CATETER VENOSO
CENTRAL

A utilizacdo de dispositivos intravasculares com fins de diagndstico e
terapéutico é cada vez mais frequente, especialmente em pacientes com
situacoes clinicas agudas ou cronicas graves (Gaynes and Jacob 2022). A sua
utilizacdao para a administracao de fluidos endovenosos, produtos sanguineos,
medicamentos e monitorizacdo hemodinamica, tornou-se um componente
essencial da medicina moderna em pacientes hospitalizados (Gominet, Compain
et al. 2017, Guzek, Rybicki et al. 2022). Estima-se que 70% dos pacientes
admitidos em hospital, sao submetidos a este procedimento durante algum
momento da sua estadia (Slobbe, Barzouhi et al. 2009, Osorio, Oliveira et al.
2023). Em Espanha e de acordo com os dados do programa de estudos sobre a
prevaléncia de infecbes nosocomiais (programa EPINE, https://epine.es/),
considera-se que cerca de 70% dos pacientes internados em hospitais sao
portadores de um destes dispositivos em algum momento e que em 7% dos
pacientes o Dispositivo intravascular (DIV) utilizado é um cateter venoso
central (CVC), colocado de forma temporaria ou permanente (tipo Hickman®
ou Port-acath®)(Ferrer and Almirante 2014). A este propdsito refira-se, que
existem numerosos tipos de cateteres e dispositivos intravasculares com
caracteristicas e finalidades distintas. Os cateteres arteriais periféricos e os
cateteres pulmonares utilizam-se por curtos periodos de tempo. Os primeiros
sao 0s mais utilizados e os que menos apresentam complicacées infeciosas
embora alguns estudos evidenciem taxas de infecao crescentes associadas a
este tipo de dipositivos (Mayer, Greene et al. 2012, Mermel 2017, Mansilla,
Ahufinger et al. 2018), os segundos sao geralmente revestidos com heparina e
oferecem pouco risco, nao sendo habitual sua colonizacao. Por fim, os CVC sao
aqueles que causam a maioria das infecoes relacionadas com cateteres (Garcia-
Rodriguez, Gémez et al. 2010, Almirante and Pahissa 2013, Gaynes and Jacob
2022) e que também requerem mais atencao por parte das comissoes de
infecao.
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Um CVC trata-se de um dispositivo vascular inserido de forma percutanea
através dum acesso venoso central (subclavias, jugulares, femorais ou axilares)
usado para injetar nutricao parenteral, produtos sanguineos ou fluidos que
prejudicariam uma veia periférica menor. E também usado para hemodialise,
obter produtos sanguineos e medir a pressao venosa central (Gominet, Compain
et al. 2017, Guzek, Rybicki et al. 2022). Assim, trata-se dos dispositivos
intravasculares mais utilizados em meio hospitalar sobretudo em medicina
intensiva, uma vez que facilitam o tratamento e o diagnostico do paciente
critico (L. Zhang, Gowardman et al. 2016, Rodrigues, Dias et al. 2016, Novosad,
Fike et al. 2020 ,Guzek, Rybicki et al. 2022) e a sua utilizacao permite o acesso
direto do meio exterior ao intravascular (Gaynes and Jacob 2022). No entanto,
o CVC funciona como um corpo estranho e a sua utilizacao apresenta varios
riscos, desencadeando muitas vezes um processo inflamatorio no local de
insercao e o seu contacto com a corrente sanguinea oferece também um risco
eminente de disseminacao de microrganismos que podem desencadear infecoes

Sistémicas graves (Slobbe, Barzouhi et al. 2009).

1.1 INFECCOES ASSOCIADAS A CATETERES VENOSOS CENTRAIS

A infecao relacionada com CVC constitui uma das principais complicacoes
do seu uso e a primeira causa de bactéremia nosocomial primaria (Slobbe,
Barzouhi et al. 2009). No entanto, no que concerne a terminologia de infecoes
associadas a cateteres, também esta € confusa e usada de forma
indiscriminada. Neste contexto revela-se pertinente destingir os tipos de
infecoes associadas a cateteres vasculares e as suas principais complicacoes.
Desta forma, as normas internacionais publicadas pelo “Center for Disease
Control and Prevention” (CDC) distinguem dois tipos de infecdes: as
complicacoes locais que ocorrem na auséncia de bacteremia aparentemente
por estarem associadas ao proprio cateter e as infecao da corrente sanguinea
associada a cateteres (ICSRC) sendo que esta ultima trata-se de uma definicao

clinica que exige testes laboratoriais especificos que identificam o cateter
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intravenoso como fonte de infecao (O'Grady, Alexander et al. 2011). Assim, as

definicoes para ambos os tipos de complicacoes incluem:

a) Cateter colonizado: a colonizacao do CVC envolve presenca significativa
de microrganismos na porcao endolumial ou superficie externa do cateter, mas
sem bacteremia (infecao sistémica concomitante) (O'Grady, Alexander et al.
2011, Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018). Esta contaminacao pode ter
origem na flora normal da pele, e ocorre durante a insercao ou por migracao
ao longo do cateter, bem como através de contaminacao cruzada associada a
manipulacao por equipas multidisciplinares (Trautner and Darouiche 2004,
Gaynes and Jacob 2022, Osorio, Oliveira et al. 2023);

b) Flebite: presenca de sinais inflamatorios, nem sempre de origem
infeciosa, numa curta e limitada porcao do trajeto vascular ou em redor do

orificio de saida do cateter de implementacao venosa;

c) Infecao do orificio de entrada: presenca de eritrema, dor, tumefacao ou
induracao do cateter inflamatodrio nos Ultimos centimetros de pele ou tecidos
circulantes ao ponto de entrada do cateter vascular. Pode ainda associar-se a
outros sinais de infecao, como febre e exsudacao com ou sem evidéncia de

bacteremia;

d) Infecao do tunel subcutaneo: presenca de inflamacao, eritrema ou
induracao de mais de 2cm de diametro do orificio de entrada do cateter

tunelizados, com auséncia de Hemoculturas positivas;

e) Infecao da bolsa de dispositivo ou reservatorio - infecao do leito
subcutaneo do dispositivo de implementacao intravascular, com frequéncia
associada a inflamacao, eritrema ou endurecimento da bolsa. Pode produzir-se
por rutura espontanea e drenagem exsudativa ou fracamente purulenta,
podendo ainda ocorrer necrose da pele que o recobre. Ocorrer com ou sem

bacteremia associada;

f) Bacteremia relacionada com cateter vascular - detecao do mesmo
microrganismo na cultura da ponta do cateter e em pelo menos uma
hemocultura de sangue extraida de uma veia periférica (Fortan 2008, Mermel,
Allon et al. 2009, O'Grady, Alexander et al. 2011, Chaves, Garnacho-Monterob

et al. 2018).
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De entre os tipos de infecoes acima mencionados, neste trabalho de
investigacao focamo-nos especialmente nas bacteriemias relacionadas com o
CVC. O termo bacteremia refere-se a bactérias viaveis no sangue e trata-se de
um fenomeno de grande relevancia, em que o laboratério clinico assume um
papel preponderante no diagnostico (Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018).
Sao distinguidos dois tipos de bacteremia, a primaria e a secundaria (Silva,
Oliveira et al. 2009, Mermel 2017). A primeira define-se por ter a sua origem
no proprio sistema circulatorio ou pela entrada direta de microrganismos na
corrente sanguinea, através de agulhas, infusdes contaminadas, cateteres ou
outros dispositivos vasculares. A segunda, bacteremia secundaria, ocorre
através da drenagem de pequenos vasos sanguineos ou linfaticos, seguindo para
a corrente circulatéria como consequéncia de um foco de infecao definido em

outros locais do organismo (Silva, Oliveira et al. 2009, Mermel 2017).

A bacteremia relacionada com o cateter trata-se de uma bacteremia
primaria que é confirmada sempre que ocorre a detecdo do mesmo
microrganismo (género, espécie e semelhante resisténcia antimicrobiana) na
cultura da ponta do cateter e em pelo menos uma hemocultura periférica
(obtida preferencialmente por puncao direta de uma veia periférica), num
paciente com suspeita, mas ao qual se excluiram outros diagndsticos etiologicos
(Mansilla, Ahufinger et al. 2018). Na auséncia de confirmacao microbioldgica
com evidéncias indiretas pode considerar-se diagnodstico provavel quando o
quadro clinico nao desaparece nas 48 horas seguintes a retirada do cateter
(Almirante and Pahissa 2013). No entanto, quando os mecanismos de resposta
imune falham ou ficam sobrecarregados, a bacteremia torna-se uma infecao da
corrente sanguinea que pode evoluir para varios espetros clinicos e é

diferenciada como septicémia (Badia-Cebada, Pujol et al. 2019).

Em suma, tal como referido precedentemente, o CVC é um sistema
intravascular indispensavel na pratica clinica diaria. No entanto, se por um lado
em muitas situacoes clinicas os beneficios do seu uso sao relevantes, por outro,
desde ha algum tempo, é também apontado como um importante fator de risco
em infecdes da corrente sanguinea, sobretudo em infecoes de natureza
hospitalar, com taxas de bacteremia substancialmente mais elevadas do que

nos doentes sem cateter (Ruiz-Giardin, Chamorro et al. 2019, Zanoni, Pavone
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et al. 2021). Estima-se que 49% das bacteriemias hospitalares estao
relacionadas com estes dipositivos (Slobbe, Barzouhi et al. 2009, Ruiz-Giardin,
Chamorro et al. 2019). Em Portugal, o estudo mais recente envolvendo varios
hospitais avaliou a taxa de incidéncia da infecao nosocomial da corrente
sanguinea (INCS) associado a CVC e verificou uma taxa de incidéncia de 2,7 %
por 1.000 dias de cateteres (Sato, Nakamura et al. 2017, Ruegg, Faucett et al.
2018, Osorio, Oliveira et al. 2023), um valor superior ao registado em 2016 de
1,7 (Rodrigues, Lebre et al. 2017). Estes dados sao em muito semelhantes a
realidade em Espanha em que um grupo de investigadores estima para 2029
uma taxa de incidéncia da INCS associado a CVC de aproximadamente 1,18
episddios/1000 internamentos (Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019).
De notar que estas taxas resultam, na maioria das vezes, em prolongamento do
periodo de internamento, elevada morbilidade e mortalidade e aumento dos

custos associados a permanéncia hospitalar (Saint, Veenstra et al. 2000).

Estas infecoes tem uma origem multifatorial e complexa, existindo
diversos fatores que contribuem para tornar estes dispositivos suscetiveis a
contaminacao. Os fatores de risco, a fisiopatologia, a microbiologia e a
epidemiologia das infecdes intravasculares a serao ainda abordados ao longo

deste capitulo.

1.1.1 Fatores de Risco

Atualmente varios sdo os estudos desenvolvidos em torno dos determinantes
patogénicos associados as infecoes provocadas pelo uso de CVC. Sabe-se e
considerando-se a importancia epidemiologica e clinica destas infecoes que
conhecer os fatores de risco pode contribuir para estruturar protocolos clinicos
e estabelecer medidas preventivas eficazes no cuidado ao paciente portador de
CVC.

Sao varios os determinantes patogénicos descritos na bibliografia associados
ao desenvolvimento deste tipo de infecdes, determinantes esses que vao desde

os fatores relacionados com o paciente como a idade avancada, patologias
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subjacentes, tempo de hospitalizacao, cateterizacao da veia jugular,
neutropenia, nutricao parentérica total e estado de imunossupressao (Lorente,
Henry et al. 2005, Tao, Jiang et al. 2015, Gaynes and Jacob 2022, Cabrero,
Robledo et al. 2023) até aos fatores relacionados com o dipositivo propriamente
dito tais como o tipo de material do cateter, tamanho, diametro, nimero de
lumens, local de insercao, duracao de cateterizacao, condicdes de insercao,
frequéncia de manipulacao e técnicas de higienizacao e assepsia (Rodrigues,
Dias et al. 2016, Zanoni, Pavone et al. 2021, Gaynes and Jacob 2022). Outros
fatores podem também aumentar o risco de infecao incluindo a trombose do
cateter, o cateterismo repetido, o aumento da manipulacao do cateter e a
presenca de um foco infecioso em outro local do organismo (Cabrero, Robledo
et al. 2023).

No que concerne ao hospedeiro sabe-se, por exemplo, que a presenca de
proteinas de adesao (fibrina, fibronectina) forma uma rede em torno do cateter
potenciando o desenvolvimento de microrganismos em biofilme e que pacientes
com contagens absolutas de neutrofilos inferiores a 100 células/mm?3 parecem

oferecer maior risco de bacteremia.

No que respeita aos determinantes patogénicos relacionados com o
dispositivo, sao quatro os determinantes sobre os quais recaem mais
investigacdes e os que maior apresentam risco de infecao: o tipo e material que
constitui o cateter, o local de colocacao e a duracao da cateterizacao. Assim,
todos os tipos de cateteres intravasculares apresentam riscos significativos,
uma vez que um determinado tipo de cateter podera estar associado a um risco
aumentado de infecao se for preferencialmente utilizado em pacientes mais
gravemente doentes ou vulneraveis (L. Zhang, Gowardman et al. 2016,
Rodrigues, Dias et al. 2016, Novosad, Fike et al. 2020 ,Guzek, Rybicki et al.
2022, Gaynes and Jacob 2022). Quanto ao material que o constitui, alguns
materiais, por exemplo, apresentam irregularidades na sua superficie que
facilitam a adesao microbiana de certas espécies, isto &, torna-os
especialmente vulneraveis a colonizacao e subsequente infecao. Desta forma,
a modificacao das propriedades da superficie do biomaterial tem também
demonstrado ser uma estratégia eficaz no controlo da capacidade dos

microrganismos em formar biofilme (Donlan 2002, Flemming and Wingender
19



Introducao

2010a). Por exemplo, a formacao de biofilme ocorre mais facilmente nas
superficies dos cateteres de elastémero de silicone do que nos cateteres de
poliuretano (Hagau et al. 2009). De referir que também devido a formacao da
bainha de fibrina, estes Ultimos estao associados a um menor risco de infecao
quando comparados com os silasticos. Por outro lado, alguns materiais sao mais
trombogénicos, uma caracteristica que também facilita a sua colonizacao e
infecao (O'Grady, Alexander et al. 2011, Cabrero, Robledo et al. 2023).

A localizacao dos CVCs € também importante. A infecao relacionada ao
cateter é geralmente mais comum em cateteres inseridos na veia femoral e,
provavelmente em menor grau, nas veias jugulares interna em comparacao com
a veia subclavia (Siqueira, Hueb et al. 2011). Por ultimo, a duracdao da
caracterizacao tem sido considerada um importante fator de risco para infecao
uma vez que cateterizacdes mais longas oferecem maiores riscos. Nos paises
europeus mais desenvolvidos, utilizam-se preferencialmente cateteres de
poliuretano para procedimentos de curta duracao e cateteres tunelizados de

silicone quando esta previsto um internamento mais longo (Mermel 2017).

Em suma, como referido anteriormente, varias sao as investigacées que
reportam a importancia do estudo destes dispositivos com o objetivo de criar
estratégias de modificacao das suas caracteristicas com resultados positivos no
controlo de infecGes associadas, no entanto, nao foi ainda possivel definir quais
as condicoes que mais eficazmente reduzem o risco e a incidéncia de infecao

sistémica.

1.2 FISIOPATOLOGIA

As taxas de infecdes relacionadas com o CVC variam consideravelmente
conforme a dimensao do hospital, os servicos/unidades e tipo de cateter
(O'Grady, Alexander et al. 2011). Acresce ainda que as taxas de infecao sao
também influenciadas, como referido anteriormente, por fatores de risco
intrinseco dos doentes, como o tipo e gravidade da doenca, assim como pelos

parametros relacionados com o cateter, nomeadamente as condicoes e o local
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de insercao (Cabrero, Robledo et al. 2023). Desta forma, para que ocorra uma
infecao associada a cateter é necessario que os microrganismos tenham acesso
a superficie intralumial ou extralumial do CVC, com subsequente adesao e
formacao de biofilme (conjunto de células microbianas associadas a uma
superficie e envolto numa matriz extracelular autoproduzida), permitindo-lhes
uma infecao sustentada com posterior disseminacao hematogénea (Donlan and
Costerton 2002, Cabrero, Robledo et al. 2023, Reffuveille, Josse et al. 2017,
Cabrero, Robledo et al. 2023, Franca 2023). Por conseguinte, a colonizacao da
extremidade do CVC precede a infecao, e este acesso pode ocorrer através de
trés vias diferentes: a) Colonizacao por via extralumial: migracao da microflora
cutanea do doente ao longo do trajeto subcutaneo, com colonizacao da ponta
do CVC; b) Colonizacdo via intralumial: contaminacdao do lumen ou das
conexoes, geralmente relacionado com a sua manipulacao; c) Colonizacao por
via hematogénea: a partir de um foco séptico distante (Safdar and Maki 2004,
Trautner and Darouiche 2004, Farina, Cornistein et al. 2019, Osorio, Oliveira et
al. 2023).

No que concerne ao mecanismo de infecao por via extralumial esta inicia-se
pela formacao de uma matriz bioldgica resultante da adesao e colonizacao dos
microrganismos seguindo-se, dependendo das espécies, a adesao de moléculas
especificas ao material inerte (Donlan and Costerton 2002, Osério, Oliveira et
al. 2023, Ahn, Kim et al. 2023). Numa primeira fase, a implementacao do
cateter compromete a barreira protetora da pele, fornecendo uma rota direta
para contornar a primeira linha de imunidade. Os microrganismos podem assim
contamina-lo ao longo da superficie externa, logo durante a insercao inicial
(Gominet, Compain et al. 2017; Ahn, Kim et al. 2023). Além disso, apods a
insercao, a superficie externa do cateter é rapidamente coberta com proteinas
do paciente que facilitam a adesao microbiana (Yousif, Jamal et al. 2015). Ha
também evidéncias de que o proprio material inerte/abiético implantado causa
muitas vezes atenuacao local da resposta imune, proporcionando assim, um
local fértil para a formacao de biofilme microbiano (Yousif, Jamal et al. 2015,
Reichembach et al., 2017) Em qualquer das situacdes, a formacao de um
biofilme bacteriano ou flngico associado ao cateter é um processo progressivo
e natural apds a colonizacao inicial (Yousif, Jamal et al. 2015, Gominet,
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Compain et al. 2017, Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz
2018, Osorio, Oliveira et al. 2023).

Alguns autores referem ainda a existéncia de uma forte correlacao entre
a colonizacao intensa da pele e a colonizacao do cateter com subsequente
infecao associada ao mesmo, especialmente em dispositivos intravasculares de
curta duracao (Vineet Chopra, O’Horo et al. 2013, Yousif, Jamal et al. 2015).
Quando a cateterizacao € de curta duracao as infecoes da corrente sanguinea
sao geralmente de origem cutanea no sitio de insercao oferecendo, desta
forma, acesso extraluminal e ocasionalmente intraluminal. Quando a
cateterizacao é de longa duracao, verifica-se que a colonizacao intraluminal é
o principal mecanismo de infecao (Naomi P. O'Grady, Mary Alexander et al.
2011, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz 2018, Osorio, Oliveira et al. 2023).

Na contaminacao intraluminal ou hub, o processo infecioso podera surgir
através da flora endégena do paciente ou pela flora exégena do profissional,
sendo que os organismos inoculados na hub migram ao longo do lUmen interno
do cateter (Gaynes and Jacob 2022). Esta colonizacao aumenta
progressivamente com o tempo e torna-se predominante apds 30 dias da

colocacao de dispositivos de longa duracao.

Assim, para cateteres nao tunelizados de curto prazo, a superficie
dérmica geralmente serve como fonte de contaminacao microbiana. Para
cateteres tunelizados subcutaneamente, e quanto maior o tempo de
permanéncia do cateter no local, o hub e a superficie luminal sao
frequentemente implicados como a via de inoculacdo. Além disso, como os
esforcos para prevenir a contaminacao da superficie externa sao cada vez mais
usados, a colonizacao do hub parece ser, atualmente, a via de infecao mais
proeminente (Rupp and Karnatak 2018, Safdar, Abad et al. 2019).

Relativamente a disseminacao hematogénica, esta pode ocorrer durante
uma infecao originada em outro foco. Sendo mais provavel de ocorrer em
pacientes gravemente doentes ou naqueles com cateteres de longo prazo
(Safdar and Maki 2004, Rupp and Karnatak 2018, Safdar, Abad et al. 2019).

Por fim, quanto a contaminacdao da solucao perfundida, os

microrganismos podem contaminar a infusdao por varios mecanismos: durante o
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processo de fabricacao, durante a preparacao da solucao ou por via de
contaminacao retrograda de um cateter contaminado ou manipulacao por
profissionais de saude (Gaynes e Jacob, 2022). Deve-se suspeitar de infecoes
relacionadas com o fluido de infusao quando ocorre infecao num paciente de
baixo risco que recebe uma solucao intravenosa, ou quando ha um grupo de
infecoes primarias em que se identifica a presenca de uma estirpe incomum,
geralmente bacilos Gram-negativo (Braun, Hussein et al. 2014). Esta via € a
fonte mais rara de infecao e, geralmente, causa infecées epidémicas (Safdar,
Abad et al., 2019).

1.3 MICROBIOLOGIA DAS INFEGOES ASSOCIADAS A CVC

1.3.1 Principais agentes patogénicos

Nas ultimas décadas, sao varios os estudos sobre os agentes etioldgicos
das infecoes associadas a CVC. Antes da década de 1980, os microrganismos
Gram-negativos eram os microrganismos predominantes associados as infecoes
da corrente sanguinea. Desde entao, os aerdbios gram-positivos (por exemplo,
Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus aureus) e espécies de
Candidas tém aumentado a sua importancia relativa. Assim, os microrganismos
que produzem com mais frequéncia este tipo de infecoes sao aqueles cujo seu
habitat natural é a pele. Aproximadamente 60% das infecdes sao produzidas por
diferentes espécies de Staphylococcus comensais ainda que outros
microrganismos como os bacilos Gram-negativo e diferentes espécies do género
Candida estejam também envolvidos (Guzek, Rybicki et al. 2022, Ahn, Kim et
al. 2023). Desta forma, os microrganismos que mais frequentemente causam
infecées relacionadas a este tipo de dispositivos sao os Staphylococcus
coagulase negativo e Staphylococcus aureus (60% de todas as infecoes), Bacilos
Gram-negativo (20%) e leveduras (10%) (Almirantea, Limonb et al. 2012, Ruiz-
Giardin, Chamorro et al. 2019, Guzek, Rybicki et al. 2022, Ahn, Kim et al.
2023).
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Outros estudos documentam igual distribuicao microbioldgica, referindo
também que este tipo de infecdes sdao causadas por Enterococcus spp. (15,2%),
Candida spp. (13,3%), Klebsiella spp. (8,4%), Escherichia coli (5,4%),
Enterobacter spp. (4,4%) e Pseudomonas spp. (4%) (Weiner, Webb et al., 2016;
Zanoni, Pavone et al., 2021). Os relatorios das entidades oficiais de vigilancia
nos Estados Unidos e na Europa documentam também distribuicao semelhante
com Staphylococcus coagulase-negativo, Staphylococcus aureus, Enterocococos
e espécies de Cdndida, que representam a maioria das infecoes, tendo estes
microrganismos uma ampla tendéncia para uma maior resisténcia
antimicrobiana entre os agentes patogénicos (Rewa, Muscedere et al. 2012,
Almirant and Pahissa 2013, Ferrer and Almirante 2014).

