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1.  INTRODUGCAO

A sepse € uma falta de homeostase do corpo humano em resposta a uma
infeccdo na corrente sanguinea (ICS) associada a um alto risco de letalidade
(SINGER et al., 2016). Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a sepse é
um dos eventos adversos mais frequentes em instituicdes de saude, o que afeta
aproximadamente 30 milhdes de pessoas no mundo, e 6 milhdes delas vao a débito
(OMS, 2019). Isso fez com que a OMS recentemente classificasse a sepse como
prioridade de saude mundial (REINHART et al., 2017).

Entre as |ICS, as causadas por Enterobacterales produtoras de
carbapenemases (EPC) sdo as que apresentam uma maior taxa de mortalidade em
30 dias, quando comparadas com ICS causadas por outras bactérias. Em um estudo
realizado por Sabino e colaboradores em 2019, foi constatado que pacientes com
ICS por EPC tiveram uma mortalidade em 30 dias de 63,8% enquanto que em
pacientes com ICS por outras bactérias a mortalidade em 30 dias foi de 33,4%.
Estima-se que até 2050 a resisténcia aos antibioticos causara aproximadamente 300
milhndes de mortes precoces, com uma perda média de $100 trilhdes para a
economia global (O’NELL, 2014).

As EPC mais frequentemente relatadas s&o a Klebsiella pneumoniae e a
Escherichia coli (ORSI, G.B. et al., 2011), o que esta de acordo com a epidemiologia
do Brasil e da nossa instituicdo, na qual a Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase do tipo KPC € a responsavel por mais de 90% dos casos de EPC
em hemoculturas (SABINO et al., 2019).

A identificacdo rapida do patdégeno causador da infeccdo pode ser
determinante para a eficacia do tratamento. Estudos sugerem que a administragao
de antibidticos nas primeiras 3 horas da constatacdo da sepse implica em uma
mortalidade até 14% menor quando comparada com aqueles que recebem
antibictico apés 3 horas (SEYMOUR et al., 2017). Entretanto, as técnicas
convencionais costumam levar de 48 a 72 horas para a liberagédo do laudo com a
identificacdo e a susceptibilidade do microrganismo desde o momento que as
hemoculturas se tornam positivas (VLEK; BONTEN; BOEL, 2012).

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Fly (MALDI-TOF) Mass

Spectrometry (MS) € uma técnica usada para a identificacdo de microrganismos



através da deteccao de um espectro de proteinas (MURRAY, 2010). A utilizagdo do
MALDI-TOF na rotina laboratorial contribui com a identificacdo mais rapida dos
microrganismos em comparacgao aos metodos convencionais e assim pode contribuir
com a diminui¢gao do tempo para intervengao terapéutica mais efetiva (HUANG et al.,
2013).

Com o auxilio deste equipamento, o desenvolvimento de novos métodos
ainda mais rapidos de identificagdo de microrganismos ja esta sendo descrito na
literatura (KOK et al., 2011; TANNER et al., 2017; SIMON et al., 2018). Porém, séo
métodos laboriosos e dispendiosos, com diversas etapas de processamento da
amostra e com reagentes quimicos que trazem riscos para 0 meio ambiente e a
saude dos trabalhadores de laboratério. Desta forma, é importante que continuem
sendo pesquisadas novas técnicas de identificacdo rapida que sejam de facil
execucao e gerem menos contaminantes ao ambiente, menos riscos ao operador e
menos custos ao laboratorio.

Além da identificacdo rapida de microrganismos auxiliar na antecipagdo do
diagnostico laboratorial de bacteremias, a associagao deste método com um teste
de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) direto da hemocultura e de incubagao
por tempo reduzido tem demonstrado vantagens (TIMBROOK et al., 2017). Neste
sentido, este trabalho objetivou desenvolver um método rapido de identificacdo de
bactérias direto do frasco de hemocultura e associa-lo a um TSA rapido para
otimizar a rotina de liberacdo dos laudos das hemoculturas no Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.