Desta forma, os Staphylococcus coagulase negativo sao os agentes mais
predominantes, tratam-se de microrganismos muitas vezes subestimados e cuja
a identificacao de espécies distintas nao € incluida em muitos laboratorios
clinicos. Apenas o S. aureus por se tratar de um microrganismo patogénico
ganhou grande interesse e foi minuciosamente analisado. Os SCN apresentam
mecanismos de patogénese muito relevantes, tais como a presenca de adesinas
de superficie, parede celular, membrana citoplasmatica, capsula ou formacao
de slime, uma substancia de natureza mucopolissacaridica que aumenta
exponencialmente a sua capacidade de adesao a superficies. Esta substancia
também lhes confere uma grande capacidade de protecao face a agrecoes
externas, quer do sistema imunitario do hospedeiro quer da acao dos
antibioticos, dificultando a entrada na célula bacteriana e condicionando a sua
eficacia (Rewa, Muscedere et al. 2012, Almirante and Pahissa 2013, Gokgen,
Vilcinskas et al. 2013, Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz
2018).

A predominancia de espécies do género Staphylococcus, comuns na flora
cutanéa, reflete a observacao de que as infecoes por CVC sdao mais
frequentemente atribuiveis a contaminacao extralumial (Ong, Bonten et al.
2015 , Weiner, Webb et al. 2016, Novosad, Fike et al. 2020).

Os microrganismos como o Staphylococcus coagulase negativo,

(especialmente Staphylococcus epidermidis), Staphylococcus aureus, a
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Pseudomonas aeruginosa e a Candida spp. possuem uma substancia polimérica
extracelular constituida por exopolissacarido que permite o desenvolvimento
do biofilme, sendo este considerado um dos seus principais fatores de viruléncia
e que desenvolvemos detalhadamente no ponto seguinte (O'grady, Alexander et
al. 2011, Ruiz-Giardin, Chamorro et al. 2019, Zhang, Gowardman et al. 2016,
Kirmusaoglu 2016,). A referir, que os cateteres de curta duracao podem ser
colonizados por qualquer um dos microrganismos acima mencionados, enquanto
que na maioria dos cateteres de longa duracao, prevalece a colonizacao por
Staphylococcus  coagulase  negativo, especialmente  Staphylococcus
epidermidis, com uma percentagem superior a 90% (Ruiz-Giardin, Chamorro et
al. 2019, Zhang, Gowardman et al. 2016, Kirmusaoglu 2016, Osorio, Oliveira et
al. 2023).

1.3.2 Colonizacdao de Cateteres Venosos Centrais por Biofilme

Microbiano

Os microrganismos que aderem a dispositivos médicos podem assim
tornar-se a causa de infecGes persistentes visto que, geralmente, estes
microrganismos crescem em biofilme (Rimondini et al., 2005, Belbase, Pant et
al. 2017, Osério, Oliveira et al. 2023). Entende-se por biofilme comunidades
bioldgicas com um elevado grau de organizacao, onde as bactérias formam
comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais e se caracterizam pela
adesao a superficies vivas ou inertes. Segundo varios autores,65% de todas as
infecbes nos paises desenvolvidos sao causadas por microrganismos associados
em biofilmes (O'Grady, Alexander et al. 2011, Zhang, Gowardman et al. 2016,
Reffuveille, Josse et al. 2017, Franca 2023). Na formacao de biofilme intervém
nao so6 microrganismos com capacidade para produzir a matriz extracelular de
exopolissacaridos, como também microrganismos capazes de cooperar para
uma acao coordenada mediante um processo de comunicacao quimica
designado por “quorum-sensing” (Almirante and Pahissa 2013, Zhang,
Gowardman et al. 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Franca 2023, Belbase,
Pant et al. 2017). Geralmente a sua patogenicidade é ampliada por duas

caracteristicas: resisténcia ou tolerancia aos antimicrobianos e pela
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incapacidade do hospedeiro reagir contra o microrganismo, dai que infecoes
deste tipo apresentem grande relevancia clinica (Weiner, Webb et al., Belbase,
Pant et al. 2017, Osorio, Oliveira et al. 2023)

No caso particular dos biofilmes que se formam nos cateteres vasculares,
a adesao inicial da bactéria a depende da interacao com a superficie do
material, incluindo as forcas de van der Waals, interacOes eletrostaticas e
hidrofobicas (Donlan and Costerton 2002, Flemming and Wingender 2010a,
Gominet, Compain et al. 2017). Estas forcas também influenciam a adesao das
proteinas sobre a superficie do cateter. De notar, que a maioria dos
biomateriais plasticos usados para fabricar os cateteres intravasculares sao
hidrofébicos, facilitando, desta forma, a adesao inicial (Donlan and Costerton

2002, Flemming and Wingender 2010a, Gominet, Compain et al. 2017).

Muitas bactérias tém também componentes hidrofébicos na sua
superficie. Ora, quando duas superficies hidrofobicas interagem num ambiente
aquoso, a tendéncia é aderir a superficie devido a remocao da molécula de agua
entre si. Esta adesao bacteriana inicial, que é nao especifica e é reversivel, é
seguida de adesao especifica, mediada por adesinas, que fixam os
microrganismos a superficie do biomaterial. Segue-se a sua multiplicacao e a
formacao da matriz extracelular que mantém o biofilme unido, sendo que como
referido anteriormente, conduz a uma adesao irreversivel a superficie do
cateter (Donlan and Costerton 2002, Flemming and Wingender 2010a, Gominet,
Compain et al. 2017, Diaz 2018 Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017,
Diaz 2018). Esta matriz extracelular é composta por agua, polissacarideos,
proteinas, Acido desoxirribonucleico (ADN) extracelular e lipidos, que fornece
estabilidade mecanica ao biofilme, melhora a sua capacidade de adesao aos
cateteres e forma uma rede tridimensional coesa de polimeros que permite a
comunicacao intercelular no seu interior (Lima e Sena, 2017; Yousif, Jamal et
al., 2015,Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz 2018). Uma vez
estabelecido o biofilme maduro, os microrganismos isolados podem dispersar,
causando infecao e disseminando-se para outros locais do organismo. Essa
probabilidade aumenta no caso de se verificarem condicées ambientais

desfavoraveis ao seu crescimento, como o esgotamento de nutrientes (Lima e
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Sena, 2017, Yousif, Jamal et al. 2015, Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et
al. 2017, Diaz 2018, Franca 2023).

Desta forma, a adesao microbiana a superficie do cateter depende nao
sO das caracteristicas fisico-quimicas, que incluem a rugosidade da superficie,
hidrofobicidade e interacdes eletrostaticas, como também das propriedades da
célula microbiana, nomeadamente, presenca de adesinas (fimbrias, flagelos ou
polissacarideos) associadas a superficie ou presenca de proteinas que ajudam a
ancorar a célula na superficie do cateter (Donlan and Costerton 2002, Flemming
and Wingender 2010a, Gominet, Compain et al. 2017, Reffuveille, Josse et al.
2017, Diaz 2018) (Fig. 1).

Os biofilmes sobre cateteres podem ser compostos por bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos. As bactérias comummente isoladas incluem
os Gram-positivo:  Enterococcus  faecalis,  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus  coagulase negativos (Staphylococcus  epidermidis,
Streptococcus viridans), e os Gram-negativo: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa (Donlan and
Costerton 2002, Hashem, Elazab et al. 2017, Gaynes e Jacob, 2022, Osorio,
Oliveira et al. 2023). De notar, a grande capacidade de adaptacao em diversos
tipos de substratos, ambientes e a sua diversidade metabdlica, tornam estes
microrganismos distintos dos isolados sendo que cada microrganismo apresenta
especifidade e caracteristicas Unicas que lhes permitem crescer em
comunidade. Por exemplo, a maioria das infecoes deste dispositivo é causada,
como referido ao longo deste trabalho de investigacao, por Staphylococcus que
detém um sistema “quorum-sensing” que permite a comunicacao célula-a-
célula e a regulacao de numerosos fatores de viruléncia e colonizacdao. O
sistema regulador de gene acessorio de Staphylococcus tem designado um papel
central na patogenicidade de Staphylococcus, particularmente de S. aureus
(Fig. 1). O seu gene regulador acessorio (agr) do sistema “quérum sensing” de
diminui a expressao de diversas proteinas de superficie celular e aumenta a
expressao de muitos fatores de viruléncia secretados na transmissao do
crescimento exponencial para a fase estacionaria do desenvolvimento do

biofilme. Além disso, o quorum-sensing esta também envolvido no
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desenvolvimento interacao tanto por bactérias Gram-positivas como por Gram

negativas, incluindo por exemplo, a Pseudomonas aeruginosa.

Estes microrganismos apresentam também a capacidade de produzir
“slime” (matriz polianidnica extensa e difusa que circunda as células) sobre a
superficie do cateter alterando dessa forma a sua superficie e tornando-a
modificada pela adsorcao da agua, albumina, lipidos, complemento de
moléculas de matriz extracelular, fibronectina, sais organicos, etc. Esses
componentes macromoleculares, presentes no sangue, como as proteinas
fibronectina, fibrinogénio, vitronectina, colagénio, aminina e elastina aderem
a superficie do cateter, modificando-a e mediando a adesao de S. epidermidis
ao cateter (Arciola et al., 2012, Rewa, Muscedere et al. 2012, Almirante and
Pahissa 2013, Gokcen, Vilcinskas et al. 2013, Kirmusaoglu 2016, Reffuveille,
Josse et al. 2017, Diaz 2018).

No caso dos gram negativos, sdo as adesinas denominadas fimbrias que
medeiam as funcdes de viruléncia relacionadas a adesao ao cateter. Estas
adesinas sao muito importantes na adesao inicial e durante esta fase promovem
também a formacao de microcolénias o que tornam o biofilme mais denso e
estruturado (Laverty, Gorman et al. 2014). Por ultimo, no caso dos fungos, estes
podem desenvolver-se em fluido de hiperalimentacdao (o fluido usado na
nutricdo parenteral) e também aderem facilmente as proteinas de matriz

extracelular, tais como fibrinogénio e fibronectina (ifiigo and Pozo 2018).

Deste modo, tém-se desenvolvido cada vez mais estudos de sensibilidade
a antimicrobianos contra os microrganismos organizados em biofilme, uma vez
que certos antibioticos se revelam mais eficazes que outros frente a bactérias
que se desenvolvem desta forma (Gominet et al., 2017,Hashem, Elazab et al.
2017, Reffuveille, Josse et al. 2017, Franca 2023, Osorio, Oliveira et al. 2023).

No que concerne aos dispositivos médicos, a probabilidade de adquirir
infecao é imperativa ao seu uso, dai que estudos de precisao de diagnodstico
microbiologico e resisténcia antimicrobiana se revelem de fato pertinentes para

a pratica clinica com melhores resultados em saude.
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Figura 1 Microscopia Eletronica de Varredura de Biofilme. A) Biofilme na
superficie de um CVC (Lebeaux, Chauhan et al. 2013); B) Biofilme de

Staphylococcus aureus na superficie de um CVC (Pozo and Patel 2013)

1.4 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO EM CVC

A dificuldade em diagnosticar as infecoes associadas ao uso do cateter é
um dos problemas com que muitos clinicos se deparam (Aldea Mansilla,
Martinez-Alarcon et al. 2019, Blot, Poulakou et al. 2019, Lorente, Lecuona et
al. 2022) Essa avaliacao baseia-se inicialmente na suspeita clinica de infecao
por alteracoes do local de insercao da ponta do cateter, ou seja, sinais clinicos
como a presenca de dor, calor, edema, eritema, exsudato purulento proximo
ao local de insercao do cateter, e sinais sistémicos como febre, hipotensao e
taquicardia. No entanto, o quadro clinico é muitas vezes inespecifico o que
requer o diagndstico laboratorial para confirmacao de infecao relacionada com
o cateter (Gominet, Compain et al. 2017, Chaves, Garnacho-Monterob et al.
2018, Canton-Bulnes and Garnacho-Montero 2019).

O diagndstico preciso e precoce da infecao da corrente sanguinea
associada ao uso de cateteres € essencial para orientar as decisoes
profissionais, tendo sido desenvolvidos, nas ultimas décadas, varios testes de
diagndstico para melhor orientacao clinica (Naomi P. O'Grady, Mary Alexander
et al. 2011, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Safdar, Abad et al. 2019, Farina,

Cornistein et al. 2019). Esses testes sao amplamente categorizados como
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métodos que requerem a remocao do dispositivo intravascular e alvo de estudo
deste trabalho de investigacao e por isso mais detalhados, e aqueles que nao
requerem (Safdar, Abad et al., 2019). Em geral, aqueles que requerem remocao
do dipositivo envolvem culturas quantitativas ou qualitativas do segmento do
cateter, aqueles que nao requerem remocao envolvem hemoculturas pareadas

ou exame de citocentrifugacao.

Embora existam muitos procedimentos microbioldgicos para confirmar o
diagnostico de bacteremia associa a CVCs, nao existe um consenso sobre qual é
o melhor. O método escolhido dependera, entre outros fatores, do tipo de
cateter, tecnologia disponivel no laboratério de microbiologia e do tempo de

trabalho do mesmo.

1.4.1 Técnicas que ndo requerem a remocao do CVC

O diagnostico microbioldgico da ponta do cateter que requer a sua remocao
pode ser realizado através por varios métodos: Hemoculturas quantitativas
simultaneas; Hemocultura quantitativa de sangue obtido do cateter; Diferenca
no tempo de positividade das hemoculturas; Coloracao do sangue obtido através
do cateter com laranja de acridina (+ Gram); zaragatoa endolumial e cultura
de amostras superficiais e de concecao do cateter. As técnicas mais utilizadas,
pela sua facilidade e baixo custo econdémico, sao a Hemocultura quantitativa
de sangue obtido do cateter e a diferenca no tempo de positividade das
hemoculturas (Naomi P. O'Grady, Mary Alexander et al. 2011, Mansilla,
Ahufinger et al. 2018, Safdar, Abad et al. 2019, Farina, Cornistein et al. 2019).

A primeira consiste, em realizar-se uma hemocultura através do cateter e.
considera-se um diagnostico positivo para contagens superiores a 100 UFC/ml.
No entanto, nao permite distinguir entre bacteremia relacionada com o cateter
e bacteremia de alto grau. A segunda, Diferenca no tempo de positividade das
hemoculturas, é utilizada recorrendo aos atuais sistemas de hemocultura que
permitem identificar no interior do frasco a presenca de microrganismos até
alcancar um valor de positividade. Isto é possivel uma vez que a cada 15min se
analisa a presenca de florescéncia ou presenca de CO2 (sensor colorimétrico

que muda de cinzento para amarelo na presenca do CO2 produzido pelo
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crescimento de microrganismos) no interior dos frascos. Esta capacidade pode
utilizar-se para comparar diferencas do tempo de crescimento dos
microrganismos nas hemoculturas obtidas simultaneamente através de uma
veia periférica e do cateter. O diagndstico definitivo de bacteremia relacionada
com cateter estabelece-se quando o sangue obtido através do cateter € positivo
2 horas antes do sangue proveniente da veia periférica. Trata-se de uma
metodologia dificil de interpretar se ocorrer administracao de antibioticos
através do cateter, facto muito comum em UCI (Blot, Schmidt et al. 1998, Kite,
Dobbins et al. 1999, Malgrange, Escande et al. 2001 )

Quanto as hemoculturas quantitativas simultaneas trata-se de uma
metodologia com uma utilidade muito limitada e a tecnologia lise-centrifugacao
tem um custo elevado e nao disponivel em todos os laboratorios (do ponto de
vista econdmico nao é viavel ter dois sistemas de hemocultura diferentes). Este
método consiste em inocular 10ml de sangue (cateter central e veia periférica)
num tubo que permite lisar o sangue e apos centrifugacao semeia-se o
sedimento em diferentes meios de cultura que incubam em atmosferas
adequadas. Entre as 24 e 48 horas de incubacao pode quantificar-se o nUmero
de colodnias presentes. Quando no sangue obtido através do cateter se observa
contagem de coldnias 5 vezes superior ao obtido na puncao de sangue da veia
periférica considera-se que o resultado é preditivo de bacteremia relacionada
com o cateter (valor considerado pela IDSA)(Mermel, Farr et al. 2001, Manian
2009, O'grady, Alexander et al. 2011).

Por ultimo, quanto a zaragatoa endolumial e cultura de amostras superficiais
e de concecao do cateter estes métodos sao executados passando-se uma
zaragatoa nas diferentes superficies (zona de entrada em redor do cateter) e
semeando-a numa placa de gelose de sangue (Blot, Schmidt et al. 1998, Kite,
Dobbins et al. 1999, Malgrange, Escande et al. 2001, Mermel, Allon et al. 2009,
Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Aldea

Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019).
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1.4.2 Técnicas que requerem a retirada do CVC

O diagndstico microbiologico da ponta do cateter que requer a sua
remocao pode ser realizado através de trés métodos: qualitativo, quantitativo
e semi-quantitativo (Mansilla, Ahufinger et al. 2018 Farina, Cornistein et al.
2019, Lorente, Lecuona et al. 2022).

As culturas qualitativas sao baseadas na introducao da ponta do cateter
num caldo de enriquecimento, em que apds incubacao é verificada a sua
positividade através da avaliacao da turvacao do meio. Nas culturas positivas €
realizada uma subcultura para meio solido, posterior identificacao e
antibiograma. Trata-se de uma técnica extremamente simples, o que a torna
muito atraente para laboratérios com poucos recursos. No entanto, o seu uso
nao é aconselhado, pois nao apresenta valor preditivo positivo, nao sendo
também possivel saber o grau de colonizacao do dispositivo (Mansilla, Ahufinger
et al. 2018).

Os métodos quantitativos e semi-quantitativos permitem conhecer o grau
de colonizacao da amostra em funcao de um limite definido internacionalmente
(O'Grady, Alexander et al. 2011, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Farina,
Cornistein et al. 2019). Laboratorialmente o CDC (2011) distingue dois conceitos
(O'grady, Alexander et al. 2011): colonizacao e bacteremia relacionada com
cateter. Define colonizacao do cateter como crescimento significativo de
microrganismos com uma carga superior a 15 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), utilizando a técnica de sementeira semi-quantitativa do seguemento
distal (ponta), do segmento cutaneo ou da conexao do cateter; e define
bacteremia relacionada com o cateter quando o doente com CVC apresenta
pelo menos uma hemocultura positiva obtida através da veia periférica,
manifestacdes clinicas de infecao (sem presenca aparente de outras fontes
infeciosas) e cultura microbiologica de cateter positiva (O'grady, Alexander et
al. 2011, Rupp and Karnatak 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019,
Farina, Cornistein et al. 2019). Desta forma, pode ser definido se o resultado é
significativo ou nao e, portanto, determinar se a colonizacao do cateter é

presumivelmente a causa da infecao.
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A técnica semi-quantitativa, Método de Maki, baseia-se na avaliacao da
superficie de colonizacdo, € o método que permite a avaliacao da colonizacao
extralumial; a Técnica de Cleri a detecao de colonizacdao endolumial e o Método
de Sonicacao é o método que permite a avaliacao da colonizacao de ambas as
superficies do cateter (O'Grady, Alexander et al. 2011, Mansilla, Ahufinger et
al. 2018, Farina, Cornistein et al. 2019 Canton-Bulnes and Garnacho-Montero
2019, Gaynes and Jacob 2022).

1.4.2.1 Métodos de cultura Semi-quantitativo

0 método semi-quantitativo trata-se da técnica mais implementada nos
laboratorios de Microbiologia. Consiste em rolar a ponta distal do cateter (4-5
cm) pelo menos quatro vezes sobre a superficie de uma placa de gelose de
sangue que posteriormente € incubada durante 24 a 48 horas (Maki, Weise et
al. 1977).

Este método descrito por Maki et al. é considerado o método de
referéncia ha mais de 25 anos e converteu-se na técnica de diagnostico mais
estudada (Garcia-Rodriguez, Gomez et al. 2010, Mansilla, Ahufinger et al. 2018,
Cantén-Bulnes and Garnacho-Montero 2019). Se em cultura se obtém valores de
pelo menos 15 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/placa considera-se que
o cateter esta colonizado (Maki, Weise et al. 1977, Almirante and Pahissa 2013,
Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Canton-Bulnes and Garnacho-Montero 2019,
Lorente, Lecuona et al. 2022). A decisao de estabelecer o ponto de coorte neste
valor deve-se a um estudo inicial em que a maioria dos pacientes apresentavam
contagens superiores a 15 UFC/placa (Maki, Weise et al. 1977, Mansilla,
Ahufinger et al. 2018, Lorente, Lecuona et al. 2022). No entanto, esta técnica
apresenta ocasionalmente falsos negativos, sobretudo em pacientes com
colonizacao intralumial (Bouza, Alvarado et al. 2005). Trata-se da limitacao
mais evidente deste método, sendo apenas possivel avaliar a superficie externa
do cateter sem ser possivel obter informacao da colonizacao interna (Mansilla,
Ahufinger et al. 2018). Este aspeto tem que se ter em conta quando se tratam
de cateteres de longa duracao, no qual a colonizacdao endolumial pode ser a

causa de bacteremia. Outra limitacao deste método passa pelo uso de apenas
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um meio de cultura, o que em caso de infecao por microrganismos mais
exigentes pode condicionar o resultado do estudo microbiolégico (Martin-
Rabadan, Gijon et al. 2008, Gominet, Compain et al. 2017, Chaves, Garnacho-
Monterob et al. 2018). De notar que, o diagndstico de bacteremia relacionado
com o cateter s6 se pode estabelecer quando se recupera o mesmo
microrganismo em uma hemocultura proveniente do sangue periférico
(Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Garcia-Rodriguez, Gémez et al. 2010, Mansilla,
Ahufinger et al. 2018, Cantdn-Bulnes and Garnacho-Montero 2019).

Ao longo dos anos sao varios os estudos que avaliam a sensibilidade e
especificidade destes métodos. Num estudo prospetivo e randomizado realizado
por Bouza, Lifares et al. (2004) apds a avaliacao de 1000 pontas de cateteres
de curto e longo prazo conclui-se que a técnica de Maki trata-se de um padrao
de referéncia, apesar da introducado dos métodos quantitativos, a
especificidade e sensibilidade foi superior a 90%, tanto para cateteres de longa
como de curta duracao (Bouza, Alvarado et al. 2005). Outros estudos originais,
e anteriores, analisaram a sensibilidade desta técnica para diagnosticar
bacteremias relacionadas com cateteres de longa duracao (mais de 30 dias) e
também evidenciaram valores de sensibilidade entre 45 a 75% (Raad, Costerton
et al. 1993). Na metandlise realizado por Safdar et al. em 2005 encontraram
sensibilidade global de 85% e especificidade de 82% para o diagnodstico de BRC.
O Valor Preditivo Positivo (VPP) desta técnica é altamente variavel (10-75%) de
acordo com o tempo de permanéncia do cateter; € baixa se a prevaléncia da
infecao for baixa, embora melhorasse se apenas fossem colocados cateteres
com suspeita clinica de BRC (Safdar et al.2005) Avaliando os resultados semi-
quantitativos apresentados por outros investigadores, verificaram-se também
ainda valores de sensibilidade e especificidade, respetivamente de 84 a 85%
(Almirante and Pahissa 2013). Os trabalhos de investigacao mais recentes
demonstram que o método semi-quantitativo apresenta uma sensibilidade
cerca de 78% e uma especificidade de 90% (Gominet, Compain et al. 2017,
Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018).

Neste sentido, sdo varios os estudos que suportam a utilizacao do Método
de Maki como método de referéncia para avaliacao da colonizacao extralumial

de cateteres intravasculares. No entanto, com o intuito de melhorar a detecao
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de microrganismos que progridem no interior do lUmen do cateter, foi
desenvolvido o método quantitativo que permite o diagnostico também da
superficie endolumial (Mansilla, Ahufinger et al. 2018 Chaves, Garnacho-

Montero et al. 2018; Gominet, Compain et al. 2017).

1.4.2.2 Métodos de cultura Quantitativo

Utilizando apenas a técnica anterior, perdem-se muitos dos
microrganismos que colonizam a superficie intraluminal. Esta limitacao é mais
evidente com cateteres de longa duracao, nos quais o interior do cateter € o
lugar predominante de colonizacao e a causa de infecoes sistémicas. Neste
sentido, tém sido utilizadas varias técnicas que libertam os microrganismos da
superficie interna do cateter seguidas de diluicoes seriadas e que permitem a
quantificacdo dos mesmos: Técnica de Cleri et al. em que o segmento
intravascular é imerso em 2-10 ml de caldo de enriquecimento e o seu interior
do é lavado 3 vezes. Esse caldo € diluido 1/100 e semeado 0,1 ml desta diluicao
(assim como o caldo nao diluido) numa placa de gelose de Sangue (Cleri et al.
1990). Técnica de Brun-Buisson et al em que a ponta do cateter é coberta com
1 mL de agua estéril, agitado no vortex durante 1 minuto e posteriormente
semeando 0,1 mL da suspensao na superficie de uma placa de gelose de Sangue
(Brun-Buisson et al.1987). Modificacao da Técnica de Cleri utilizada por Lifares
et al. em que o interior do cateter é inundado ou lavado com 2 mL de caldo de
enriquecimento (sem submergi-lo); faz-se uma diluicao 1:10 do caldo e

semeiam-se 0,1 mL em gelose de Sangue e sonicacao (Linares et al,1985).

No que respeita a sonicacao, em 1990, Sherertz et al. descreve pela
primeira vez o processo de sonicacao, propde que se introduza a ponta do
cateter em 10 ml do caldo de tripticase de soja, sonica-lo durante 1 minuto e
agita-lo com um vortex durante 15 segundos. Depois disso, semeia-se 100pl do
caldo original e de diluicées de 1:10 e 1:100 em gelose de sangue de forma a
quantificar o grau de colonizacao (Sherertz, Radd et al.1990). Diferentes
estudos indicam que o ponto de coorte superior ou igual a 100 UFC/segmento
pode distinguir entre a origem da infecao e colonizacao (Chaves, Garnacho-

Montero et al. 2018; Gominet, Compain et al. 2017, Lorente, Lecuona et al.
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2022). O uso da sonicacao seguida de agitacao no vortex tem a vantagem de
permitir libertar os microrganismos tanto da superficie externa, como interna
do cateter. Esta técnica mostra-se bastante eficaz, Safdar et al. obtiveram um
valor de sensibilidade de 83% para este método e um valor de Especificidade de
89% para o diagnostico de bacteremia relacionada com cateter (Safdar et al,
2005). Atualmente a técnica nao sofreu qualquer alteracdao no seu
procedimento. Embora a simplicidade técnica deste método tenha generalizado
0 seu uso, nao devemos esquecer que existem cerca de 15% de bacteremias de
origem intralumial, especialmente em cateteres de longa duracao, que podem
nao ser diagnosticados se se recorrer apenas a cultura semi-quantitativa (Aldea
Mansilla et al. 2019; Chaves, Garnacho-Montero, del Pozo, et al. 2018 Lorente,
Lecuona et al. 2022). A combinacao da técnica de Maki com a sonicacao ou
outras técnicas quantitativas descritas, pode conduzir a reducao de todas estas
limitacoes (Guembe, Martin-Rabadan et al. 2016, Aldea Mansilla et al.2019
Lorente, Lecuona et al. 2022). Desta forma, o diagnostico laboratorial deve
passar pela utilizacao de métodos semi-quantitativos e métodos quantitativos,
garantindo avaliar ndao s6 a superficie intralumial, mas também a superficie
extralumial (Siegman-igra, Anglim et al. 1997, Bouza, Alvarado et al. 2005,
Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019, Canton-Bulnes and Garnacho-
Montero 2019, Lorente, Lecuona et al. 2022). De referir que os valores
preditivos dos métodos quantitativos ou semi-quantitativos podem variar
dependendo do tipo e localizacao do cateter, da metodologia de cultura
utilizada e da fonte de colonizacao do cateter (Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon
et al. 2019).

Atualmente, existem mdultiplos estudos comparativos entre os dois
métodos, os quais evidenciam diferencas entre eles, sendo que alguns deles
apresentam diferencas estatisticamente significativas a favor do método de

sonicacao.

A investigacao em torno dos biofilmes associada a infecées da corrente
sanguinea associadas ao uso dos cateteres, também deve conduzir a uma
reavaliacao destes métodos, uma vez que microrganismos como 0s
Staphylococcus coagulase negativos que sao muitas vezes considerados

contaminacao por fazerem parte da flora comensal do paciente e do
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profissional de saude, atualmente, e a luz da bibliografia assumem um papel
cada vez mais preponderante nas infecoes associadas a CVC (Rewa, Muscedere
et al. 2012, Badia-Cebada, Pujol et al. 2019, Hashem, Elazab et al. 2017)

1.4.3 Identificacdo dos microrganismos isolados

A identificacao dos microrganismos isolados pelos métodos descritos
anteriormente, pode ser feita através dos métodos bioquimicos convencionais
e através de sistema EM MALDI-TOF que analisa o perfil proteico (sobretudo
proteinas ribossémicas) do microrganismo e a compara com uma base de dados
para estabelecer a identificacao quanto ao género e a espécie(Clark, Kaleta et
al. 2013, Bellido and Buitrago 2015, Canton and Garcia-Rodriguez 2016, Jang
and Kim 2018, Haider, Ringer et al. 2023). Esta técnica é o foco principal desta

investigacao e sobre a qual recai o proximo capitulo.

De notar que, se os microrganismos identificados fazem parte da flora
normal & possivel obter resultados definitivos, se se tratarem de coagulase
negativos podem verificar-se duvidas. Pode também ser usado para o
diagnostico técnicas de biologia molecular que se executam através de DNA
bacteriano extraido do sangue do cateter. Trata-se de uma técnica sensivel e
especifica que pode contribuir para diminuir o nUmero de cateteres retirados.
Sao poucos os laboratérios que podem usa-los por se tratar de um método

dispendioso.

1.4.4 Recomendacées especificas para o diagnéstico microbiologico

de infecdes associadas a cateteres intravasculares

O diagnostico de infecoes relacionadas a cateteres € um auténtico desafio,
dai que nos ultimos anos sao varias as diretrizes criadas no sentido de
uniformizar o seu diagnostico. A diretriz de pratica clinica da Sociedade de
Doencas Infeciosas Americana (IDSA) (Mermel, Farr et al. 2001, Manian 2009,
O'grady, Alexander et al. 2011) sugere um dos seguintes critérios para o
diagnostico definitivo de ICSRC: crescimento do mesmo microrganismo a partir

da cultura de um segmento de cateter pelo método semi-quantitativo (>15
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UFCs/placa) ou cultura quantitativa pelo método de sonicacao (102 UFC) e
hemocultura periférica obtida percutaneamente; Hemoculturas pareadas
obtidas simultaneamente de um lumen do cateter e sangue periférico atendem
aos critérios para ICSRC por hemoculturas quantitativas (3 vezes a contagem de
colonias e lumen do cateter versus periférico) ou diferenca de tempo para
positividade (diferenca de 2 horas no tempo para positividade, lUmen do

cateter versus periférico) (Rupp e Karnatak, 2018).

Outras entidades e organizacoes reguladoras (CDC, National Heathcare
Safety Network (NHSN), Instituto Nacional Ricardo Jorge (INRJ), Sociedade
Espafiola Enfermedades Infeciosas Microbiologia Clinica (SEIMC) definiram
alguns pontos base no que concerne ao diagnostico microbioldgico deste tipo
de infecoes, dos quais se destacam: a) Somente cateteres de pacientes com
sinais e sintomas de infecido devem ser encaminhados ao laboratério de
microbiologia para cultura, nao sendo recomendavel culturas de vigilancia
sistematica; b) Em pacientes nos quais o cateter é removido devido a suspeita
de bacteremia, pelo menos um par de hemoculturas periféricas deve ser obtido
por técnicas assépticas antes do inicio da antibioterapia; c) O procedimento
semi-quantitativo de Maki deve ser utilizado como padrao, embora outras
técnicas para avaliacao da colonizacao intralumial e/ou extralumial possam ser
consideradas alternativas; d) Recomenda-se a identificacao dos microrganismos
relacionados com a infecao associada a CVC quanto ao género, a espécie e
padrao de sensibilidade aos antimicrobianos; e€) Nos pacientes nos quais se
pretende preservar o cateter, recomenda-se o estudo semi-quantitativo da pele
e “hubs” devido ao seu VPN; f) As hemoculturas quantitativas diferenciais de
sangue, colhidas por todos os lumens do cateter e por veia periférica, sao um
procedimento recomendado no diagnostico de ICSRC (O'Grady, Alexander et al.
2011, Chaves, Garnacho-Montero et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon
et al. 2019, Canton-Bulnes and Garnacho-Montero 2019).

A referir que Portugal se rege pelas normas internacionais, no entanto, a
Direcao Geral de Saude definiu também a Norma 022/2015 que define “feixes
de intervencées” de Prevencao de infecées associadas com CVC de forma a
uniformizar as orientacdes (O'Grady, Alexander et al. 2011, Chaves, Garnacho-

Montero et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019)
38



Introducao

1.5 EPIDEMIOLOGIA

Como referido anteriormente, os CVC representam um risco maior de
infecoes relacionadas ao dispositivo do que qualquer outro tipo de dispositivo
médico e sao as principais causas de morbidade e mortalidade (Slobbe, Barzouhi
et al. 2009). Também sao a principal fonte de bacteremia e septicémia em
paciente hospitalizados (Ross, Quesada et al., 2006; Mansilla, Ahufinger et al.,
2018; Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al., 2019). Deste modo, como
descrito anteriormente sao muitos os fatores que justificam a avaliacao
epidemiologica deste tipo de infecoes. Do ponto de vista epidemioldgico sao
varias as medidas utilizadas para estimar a bacteremia relacionada com o
cateter sendo as taxas de prevaléncia e as taxas de incidéncias as mais
utilizadas. Nos estudos de prevaléncia sao identificadas as infecdes, num
determinado ponto no tempo, em todo o hospital ou em servicos selecionados
A taxa de prevaléncia é afetada pela duracao do internamento e pela duracao
das infecoes. Este tipo de estudos € simples, facil e barato. Os estudos de
incidéncia permitem a identificacdo de novas infecoes e requerem a
monitorizacdao de todos os doentes de uma populacao definida durante um

periodo especifico de tempo.

A luz da bibliografia varios sdo os estudos que evidenciam alteracdes na
epidemiologia, nao s6 devido ao aumento de estratégias para diminuir as
complicacoes infeciosas associadas aos CVC, mas também devido a mudanca
epidemiologica dos agentes produtores de bacteremias relacionadas com estes
dispositivos (Ferrer e Almirante, 2014; O’Grady, Alexander et al., 2011; Rupp e
Karnatak, 2018,Guzek, Rybicki et al. 2022).

Estes estudos incidem sobretudo em UCI uma vez que 80% dos individuos
internados nesta unidade desenvolvem ICSRC (Tacconelli, Smith et al. 2009,
Novosad, Fike et al. 2020, Gaynes and Jacob 2022, Guzek, Rybicki et al. 2022)
e incidem nao so6 nas taxas de incidéncia como também na descricao dos
microrganismos isolados. No que respeita a epidemiologia dos microrganismos

isolados ,um estudo recente desenvolvido por Badia-Cebada, Pujol et al (2019),
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verificaram que a taxa de incidéncia de infecao por Staphylococcus coagulase
negativo seguiu uma tendéncia de queda, ao contrario da incidéncia de bacilos
Gram-negativo que tem aumentado significativamente (Badia-Cebada, Pujol et
al. 2019). Também o isolamento de Staphylococcus aureus aumentou neste tipo
de infecoes, sobretudo em cateteres inseridos em salas de emergéncia, onde a
contaminacao ocorre sobretudo durante a insercao (Badia-Cebada, Pujol et al.
2019).

Efetivamente, segundo os dados do CDC e ainda do “Surveillance and
Control of Pathogens of Epidemiological Importance de United States” nos
ultimos anos os bacilos Gram-negativo sao a causa de infecao em mais de 20%
de bacteriemias relacionadas com cateteres, o que revela uma mudanca
epidemiologica nos agentes produtores deste tipo de infecdes (Farina,
Cornistein et al. 2019 ,0'Grady, Alexander et al. 2011, Almirante and Pahissa
2013).

Ainda assim os microrganismos que com mais frequéncias produzem
infecoes e bacteriemias relacionadas com cateter sao os Staphylococcus
coagulase negativo e Staphylococcus aureus (50-60%), sendo as restantes sao
produzidas por bacilos Gram-negativo (10 a 20%), Cadida spp. (5% a 10%) e
Enterococcus spp. (5% a 10%); outros microrganismos apresentam uma
frequéncia baixa (Blot, Bergs et al., 2014; Braun, Hussein et al., 2014; Garcia-
Gasalla, Arrizabalaga-Asenjo et al., 2019; Ripa, Morata et al., 2018; Stuart,
Cameron et al., 2013, Guzek, Rybicki et al. 2022).

De referir, que quanto aos bacilos Gram-negativo ainda nao se encontra
bem definido qual o seu incremento neste tipo de infecoes o que podera
significar uma mudanca de paradigma no seu tratamento empirico, na medida
em que o tratamento das bactérias Gram-negativo apenas se reserva para
pacientes graves (Almirante and Pahissa 2013, Guzek, Rybicki et al. 2022, Ahn,
Kim et al. 2023).

Quanto as taxas de incidéncia, estas revelam diferencas entre paises e
hospitais, o que justifica que estes estudos sejam feitos regularmente e
avaliados a luz de cada realidade para que estratégias sejam desenvolvidas de

forma a diminuir este tipo de infecdes. Analisando a bibliografia verificamos
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essas diferencas, num estudo recente de tendéncia epidemiologica
desenvolvido por Badia-Cebada, Pujol et al. (2019) verificou-se uma descida da
taxa de incidéncia anual de 0,23 episodios em 1000 dias de cateter em 2007,
para 0,13 em 2019. Esta tendéncia de queda foi principalmente associada a
diminuicao progressiva da taxa de incidéncia anual das infecoes da corrente
sanguinea associada ao uso de CVC (Badia-Cebada, Pujol et al. 2019). Uma
tendéncia semelhante foi observada no Canada num estudo efetuado durante 6
anos (Fontela, Platt et al. 2012, Gaynes and Jacob 2022). Em 2017, houve
24.265 infecoes da corrente sanguinea associadas a linha central relatadas por
3.576 hospitais em unidades de cuidados intensivos dos Estados Unidos para a
Rede Nacional de Seguranca em Salde dos Centros de Controle e Prevencao de
Doencas dos Estados Unidos (Gaynes and Jacob 2022). Em contraste, a
incidéncia agrupada relatada de infecoes da corrente sanguinea associada a
CVC em 422 UCI de 36 paises na América Latina, Asia, Africa e Europa de 2004
a 2009 foi substancialmente maior, 6,8 eventos por 1.000 dias de Cateter
(Rosenthal, Bijie et al. 2012, Gaynes and Jacob 2022). Estas diferencas podem
ser justificadas pelos esforcos das equipas multidisciplinares na prevencao
deste tipo de infecoes (Ferrer e Almirante, 2014; O’Grady, Alexander et al.,
2011; Rupp e Karnatak, 2018).

Em Portugal, poucos sao os estudos a este nivel, sendo que, como
referido anteriormente, remonta a 2017 o Ultimo estudo desenvolvido pela
Direcao Geral de Saude (DGS) no ambito do Programa Prevencao e Controlo de
InfecOes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (PPCIRA) que evidenciou que a
taxa de incidéncia da INCS em servicos de internamento associado a CVC e por
1000 dias de CVC foi de 1,7 em 2016, sendo que nos servicos de Medicina
Intensiva apresentava um valor de 0,9 por 1000 dias de CVC reduzindo 57,1% de
2008 a 2016 (Tabela 1). De notar que, o relatorio nao evidencia quais as

principais estirpes isoladas (Saude 2017)
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Tabela 1- ICSRC por 1000dias de CVC, em UCI Adultos 2008-2016 (Fonte: DGS/PPCIRA
2017 - Programa de Vigilancia Epidemiologica UCI)

Infecdo relacionada com cateter
(CSRCVC) por 1000dias de CVC, em

Ano UCI Adultos
2008 2,1
2009 2,2
2010 1,4
2011 1,5
2012 1,0
2013 1,3
2014 1,9
2015 1,3
2016 0,9

A mais recente evidencia nacional refere-se a Cateter Venosos
Periféricos (CVP), dispositivo invasivo mais comum nos hospitais portugueses
em que Osorio, Oliveira et al. analisaram 110 pontas de CVP das quais 30%
estavam colonizadas. O género mais prevalente foi Staphylococcus spp., com
48,8%. Pertencentes a esse género, as espécies bacterianas isoladas foram S.
aureus (4,4%), S. epidermidis (26,7%), S. haemolyticus (11,1%), S. lentus (2,2%),
S. warningeri (2,2%) e S. xylosus (2,2%). Outros microrganismos clinicamente
relevantes foram encontrados como Enterococcus spp. (4,4%), Escherichia coli
(2,2%), Klebsiella pneumoniae (2,2%) (Osorio, Oliveira et al. 2023).
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Por ultimo, em Espanha, num estudo desenvolvido entre 2003 e 2010 pelo
Hospital Geral Universitario Gregorio Maranén de Madrid, os principais
microrganismos identificados como agentes etioldgicos deste tipo de infecoes
foram os Staphylococcus coagulase-negativo corresponderam a 43,3%, seguidos
pelo Staphylococcus aureus, correspondendo a 17,3% dos casos. Os Bacilos
Gram-negativos constituiram 17%, seguidos de perto pelas leveduras 16%, das
quais nos Ultimos anos foi observado um aumento. Outros microrganismos
envolvidos em infecoes associadas a CVC foram identificados como
Corynebacterium spp., Bacillus spp., e até mesmo espécies anaerobicas, como
Propionibacterium acnes. (Mansilla, Ahufinger et al. 2018) (Fig. 2). Em 2020
coincidindo com a segunda onda da pandemia, os valores de incidéncia de
bacteremia primaria e bacteremia relacionada a cateter foi de 6,27 e 2,91
episoddios por 1.000 dias de CVC (Gallart, Delicado et al. 2022 )

Distribuicao Epidemiolégica de Infegdes associadas a CVC
Hospital Geral Universitario Gregorio Maranon de Madrid

m Staphylococcus coagulase-negativo
m Staphylococcus aureus
m Bacilos Gram-negativos

Leveduras

m Qutros Microrganismos
(Corynebacterium spp., Bacillus
spp., Propionibacterium acnes,etc.)

Figura 2 - Grafico representativo de Distribuicdo Epidemioldgica de
Infecoes associadas a CVC no periodo de 2003 a 2010 (Fonte: adaptado de
1-Mansilla, Ahufinger et al. 2018)

A implementacao de estratégias preventivas € muito vantajosa tanto a nivel
economico como para o paciente. Desta forma, existem atualmente diferentes

estratégias para evitar o desenvolvimento de microrganismos e,
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consequentemente, o desenvolvimento de infecdo. De entre as medidas basicas
para a prevencao a infecao destacam-se: a correta higienizacao das maos e o
uso de técnicas assépticas durante a insercao e o cumprimento dos cuidados
necessarios com os cateteres; a educacao sanitaria de todos os profissionais
sobre indicacdes para a utilizacao de cateteres vasculares; a aplicacao de
corretos procedimentos de insercao e manutencao e aplicacao de medidas de
controlo de infecoes sendo esta Ultima uma estratégia sobretudo preventiva e
particularmente importante. Outras medidas preventivas incluem a escolha
adequada de locais de insercao de cateteres, a utilizacao de material
apropriado para cada tipo de cateter, a utilizacao de precaucoes maximas de
barreira para a insercao de cateteres venosos centrais, a substituicao de
conjuntos de infusao em intervalos apropriados, a correta assepsia de dos locais
de insercao e por Ultimo a remocao imediata dos cateteres que nao sao
necessarios para a infusao de fluidos ou medicamentos (Ferrer & Almirante,
2014).