2. JUSTIFICATIVA

A diminuicdo do tempo para liberagdo dos resultados de hemoculturas
positivas pela identificacdo do microrganismo e perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos é essencial para a otimizagdo do diagnéstico e para o adequado
tratamento de pacientes com infec¢gdes de corrente sanguinea. O aumento global
das infeccbes por Enterobacterales produtoras de carbapenemases é alarmante e
representa uma ameaga crescente a prestagao de cuidados de saude e a seguranca
do paciente. Atualmente, o método de identificacdo de bactérias e o resultado do
TSA levam em média 48 a 72 horas. Devido a gravidade das ICS, se faz necessario
o desenvolvimento de métodos de diagnostico rapido que consigam realizar a
identificacdo bacteriana e determinar seu perfil de suscetibilidade ainda no primeiro
dia de positividade do frasco de hemocultura. Sendo assim, o laboratério clinico
pode informar mais rapidamente o resultado a equipe médica e com isto auxiliar na
escolha do tratamento mais eficaz e adequado para o paciente e, desta forma,
contribuir significativamente para o diagndstico e tratamento precoces de infecgoes
de corrente sanguinea por Enterobacterales produtoras de carbapenemases.

Diferentemente da maioria dos estudos realizados no ambito da pesquisa,
nosso estudo foi realizado com amostras clinicas enviadas para exames de rotina e
analisadas em tempo real no mesmo dia da positividade do frasco, com a inclusao
de amostras de pacientes tanto adultos quanto pediatricos. A maioria dos estudos
disponiveis que realizam a identificagcdo bacteriana rapida com MALDI-TOF
utilizaram o equipamento Byotiper® (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), enquanto
em nosso trabalho utilizamos o equipamento Vitek MS® (Biomérieux, Franga). Além

disso, poucos estudos trazem a identificagao rapida acompanhada do TSA rapido.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sepse

O sistema circulatério é estéril, porém, pode ser invadido por bactérias e,
normalmente, o proprio organismo se encarrega de destrui-las sem provocar
qualquer manifestacao clinica ao individuo, o que caracteriza o termo bacteremia.
Entretanto, quando o sistema imune encontra-se debilitado ou quando ha um foco
infeccioso com presenca de bactérias virulentas, essas podem invadir a corrente
sanguinea e se proliferar gerando sinais e sintomas de infec¢gdo ao paciente, que
costumam ser graves, e o termo usado é septicemia ou sepse (TRABULSI, 2015;
TORTORA, FUNKE, CASE, 2003).

Na sepse, 0 organismo produz mediadores inflamatorios que produzem febre
ou hipotermia, taquicardia, taquipnéia e o aumento ou diminuicdo de células
sanguineas, sendo fatores importantes para a determinagdo da Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica - ou do inglés, Systemic Inflammatory Response
Syndrome (SIRS) de acordo com o American College of Chest Physicians and the
Society of Critical Care Medicine (1992). A SIRS, desde 1992, foi considerada um
importante parametro para detectar a sepse em pacientes antes das hemoculturas
se tornarem positivas, porém, seu critério ainda era limitado (KAUKONEN et al.,
2015), o que fez com que surgisse um novo consenso para definir o estagio de
sepse em um paciente: Sepsis 3.

A nova definigdo de sepse foi estabelecida seguindo o critério de Avaliagado
Sequencial de Faléncia de Orgéos Relacionados a Sepse (SOFA) o qual utiliza um
somatoério de pontos para determinar o quadro de sepse, e leva em consideracéo a
pressdo sanguinea, plaquetas, bilirrubina, catecolaminas e escala de Glasgow
(SINGER, 2016).

Os principais afetados pela sepse sao pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI), atingindo cerca de 30% desses pacientes em todo o mundo.
A taxa de mortalidade em pacientes com sepse € maior do que em pacientes livres
desta condic¢do, variando de até 20% em paises da Oceania, podendo chegar até os
50% em paises africanos (SAKR, 2018).



Além dos riscos de vida que cercam pacientes com sepse, mesmo aqueles
que sobrevivem ao episédio levam consigo danos irreparaveis. Um estudo realizado
por lwashyna e colaboradores em 2012 mostrou uma relagdo em pacientes idosos
que sobreviveram a sepse com novos comprometimentos cognitivos que levam a
essa populacdo a perda de independéncia para a realizagdo de suas funcdes
diarias.

Embora os critérios para suspeitar de sepse e iniciar um tratamento rapido
sejam imprescindiveis para aumentar as chances de vida do paciente, somente os

resultados laboratoriais definem o patégeno e conduzem a terapia mais apropriada.

3.2 Enterobacterales Resistentes aos Carbapenémicos

Nas ultimas décadas, infecgbes hospitalares causadas por microrganismos
multirresistentes tém causado um significativo aumento na morbidade e mortalidade
em pacientes, assim como um importante impacto nos custos das internagdes.