Neste contexto, em Espanha foi desenvolvido um projeto inovador designado
“Proyecto Bacteremia Zero” (BZ) com o objetivo de implementar muitas das
medidas preventivas anteriormente descritas. Trata-se de um projeto iniciado
em 2009 liderado pela Sociedade Espanhola de Medicina Intensiva que conta
com o apoio do governo Espanhol e da Organizacao Mundial de Salde. O seu
principal objetivo passa por reduzir a média nacional e taxa de incidéncia de
bacteremias relacionadas com cateteres em valores a baixo do definido por
muitas sociedades cientificas. As UCIs que aderiram ao projeto registaram
taxas de infecao inferiores que permaneceram abaixo do padrao de qualidade
recomendado pela Sociedade Espanhola de Medicina Intensiva Critica e
Unidades Arterias Coronarias (SEMICYUC). Segundo os dados analisados pela
entidade promovedora do projeto verificou-se, que em 2008 se registava uma
(media) de 4,89 episdodios por mil dias de uso de cateter ao passo que esse valor
passou para 2,78 episodios no periodo de intervencao de 2009-2010, para 2,61
em 2011 e para 2,23 episodios em outubro de 2012. Em 2020, coincidindo com
a segunda onda da pandemia, os valores de incidéncia de bacteremia primaria
e bacteremia relacionada a cateter foi de 6,27 e 2,91 episodios por 1.000 dias

de cateter venoso central (CVC) respetivamente, colocando-nos em numeros
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superiores aos do periodo anterior ao inicio do projeto (Gallart, Delicado et al.
2022 ). No entanto, estes dados confirmam a eficacia do pograma e a
necessidade/ importancia de se mudar habitos e culturas, incrementando as
boas praticas em cuidados de saude. As diretrizes do projeto passam, a
semelhanca das estratégias descritas anteriormente, por: Higiene adequada das
maos; uso de Clorexidina na preparacao da pele; uso de medidas de barreiras
durante a insercao dos cateteres (luvas, batas, mascaras, etc.); preferéncia da
via subclavia; retirada dos cateteres nao necessarios; Manipulacao asséptica
dos cateteres; higiene corporal diaria com clorexidina; utilizacao de plugs com
solucao antisséptica nos conectores e uso de ultrassom durante a insercao do
cateter. De referir que todas estas estratégias apresentam evidéncias
cientificas da sua eficacia (Gallart, Delicado et al. 2022) . Por exemplo, sabe-
se que os CVC revestidos com agentes antimicrobianos com
sulfadiazina/clorexidina de prata ou minociclina/rifampicina, estao associados
a uma diminuicao do risco de infecao e que os pensos impregnados com
clorexidina impedem que os microrganismos presentes na pele e no local de
insercao proliferem e tenham acesso a superficie externa do CVC (O’Grady et
al., 2011; Rupp & Karnatak, 2018).

Assim, existem dados extensivos que apoiam utilizacao destas diretrizes de
forma a prevenir estas infecoes, diretrizes essas que se irao refletir em menores

taxas de mortalidade, morbilidade e custos associados.

2 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF EM MICROBIOLOGIA

A espectrometria de massa (EM) € uma técnica analitica baseada na
separacao e detecao de particulas. As primeiras aplicacoes desta tecnologia
surgiram na andlise de rotina de mistura de hidogenocarbonetos 40s.
Posteriormente, tem sido utilizada para elucidar a estrutura de compostos
organicos tais como polipéptidos, proteinas e biopolimeros de elevado peso
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molecular (Castano, Juanes et al. 2016). Gradualmente a EM foi consolidada
como uma técnica analitica qualitativa e quantitativa utilizada para identificar
e caracterizar compostos quimicos com base nas suas propriedades de massa,
isto €, as razdes massa/carga (m/z) de ides moleculares (Hou, Chuan et al.
2019).

A técnica MALDI foi desenvolvida pelos investigadores alemaes Franz
Hillenkamp e Michael Karas em 1985 que descreveram pela primeira vez o
método e suas as aplicacoes (Karas, Bachmann et al. 1985). Até entao, as
técnicas de ionizacao disponiveis para espectrometria de massa de moléculas
bioldgicas nao eram adequadas para esses tipos de moléculas, uma vez que
promoviam a fragmentacao e destruicao durante o processo de ionizacao.
Hillenkamp e Karas descobriram que a incorporacao de matrizes organicas
absorvia a energia do laser, permitindo a ionizacao eficiente e suave das
moléculas, sem o efeito de fragmentacdo significativo. Essa abordagem
revolucionaria permitiu a andlise de diversos compostos biologicos por
espectrometria de massa sem a necessidade de etapas complexas de
preparacao da amostra (Karas, Bachmann et al. 1985). Posteriormente, o
desenvolvimento da técnica MALDI foi combinado com a detecao de tempo de
voo (TOF), emergindo na técnica MALDI-TOF. O principio basico do TOF é a
separacao de ides de acordo com a relacao massa/carga (m/z) em medida do
tempo que os ides levam para percorrerem um caminho conhecido até um
detetor, permitindo a andlise precisa da massa das moléculas ionizadas (Jesus

Mingorancea, Regueirob et al. 2016).

O uso da EM em Microbiologia foi descrito pela primeira vez em 1975
quando Anhalt e Fenseaul usaram esta técnica para identificacdo bacteriana
mas a sua aplicacdao melhorou significativamente em 1988 quando a técnica
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) foi descrita como um
método de ionizacdo Util para a descricao de grandes biomoléculas, uma vez
que a matriz permite a cristalizacao da amostra e subsequente ionizacao sem
degradacao da mesma.(Anhalt and Fenselau 1975, Karas and Hillenkamp 1988,
Castafno, Juanes et al. 2016). Atualmente, esta poderosa técnica analitica &

amplamente utilizada para identificar e analisar moléculas, como proteinas,
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péptidos, lipidos e outros compostos organicos (Engel, Prabutzki et al. 2022).
Assim, nos ultimos anos, a EM MALDI-TOF deixou de ser uma tecnologia
completamente alheia aos procedimentos diagndsticos de Microbiologia Clinica
para ser, antes de mais, uma promissora novidade, e quase sem solucao de
continuidade, um procedimento completamente integrado na atividade clinica
diaria de um laboratorio de Microbiologia (Bellido and Buitrago 2015, Castano,
Juanes et al. 2016, Jesus Mingorancea, Regueirob et al. 2016). Em 2009, foi
publicado o que provavelmente foi o artigo chave para dar a conhecer aos
especialistas envolvidos no diagnodstico de doencas infeciosas as possibilidades
da EM MALDI-TOF. E quase um ano depois, publica-se em Espanha o primeiro
artigo em que foi feita uma avaliacao global da utilidade EM MALDI-TOF para a
identificacao de microrganismos de origem clinica (Ferreira, Vega et al. 2010,
JesUs Mingorancea, Regueirob et al. 2016, Bizzini, Durussel et al. 2010). Desde
entdo, o numero de publicacdes sobre aplicacbes clinicas da EM MALDI-TOF
aumentou exponencialmente, especialmente no que diz respeito a
identificacao de diferentes grupos de microrganismos a partir de culturas. Desta
forma, este sistema surge como uma ferramenta robusta para a identificacao
fenotipica de microrganismos através da andlise das proteinas constituinte da
parede celular e de proteinas ribossomais, aumentando a sua confiabilidade
quando comparada a outras técnicas fenotipicas convencionais. O espectro
gerado é interpretado como “impressoes digitais” de um taxon especifico,
discriminando espécies de microrganismos estreitamente relacionadas. Esta
metodologia tem-se mostrado de grande relevancia para a investigacao em
microbiologia clinica, por se tratar de uma técnica rapida, econdmica e eficaz
(Ferreira, Vega et al. 2010, Bellido, Castano et al. 2012, Castano, Juanes et al.

2016, Jesus Mingorancea, Regueirob et al. 2016, Bizzini, Durussel et al. 2010).

Desta forma, a EM MALDI-TOF tem a sua aplicacao em diferentes campos,
como protedmica, andlise de lipidos, andlise de hidratos de carbono,
identificacao de microrganismos e muito mais. Assim, € amplamente utilizada
em investigacao biomédica, diagnostico clinico, descoberta de novos farmacos
e controle de qualidade em indUstrias farmacéuticas e de alimentos. Devido a
sua alta sensibilidade, velocidade de andlise, capacidade de identificacao de

multiplos analitos e necessidade pouca quantidade de amostra, esta técnica é
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uma ferramenta valiosa em muitas areas da ciéncia e da medicina (Bellido,

Castano et al. 2012, Castano, Juanes et al. 2016, Bizzini, Durussel et al. 2010).

Atualmente, a técnica MALDI-TOF é amplamente utilizada em laboratoérios
de investigacao e clinicas em todo o mundo (Bellido, Castafio et al. 2012,
Ashfaq, Da'na et al. 2022). Nos ultimos 10-15 anos, o MALDI-TOF comecou a ser
utilizado rotineiramente como método de identificacao de primeira linha em
laboratédrios de Microbiologia (Bellido, Castano et al. 2012, Castano, Juanes et
al. 2016, Bizzini, Durussel et al. 2010) A identificacao de microrganismos (como
bactérias e fungos ) por métodos fisiologicos, serologicos, bioquimicos e
quimiotaxonémicos requer muito esforco, recursos e tempo (Haider, Ringer et
al. 2023) e esse diagnodstico inclui a avaliacao da forma da coldnia e a aplicacao
de testes fenotipicos e bioquimicos, especialmente no caso de fungos, que sao
geralmente determinados com base nas suas distintas formas microscopicas e
macroscopicas, ou seja , a maioria das técnicas microbiolégicas convencionais
continuar a basear-se em principios e evidéncias que requerem o crescimento
do microrganismo, o que faz com que a identificacao possa demorar de horas a
varias semanas apods o recebimento da amostra. Além disso, estas técnicas tém
limitacoes obvias de aplicabilidade e fiabilidade sobretudo quando se trata de
microrganismos que crescem com dificuldade, ou nao crescer em todos os em
meios de cultura, ou que apresentam uma atividade bioquimica
limitada(Bellido, Castano et al. 2012) Apesar dos recentes métodos gendmicos
(hibridizacao DNA-DNA, 16s rRNA, razao G+C, reacao em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-PCR) e fluorescéncia de hibridizacdao in situ) ,serem
confiaveis e também cada vez mais usados em detrimento dos métodos
convencionais , essas técnicas sao demoradas e dispendiosas e requerem ampla

experiéncia para se obter uma identificacao precisa (Ashfaq, Da'na et al. 2022).

Em suma, a tecnologia MALDI-TOF oferece muitas vantagens em comparacao
com as técnicas microbiologicas e moleculares convencionais principalmente
devido ao elevado grau de rapidez, simplicidade, certeza, custo-beneficio
(Bellido and Buitrago 2015). Esta tecnologia tem a capacidade de identificar
varios tipos diferentes de microrganismos e, portanto, possui o potencial de

substituir outros métodos de identificacdo. Neste sentido, métodos de
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identificacao bacteriana precisos e rapidos sao cada vez mais necessarios e €

neste contexto que surge a pertinéncia deste trabalho de investigacao.

2.4  FUNDAMENTO DA TECNICA

O principio basico da espectrometria de massa MALDI-TOF envolve a
ionizacao das moléculas de interesse. A amostra é misturada com uma matriz
de absorcao de laser, que geralmente consiste numa molécula de matriz de
baixa massa molecular que absorve a energia do laser e transfere-a para as
moléculas-alvo. A matriz e a amostra sao depositadas numa placa ou alvo de
MALDI. Seguidamente, um pulso de laser de alta energia é aplicado na amostra,
resultando na vaporizacdao da matriz e das moléculas-alvo. Durante esse
processo de ionizacao, os analitos sao carregados positivamente (ou
negativamente) e sdao acelerados por um campo elétrico em direcao a um
detetor de massa. Os i0es resultantes sao separados de acordo com sua relacao
massa/carga (m/z) sendo detetados e registados pelo espectrometro de massa.
Uma vez que o tempo que os ides demoram a percorrer o caminho até o detetor
€ proporcional a sua massa, € possivel a identificacao e andlise precisa da
composicao molecular de uma amostra. Assim, a técnica MALDI-TOF baseia-se
em trés principios fundamentais: (i) ionizacao por laser, (ii) matriz de absorcao

e (iii) detecao de tempo de voo. Em detalhe:

(i) lonizacao por laser: A primeira etapa da técnica MALDI-TOF envolve a
ionizacao das moléculas através de uma fonte de dessorcao (feixe de laser) que
recai sobre uma solucao acida alcodlica de amostra associada a uma substancia
matriz, a qual é responsavel por absorver a radiacdo e a transferir para a
amostra. Por sua vez esta converte uma substancia solida ou liquida nao volatil
em ides gasosos e sua lenta evaporacao permite que a amostra cristalize
lentamente e que as suas proteinas sejam desta forma distribuidas
uniformemente sob a superficie da sonda (Castafno, Juanes et al. 2016, Engel,
Prabutzki et al. 2022). Assim, quando o pulso de laser de alta energia atinge a

amostra, que idealmente consiste apenas em co-cristais da matriz e do analito,
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a sua energia € absorvida principalmente pela matriz que é vaporizada,
transportando moléculas de analito intactas numa fase gasosa. Durante o
processo de expansao desta nuvem de gas, os ides (por exemplo, H* e Na*) sao
trocados entre a matriz e o analito. De notar que nesta fase a escolha da matriz,
que esta presente em grande excesso relativamente a quantidade de analito
(recomendado um excesso de 100 a 100.000 vezes), revela-se essencial para o

sucesso da técnica (Castano, Juanes et al. 2016, Engel, Prabutzki et al. 2022).

(ii) Matriz de absorcao: A selecao da matriz € crucial no sucesso
experimental da técnica, uma vez que uma correta selecao leva a incorporacao
do analito e formacao de cristais de forma mais adequada (Marvin, Roberts et
al. 2003). Trata-se de uma substancia organica de baixa massa molecular,
miscivel com a amostra e capaz de absorver a energia do laser. Derivados do
acido cianico sao frequentemente utilizados, como por exemplo o a-ciano-4-
hidroxicinamico acido por serem sollveis em solventes organicos tais como
acetilnitrilo e acido trifluroacético (Castano, Juanes et al. 2016). A sua lenta
evaporacao permite nao s6 o desenvolvimento de cristais homogéneos do
analito permitindo que as proteinas se encontrem melhor distribuidas do que
quando sao colocadas diretamente na superficie da sonda (Vorm, Roepstorff et
al. 1994, Castano, Juanes et al. 2016) mas também uma melhor eficiéncia de

ionizacao do mesmo (Simke, Fischer et al. 2022).

(iii) Detecao de tempo de voo: Apos a ionizacao, os ides resultantes sao
acelerados por um campo elétrico e direcionados em direcao ao espectrometro
de massa. O detetor utilizado € o TOF, o qual se baseia no principio de que
particulas com a mesma energia cinética, mas massas diferentes, percorrerao
diferentes distancias num determinado tempo. Os ides gerados geralmente
possuem carga Unica (positiva) e ao sofrerem ionizacao adquirem uma energia
cinética. A maioria dos ides, como referido anteriormente, sao de carga Unica
dai que os seus restantes parametros como a massa € a carga permanecam
constantes. Assim, a relacao massa / carga (m / z) é normalmente resultante
da massa ionica. De notar que para ides que apresentam a mesma energia
cinética a sua velocidade variara em proporcionalidade inversa a sua massa.

Portanto, particulas maiores migram de forma mais lenta que particulas mais
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pequenas. No analisador de massa (TOF) ocorre a aceleracao dos ides por acao
de um pulso elétrico que os separa de acordo com o tamanho ao longo de um
tubo de vacuo para um detetor na extremidade desse tubo (Fenselau and
Demirev 2001, Bellido, Castano et al. 2012, Castano, Juanes et al. 2016, Oviano
and Bou 2019). O tempo que leva para os ides percorrerem o caminho até o
detetor, como referido anteriormente, € proporcional a sua massa, permitindo
a identificacao e andlise da composicao molecular da amostra. Assim,
particulas maiores, com menor velocidade, levarao mais tempo para percorrer
todo o tubo e chegardao ao detetor mais tarde do que particulas menores. O
analisador de massa ideal € aquele capaz de distinguir entre pequenas
diferencas de massa e também aquele que é capaz de permitir a passagem de
um numero suficiente de ides para produzir uma corrente facilmente
mensuravel. Posteriormente, o computador associado ao EM recebe essa
informacao e gera uma espectrograma, ou seja, um grafico onde a abundancia
dos picos de cada espécie ionica é representada tendo em conta a sua relacao
massa / carga. O pico mais alto é conhecido como pico base e recebe um valor
relativo de 100%. A intensidade dos restantes picos sera determinada por
comparacao da intensidade do pico base, o ido nao fragmentado é denominado
iao molecular. A referir, que os espectros de massa podem ser adquiridos
automaticamente, um método que oferece maior desempenho, mas € menos
reproduzivel, ou manualmente, onde o utilizador da tecnologia pode
especificar valores limite de varios parametros, como niumero de disparos,
intensidade do pico base, limite minimo, resolucao, relacao sinal-ruido, selecao
de faixa de pico de massa, etc. Tudo isso € necessario no algoritmo de aquisicao

do espectro (Zhang, Borror et al. 2014)

Um esquema simplificado dos processos que ocorrem num espectrometro de
massa MALDI-TOF é representado na Figura 3 (Engel, Prabutzki et al. 2022).
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Figura 3 - Esquema representativo da técnica MALDI-TOF (Engel, Prabutzki et al.
2022).

No que concerne a microbiologia, para a identificacao de microrganismos
sao utilizados péptidos/proteinas carregados positivamente com massa
molecular entre 2.000 e 20.000 m/z (Bellido, Castano et al. 2012, Vrioni,
Tsiamis et al. 2018). A sequéncia e o tamanho das proteinas ribossémicas sao
altamente conservados entre diferentes espécies bacterianas e, portanto, sao
utilizadas para identificar tipos individuais de bactérias. Para permitir a
identificacao rapida, precisa, facil e confiavel do microrganismo, € necessario
preparar de forma correta a amostra. A maioria das amostras bacterianas sao
separadas e cultivadas em meio sélido, sendo uma Unica colonia selecionada e
espalhada diretamente formando uma pelicula fina na matriz do MALDI,
utilizando o acido ciano-4-hidroxicinamico como matriz (este solvente é capaz
de extrair proteinas da maioria das bactérias). No entanto, Mycobacterium spp.
e fungos filamentosos geralmente requerem métodos de extracao em varias
etapas para garantir a qualidade do proteoma biolégico. O método de extracao
etanol-acido formico é sugerido para remover a capsula destas espécies. No
caso de urgéncia clinica, realiza-se a identificacdo do microrganismo
patogénicos diretamente de amostras biologicas (amostras de urina, sangue,
exsudados,caldos,etc)(Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Bellido, Castano
et al. 2012, Bellido and Buitrago 2015, Barberino, Silva et al. 2017, Haider,
Ringer et al. 2023). Para este tipo de amostras é necessaria uma purificacao

adicional, de forma a separar o microrganismo patogénico das células
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hospedeiras, péptidos e proteinas (Sanchez-Juanes and Gonzalez-Buitrago
2019).

A técnica MALDI-TOF oferece vantagens significativas, como alta
sensibilidade, velocidade de andlise, capacidade de identificacao de multiplos
analitos e requer apenas pequenas quantidades de amostra. Assim sendo, € uma
técnica amplamente utilizada em diversas areas, como protedomica, andlise de
lipidos, controle de qualidade, e diagndstico clinico. As aplicacées clinicas do
EM MALDI-TOF para isolados bacterianos esta a aumentar constantemente,
desde a identificacao de espécies e bacteremia, as aplicacoes mais promissoras
no futuro: detecao de resisténcia antimicrobiana e tipagem microbiana para
estudos epidemiologicos (Karas and Hillenkamp 1988, Ferreira, Vega et al.
2010, Bellido and Buitrago 2015, Castano, Juanes et al. 2016).

2.5  MALDI-TOF E TIPAGEM MICROBIANA

Os laboratorios de microbiologia clinica assumem atualmente um papel
crucial na identificacao de microrganismos em amostras clinicas uma vez que a
identificacao de espécies bacterianas pode orientar a antibioterapia na maioria
das doencas infeciosas. Historicamente a confirmacao da identificacao
microbiana depende de uma serie de metodologias convencionais
nomeadamente: Metodologia baseada na coloracao e morfologia; Crescimento
microbiologico em meio de cultura; Técnicas bioquimicas e antigénicas com
consequente andlise bioquimica e metabodlica dos microrganismos e Testes de
sensibilidade antimicrobiana (Clark, Kaleta et al. 2013, Jang and Kim 2018). No
entanto, nas Ultimas décadas, alguns destes testes nao tém apresentado
desenvolvimentos tecnologicos significativos e continuam a basear-se em
principios e evidéncias que requerem o crescimento do microrganismo, o que
faz com que a identificacao possa ser atrasada de horas a varias semanas apos
o recebimento da amostra. Além disso, estas técnicas continuam a apresentar
obvias limitacdes de aplicabilidade e fiabilidade sobretudo no que concerne a

microrganismos que crescem com dificuldade, ou nao crescer em todos os meios
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de cultura, ou apresentam uma atividade bioquimica limitada(Bellido, Castafno

et al. 2012, Jang and Kim 2018, Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021).

Neste contexto, a EM MALDI-TOF surge atualmente na pratica clinica como
um importante aliado na identificacao de uma ampla gama de isolados
bacterianos clinicos com diferentes condicoes de cultura .Trata-se de um
método que permite a identificacao bacteriana com uma alta fiabilidade e num
curto periodo de tempo.(Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Bellido, Castano
et al. 2012, Bellido and Buitrago 2015, Hou, Chiang-Ni et al. 2019, Haider,
Ringer et al. 2023, Andrew E. Clark, Kaleta et al. 2013). Neste sentido, nos
ultimos anos varios estudos tem sido publicados demonstrando a eficacia da
tecnologia MALDI-TOF para identificar estirpes bacterianas isoladas de amostras
clinicas(Clark, Kaleta et al. 2013, Hou, Chiang-Ni et al. 2019) sendo que muitos
deles avaliam a sua eficacia quando comparada aos métodos convencionais e
outros avaliam-na quando comparada com os métodos moleculares, esses sim

considerados métodos de referéncia na identificacao bacteriana.

Esta tecnologia distingue assim wuma grande variedade de
microrganismos, entre os quais os microrganismos patogénicos mais frequentes,
como bactérias gram positivas, Bacilos gram negativos fermentadores e nao
fermentadores, bactérias anaerobias, leveduras e fungos filamentosos. De
referir que as proteinas ribossomais de todas estas bactérias apresentam
valores de massa na ordem de 2.000 a 20.000 Da, e estao carregadas
positivamente, o que favorece a sua medicao com a EM MALDI-TOF e confere
ainda maior robustez a identificacao (Mellmann, Cloud et al. 2008) .Desta
forma, percorrendo a bibliografia é possivel suportar o anteriormente descrito
uma vez que varios estudos evidenciam a eficacia desta tecnologia nos grupos
de microrganismos referidos. Vejamos, em 2009 Ulrich Eigner e seus
colaboradores analisaram 1116 isolados clinicos e 108 “American Type culture
collection” (ATCC) por EM MALDI-TOF verificando que foram corretamente
identificadas 93,5% das estirpes ATCC e 95,2% dos isolados clinicos ,sendo que
os resultados foram comparados aos sistemas convencionais de identificacao
fenotipica e as discrepancias resolvidas por sequenciacao de 16 S rDNA. As
corretas identificacdes foram superiores a 90% no caso de Enterobactereales

(95,5%), Staphylococcus (99,5%), Enterococcus (100%) e Streptococcus (93,7%),
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e apresentaram valores inferiores para bacilos gram-negativos nao
fermentadores (BGN-NF) (79,7%) (Eigner, Holfelder et al. 2009). Em outra
avaliacao prospetiva, incluindo 980 (bactérias e leveduras), o desempenho geral
da EM MALDI-TOF para a identificacdo correta das espécies, foi
significativamente melhor do que os sistemas convencionais (92,2% e 83,1%,
respetivamente), observada em 97,7% das Enterobacteriales, 92% dos BGN-NF,
94,3% dos Staphylococcus e 84% Streptococcus. O EM MALDI-TOF, produziu
menos identificacoes incorretas para o género. A nao identificacao de algumas
linhagens por EM MALDI-TOF , foram claramente associadas com a falta de
espectros, a partir de estirpes de referéncia, no banco de dados de EM MALDI-
TOF(Veen, Claas et al. 2010 ). Esta tecnologia permitiu ainda identificar com
uma precisao 84,1% das 1660 estirpes testadas (Seng, Drancourt et al. 2009), e
95,2% em 1116 isolados de rotina em outros estudos. (Eigner, Holfelder et al.
2009). Seguiram-ainda varios estudos, a destacar Rychert et al. que no seu
estudo apresentou 92,8% (1.063/1.146) de identificacao correta ao nivel de
espécie e 95,5% (1094/1146) ao nivel de género(Rychert, Burnham et al. 2013,
Haider, Ringer et al. 2023). Além disso, Garner et al. mostraram que a
identificacao de isolados Gram-negativos anaerdbios foi de 90,9% para o nivel
de espécie e 92,5% para o nivel de género(Garner, Mochon et al. 2014, Haider,
Ringer et al. 2023). No grupo de identificacao de bactérias anaerobias, em 2012
um estudo publicado demonstrou 34 discrepancias de identificacao ao nivel das
espécies entre a identificacao bioquimica e a EM MALDI-TOF e em 32 casos, a
sequéncia de 16S rRNA corroborou a identificacdo da EM MALDI-TOF. Quando a
sequenciacao do gene 16S rRNA foi utilizado como referéncia, verificou-se que
a falta de concordancia se devia mais a imprecisdes dos métodos bioquimicos
convencionais do que a imprecisoes da EM MALDI-TOF (Vega-Castano, Ferreira
et al. 2012). Outro grupo com caracteristicas particulares do ponto de vista de
identificacao sao os fungos. Em geral, os dados disponiveis mostram excelentes
resultados na identificacao de leveduras, enquanto os resultados com fungos
filamentosos sao mais irregulares(Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Siller-
Ruiz, Hernandez-Egidoa et al. 2017). Evidencias demonstram assim que a
eficacia alcancada no caso de bactérias gram-negativas e leveduras é, na

maioria dos casos, excelente, enquanto que em bactérias gram-positivas e
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bactérias anaerdbias a sua eficacia é menor (Ferreira, Vega et al. 2010,

Mingorancea, Regueiro et al. 2016).

Atualmente os estudos incidem sobretudo na avaliacao da suscetibilidade
antimicrobiana e na identificacao de microrganismos a partir de amostras
clinicas como urinas e hemoculturas. No que respeita a identificacao a partir
de amostras de urinas destaca-se o estudo desenvolvido por Sanchez-juanes e
seus colaboradores em 2017 que identificou através da EM MALDI-TOF os
principais agentes etiologicos das infecdes urinarias obtendo no caso das
Enterobactereales uma sensibilidade superior a 80% (Sanchez-Juanes, Senan et
al. 2018). No que respeita aos estudos associados as amostras de hemocultura
e a identificacao de microrganismos causadores de bacteremias serao
abordados posteriormente dado esta patologia estar na base deste trabalho de

investigacao.

Em suma, a EM MALDI-TOF é considerada um método altamente preciso
e apropriado para identificacao microbiana a partir sobretudo de placas de
cultura tratando-se de uma técnica clinica poderosa que substitui a bioquimica
convencional anterior ou sistemas de identificacao molecular. Estes ultimos sao
comprovadamente considerados padrao ouro na identificacao bacteriana, mas
tratam-se de métodos que nao sao praticos para o uso em rotina laboratorial
nao so devido a complexidade dos seus procedimentos, mas também devido aos
altos custos que lhe estao associados. A técnica molecular mais utilizada, como
evidenciado pelos estudos acima mencionados, € a sequenciacao do gene 16S
rRNA que pode ser utilizada para identificar bactérias nao cultivaveis presentes
em amostras clinicas, amplificando e analisando os genes 16S rRNA, esta andlise
pode ser usada em conjunto com a EM MALDI-TOF para melhor identificacao de
bactérias alvo (Jenkins, Ling et al. 2012, Schrottner, Gunzer et al. 2016, Jang
and Kim 2018). A EM MALDI-TOF como método de tipagem microbiana
apresenta, no entanto, algumas limitacées, homeadamente como referem os
investigadores Munoz Bellido J.L e Gonzales Buitrago J.M que defendem que a
EM MALDI-TOF tem, a priori, uma desvantagem quando se trata de identificacao
direta de amostras clinicas: embora possa ser um método de diagnostico muito
especifico, nao € um método particularmente sensivel, uma vez que requer

uma quantidade consideravel de proteina para obter perfis confiaveis. Isto
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significa que, em numerosas amostras em que a concentracao de
microrganismos ou a quantidade de amostra que pode ser obtida sao pequenas
(LCR, fluido articular, liquido peritoneal, etc.), a sua sensibilidade é baixa
(Bellido and Buitrago 2015). Existe a possibilidade de minimizar pelo menos
parcialmente essa limitacao por meio de uma pequena incubacao em meios
liquidos, o que aumentaria significativamente a sua sensibilidade e ainda
significaria uma economia significativa de tempo no diagnéstico (Bellido and
Buitrago 2015), facto desenvolvido neste trabalho de investigacao que tem por
objetivo o desenvolvimento de um método rapido e eficaz para a identificacao
de microrganismo patogénicos associados a infecoes por cateteres. Para isso,
utilizou-se um caldo enriquecido (Todd Hewitt Broth) de forma a potenciar o
crescimento dos microrganismos causadores deste tipo de infecoes e depois sim
recorreu-se & EM MALDI-TOF. Desta forma, fatores como o tipo de meio de
cultura , a atmosfera de cultura bacteriana, o nimero de disparos de laser
aplicados e a média dos espectros por medicao podem também interferir na
qualidade dos resultados e, portanto, na identificacao adequada da amostra
(Cuénod, Foucault et al. 2021, Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021) . Um
grupo de investigadores, por exemplo, demonstrou que o uso de meios de
cultura cromogénicos contribuem para um diagnostico rapido por EM MALDI-
TOF de bactérias e fungos uma vez que acelera o diagnostico, facilitam a
detecao de culturas mistas e permite o diagndstico rapido de espécies
resistente (Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa et al. 2017). Entende-se também, no
que concerne a identificacao de populacoes mistas de bactérias provenientes
de infecoes polimicrobianas que o sistema EM MALDI-TOF é limitado uma vez
que os algoritmos convencionais projetados para identificar microrganismos a
partir de uma Unica coldnia pura nao tém a capacidade de classificar com
seguranca microrganismos de uma cultura bacteriana mista (Wang, Zhang et al.
2013, Jang and Kim 2018). No entanto estudos, como o anteriormente descrito,
relataram um novo método para a identificacao de amostras polimicrobianas
de um Unico espectro (Mahe, Arsac et al. 2014, Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa
et al. 2017). Outra limitacao associa-se a dificuldade para a diferenciar Shigella
e E. coli, Bordetella pertussis e B. bronquioseptica, Achromobacter

xylosoxidans e A. ruhlandii, bem como Bacteroides nordii e B. salyersiae
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(Florio, Tavanti et al. 2018, Hou, Chuan et al. 2019). A maioria dessas espécies
bacterianas pode ser identificada utilizando os espectros de referéncia. No
entanto, um pequeno numero destas estirpes, devido ha grande semelhanca do
fundo genético ou ampla diversidade interespécies nao podem ser distinguidos
pelo sinal de EM. Para fungos filamentosos, a falta de espectros de referéncia
também limitam a suas identificacoes por EM MALDI-TOF na medida em que
estes microrganismos apresentam uma heterogeneidade proteica muito
elevada, o que limita a construcao de bases de dados fiaveis, e tratam-se de
microrganismos de dificil recolha (Bellido and Buitrago 2015, Siller-Ruiz,
Hernandez-Egidoa et al. 2017, Haider, Ringer et al. 2023).As atualizacoes
continuas dos bancos de dados espectrais e melhoramento da preparacao das
amostras serao dois aspetos fundamentais para aumentar a aplicabilidade desta
tecnologia no futuro (Bellido and Buitrago 2015, Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa
et al. 2017, Haider, Ringer et al. 2023) uma vez que atualmente os bancos de
dados espectrais sao da propriedade das casas comercias que detém os
equipamentos , o que se torna uma desvantagem quando comparados aos
bancos de dados de acidos nucleicos como o BLAST, que sao publicos e de uso
livre, mas também mais facilmente sujeitos a introducées e alteracoes erradas.
Ja os bancos de dados protedmicos, por ora, sao mais cuidados e melhor
avaliados antes de serem atualizados. A atualizacao, alids, é permanente e faz
parte dos contratos de uso dos equipamentos. A referir que o uso crescente
desta tecnologia por laboratoérios de microbiologia conduziu a necessidade de
desenvolvimento de um controlo de qualidade para a identificacao de
diferentes microrganismos por parte de algumas entidades reguladoras. Por
exemplo, a Sociedade Espanhola de Doencas Infeciosas e Microbiologia Clinica
nos ultimos anos tem enviado controlo de Pseudomonas aeruginosa e outro de
Clostridium subterminale e segundo os Ultimos dados a percentagem de
laboratérios que utilizaram a EM MALDI-TOF para identificar esses
microrganismos aumentou de 19,6% (48 centros) para 32,8% (71 centros)
(Cantén and Garcia-Rodriguez 2016). Por ultimo é importante referir que outra
das limitacdes atuais e iniciais da tecnologia MALDI-TOF é a sua aplicabilidade
para a determinacao da suscetibilidade antimicrobiana, no entanto trata-se de

um tema em desenvolvimento e com inumeros trabalhos de investigacao
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associados. Desta forma, a EM MALDI-TOF oferece assim uma solucao promissora
para encurtar o tempo de resposta do exame microbiolégico permitindo aos
clinicos um uso adequado da antibioterapia e uma consequente diminuicao de
custos associados aos cuidados de saude (Bellido and Buitrago 2015, Siller-Ruiz,
Hernandez-Egidoa et al. 2017, Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021, Haider,
Ringer et al. 2023)

2.6 O USO DA EM MALDI-TOF NO DIAGNOSTICO RAPIDO DE
BACTEREMIAS

O termo bacteremia refere-se a bactérias viaveis no sangue. Trata-se de
um fenomeno de grande relevancia clinica, em que o laboratério de
microbiologia assume um papel preponderante no seu diagnostico (Chaves,
Garnacho-Monterob et al. 2018) uma vez que a rapida identificacao dos seus
agentes etioldgicos é essencial para a escolha adequada da antibioterapia e
fundamental para aumentar a eficacia do tratamento. A hemocultura
representa assim a melhor forma de estabelecer a etiologia dessas infecoes
(Haider, Ringer et al. 2023).

Nos ultimos anos, a tecnologia MALDI-TOF tem-se mostrado muito Util no
diagnostico de bacteremia, sendo uma das tecnologias mais promissoras
atualmente disponiveis para identificar os microrganismos causadores desta
patologia. A utilizacao desta tecnologia para identificacao de bactérias
geralmente requer uma abundancia bacteriana acima de um certo limite e por
isso este método é frequentemente utilizado apos a confirmacao da formacao
da colénia em meio de cultura. Todavia, nos casos em que sao necessarios
resultados rapidos, € possivel realizar EM MALDI-TOF assim que a hemocultura
seja considerada positiva (Lamy, Sundqvist et al. 2020 ). Trata-se de um método
de diagnostico rapido, atingindo um valor preditivo positivo de 60-80% para
diferentes espécies de microrganismos (Dubourg, Raoult et al. 2019). No
entanto, nao se trata de uma metodologia com um protocolo Unico e validado,
uma vez que oferece ainda algumas limitacdes, embora os protocolos ja

existentes se centrem em tentar eliminar as substancias que interferem no
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processo e limitam a identificacao bacteriana (Rodrigueza, Bratos et al. 2016,
Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021). Estudos alertam para a necessidade de
uma alta carga bacteriana para obter um espectro aceitavel, para além da
alteracao dos espectros proteicos devido a interferéncias do meio de cultura
pela presenca de proteinas humanas, células sanguineas e ainda pela presenca
de carvao no frasco de hemocultura (Stevenson, Drake et al. 2010, Rodrigueza,
Bratos et al. 2016, Haider, Ringer et al.2023). Desta forma e uma vez que estas
amostras clinicas contém mdltiplas proteinas em grandes quantidades que nao
sao provenientes de bactérias, sao necessarias etapas de pré-tratamento, para
separar as células sanguineas e obter seletivamente as células bacterianas
(Hou, Chiang-Ni et al. 2019, Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021). A separacao
dos microrganismos das células hospedeiras é uma etapa critica para o sucesso
da identificacao por EM MALDI-TOF (Faron, Buchan et al. 2017, Lamy, Sundqvist
2020 ). Atualmente, existem trés protocolos comerciais atualmente disponiveis
para a identificacao de microrganismos a partir de frascos de hemoculturas: (i)
kit Sepsityper® (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) (Schubert, Weinert et
al.. 2011), (ii) kit de hemocultura VITEK® MS (bioMérieux, Budapeste, Hungria)
(Fothergill, Kasinathan et al. 2013) e (iii) Kit rapido BACpro® Il (Nittobo Medical
Co., Toquio, Japao) (Yonezawa, Watari et al.. 2018). Estes protocolos envolvem
o pré tratamento da amostra com o objetivo de reduzir as limitacoes
anteriormente descritas e sao eles : (i) sedimentacao gradual de células
sanguineas e microrganismos; (ii) centrifugacdao a baixa velocidade para
remocao de células sanguineas, seguida por um procedimento de lise adicional,;
(iii) remocao de células sanguineas usando tubos separadores de soro; (iv) uso
de saponina ou e dodecil sulfato de sodio (SDS) para lisar as células sanguineas.
Sao varios também os estudos que tém comparado a eficacia de cada um destes

protocolos (Florio, Tavanti et al. 2018, Luethy and Johnson 2019).

Em relacao a identificacdo de microrganismos, o especto tecnicamente
mais problematico é a identificacdo de cocos gram-positivos; existem muitos
estudos que mostram protocolos e resultados muito discrepantes tanto na
sensibilidade quanto na especificidade dependendo dos procedimentos
utilizados e dos critérios estabelecidos para considerar uma identificacao
correta (Schulthess, Brodner et al. 2013, Rodrigueza, Bratos et al. 2016,
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Barberino, Silva et al. 2017, Luethy and Johnson 2019, Lamy, Sundqvist et al.
2020 ). A correta identificacao das Enterobacteriales é realizada em quase
todos os casos. A capacidade do EM MALDI-TOF para a identificacao correta de
bacilos gram-negativos nao fermentadores € um pouco menor quando
comparado com os outros (Rodrigueza, Bratos et al. 2016, Arroyo and Denys
2017). Da mesma forma, é muito util identificar leveduras diretamente na
hemocultura, mas apresenta melhores resultados com Candida albicans em
relacao a identificacao de outras espécies de leveduras (Schubert, Weinert et
al. 2011, Rodrigueza, Bratos et al. 2016, Idelevich, Grunewald et al. 2014) Esta
técnica é também especialmente Util na identificacao de microrganismos cuja
cultura é dificil ou lenta (bactérias anaerobicas, Actinomicetales, bacilos gram-
negativos de crescimento lento, etc.)(Rodrigueza, Bratos et al. 2016, Haider,
Ringer et al. 2023). Pelo contrario, apresenta muitas limitacdes na
identificacao de bacteremias polimicrobianas, embora existam diferencas
dependendo dos procedimentos utilizados (Altun, Botero-Kleiven et al. 2015,
Lamy, Sundqvist et al. 2020). De referir, que é necessario um minimo de 10°
UFC/mL de bactérias para identificar bactérias de forma confiavel em frascos
de hemocultura por EM MALDI-TOF (Torres-Sangiao, Rodriguez et al. 2021).

Resumidamente, a aplicacado da EM MALDI-TOF na identificacao de
bacteremia tem contribuido para melhorar o controlo clinico da bacteremia,
permitindo a administracao de tratamento antimicrobiano direcionado de
forma mais rapida e precisa (Luethy and Johnson 2019, Miller, Atrzadeh et al..
2019). Permite ainda reduzir as taxas de mortalidade e morbilidade que lhe
estao associadas além de contribuir para a prevencao do desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana. A tecnologia EM MALDI-TOF tem assim demonstrado
ser claramente efetiva quando se avalia o tempo de internamento do paciente
mesmo quando se verifica uma inversao inicial associado ao custo do
equipamento (Oviano and Bou 2019). De notar que, se associarmos o
investimento & reducao do tempo de internamento reduzindo
consequentemente a possibilidade de uma infecao e a taxa de incidéncia de
estirpes multirresistentes o custo do equipamento torna-se irrelevante (Cantén
and Pedrosa 2017).
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A referir, no que respeita a aplicabilidade da EM MALDI-TOF as
bacteremias provocadas por CVC sera um tema ainda abordado e discutido ao

longo dos proximos capitulos deste trabalho de investigacao.
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Justificacao e Objetivos de Estudo

JUSTIFICACAO E OBJETIVOS DE ESTUDO

A dificuldade de diagnosticar as infecoes associadas ao uso de cateteres
venosos centrais (CVC) é um dos problemas com que muitos clinicos se deparam
(Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018 Ahn, Kim et al. 2023). Essa avaliacao
baseia-se inicialmente na suspeita clinica de infecao por alteracoes do local de
insercao da ponta do cateter seguido de sinais sistémicos. Desta forma, os
critérios clinicos para o diagnostico de infecdes associadas a CVC sao pouco
sensiveis e especificos o que significa uma remocao, muitas vezes
desnecessaria, de um grande numero de dispositivos, carecendo sempre do
diagnostico laboratorial para confirmacao da infecao (O'Grady, Alexander et al.
2011, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Blot, Poulakou et al. 2019, Ahn, Kim et
al. 2023).

Neste contexto, surge a pertinéncia deste trabalho de investigacao, uma
vez que de um diagnodstico laboratorial impreciso ou perdido surgem
consequéncias graves que vao desde complicacoes do procedimento, ao
aumento da morbilidade, da mortalidade e dos custos associados a prestacao
de cuidados de saude (Ross, Quesada et al. 2006, Mansilla, Ahufinger et al..
2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019). Repare-se que nos ultimos
anos tém existido muitos progressos na epidemiologia e patogénese destas
infecdes e com contribuicdes importantes na area do diagndstico e manipulacao
(Ong, Bonten et al. 2015 , Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019, Badia-
Cebada, Pujol et al. 2019, Osorio, Oliveira et al. 2023, Ahn, Kim et al. 2023).
No entanto, surge a crescente necessidade do desenvolvimento de um método
rapido para identificacao de microrganismos patogénicos deste tipo de infecoes
sobretudo devido ao facto das bacteremias relacionadas com os cateteres
vasculares (BRCV) se encontrarem entre as infecdes hospitalares mais comuns.
Estima-se que 15 a 30% de todas as bacteremias nosocomiais estejam

relacionadas ao uso destes dispositivos intravasculares.

Atualmente, varios sao os estudos que reportam a utilizacao e
comparacao de métodos quantitativos e semi-quantitativo para o diagnostico
laboratorial de bacteremias associadas a CVCs, no entanto, verifica-se uma
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tendéncia crescente de se optar por técnicas de diagnostico mais rapidas
sobretudo quando os métodos convencionais apenas providenciam resultados
18 a 24 horas apds a cultura microbiologica. Neste sentido, a EM MALDI-TOF
surge como uma promissora novidade aos procedimentos de diagndsticos de
Microbiologia Clinica, e quase sem solucao de continuidade, um procedimento

completamente integrado na atividade clinica diaria.