O sucessivo aumento de genes de resisténcia contra antibibticos
aminoglicosideos, beta-lactamicos e fluorquinolonas restringiu as opg¢des de
medicamentos de escolha aos carbapenémicos para tratar infecgdes causadas por
bacilos Gram-negativos (TZOUVELEKIS, 2012). Contudo, seu extenso uso nos
ultimos anos fez com que surgissem cada vez mais casos de bactérias resistentes a
todas essas classes de antibibticos, incluindo os carbapenémicos, através do
mecanismo de producdo de enzimas chamadas de carbapenemases, o que se
tornou um problema de saude publica em todo o mundo devido a escassez de
opgdes para tratar essas infecgdes (MIRIAGOU, 2010). Como tratamento de escolha
restaram as polimixinas, porém, ndo ha uma dose padronizada para sua utilizagao,
além de apresentarem grandes propriedades nefrotoxicas e neurotdxicas (VAN
DUIN et al., 2013),

Embora existam diversas enzimas carbapenemases, a Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) tem sido associada com surtos de infecgdes por bactérias
resistentes a multiplos medicamentos em varios paises, e € considerada a
carbapenemase mais prevalente e clinicamente importante no Brasil (PEREIRA,
2013) encontrada principalmente em cepas de Klebsiella pneumoniae (SABINO et
al., 2019).



A resisténcia aos antibidticos € considerada uma das principais ameacas
globais na atualidade, a qual impacta diretamente na saude e na economia das
nagodes, afetando toda a sociedade. Por isso, se faz necessario o controle e uso
racional de antibidticos, a elaboracdo de novos medicamentos e métodos
diagndsticos mais rapidos para a identificagcdo do patégeno para que se possa
controlar o aumento da resisténcia bacteriana e aumentar as chances de vida de

pacientes que venham a adquirir estas infecgdes (PEREZ, BONOMO, 2019).

3.3 Diagnéstico Laboratorial de Hemoculturas

Em pacientes com suspeita de sepse, deve-se coletar pelo menos 40 ml de
sangue e inocular em frascos de hemocultura a serem incubados em estufas a 37°C
a atmosfera ambiente ou em equipamentos automatizados, como o BacT/ALERT®
3D (BioMérieux, Franga) ou o BACTEC® (BD Diagnostic Systems, USA). Esses
equipamentos detectam por analises colorimétricas a presenca de bactérias através
da liberacdo de CO, produzido ao consumir os nutrientes do meio de cultura
presente nos frascos. Apds cinco dias de incubacéo, os frascos que nao positivaram
devem ser reportados como negativos (JORGENSEN et al., 1997).

Quando as hemoculturas sao detectadas como positivas, em um primeiro
momento a identificagdo dos microrganismos é feita tradicionalmente através de
métodos de coloragdo do material clinico que permitem a classificagdo morfolégica
por microscopia. Em seguida, sao realizadas provas bioquimicas de identificagao por
métodos manuais ou automatizados que dependem do crescimento dos
microrganismos em meios de cultura especificos, o que leva no minimo 24 horas de
incubacao para a interpretacao final.

Técnicas moleculares tém sido aplicadas para acelerar a identificacido de
hemoculturas positivas, como hibridizacdo in situ e tecnologia microarray.
Entretanto, essas técnicas s&o limitadas ao numero de patdégenos que conseguem
detectar, e requerem um custo muito elevado para uma rotina laboratorial (BHATTI
et al., 2014; MULDREW, K.L., 2009).

Outros métodos automatizados que independem de crescimento bacteriano

tém ganhado espacgo nos laboratérios por fornecerem um resultado mais preciso em
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menos tempo (MALDONADO, ROBLEDO, 2017). Entre estes, destaca-se o Matrix
Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight - Mass Spectrometry
(MALDI-TOF). O MALDI-TOF tem sido usado na identificagcdo de fungos e bactérias
de forma que apds o subcultivo primario, uma col6nia é preparada em uma lamina
do equipamento e através da ionizagdo das moléculas e do tempo de voo, é feita a
deteccdo das proteinas do microrganismo, este espectro de proteinas € comparado
com um banco de amostras e o patogeno é identificado em poucos minutos (SENG,
2009).