Nos ultimos anos numerosos sao os estudos que demonstraram as
vantagens da EM MALDI-TOF para a identificacao bacteriana. Na verdade, as
limitacoes da EM MALDI-TOF quase sempre residem mais na integridade dos
bancos de dados de referéncia do que na capacidade do método de obter perfis
confiaveis de um microrganismo. O mesmo acontece com as leveduras, como
demonstram estudos referidos ao longo deste trabalho de investigacao
(Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa et al.
2017).No caso dos fungos filamentosos os resultados nao sao tao favoraveis, mas
esta limitacao parece estar associada a heterogeneidade dos perfis proteicos
gerados por um fungo filamentoso ao longo do seu desenvolvimento, e a
incapacidade das bases de dados, até agora, para recolhé-las. Assim, o uso
desta tecnologia tem gerado muito interesse devido a sua utilidade clinica
Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Bellido, Castano et al. 2012, Bellido and
Buitrago 2015, Barberino, Silva et al. 2017, Haider, Ringer et al. 2023). Essa
utilidade passa por poder ser utilizada diretamente em amostras clinicas
principalmente uroculturas e em hemoculturas. No primeiro caso, tem sido
utilizado combinado com diferentes métodos de diagndstico de infecao urinaria
com resultados satisfatorios. No caso da sua utilizacado em hemoculturas
positivas, as percentagens de identificacao direta sao elevadas, sobretudo em
bactérias Gram negativas, e a orientacao terapéutica imediata que permite é
sem duvida o seu contributo mais valioso. De notar que, a tecnologia MALDI-
TOF tem, a priori, uma desvantagem para a sua utilizacao global em amostras
diretas: embora possa ser um método de diagnoéstico muito especifico, nao é
um método particularmente sensivel, uma vez que requer uma quantidade
consideravel de proteina para obter perfis fiaveis. Isto significa que, em muitas
amostras nas quais a concentracao de microrganismos ou a quantidade de
amostra que pode ser obtida é pequena (LCR, liquido articular, liquido
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peritoneal), a sua sensibilidade é baixa. Existe, no entanto, a possibilidade de
superar esta limitacdo, pelo menos parcialmente, através de uma curta
incubacado em meio liquido, o que aumentaria significativamente a sua
sensibilidade e continuaria a significar uma poupanca significativa de tempo no
diagnostico (Bellido and Buitrago 2015). Desta forma e embora faltem estudos
que sistematizem estes protocolos, € possivel que esta estratégia ofereca
valores de sensibilidade mais atrativos, com ganho de rapidez ainda
consideravel. Assim, se a hipdtese proposta revelar um novo método
automatizado, simples, robusto, de baixo custo e com capacidade de
discriminacao e reprodutibilidade semelhante as técnicas convencionais,
mesmo que apenas para alguns grupos de microrganismos, estaremos diante de
um avanco importantissimo no diagndstico destas infecoes sobretudo porque
contribuira para a orientacao de decisoes clinicas, decisdoes essas que se irao
refletir em melhores resultados em salde, bem como na reducdo de custos

associados a este tipo de infecoes.

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver um método que
permita um diagndstico etioldgico rapido da infecao do cateter, com
sensibilidade e especificidade pelo menos semelhantes aos métodos de cultura,

mas com velocidade semelhante aos métodos de coloracao.
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MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no Servico de Patologia Clinica (SPC) do Hospital
Sousa Martins (HSM), inserido na Unidade Local de Saude da Guarda (ULSG) em
parceria com a Unidade de Protedmica (UP) inserida no Instituto de Investigacao
Biomédica de Salamanca (IBSAL) da Universidade de Salamanca, sendo a ULSG
uma organizacoes de vanguarda e de referéncia na prestacao de cuidados de
saude a comunidade e a UGP uma unidade de referéncia internacional no campo

da investigacao da expressao de proteinas.

3.2 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Este estudo consistiu na avaliacao/diagndstico microbioldgico de 105
pontas de cateteres retirados de individuos internados nos servicos da ULSG,
com suspeita de infecao associada a CVC e respetivas hemoculturas. A amostra
foi recolhida ao longo de 5 anos (2018-2023).

3.2.1 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos neste estudo dispositivos intravasculares retirados de 105
individuos com suspeita clinica de infecao associada ao CVC e respetiva
confirmacao laboratorial segundo as normas e padroes estabelecidos pelo CDC
para este tipo de infecées. Constituiram critérios de exclusao, atendendo aos
critérios definidos para o diagnostico de ICSRC pelo CDC (O'Grady, Alexander et
al.2011), todas as amostras de individuos que apresentavam suspeita de
infecdo, mas aos quais nao foram colhidas e enviadas ao Servico de
Microbiologia hemoculturas de sangue periférico juntamente com o dispositivo

intravascular.
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3.3 COLHEITA DOS PRODUTOS BIOLOGICOS

Assepticamente e antes da administracao de antimicrobianos, o CVC foi
removido e a sua porcao terminal foi cortada (aproximadamente 5 cm), sendo
colocada num recipiente estéril de boca larga. A acompanhar este dispositivo
intravascular uma garrafa de hemocultura obtida a partir de uma veia nao
cateterizada, localizada distalmente ao ponto de insercao do cateter. De forma
a assegurar uma maior positividade as hemoculturas foram colhidas fora do pico
febril do individuo (O'Grady, Alexander et al.2011).

3.4 PROCESSAMENTO DOS PRODUTOS BIOLOGICOS

O processamento laboratorial ocorreu 30 minutos apos a colheita e todas
as amostras foram processadas segundo as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e também segundo as normas padronizadas
internamente pelo Servico de Microbiologia do SPC, cumprindo-se as disposicoes
legais que regulam a utilizacao dos produtos bioldgicos de origem humana
(Diario da Republica - | serie A, n° 18, de 26 de janeiro de 2005).

O diagnéstico microbioldgico da ponta do cateter foi realizado pelos

métodos de diagndstico semi-quantitativo e quantitativo.

3.4.1 Detecao de colonizacao extralumial (Método semi-

quantitativo/Maki)

A ponta distal do cateter foi colocada na superficie de uma gelose de
sangue (Gelose de Columbia com 5% de Sangue de Carneiro (GS, (Biomerieux®
2023), #30), e com o auxilio de uma pinca estéril foi efetuado o seu
deslizamento, rolando pelo menos 4 vezes sobre a superficie da placa.

Posteriormente a placa foi incubada 24 a 48 horas a 37°C em condicoes
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aerdbias. Apos incubacao as coldnias foram quantificadas, com base nos
critérios padronizados pelo CDC e pelos critérios vigentes nos procedimentos
operativos do Servico de Microbiologia do SPC (ULSG.SPC.PO.002.00). O ponto
de corte estabelecido foi de 15 UFC/placa permitindo assim distinguir entre a
origem da infecao e colonizacao (Maki, Weise et al.1977, O’Grady, Alexander
et al.2011, Almirante and Pahissa 2013, Mansilla, Ahufinger et al.2018).

3.4.2 Detecao de colonizacao intralumial (Método

quantitativo/Sonicacao)

Introduziu-se a ponta do cateter em 10 ml de caldo de Tood Hewitt Broth
(BD® 2023), #221714), sonicou-se durante 1 minuto a 40KHz e 125W
(BANDELIN® Bactosonic, #3291), seguindo-se agitacao com vortex (IKA® Vortex
4 digital, #14019) durante 15 segundos. Posteriormente foi preparada uma
diluicao de 1:100 em soro fisioldgico e procedeu-se a sua homogeneizacao. Do
caldo original e da diluicao de 1:100 procedeu-se a inoculacao de uma GS
efetuando a técnica de sementeira quantitativa, sendo a cultura incubada
durante 18 a 24 horas a 37°C, e em aerobiose. O ponto de corte estabelecido
foi > 102 UFC/segmento permitindo assim distinguir entre a origem da infecao
e colonizacao (O'Grady, Alexander et al. 2011, Gominet, Compain et al. 2017,
Mansilla, Ahufinger et al. 2018). Incubou-se o caldo Tood Hewitt Broth (BD®
2023), #221714) sonicado e ao fim de 6 horas de incubacao (t=6h) retirou-se
uma pequena quantidade para um tubo conico de 1,5 pL (Eppendorf®,
#0030120086) para posterior analise por EM-MALDI-TOF.

3.4.3 Hemocultura

A garrafa de hemocultura (BD® 2023),#442193) foi incubada durante 5
dias no sistema automatizado de detecao microbiana BD BACTEC™ (BD® 2023),
#442296), sendo a detecao do crescimento dos microrganismos efetuada
através da fluorescéncia emitida pelo aumento de CO2 no interior da garrafa
(BD® 2023). As hemoculturas positivas foram retiradas do equipamento e apos
desinfecao da tampa com etanol a 70% procedeu-se a sementeira de uma Gelose

de sangue (Gelose de Columbia com 5% de Sangue de Carneiro (GS,
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(Biomerieux® 2023), #30), e de uma Gelose Chocolate Polyvitex (PVX,
(Biomerieux® 2023)#27) através da técnica qualitativa. As culturas foram
incubadas de 18 a 24 horas a 37°C, sendo a GS incubada em aerobiose e o PVX
em atmosfera de anaerobiose com 5% de CO2, 94% de humidade. Em paralelo,
foi também efetuada uma lamina para coloracdo de Gram para posterior

avaliacao microscopica.

3.5 CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA

A caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos foi efetuada com
base na avaliacao das suas caracteristicas macroscopicas, microscopicas
(Coloracao de Gram) e bioquimicas, sendo esta efetuada de forma manual e/ou

automatizada.

A caracterizacao microscopica foi efetuada a partir de uma lamina
corada por coloracao de Gram. através do equipamento AEROSPRAY®
(AEROSPRAY® GRAM, #7322). Este equipamento baseia-se no principio das
coloracoes, com a vantagem de fazer a coloracao de modo automatico. As
laminas coradas foram analisadas por microscopia 6tica de fundo claro em
objetiva de emersao (100X) (Leica® DM 2000, #0000781).

A caracterizacao macroscopica foi efetuada com base nas caracteristicas
morfologicas das colonias (forma, tamanho, cor, brilho, capacidade de

fermentacao, atividade hemolitica).

3.6 INDENTIFICAGCAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA

Com o objetivo de identificar os microrganismos de maior relevancia
presentes nas amostras bioldgicas utilizou-se as cartas de identificacao VITEK®
e o equipamento VITEK® 2 Compact (Biomérieux®, #15/30/60).

A carta de ldentificacao VITEK® 2 baseia-se em métodos bioquimicos
estabelecidos e em substratos recentemente desenvolvidos que medem a
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utilizacao da fonte de carbono, atividade enzimatica e resisténcia, sendo assim
reconhecido um padrao Unico de identificacdo. Se nao for reconhecido um
padrao Unico de identificacao, é fornecida uma lista de possiveis
microrganismos ou a estirpe é determinada como estando fora da capacidade
da base de dados do sistema (Biomérieux® 2023). Cada carta € constituida por
64 pocos de crescimento para testes bioldgicos e cada poco contém uma
suspensao, obtida por secagem ao ar, de um agente bioquimico. Neste sentido,
nao sao necessarios reagentes adicionais, pelo que se elimina o risco de omissao
ou de erro e de contaminacao por parte do operador. De notar que, a utilizacao
e escolha de um tipo da “carta” foi feita tendo em conta a avaliacao
microscopica e bioquimica. As cartas de identificacao utilizadas foram as cartas
de GN para a identificacao de Gram negativo (Biomérieux®, #21341), GP para
a identificacao de Gram Positivo (Biomérieux®, #21342), NH (Biomérieux®,
#21346), para a identificacao de Neisseria e Haemophilus, YST (Biomérieux®,

#21343) para a identificacao de leveduras (Biomérieux® 2023).

Para execucao das cartas de identificacado uma colonia da estirpe a
identificar foi suspensa em 3,0 ml de solucao salina, homogeneizada a
suspensao que foi colocada juntamente com a respetiva carta de identificacao
na camara de enchimento do equipamento. A suspensao foi efetuada com base
nos requisitos de cultura identificados pelo fabricante para a sua execucao.
Para a identificacao de Gram negativo a suspensao efetuada apresentava uma
densidade de 0,50 a 0,63 Padrao McFarland, para Gram positivo 0,50 a 0,63
Padrao McFarland, para a identificacao de Neisseria e Haemophilus 2,70-3,30
Padrao McFarland e para a identificacao de leveduras uma densidade de 1,8-
3,30 Padrao McFarland (Biomérieux® 2023).

3.7 METODOS PROTEOMICOS DE IDENTIFICACAO BACTERIANA: EM
MALDI-TOF
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Com o objetivo de identificar os microrganismos presentes na amostra
de caldo Tood Hewitt Broth ((BD® 2023), #221714) resultante do procedimento
de sonicacao e apo6s a incubacao de 6horas utilizou-se o sistema de
identificacao MALDI-TOF/TOF Autoflex Ill® (Bruker Daltonics®, Bremen,
Alemanha) que recorre a métodos de EM para medir um perfil proteico de um
microrganismo sendo reconhecido um padrao Unico de identificacao. Os
espectros foram adquiridos com software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics®,
Bremen, Alemanha) e depois processado utilizando o software Flex Analysis 3.0
(Bruker Daltonics®, Bremen, Alemanha). A tecnologia MALDI consiste na
mistura da amostra biologica a ser analisada com uma Solucao Matriz de HCCA
(acido  alfa-ciano-4-hidroxicinamico)  (Bruker  Daltonics®, #8604531)
transferindo-a posteriormente para a Placas-alvo MALDI (Bruker Daltonics®,
#1840380) que € posterior introduzida no espectrometro de massa para medicao
do perfil proteico da amostra. O sistema de identificacao MALDI-TOF/TOF
Autoflex llI® (Bruker® 2023) é verificado automaticamente usando um Bacterial
Test Standard (BTS) antes de cada uso. O BTS é um extrato de Echerichia. coli
(Bruker®, #8604530) enriquecido com duas proteinas de alto peso molecular
apresentando uma composicao especifica que abrange toda a faixa de massa de

proteinas utilizadas pelo MALDI para identificacao precisa de microrganismos.

3.7.1 Preparacao da amostra

O procedimento consistiu em centrifugar 1,5 ml de caldo do CVC
previamente sonicado e apos incubacao de 6 horas durante 30s a 2000 xg. O
sobrenadante resultante foi novamente centrifugado durante 5 min a 15.500 xg
de forma a recolher o sedimento bacteriano. Este foi lavado com agua de
qualidade LC-MS (LiChrosolv®, Millipore) e uma pequena quantidade de
bactérias transferida diretamente para os pocos da Placas-alvo MALDI (Bruker

Daltonics®, #1840380) formando uma fina pelicula.
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3.7.2 Separacao de espécies moleculares conforme sua relacao

massa/carga

As medicoes foram realizadas no sistema de identificacao MALDI-TOF/TOF
Autoflex IlI® (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemanha) equipado com um feixe
de laser de 200 Hz. Os espectros foram gravados no modo linear positivo na
frequéncia de laser 200 Hz dentro de um intervalo de massa de 2.000 a 20.000
Da. Os parametros estabelecidos para o espectréometro foram: Tensao IS1 - 20
Kv; Tensao IS2 - 18,6 Kv; Tensao da lente - 6 kV; Tempo de atraso de extracao
- 40ns

O protocolo de trabalho MALDI proporciona a acumulacao de 500 (100 X 5)
disparos de laser em diferentes locais da amostra. Os espectros foram
calibrados externamente utilizando uma mistura de calibradores convencionais
compreendendo um extrato de E. coli DH5a (Bruker®, #8604530) enriquecido
com proteinas adicionais (RNase A e mioglobina) para cobrir uma gama de 4 a
17 KDa. As massas de calibracao utilizadas foram: RL36, 4364.3Da; RS22,
5095.8Da; RL34, 5380,4 Da; RL33meth, 6254,4 Da; RL32, 6315 Da; RL29,7273.5
Da; RS19, 10299,1 Da; RNaseA, 13682,2 Da; Mioglobina, 16952,5 Da.

3.7.3 Analise dos espectros e valorizacao de resultados

Para a analise automatizada dos dados, os espectros obtidos foram
processados com o software MALDI Biotyper e FlexControl 3.0 (Bruker
Daltonics®, Bremen, Alemanha) O software realiza a normalizacao, suavizacao,
extracao de linha base e reducao de picos criando uma lista de picos com os
picos mais significativos do espectro (valores m / z com uma determinada
intensidade, com o limiar de 1% do pico mais alto € um maximo de 100 picos)
Uma vez que gerado o espectro € importado para o programa e o processo total
de identificacao é realizado automaticamente sem a intervencao do utilizador.
Para a identificacao bacteriana comparou-se cada lista de picos gerada
diretamente com bibliotecas de referéncia (4111 espécies) utilizando o
algoritmo de correspondéncia de padrdes integrado do Biotyper 3.0 (Bruker

Daltonics®, Bremen, Alemanha) Os espectros desconhecidos foram comparados

74



Material e Métodos

com uma biblioteca de espectros de referéncia com base num modelo de
reconhecimento de padroes utilizando a posicao do pico, as distribuicoes de

intensidade do pico e a sua frequéncia.
As identificacoes MALDI-TOF sao classificadas em:
1. Confiavel em nivel de espécie: quando a pontuacao na comparacao

entre o perfil do microrganismo problema e o banco de dados for maior ou igual
a2

2. Confiavel a nivel de género: quando a pontuacao for maior ou igual a

1,7 e menor que 2.

3. Nao confiavel: quando a pontuacao for inferior a 1,7, neste caso é

considerado uma falha na identificacao.

Tabela 2 - Pontuacao obtida pelo software MALDI Biotyper (Bruker Daltonics®,

Bremen, Alemanha)

Score Identificacdo

1.700-1.999 Confiavel a nivel de género

3.8 ISOLADOS BACTERIANOS EM ESTUDO

Todas as estirpes foram conservadas a partir de uma cultura pura em
criotubos com 1ml de BHI com glicerol a 15%, devidamente identificadas e
conservadas a -80°C. Deste modo, é possivel preservar as caracteristicas

genotipicas e fenotipicas das estirpes, garantindo-se que as caracteristicas
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permanecem intactas para estudos posteriores, diminuindo-se assim o risco de

contaminacao bacteriana/fungica.

3.9 TRATAMENTO ESTATISTICO

As variaveis quantitativas foram descritivas através dos valores de média e
desvio padrao. As variaveis qualitativas foram descritivas através de
frequéncias absolutas e relativas simples. A avaliacdo da concordancia dos
métodos de diagnostico foi realizada considerando (i) a detecao de picos; e (ii)
0os microrganismos identificados nas amostras em que a EM MALDI-TOF que
confirmou o mesmo agente etiologico da bacteremia identificado por métodos

convencionais.

A preparacao dos dados foi realizada utilizando o Microsoft Excel (v. 16). A
analise estatistica dos dados e construcao dos graficos foram realizadas
recorrendo ao IBM SPSS v.29.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGCAO DA POPULACAO EM ESTUDO

Foram estudados 105 doentes com bacteriemia associada a uma
infecao do cateter venoso central (CVC), de acordo com critérios
geralmente aceites. Desta forma, todos os doentes tinham um isolado de
hemocultura consistente com pelo menos um dos métodos convencionais

de estudo da infecao do CVC (Maki ou sonicacao).

Dos 105 doentes, 57 (54,3%) eram do sexo masculino e 48 (55,2%) do
sexo feminino. A idade média global dos doentes foi de 72,5 + 13,5 anos,
sendo de 71,3 + 14,1 anos no sexo masculino (variacao: 45-93 anos) e de

73,6 + 12,4 anos no sexo feminino (variacao: 47-94 anos).

Os principais servicos de origem foram a Medicina (40 doentes, 38,1%),
a UCI (20 doentes, 19,1%), a COVID (18 doentes, 17,1%) e a Cirurgia (12
doentes, 11,4%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacao da amostra em estudo

n %

Idade (M; DP) 72.5
Género

Feminino 57 54,3

Masculino 48 45,7
Servico
INT - CIRURGIA 12 11,4
INT - COVID 18 17,1
INT - MEDICINA 40 38,1
INT - ORTOPEDIA 5 4,8
INT - PNEUMOLOGIA 10 9,5
INT - UCI 20 191
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4.2 AVALIACAO DA COLONIZAGAO DOS CVC: METODOS
CONVENCIONAIS

A bacteremia relacionada com o cateter trata-se de uma bacteremia
primaria que é confirmada sempre que ocorre a deteciao do mesmo
microrganismo (género, espécie e semelhante resisténcia antimicrobiana) na
cultura da ponta do cateter e em pelo menos uma hemocultura periférica
(obtida preferencialmente por puncao direta de uma veia periférica),num
paciente com suspeita de bacterémia, mas ao qual se excluiram outros

diagnosticos etiologicos (Mansilla, Ahufinger et al.2018).

Neste sentido, como referido anteriormente, de forma a confirmar a
suspeita de diagnostico sobre a amostra estudada procedeu-se a avaliacao
microbiologica do segmento dos CVC sendo que em todos os cateteres, o
isolamento de microrganismos foi conseguido por pelo menos um dos métodos.
Desta forma, verificou-se que em 95 casos (90,5%) o isolamento foi conseguido
por ambos os métodos, em 8 casos apenas pela técnica Maki (7,6%) e em 2 casos

apenas pela técnica de sonicacao (1,9%).

Nos 95 casos em que os microrganismos foram detetados por ambos os
métodos, a identificacdo dos microrganismos foi, pelo menos parcialmente,
coincidente em todos. No entanto, em alguns casos, a concordancia foi apenas
parcial. Vejamos, em cinco casos (4,8%), foram detetados dois microrganismos
pela técnica Maki e apenas um por sonicacdao, enquanto que em trés casos
(2,9%) se verificou o inverso. De notar, que em apenas em dois casos foram
isolados trés microrganismos diferentes por qualquer um dos dois métodos, e
em nenhum destes casos os trés microrganismos coincidiram com os isolados

obtidos na hemocultura, pelo que o seu significado clinico é discutivel.

Da avaliacao da colonizacao das pontas de cateteres verificou-se que
foram identificados no total 244 microrganismos pelos métodos convencionais
(caracterizacao fenotipica; identificacao bioquimica automatizada - VITEK®2
Compact) dos quais 127 microrganismos (51,6 %) foram isolados pelo Método
semi-quantitativo e 117 (48 %) pelo método quantitativo. O numero de

microrganismos isolados pelo método semi-quantitativo é ligeiramente superior
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por este método avaliar apenas a superficie extralumial, o que representa na
maioria das vezes um maior nUmero de isolamento de microrganismos presentes

na flora cutanea.