Apesar do custo inicial alto para a aquisicao do equipamento, o MALDI-TOF
mostrou reduzir significativamente os custos anuais com reagentes comparados com
os métodos tradicionais. Aliado a facilidade da técnica, rapidez para a liberacdo dos
resultados e alta reprodutibilidade dos testes, o MALDI-TOF representa uma
tecnologia inovadora e avangada que ja esta substituindo os métodos tradicionais
em muitos laboratérios de rotina (TRAN, 2015; JANG, 2018).

3.4 Identificagdao Rapida Associada ao TSA Rapido

Além da identificacdo padronizada pelos fabricantes do MALDI-TOF
(identificacdo a partir da colonia de 24 horas), diversas outras técnicas tém sido
desenvolvidas para adiantar o resultado da identificagdo. Como exemplo podemos
citar a subcultura em tempo curto (4-6 horas de incubagao), técnicas moleculares e
a identificacdo direta de frascos de hemocultura. (CALDERARO et al., 2019;
VERROKEN et al., 2019; FARON, BUCHAN, LEDEBOER, 2017). As técnicas de
identificacado rapida permitem reduzir o tempo de liberagcdo do exame em média em
24 horas, o que permite adiantar a prescricao da terapia antimicrobiana baseada na
especie e, consequentemente, diminuir o tempo de terapia inadequada, de
permanéncia hospitalar, bem como reduzir os custos das internacbes
(LAGACE-WIENS et al, 2012).

As duas marcas fabricantes do MALDI-TOF padronizaram kits comerciais
para realizar a identificacao direto do frasco de hemoculturas: MALDI Sepsityper,
desenvolvido pela Bruker Daltonics, e VITEK MS blood culture, desenvolvido pela
Biomeérieux. Porém, até o momento, estes kits estdo validados apenas para uso em

pesquisa, ndo aceitos para o uso na clinica laboratorial. Além da nao validagao dos
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kits na clinica, outro problema se encontra nos custos para aquisicao destes itens.
Por este motivo e para aumentar a sensibilidade dos testes, os laboratérios tém
buscado desenvolver novos métodos “in house” de identificagdo direto do frasco de
hemocultura (LUETHY, JOHNSON, 2019)

A identificacao rapida de microrganismos é uma alternativa importante para
auxiliar no diagndstico e antecipar o tratamento de pacientes com sepse. Entretanto,
somente a identificagcao rapida sem o teste de sensibilidade rapido pode n&o ser tao
impactante para o desfecho quanto a unido dos dois testes (BEGANOVIC et al,
2019).

Foi o que Timbrook e colaboradores relataram em 2017 em um estudo que
avaliou o efeito do diagnostico rapido em resultados clinicos. Neste estudo, os
autores avaliaram a identificagdo bacteriana rapida com a presenga € com a
auséncia do TSA rapido e chegaram a conclusao de que o risco de mortalidade
reduziu significativamente na presenca do TSA rapido, mas ndo na auséncia. Além
disso, o tempo de permanéncia hospitalar também foi avaliado e demonstrou ser

reduzido nestas condigdes.

4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método rapido para identificacdo de bactérias
Gram-negativas e associar a determinagdo do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos diretamente dos frascos de hemocultura comparando com os

métodos vigentes.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar o desempenho do Vitek MS® (Biomeérieux) para identificagdo bacteriana a

partir de frascos de hemoculturas positivas em comparacdo ao método padrao na

rotina assistencial;
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e Determinar o perfil de suscetibilidade ao meropenem realizando o TSA diretamente
dos frascos de hemocultura, pelo método de disco difusdo, e comparar com o

método padrao;

e Avaliar o desempenho da concentragdo inibitéria minima (CIM) rapida para
polimixina B em isolados que demonstrarem resisténcia ao meropenem, em
comparagao a CIM pelo método padrao de microdiluicdo em caldo, de acordo com
EUCAST.
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Abstract

The antimicrobial aspect of the management of patients with bloodstream
infections (BSI) is time-critical. In an era of increasing antimicrobial resistance, rapid
detection and identification of bacteria with antimicrobial susceptibility is crucial to
direct therapy earlier in the course of illness. This study describes the performance
of a rapid method for identification and antimicrobial susceptibility test for
Gram-negative bacteria directly from blood cultures flasks in a routine Clinical
Microbiology Laboratory.

A total of 284, 120, and 24 samples were analyzed for rapid identification
(RId), rapid susceptibility testing (RAST), and rapid broth microdilution for Polymyxin
B (RMIC), respectively, compared to the standard methods. Our protocol was
capable of identifying 93% of the isolates on species level using the MALDI-TOF MS
system. We obtained 100% agreement for RAST compared to the standard method,
and for rapid broth microdilution, we obtained 96% of essential agreement.

Our protocol demonstrates to be an excellent tool for rapid bacteria
identification of Gram-negative bacilli causing BSI. It can also be used in a
microbiology routine with a rapid susceptibility test and a faster polymyxin B
microdilution, especially for those with carbapenemases producing bacteria, to a

rapidly, simply, accurately, and cost-effectively diagnostic.
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INTRODUCTION

Sepsis is a lack of homeostasis in the human body in response to
bloodstream infection (BSI) associated with a high risk of lethality (1). According to
the World Health Organization (WHO), sepsis is one of the most frequent adverse
events in health care institutions, affecting approximately 30 million people
worldwide, and 6 million of them evolve to death (2). Then, timely detection of
antimicrobial resistance determinants is crucial to the clinical management of
bloodstream infections caused by Gram-negative bacteria. For a suspected BSI, the
time between blood culture collection and microorganism identification and
antimicrobial susceptibility results represents a diagnostic window of uncertainty in
which patients are typically given broad empirical therapy.

Among the BSI, those caused by carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) have the highest mortality rate in 30 days compared with BSI
caused by other bacteria. Also, CPE cases have increased in our institution in the
last few years (3). The rapid identification of the pathogen can be decisive for the
effectiveness of the treatment. Studies suggest that antibiotics administration in the
first 3 hours after sepsis results in up to 14% lower mortality in patients than those
who receive antibiotics after 3 hours (4). However, conventional techniques usually
take at least 48 hours to report microorganism’s identification and antimicrobial
susceptibility since the blood cultures become positive (5).

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Fly (MALDI-TOF) Mass
Spectrometry (MS) is a technique used for the identification of microorganisms
through the detection of proteins (6). MALDI-TOF in the routine clinical microbiology
laboratory contributes to faster identification of microorganisms than conventional
methods and can lead to a better and quicker therapeutic intervention (7).

With the aid of this technology, the development of new, even faster methods
to identifying microorganisms are already being described in the literature (8, 9, 10).
However, they are laborious, expensive, with chemical reagents that pose risks to the
environment and laboratory workers’ health. In addition to the rapid identification of

microorganisms, this method’s combination with a rapid antimicrobial susceptibility
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test (RAST) demonstrates a more significant advantage than just rapid bacteria
identification (11). The aim of this study was to propose a new flowchart for
processing positive blood cultures in the routine clinical microbiology laboratory
evaluating the performance of a rapid method for identification and antimicrobial

susceptibility test for Gram-negative bacteria directly from blood cultures flasks.

MATERIAL AND METHODS

Study Design and Study Population

This study included positive blood cultures from patients treated at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre between January and September 2020. The
samples were incubated in an automated BacT/ALERT® 3D system (bioMérieux,
France). Blood cultures with Gram-negative bacteria growth between 7 am to 2 pm
were included in the study, polymicrobial blood cultures were excluded, and we
considered only one series of blood cultures per patient in the analysis. In addition,
the test included only blood cultures from the microbiology laboratory: no artificially
inoculated bottles were used in this study. The routine microbiology laboratory is
located in an 840-bed University Hospital (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), in
Porto Alegre, Southern Brazil.

Standard Method for Identification (sID) and Antimicrobial Sensitivity Testing
(sAST)

Blood culture flasks were analyzed after bacT/ALERT®3D system flagged as
positive. The blood culture flasks were analyzed by Gram staining followed by
subculture on an appropriate solid agar medium (Chocolate agar, MacConkey agar -

bioMérieux) following 18—24 h incubation at 35°C. The colonies grown on overnight
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agar plate incubation were spotted onto a target slide and prepared according to the
manufacturer's instructions for analysis using VITEK MS® system software version
3.0 (bioMérieux). Correct identification was considered when confidence scores
ranged from 60 to 99.9, according to the manufacturer. This system was termed the
standard identification method (sID). The colonies grown on overnight agar plates
were also used for the preparation of the inoculum disk diffusion test (Kirby—Bauer
disk diffusion susceptibility test protocol), according to EUCAST v. 10. This test was
termed the standard disk diffusion method (sAST). The bacterial identification and
antimicrobial resistance detection results obtained using this conventional workflow
were used for comparison in the data analyses. As a quality control, Escherichia coli
ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used.