No que respeita aos resultados obtidos pelo método semi-quantitativo
verificou-se uma maior predominancia da colonizacao por Staphylococcus spp,
na medida em que estes representam 46,4% (n=59) do total dos isolados, dos
quais 18,9% (n=24) pertenciam a espécie Staphylococcus epidermidis e
9,5%(n=12) foram identificados como sendo Staphylococcus aureus, os restantes
foram classificados como Staphylococcus coagulase negativo. Foram também
isoladas, 18,9% (n=24) de estirpes de Klebsiella pneumoniae, seguindo-se 9,4%
(n=12) de Candida spp, (das quais 5,5% (n=7) eram Candida albicans), 8,7%
(n=11) Pseudomonas aeruginosa e 5,5% (n=7) dos isolados pertenciam ao género
Enterococcus spp. (Tabela 4). Pelo método quantitativo a predominancia dos
isolados foi semelhante, evidenciando também uma predominancia das
espécies estafilococicas com percentagens de isolamento de 42 % (n= 50).
Verificou-se que 15,1% (n=18) pertenciam a espécie de Staphylococcus
epidermidis, 10,1 % (n=13) Staphylococcus aureus, seguindo-se percentagens
semelhantes ao descrito pelo método semi-quantitativo no que respeita as
estirpes de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa com,
respetivamente, 21,9% (n=26) e 10,9 %(n=13). Quanto ao isolamento de fungos

verificou-se igual percentagem de isolamento (n=12) para ambos os métodos.

Desta forma, e sistematizando os resultados tendo em conta os
isolamentos por ambos os métodos verificamos que, a espécie mais
frequentemente isolada foi Klebsiella pneumoniae (24 isolamentos) e do
Staphylococcus epidermidis (24 isolamentos), seguindo-se Staphylococcus
aureus (12 isolados) e Pseudomonas aeruginosa (11 isolados). No entanto ha que
considerar, que se consideramos o0s Staphylococcus coagulase negativo,
incluindo nao sé o Staphylococcus epidermidis como também outras espécies
isoladas que foram identificados apenas a nivel de grupo como " Staphylococcus
coagulase negativo " verificamos que estes representariam 47 e 37 isolamentos,
respectivamente para o método semi-quantitativo e quantitativo, o que os
torna claramente o grupo de agentes etiologicos mais frequente. Apos o grupo

heterogéneo dos Staphylococcus coagulase negativo e da estirpe Staphylococcus
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aureus, segue-se o isolamento dos Enterococcus spp, com 3 isolados de
Enterococcus faecalis e 3 isolados de Enterococcus faecium. De referir que,
entre os Gram-positivos, nao foi isolado por nenhum dos métodos nenhuma
estirpe do género Streptococcus. No que respeita a familia das
Enterobactereales, excluido a estirpe Klebsiella pneumoniae, estas
constituiram um dos agentes etiolégico menos prevalente, representando um
total de apenas 12 isolamentos. Por Gltimo, quanto a prevaléncia de leveduras
verificamos que representaram 12 do total de isolamentos, predominando como
expectavel, a estirpe Candida albicans, que constitui 58,3% (7/12) dos isolados

de leveduras (Tabela 4)

Tabela 4 - Isolamentos Bacterianos obtidos apos Cultura de CVC por método semi-

quantitativo e quantitativo

Método Semi- Método

Quantitativo Quantitativo
Microrganismo (Maki) (Sonicacao)

n f (%) n f (%)
Bacilos Gram Positivo 1 0,8 1 0,8
Candida albicans 7 5,5 7 5,9
Candida glabrata 2 1,6 2 1,7
Candida lusitaniae 1 0,8 1 0,8
Candida parapsilosis 2 1,6 2 1,7
Corynebacterium striatum 1 0,8 1 0,8
lé'g’sfpr;)el;acter cloacae 1 0,9 1 0,8
Enterococcus faecalis 4 31 3 2,6
Enterococcus faecium 3 2,3 3 2,6
Escherichia coli 4 3,2 3 2,6
Klebsiella pneumoniae 24 18,9 26 21,9
Proteus mirabilis 2 1,6 2 1,7
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Tabela 4 - Isolamentos Bacterianos obtidos apo6s Cultura de CVC por método semi-

quantitativo e quantitativo (Continuacao)

Ng:tr?l?_o Método
Microrganismo Quantitativo Quantitativo
(Maki) (Sonicacao)
n f n f
(%) (%)
Providencia stuartii 1 0,8 1 0,8
Pseudomonas aeruginosa 11 8,7 13 10,9
Raoultella spp 1 0,8 1 0,8
Serratia marcescens 3 2,3 2 1,7
Staphylococcus aureus 12 9,4 13 10,9
Staphylococcu§ coagulase 23 18,1 19 16,0
negativo
SNC - Staphylococcus 24 18,9 18 15,1
epidermidis

Total 127 100 119 100

De notar, que apenas se estabelece o diagndstico de infecao associada a
CVC, quando o mesmo microrganismo é isolado na cultura microbiolégica do
cateter e na hemocultura correspondente. Desta forma, apos a avaliacao dos
resultados dos isolamentos da hemocultura e em paralelo com os resultados da
cultura microbiolodgica do CVC (Tabela 5), verificou-se que a predominancia das
infecdes associadas a CVC na amostra estudada deve-se, com percentagens de
isolamento similares, aos Staphylococcus coagulase negativo (31,6%) e a
Klebsiella pneumoniae ssp (22,2%), seguindo-se Staphylococcus aureus (11,1%),
Candida spp (10,3%),Pseudomonas aeruginosa (8,6%) e Enterococcus spp.
(5,1%).
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Tabela 5 -Microrganismo isolados a partir da Hemocultura Periférica enviada

juntamente com o CVC

Microrganismo Femocultura
n f (%)
Candida spp 12 10,3
Corynebacterium striatum 1 0,9
Enterobacter cloacae complex 2 1,7
Enterococcus faecalis 6 5,12
Escherichia coli 4 3,4
Klebsiella pneumoniae spp 26 22,2
Proteus mirabilis 2 1,7
Pseudomonas aeruginosa 10 8,5
Raoultella spp 1 0,9
Serratia marcescens 3 2,6
Staphylococcus aureus 13 11,1
Staphylococcus coagulase
negati\I/)o ' ’ 1 12,8
SCN-Staphylococcus epidermidis 22 18,8
Total 117 100

Analisando os resultados anteriormente descritos e discutindo-os a luz da
bibliografia citada ao longo deste estudo, € possivel verificar que os mesmos
vao de encontro ao anteriormente exposto. De fato, nas ultimas décadas varios
estudos avaliaram a colonizacao destes dispositivos, sendo os microrganismos
mais isolados, a semelhanca do presente estudo, os Staphylococcus coagulase
negativo (16,4%), Staphylococcus aureus (13,2%), Enterococcus (15,2%),
espécies de Candida (13,3%), espécies Klebsiella (8,4%), Escherichia coli (5,4%),
espécies de Enterobacter (4,4%) e espécies de Pseudomonas (4%) (Weiner,
Webb et al..., 2016; Zanoni et al., 2021). Desta forma, os microrganismos que
mais frequentemente causam infecdes relacionadas com este tipo de
dispositivos sao Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus aureus

(50-60% de todas as infecoes), bacilos Gram-negativo (20%) e fungos.
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(Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz 2018, Ruiz-Giardin,
Chamorro et al. 2019, Guzek, Rybicki et al. 2022).

No que respeita aos os Staphylococcus coagulase negativo e aos
Staphylococcus aureus estes microrganismos representam efetivamente um
enorme grupo neste tipo de infecdes. Os Staphylococcus coagulase negativo,
apesar de muitas vezes clinicamente desvalorizados por poderem ser
considerados “contaminacao”, sao microrganismos aos quais se deve dar suma
importancia, sobretudo pela sua capacidade de formar biofilme (Donlan 2002,
Rewa, Muscedere et al. 2012, L. Zhang, Gowardman et al. 2016, Chaves,
Garnacho-Monterob et al. 2018, Ahn, Kim et al. 2023) Tratam-se também de
microrganismos que apresentam fatores de viruléncia de elevada relevancia,
tais como, presenca de capsula, adesinas de superficie e capacidade aumentada
de adesao a superficies pela formacao de Slime (Rewa, Muscedere et al.
2012, Kirmusaoglu 2016, Belbase, Pant et al. 2017,Reffuveille, Josse et al.
2017, Diaz 2018, Ahn, Kim et al. 2023) Esta substancia confere-lhes uma grande
capacidade de protecao face a agressdes externas, quer do sistema imunitario
do hospedeiro, quer da acao dos antibioticos, dificultando a sua entrada na
célula bacteriana e condicionando a sua eficacia (Rewa, Muscedere et al. 2012,
Rewa, Muscedere et al. 2012, Almirante and Pahissa 2013, Gokcen, Vilcinskas
et al. 2013, Franca 2023). Esta predominancia de espécies de Staphylococcus
deve-se sobretudo ao fato de estes microrganismos serem constituintes comuns
da flora cutanea, o que sugere que as infecoes por CVC sao muitas vezes
atribuidas a contaminacao extralumial (Ong, Bonten et al. 2015 , Weiner, Webb
et al. 2016, ashem, Elazab et al. 2017, Novosad, Fike et al. 2020). Sabe-se que
a implementacao do cateter compromete a barreira protetora da pele,
constituindo assim uma porta de entrada para este tipo de infecoes (Tao, Jiang
et al... 2015, Zanoni, Pavone et al... 2021), mecanismo de infecao por via
extralumial. Este mecanismo ocorre pela formacao de uma matriz biologica
(biofilme) resultante da adesao e colonizacao de microrganismos, como
referido anteriormente, algumas vezes comensais, seguindo-se, dependendo
das espécies, da adesao de outras moléculas especificas ao material inerte
(Safdar, Abad et al. 2019,Yousif, Jamal et al. 2015, Hashem, Elazab et al.
2017, Reffuveille, Josse et al. 2017, Franca 2023). Ha também evidéncias de
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que o proprio material inerte/abidtico implantado causa muitas vezes
atenuacao local das respostas imunes antimicrobianas, proporcionando desta
forma um local fértil para a formacao de biofilme microbiano (Yousif, Jamal et
al. 2015, Hashem, Elazab et al. 2017, Reffuveille, Josse et al. 2017, Franca
2023). Em qualquer das situacdes, a formacao de um biofilme associado ao
cateter decorre de um processo progressivo e natural, apos a colonizacao inicial
(Yousif, Jamal et al. 2015, Gominet, Compain et al. 2017, Osério, Oliveira et
al. 2023). E também importante referir que alguns autores referem ainda a
existéncia de uma forte correlacdao entre a colonizacao intensa da pele e a
colonizacao do cateter com subsequente infecao sobretudo em dispositivos
intravasculares de curta duracao (Vineet Chopra, O’Horo et al.2013, Yousif,
Jamal et al. 2015 Osorio, Oliveira et al. 2023). Os resultados apresentados vao
assim de acordo com o apresentado por outros estudos desenvolvidos nos
ultimos anos (Ong, Bonten et al. 2015, Weiner, Webb et al. 2016, Novosad, Fike
et al. 2020), nomeadamente mostrando que os resultados positivos resultam
muitas vezes da migracao da flora cutanea do paciente, ou da contaminacao
durante a manipulacao (Castro, Obiols et al. 2009, Almirante and Pahissa 2013,
Chaves, Garnacho-Monterob et al. 2018,0s06rio, Oliveira et al. 2023).

A referir, que de acordo com a literatura, de entre este grupo de
microrganismos destacam-se, os Staphylococcus epidermidis que apresentam
neste estudo percentagens de isolamento de 18,8% e tratam-se de
microrganismos que para além de fazerem também parte da flora normal da
pele apresentam grande capacidade de adesao a superficies plasticas (Ferrer
and Almirante 2014, Hashem, Elazab et al. 2017).

O Staphylococcus aureus € um microrganismo encontrado com relativa
frequéncia em ambos os meétodos e nas respetivas hemoculturas, com
percentagens de aproximadamente 10%. Estes microrganismos, tal como as
restantes espécies estafilococicas, possuem componentes proteicos que ao
recobrirem a superficie interna e externa do cateter facilitam o processo de
adesao e colonizacao (Ferrer and Almirante 2014, Kirmusaoglu 2016,
Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz 2018). O Staphylococcus aureus, por sua
vez, utiliza o processo de trombogénese em seu beneficio, para aderir e infetar

o CVC. Uma vez aderidas, estas bactérias proliferam, formando multiplas
0J



Resultados e Discussao

camadas e consequentemente biofilme, que atua como barreira a acao das
células do sistema imunitario (Dunne 2002, Ross, Quesada et al. 2006, O'Grady,
Alexander et al. 2011, Diaz 2018, Guzek, Rybicki et al. 2022).

Avaliando os isolamentos por grupos de microrganismos verificamos
assim e tendo em conta o anteriormente referido verificamos que no método
semi-quantitativo ha uma maior predominancia de isolamentos de cocos gram
positivos quando comparado com os isolamentos obtidos pelo método
quantitativo. Quanto aos bacilos gram negativos sao predominantemente
isolados por método quantitativo o que nos permite inferir que estes
microrganismos estdao mais associados a uma colonizacao intralumial e os

primeiros a uma colonizacao extralumial (Fig. 4.)

Método

[ Maki
[l Sonicagdo

Contagem

[ _[1
Grupo | - Grupo Il - Grupo lll = Grupo IV - Outros
Cocos Gram Bacilos Bacilos Fungos
Positivos Gram Gram
Negativos Positivos

Figura 4 - Grafico representativo dos isolamentos bacterianos obtidos pelo método semi-

quantitativo e quantitativo

Segundo alguns autores, e ao longo do tempo, tem-se verificado
alteracao na distribuicao dos microrganismos patogénicos associados a este tipo
de infecoes. Se ha uma década os aerdbios Gram negativo eram os
microrganismos predominantes, desde entao que os aerdbios Gram positivo (por
ex: Staphylococcus coagulase negativo, Staphylococcus aureus e Enterococcus)
e espécies de Candida aumentaram a sua importancia relativa (Wisplinghoff,

Bischoff et al. 2004, Badia-Cebada, Pujol et al. 2019). Neste estudo, as
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percentagens das espécies de Candida apresentam valores que rondam os 10%.
No entanto, este resultado requer especial atencao, nao sé pela sua capacidade
de este microrganismo produzir glicocalice, o que aumenta a sua capacidade
de colonizar CVC, mas também porque ocorrem em maior frequéncia em
pacientes imunodeprimidos e/ou pacientes submetidos a antibioterapia

prolongada (Chan, Baley et al. 2015).

A referir, que diversos autores (Rosenthal, Bijie et al. 2012, Gaynes and
Jacob 2022) reportam esta mesma distribuicao microbioldgica, com base em
relatorios de vigilancia tanto dos Estados Unidos da América como da Europa,
com a predominancia de Staphylococcus coagulase negativo, Staphylococcus
aureus, Enterococcus e espécies de Candida. (Rosenthal, Bijie et al. 2012,
Gaynes and Jacob 2022).

Os relatodrios emitidos pelo National Heathcare Safety Network (NHSN)
(Badia-Cebada, Pujol et al. 2019) reconhecem também que para além dos
microrganismos referidos anteriormente, os bacilos Gram-negativo tém-se
tornado microrganismos emergentes. Esses isolados incluem Klebsiella
pneumoniae, espécies de Pseudomonas, espécies de Enterobacter e espécies
de Acinetobacter (Badia-Cebada, Pujol et al. 2019, Gaynes and Jacob 2022).

No que concerne a espécie Klebsiella pneumoniae, repare-se que na
amostra estudada representa aproximadamente 20% dos isolados obtidos, quer
pelo método semi-quantitativo quer pelo método quantitativo e respetiva
hemocultura. As Pseudomonas aeruginosa representam cerca de 10% e os
Enterobacter assumem valores de aproximadamente 1%. De notar que nas
bacteremias causadas por estes microrganismos se regista o fendbmeno de
multirresisténcia, e por isso se tornaram uma grande preocupacao devido ao
aumento de taxas de mortalidade e morbilidade associadas (Ross, Quesada et
al. 2006, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et
al. 2019). Os bacilos Gram negativo representam a causa de 16 a 31% deste tipo
de infecdes (Wisplinghoff, Bischoff et al., 2004; Weiner, Webb et al., 2016),
fato confirmado neste trabalho de investigacao. De entre os bacilos gram

negativos o grupo das Enterobactereales assumem valores de 28,2% (n=33) do
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total dos isolados das hemoculturas que confirmam a bacterémia por estes

microrganismos

Por fim, no que respeita a identificacdo dos microrganismos deve
reconhecer-se que uma das vulnerabilidades do estudo é o fato de nao ter sido
possivel utilizar a tecnologia MALDI-TOF também para os isolados nos meios de
cultura, tanto de cateteres como de hemoculturas, o que, em muitos casos,
impediu uma identificacao mais precisa dos microrganismos, sobretudo dos

Gram-positivos.

Assim sendo, da avaliacao e discussao destes resultados foi possivel nao
sO avaliar a colonizacao da amostra como também permitiu a realizacao da
distribuicao/avaliacao epidemioldgica. Esse estudo permitiu um conhecimento
das estirpes predominantes o que € essencial para orientacao das decisoes
clinicas, decisdoes essas que se irao refletir em indices de mortalidade e
morbilidade bem como em custos de permanéncia hospitalar (Ross, Quesada et
al. 2006, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et
al. 2019, Ahn, Kim et al. 2023).

4.3 INFECOES ASSOCIADAS A CVC: EM MALDI-TOF

A cultura, isolamento e identificacao dos microrganismos permanece como
o “gold standard” no diagnostico microbiologico. No entanto, como discutido
anteriormente, os métodos convencionais apresentam algumas limitacoes
nomeadamente de tempo de resposta, uma vez que a maioria das técnicas
microbiologicas convencionais continua a basear-se em principios e em
evidéncias que requerem o crescimento do microrganismo o que faz com que a
identificacao possa demorar de horas a varias semanas, de aplicabilidade e de
fiabilidade sobretudo quando se trata de microrganismos que crescem com
dificuldade, que nao crescem em todos os meios de cultura, ou que apresentam
uma atividade bioquimica limitada (Bellido, Castafno et al. 2012). Neste sentido
novas tecnologias tém-se imposto no diagndstico microbiolégico sendo a EM

MALDI-TOF uma das tecnologias de identificacao bacteriana que mais se tem
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desenvolvido nos Ultimos anos. Trata-se de uma ferramenta robusta para a
identificacao fenotipica de microrganismos através da analise das proteinas
constituinte da parede celular e de proteinas ribossomais, aumentando a sua
confiabilidade quando comparada a outras técnicas fenotipicas convencionais.
A sequéncia e o tamanho das proteinas ribossomicas sao altamente conservados
entre diferentes espécies bacterianas e, portanto, sao utilizadas para
identificar tipos individuais de bactérias (Bellido, Castano et al. 2012, Vrioni,
Tsiamis et al 2018) O espectro gerado por EM é interpretado como “impressoes
digitais” de um taxon especifico, discriminando espécies de microrganismos
estreitamente relacionadas. Esta metodologia oferece vantagens significativas,
como alta sensibilidade, velocidade de analise, capacidade de identificacao de
multiplos analitos e requer apenas pequenas quantidades de amostra. As
aplicacoes clinicas da EM MALDI-TOF para isolados bacterianos esta a aumentar
constantemente, desde a identificacao de espécies e bacteremia, as aplicacoes
mais promissoras no futuro: detecao de resisténcia antimicrobiana e tipagem
microbiana para estudos epidemiologicos (Karas and Hillenkamp 1988, Ferreira,
Vega et al. 2010, Bellido and Buitrago 2015, Castano, Juanes et al. 2016). No
caso de wurgéncia clinica, é possivel realiza-se a identificacao dos
microrganismos patogénicos diretamente de amostras bioldgicas (amostras de
urina, sangue, exsudados, caldos, etc) (Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011,
Bellido, Castano et al.2012, Bellido and Buitrago 2015, Barberino, Silva et al.
2017, Haider, Ringer et al. 2023) utilidade essa estudada neste trabalho de

investigacao.

Neste contexto, com este estudo foi possivel avaliar a introducdo da
tecnologia MALDI-TOF no diagnostico de bacteremias por CVC uma vez que esta
tecnologia tem-se mostrado muito Util no diagndstico de bacteremia a partir
diretamente do frasco de hemocultura permitindo identificar de forma rapida
os microrganismos causadores desta patologia (Rodrigueza, Bratos et al. 2016,
Dubourg, Raoult et al. 2019, Lamy, Sundqvist et al. 2020 ,Torres-Sangiao,
Rodriguez et al. 2021). Para isso avaliaram-se 105 amostras (com diagndstico
de Bacteremia por CVC confirmados laboratorialmente pelos métodos
convencionais) por EM MALDI-TOF. Essas amostras, caldo sonicado, foram
avaliadas apo6s um periodo de incubacao de 6 horas. De referir que, varios testes
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prévios a abordagem do estudo permitiram estabelecer um tempo de incubacao
de 6 horas como o periodo de incubacao mais Util, como passo prévio a
realizacao da espetrometria de massa. Incubacoes mais curtas reduziram
significativamente o nimero de resultados positivos, e incubacdes mais longas
nao proporcionaram um aumento significativo no numero de positividades, e

reduziram o ganho de tempo no diagndstico, a principal vantagem do método.

Em relacao a avaliacao das amostras por EM MALDI-TOF observou-se que
foram detetados picos proteicos por EM MALDI-TOF ,compativeis com a possivel
presenca de microrganismos apds 6 horas de incubacao, em 83 amostras (79%)
e em 22 amostras (21%) , apesar de terem sido identificados microrganismos
tanto na cultura do cateter como na hemocultura, nao foi detetada uma
quantidade significativa de proteinas no intervalo de razao massa/carga
utilizada, pelo que nao foi possivel identificar qualquer microrganismo. Nas
amostras em que se obtiveram picos de proteinas verificou-se que a
concordancia entre a identificacao obtida por métodos convencionais e a
identificacao obtida por EM MALDI-TOF variou consideravelmente consoante a

pontuacao obtida.

Neste contexto revela-se pertinente a discussao destes resultados tendo
em conta os valores de pontuacao obtidos pelo Sotware MALDI-TOF para estas

amostras.

Dessa avaliacao verificou-se que em 42 amostras (44,6% das amostras
em que foram obtidos picos proteicos, 40% do total) foram obtidas pontuacées
inferiores a 1.5, sendo que destas amostras 8 (15,4%) evidenciaram
concordancia com os métodos convencionais ao nivel da espécie e 8 (15,4 %) ao
nivel do género. Desta forma, verifica-se que para as amostras com uma
pontuacao < 1,5 pontos, a concordancia global ao nivel do género, foi de apenas
30,8%, o que revela resultados percentuais consideravelmente baixos. Ainda no
que respeita a estes resultados é importante referir que 11 destas amostras
(26,2%) apresentaram, em qualquer um ou em ambos os métodos
convencionais, isolamento de mais do que um microrganismo tratando-se de
culturas polimicrobianas, o que de fato contribui para estes resultados

insatisfatorios. Também ha que ter em consideracao que das 11 amostras de
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CVC em que se obteve mais do que um microrganismo por métodos
convencionais, apenas em 2 amostras de CVC (18,2%) se obtiveram os mesmos
microrganismos na hemocultura, o que coloca em causa o significado clinico da

maioria destes estudos quando se isola mais do que um microrganismo.

A este proposito, verifica-se assim que no que respeita a culturas
polimicrobianas este estudo apresentou limitacdées o que de fato representa
uma desvantagem adicional para a utilidade da EM MALDI-TOF no diagndstico
deste tipo de infecoes. Esta limitacao vai também de encontro a varios estudos
publicados que referem também limitacoes na identificacao de bacteremias
polimicrobianas. Embora, existam diferencas dependendo dos procedimentos
utilizados (Altun, Botero-Kleiven et al. 2015, Lamy, Sundqvist et al. 2020). No
que no que respeita a identificacdo de populacées mistas de bactérias
provenientes de infecdes polimicrobianas o sistema MALDI-TOF é de facto
limitado uma vez que os algoritmos convencionais sao projetados para
identificar microrganismos a partir de uma Unica colonia pura e nao tém a
capacidade de classificar com seguranca microrganismos de uma cultura
bacteriana mista (Wang, Zhang et al. 2013, Jang and Kim 2018). Face a essa
limitacao ja existem atualmente varios estudos que relataram um método para
a identificacao de amostras polimicrobianas de um Unico espectro (Mahe, Arsac
et al. 2014, Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa et al. 2017). No entanto, embora ja
exista atualmente um software especifico para diagnosticar, a nivel etiologico,
infecoes mistas por EM MALDI-TOF, a verdade, na nossa experiéncia, é que este
software pode funcionar adequadamente quando se trata de infecoes em que
as populacoes bacterianas estao quantitativamente equilibradas, mas quando
ha um claro predominio de uma das espécies tende muitas vezes a ignorar as

populacoes minoritarias.

De qualquer modo, mesmo nao considerando as culturas de cateter com
cultura mista e considerando apenas as 31 culturas com apenas um
microrganismo, a concordancia foi de 19,4% ao nivel da espécie e de mais 19,4%
ao nivel do género, o que da uma concordancia global de 38,8%, o que continua
a representar uma fraca concordancia e reflete uma utilidade clinica muito

limitada da EM MALDI-TOF nos casos em que se obteve uma pontuacao <1,5.

91



Resultados e Discussao

No que respeita a avaliacao dos resultados de pontuacao entre 1,5 e 1, 7
foram obtidos estes resultados em 14 amostras (14,9 % das amostras em que
foram obtidos picos proteicos, 13,3% do total,). Nestes casos, a concordancia
global foi de 57,1%, com 50% de concordancia ao nivel da espécie e mais 7,1%
ao nivel do género. De referir que, nestas amostras, foram observadas 3
amostras com culturas bacterianas mistas (21,4%) mas em todos os casos um
dos microrganismos isolados correspondia ao registado na EM MALDI-TOF, o que
revela um resultado consideravel tendo em conta o anteriormente descrito.
Repare-se que, de acordo com os casos anteriores, € raro observar-se nas
culturas mistas o seu resultado reproduzido na hemocultura. No entanto, neste
grupo de doentes a hemocultura apresentava apenas um microrganismo isolado
e esse microrganismo correspondia ao microrganismo detetado por EM MALDI-
TOF. Muito provavelmente, e tendo em conta todos os resultados para estes
doentes, apesar de ambos os microrganismos terem sido efetivamente
encontrados nos cateteres (uma vez que aparecem tanto na amostra processada
pelo método Maki como na amostra processada por sonicacao) é provavel que
um deles seja um contaminante, o que justificaria o facto de nao ter sido
encontrado na hemocultura e de ter sido detetado na EM MALDI-TOF. Tratando-
se de uma contaminacao, a carga bacteriana seria muito provavelmente muito
inferior a do microrganismo real da hemocultura, pelo que a EM teria dado
prevaléncia ao microrganismo mais abundante, facto justificavel pelo
anteriormente referido no que respeita a manipulacado de culturas

polimicrobianas por esta tecnologia.

Quanto aos resultados obtidos com valores de pontuacao entre 1,7 e 2 foram
obtidos em 18 casos e resultados > 2 foram obtidos em 20 casos (40,5% das
amostras em que foram obtidos picos proteicos, 29,4 % do total). De facto, os
melhores resultados obtidos por EM MALDI-TOF sao os resultados obtidos com
valores de pontuacao de 1,7 e superiores. A concordancia com os métodos
convencionais foi de 100% ao nivel da espécie, nao s6 quando nos métodos
convencionais o estudo refletia uma etiologia monobacteriana, mas também

quando o estudo refletia uma etiologia polimicrobiana.

E interessante referir que, tal como nos casos anteriores, quando ha culturas

mistas, normalmente apenas aparece um dos isolados na hemocultura e é o que
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normalmente se correlaciona com a EM MALDI-TOF. Para amostras em que o
valor de pontuacao obtido foi superior a 1,7 verificou-se a existéncia de 9 casos
(23,7%) com culturas mistas. Em cinco destes casos, apesar da presenca de mais
do que um microrganismo em um ou ambos os métodos convencionais, apenas
um microrganismo foi detetado na hemocultura, coincidindo sempre com um
dos isolados do cateter, e também coincidindo com o identificado por EM
MALDI-TOF. No entanto, em 4 estudos, foram detetados 2 ou mesmo 3
microrganismos em ambos os métodos de avaliacao de cateter e hemocultura,
coincidentes em todos os casos. Tal como referido anteriormente, em todos
estes casos foi identificado um Unico microrganismo por EM MALDI-TOF,
também este, em todos os caos, coincidente com um dos isolados tanto do

cateter como da hemocultura.

Discutindo os resultados apresentados verificamos assim que, o0s
resultados positivos de EM MALDI-TOF com uma pontuacao superior a 1,7,
apresentam uma excelente concordancia com as técnicas convencionais, pelo
que podem ser assumidos como uma técnica de diagnéstico rapido com uma
fiabilidade muito elevada, tanto em termos de estabelecimento do critério de
infecio como em termos de identificacdo especifica do microrganismo
envolvido.Desta forma, ma simples orientacao de diagnostico torna-se-a
essencial na medida em que se ira refletir em ganhos em saude (Ross, Quesada
et al. 2006, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon
et al. 2019, Ahn, Kim et al. 2023).

Ainda no que respeita a analise da sensibilidade deste método verificou-
se que: avaliando as amostras totais em que se identificou presenca de pico e
as amostras que identificaram o mesmo agente etiologico da bacteremia que os
métodos convencionais a sensibilidade foi limitada. Desta forma, analisando os
resultados anteriormente descritos e discutindo-os a luz da bibliografia citada
ao longo deste estudo, é possivel verificar que os mesmos vao de encontro ao
anteriormente exposto. De fato, como referem os investigadores Munoz Bellido
J.L e Gonzales Buitrago J.M a EM MALDI-TOF tem, a priori, uma desvantagem
quando se trata de identificacao direta de amostras clinicas: embora possa ser
um método de diagnostico muito especifico, nao € um método particularmente

sensivel, uma vez que requer uma quantidade consideravel de proteina para
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obter perfis confiaveis. Isto significa que, em numerosas amostras em que a
concentracao de microrganismos ou a quantidade de amostra que pode ser
obtida sao pequenas, a sua sensibilidade é baixa (Bellido and Buitrago 2015), o
que acontece com a amostra deste estudo em que a concentracao bacteriana
obtida no caldo de CVC podera nao representar uma concentracao bacteriana
consideravel para posterior identificacao. Neste sentido, exceto em cateteres
muito intensamente colonizados ou infectados, a quantidade de
microrganismos obtida por sonicacao inicial sera, na grande maioria dos casos,
insuficiente para uma identificacao fiavel, pelo que é essencial um periodo de
incubacao prévio como o realizado neste estudo de forma a aumentar a
sensibilidade de diagnostico por EM MALDI-TOF e de forma a se obter uma maior

carga proteica com consequente melhores resultados de identificacao.

De notar que este método trata-se de um método que é sobretudo
utilizado apds a confirmacao da formacao da coldénia em meio de cultura (Lamy,
Sundqvist et al. 2020) o que representa uma das suas limitacdes ao estudo.
Realmente, os protocolos comerciais continuam a ser os procedimentos de
referéncia para a extracao de proteinas bacterianas de amostras diretas. No
entanto, surgem cada vez mais, a4 semelhanca deste estudo, métodos
modificados e internos para abordar varias questoes fundamentais relacionadas
com a precisao e a velocidade de identificacao de agentes etiologicos.
Conforme discutido no capitulo anterior, a preparacao da amostra e um método
adequado de extracao de proteinas sao etapas fundamentais que podem
influenciar a sensibilidade, a resolucao e a reprodutibilidade. A ma preparacao
da amostra levara a uma resolucao de pico mais baixa com, consequentemente,
menor sensibilidade e reprodutibilidade, uma vez que a formacao de iGes por
MALDI-TOF depende de uma proporcao ideal de substancia de matriz e analito
(Marvin, Roberts et al. 2003, Castano, Juanes et al. 2016, Simke, Fischer et al.
2022). Outros estudos também alertam para a necessidade de uma carga
bacteriana alta, como referido anteriormente, para obter um espectro
aceitavel, para além da alteracdao dos espectros proteicos devido a
interferéncias do meio de cultura, de proteinas humanas e células sanguineas
(Stevenson, Drake et al. 2010, Rodrigueza, Bratos et al. 2016, Haider, Ringer
et al. 2023). Portanto, é de extrema importancia pré-tratar adequadamente
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uma amostra, considerando que os fluidos humanos contém outras proteinas
além de bactérias ou fungos. Estas etapas preliminares devem drenar e separar
0 sangue e outras células humanas (ou seja, a hemoglobina) e recuperar
seletivamente as proteinas bacterianas, caso contrario, resultara uma
identificacao errada ou desconhecida (Hou, Chiang-Ni et al. 2019, Torres-
Sangiao, Rodriguez et al.2021). Para isto, neste protocolo experimental de
forma a se obter uma amostra adequada para estudo recorreu-se, nhuma fase
inicial, a centrifugacao e posterior concentracao. De notar que a identificacao
direta de um microrganismo em amostras bioldgicas € antes uma questao de
padronizacao, padronizacao essa que pela inovacao do protocolo podera ter

que ser ajustada em estudos posteriores.

A referir, que por si s6 a EM MALDI-TOF nao se trata de uma metodologia
com um protocolo Unico e validado, uma vez que oferece ainda algumas
limitacoes, embora os protocolos ja existentes se centrem, como referido
anteriormente, em tentar eliminar as substancias que interferem no processo
e limitam a identificacao bacteriana (Rodrigueza, Bratos et al. 2016, Torres-

Sangiao, Rodriguez et al. 2021)

As atualizacées continuas dos bancos de dados espectrais e
melhoramento da preparacao das amostras serao dois aspetos fundamentais
para aumentar a aplicabilidade desta tecnologia no futuro (Bellido and Buitrago
2015, Siller-Ruiz, Hernandez-Egidoa et al. 2017, Haider, Ringer et al. 2023).
Fatores como o transporte das amostras , 0 método de preparacao da amostra,
a quantidade bacteriana disponivel para analise, o nimero de disparos de laser
aplicados e a média dos espectros por medicao poderao também ter interferido
na qualidade dos resultados e, portanto, na identificacao adequada da amostra,
facto ja referido por outros trabalhos de investigacao(Cuénod, Foucault et al.

2021, Torres-Sangiao, Rodriguez et al.2021).

Por fim, avaliando também os resultados verificamos que os
microrganismos mais identificado nas amostras em que foram detetados picos
e que identificaram o mesmo agente etiolégico da bacteremia, através dos
métodos convencionais, foram a Klebsiella pneumoniae e o Staphylococcus

aureus .
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No caso da estirpe Klebsiella pneumoniae (n=14) em 13 identificacoes a
identificacdao foi confidvel ao nivel do género e da espécie Quanto ao
Staphylococcus aureus (n=11) em 9 dentificacdes a identificacao foi confiavel
ao nivel do género e da espécie. Do resultado da sonicacao identificou-se por
EM MALDI-TOF 14 dos 24 isolamentos de Klebsiella pneumoniae, 3 dos 4
isolamentos de Escherichia coli, 11 dos 12 isolamentos de Staphylococcus
aureus. A identificacao destes microrganismos a este nivel revela-se assim de
suma importancia sobretudo por se tratarem de bactérias problematicas
sobretudo em UCI (que representa um dos principia locais de proveniéncia de
amostra deste estudo) por apresentarem elevados niveis de resisténcias aos
antimicrobianos. Sabe-se, por exemplo que a Klebsiella pneumoniae, no grupo
das Enterobacterales, representam um problema no que respeita a resisténcia
por betalactamases e fluroquinelonas, em cerca de 30% e o Staphylococcus
aureus apresenta também uma elevada percentagem de resisténcia em UCI a
fluroquinelonas (>90%) e macrélidos (>65%) (Bellido 2008).

De notar que estes microrganismos apresentam ainda elevada
capacidade de se desenvolver em biofilme tornando o tratamento da patologia
em estudo ainda mais dificil (Arciola et al. 2012, Rewa, Muscedere et al.2012,
Almirante and Pahissa 2013, Gokcen, Vilcinskas et al. 2013, Laverty, Gorman et
al.2014, Kirmusaoglu 2016, Reffuveille, Josse et al. 2017, Diaz 2018). Tratam-
se assim de microrganismos que o seu aumento na epidemiologia hospitalar
pode constituir um grave problema em termos do agravamento da patologia e
de custos hospitalares por aumento do tempo de internamento, mortalidade e
morbilidade. Dai que um diagndstico rapido seja essencial na medida em
permitira um tratamento empirico mais ajustado aquela realidade hospitalar.
Uma simples orientacao de diagnodstico , como ja focado anteriormente, é
essencial na medida em que se ira refletir em ganhos em salide (Ross, Quesada
et al. 2006, Mansilla, Ahufinger et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon
et al. 2019, Ahn, Kim et al. 2023).
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Os CVC sao os dipositivos intravasculares mais utilizados na pratica da
medicina moderna é de fundamental importancia para o tratamento de
pacientes com periodos de hospitalizacdo e/ou procedimentos hospitalares
adicionais que vao desde a administracdao de fluidos até ao controlo
hemodinamico (Gominet, Compain et al. 2017, Blot, Poulakou et al. 2019,
Guzek, Rybicki et al. 2022). A infecao da corrente sanguinea relacionada com
cateteres centrais constitui uma das principais complicacdes do seu uso e € a
principal causa de bacteremia nosocomial primaria (Silva, Oliveira et al. 2009).
Tratam-se de infecoes com um quadro clinico muitas vezes inespecifico que
requerem o diagnodstico laboratorial para confirmacao de infecao (Ross,
Quesada et al.2006, Mansilla, Ahufinger et al .2018, Chaves, Garnacho-
Monterob et al. 2018, Aldea Mansilla, Martinez-Alarcon et al. 2019).

Assim, desenvolver um método rapido que permita um diagnodstico
etioldgico de infecoes associadas a CVC com sensibilidade e especificidade pelo
menos semelhantes aos métodos de cultura, mas com velocidade semelhante
aos métodos de coloracao, revela-se de extrema importancia, uma vez que a
rapida identificacao dos seus agentes etioldgicos é essencial para a escolha
adequada da antibioterapia e fundamental para aumentar a eficacia do
tratamento, permitindo assim reduzir as taxas de mortalidade e morbilidade
que lhe estao associadas, além de contribuir para a prevencao do

desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana.

A cultura, isolamento e identificacao dos microrganismos, permanece
como o padrao no diagndstico microbioldgico. No entanto, os métodos
convencionais apresentam algumas limitacées, nomeadamente de tempo de
resposta, uma vez que a maioria das técnicas microbioldgicas convencionais
continua a basear-se em principios e evidéncias que requerem o crescimento
do microrganismo, o que faz com que a identificacao possa demorar de horas a
varias semanas; de aplicabilidade e de fiabilidade, sobretudo quando se trata

de microrganismos que crescem com dificuldade, que nao crescem em todos os
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meios de cultura, ou que apresentam uma atividade bioquimica limitada
(Bellido, Castano et al. 2012).

Neste sentido, novas tecnologias tém-se imposto no diagnostico
microbiologico. A EM MALDI-TOF surge recentemente como uma tecnologia
poderosa para a identificacao de microrganismos, que € baseada na geracao de
espectros das proteinas, que sao Unicas para cada microrganismo, funcionando
como impressoes digitais. Esta tecnologia tem vindo a alterar o fluxo de
trabalho, bem estabelecido, dos laboratérios clinicos e seu impacto no
diagnostico microbioldgico revela-se incomparavel. As aplicacoes clinicas da EM
MALDI-TOF para isolados bacterianos esta a aumentar constantemente, desde
a identificacao de espécies e bacteremia, as aplicacbes mais promissoras no
futuro (Karas and Hillenkamp 1988, Ferreira, Vega et al. 2010, Bellido and
Buitrago 2015, Castano, Juanes et al. 2016). No caso de urgéncia clinica, é
possivel realizar-se a identificacao de microrganismos patogénicos diretamente
de amostras bioldgicas (amostras de urina, sangue, exsudados, caldos, etc.)
(Ferreira, Sanchez-Juanes et al. 2011, Bellido, Castano et al. 2012, Bellido and
Buitrago 2015, Barberino, Silva et al. 2017, Haider, Ringer et al. 2023) utilidade

essa estudada neste trabalho de investigacao.

Neste contexto e tendo em consideracao o descrito ao longo deste trabalho
de investigacao, o estudo desenvolvido permitiu concluir que a infecao do CVC,
de acordo com os dados obtidos, afeta de forma semelhante ambos os sexos,
atingindo preferencialmente os doentes idosos, e ocorre principalmente, como
seria de esperar, em doentes dos servicos de Medicina, UCI e Cirurgia. A elevada
prevaléncia em doentes de zonas COVID é, muito provavelmente, uma
carateristica circunstancial associada ao periodo em que as amostras foram
obtidas.

Quanto aos métodos convencionais conclui-se que embora os métodos de
Maki e de sonicacao avaliem preferencialmente a colonizacao de diferentes
superficies do cateter, na pratica os seus resultados sao semelhantes, uma vez
que em 95% dos casos a colonizacao foi detetada por ambos os métodos. No
entanto, continua a ser aconselhavel utilizar ambos os métodos, uma vez que

em 7,6% dos casos a colonizacao detetada foi exclusivamente extralumial e em
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1,9% dos casos exclusivamente intraluminal. Desta avaliacao conclui-se que os
microrganismos mais isolados estdao dentro do espectavel, com um claro
predominio de  Staphylococcus  coagulase-negativo, seguido das
Enterobactereales, principalmente Klebsiella pneumoniae, do Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. A alta prevaléncia de leveduras,
corroborada pela hemocultura trata-se de um alerta uma vez que apresenta 12
isolamentos o que sao valores de isolamento muito proximos da prevaléncia de

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

No que diz respeito ao objetivo principal do estudo, ou seja, a possibilidade
de utilizar a técnica EM MALDI-TOF como método rapido de identificacao de
microrganismos causadores de infecao do CVC, deve concluir-se que, embora
possa ser um método Uutil, na medida em que pode permitir um diagnostico mais
rapido da etiologia e, por conseguinte, uma terapia empirica mais orientada,

tem limitacoes consideraveis.

Em primeiro lugar, apenas 80% das amostras apresentam resultados de EM

MALDI-TOF e cerca de 20% nao apresentam quaisquer picos de proteinas.

Em segundo lugar, das amostras em que sao detetados picos de proteinas
com uma pontuacao inferior a 1,7, menos de 50% apresentam um resultado que
se correlaciona com os métodos convencionais e com a hemocultura, pelo que
nao devem ser tidas em conta na abordagem diagnostica ou terapéutica. No
que respeita a este tipo de amostras ha que referir que existe um aspeto que
nao foi tido em conta na concecao do estudo e que, tendo em conta os
resultados, poderia ser interessante abordar: se estas pontuacdes baixas,
apesar de nao serem fiaveis para estabelecer um diagnodstico etiologico,
poderiam ser utilizadas para ajudar a fazer um diagnostico simples, qualitativo,
da infecao do CVC. Para o efeito, seria necessario estudar um grupo de doentes
em que se suspeitasse de infecao do CVC, mas nao se tivesse procedido ao
isolamento, de forma a corroborar se a detecao de proteinas correspondentes
a janela de detecao da EM MALDI-TOF, mesmo em niveis baixos, corresponde

ou nao a existéncia de infecao.

Por fim, no que respeita a identificacao de populacoes mistas de bactérias

provenientes de infecdes polimicrobianas conclui-se que o sistema MALDI-TOF
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€ de facto limitado uma vez que o software atualmente disponivel, embora
permita uma identificacao muito fiavel de espécies individuais, tem atualmente
dificuldade em identifica-las, pelo que, nos casos em que estas ocorrem, alguns
dos microrganismos podem nao ser detetados até que os resultados da cultura

estejam disponiveis.

No entanto, apesar das limitacdes descritas anteriormente ,0s métodos
descritos oferecem resultados satisfatorios para um grupo de amostras na
medida em que os resultados positivos de EM MALDI-TOF, com uma pontuacao
superior a 1,7, apresentam uma excelente concordancia com as técnicas
convencionais, pelo que podem ser assumidos como uma técnica de diagndstico
rapido com uma fiabilidade muito elevada, tanto em termos de
estabelecimento do critério de infecao como em termos de identificacao

especifica do microrganismo envolvido.

Em suma, os resultados deste estudo reforcam a importancia de que
métodos mais rapidos de identificacao bacteriana como a EM MALDI-TOF sejam
incluidos num laboratorio de microbiologia clinica de rotina, sobretudo porque
ao auxiliarem a identificacao rapida de infecoes graves, como a bacteremia por
CVC, podem levar a uma terapia empirica rapida e eficiente , ajudando nao sé
a diminuir taxas de morbilidade e mortalidade mas também a emergéncia de
agentes patogénicos multirresistentes resultantes do uso inadequado de
antimicrobianos. A referir, este estudo permitiu ainda a avaliacao da
distribuicao epidemioldgica neste tipo de infecoes e um conhecimento das
estirpes predominantes possibilitando também um ajuste da antibioterapia e

um tratamento empirico mais ajustado a realidade hospitalar apresentada.
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