Polymyxin B Minimum Inhibitory Concentration (MIC) - the standard method
(sMIC)

Polymyxin B (test range 64 — 0.125 ug/mL) susceptibility was performed by
broth microdilution (BMD) in Cation-Adjusted Mueller-Hinton Broth (CA-MHB-BD ™).
The results were analyzed after 18 — 24 hours and interpreted according to EUCAST
proposed Clinical breakpoints v 10.0 criteria. Isolates with polymyxin B MIC < 2
Mg/mL were considered susceptible, and with MIC > 2ug/mL were deemed to be
resistant. As a quality control Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas

aeruginosa ATCC27853 strains were used.

Rapid Method for Identification (rID) and Antimicrobial Sensitivity Testing
(RAST)

Rapid Identification Method (rID)

For bacterial identification, the test was performed as follows: 3 mL of

positive blood culture broth was aspirated from positive blood culture bottles using a
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sterile syringe and transferred to a 10 mL serum separator tube. The aspirate was
centrifuged for 5 min at 3,000 rpm, the supernatant was discarded, 3 mL of saline
was added and centrifuged for 5 minutes at 3000 RPM. The supernatant was
discarded, and then 1 pl of the pellet was added on the slide spot in duplicate. After
drying at room temperature, 1 pyL of the matrix was added. The bacterial identification
was performed by the VITEK MS® system.

Rapid Antimicrobial Susceptibility Test (RAST)

The RAST method is currently validated for Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Complexo Acinetobacter baumannii by
the RAST EUCAST version 2.1 of April 2020. RAST method was performed for
positive blood cultures with these bacteria, according to the RAST EUCAST
document. Briefly, approximately 125 pL of the blood culture was sown directly from
the flask on a Mueller-Hinton 90 mm agar plate (bioMérieux), and a meropenem
antimicrobial disc (10 pg) was added and incubated at 35°C for 4h - 6h. The
interpretation was according to RAST EUCAST, as follows: Escherichia coli with
meropenem zone diameter <15 mm and Klebsiella pneumoniae meropenem zone
diameter <13 mm, in 4 hours of incubation, were resistant. Pseudomonas aeruginosa
or Acinetobacter baumannii were considered resistant if meropenem inhibition zone

<14 mm and <15 mm, in 6 hours of incubation, respectively.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of Polymyxin B - a rapid method (rMIC)

Broth microdilution susceptibility assays were performed as described in
EUCAST, with some modifications. The isolates meropenem resistant by RAST
method were selected to perform the rapid broth microdilution method (rMIC). The
inoculum was prepared from the rapid culture grown (4—6 h agar plate incubation) on

Mueller Hinton Agar (bioMérieux) and then plates incubated at 35°C £1°C overnight.
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The MIC were analyzed, and the results were interpreted according to breakpoints
proposed by EUCAST (12).

The comparison of the turnaround time of the standard and rapid protocols are

described in Figure 1.

Data Analysis

Bacterial identification and antimicrobial resistance detection results obtained
by the rapid modified methods were compared with those obtained by standard
methods. Bacterial identification results were classified as correct identification at
species or genus levels, and non-reliable identification and the success rate were
calculated.

Sensitive (S), intermediate (1), and resistant (R) interpretative results were
evaluated for each antimicrobial agent tested by both disk diffusion and by broth
microdilution susceptibility methods and categorical agreement (CA) and essential
agreement (EA) were determined. The essential agreement levels (results within +1
doubling dilution of the MIC) were determined by the reference method according to
ISO 20776-1. Categorical discrepancies levels were classified as a very major error
(VME), or a false-susceptible result; a major error (ME), or a false-resistant result;
and a minor error (mE) when one method yielding an intermediate result and the
other delivering a susceptible or resistant result. The acceptable inter-method
categorical discrepancies rates of VME, ME, and mE are <1.5%, <3%, and <10%,

respectively, according to the Food and Drug Administration (FDA).

RESULTS

After excluding 20 samples that were polymicrobial blood culture, 284

samples were analyzed for rapid bacterial identification, with nineteen different

bacteria species. The overall bacterial concordance rate by rID method for the
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species level was 93% (264/284 samples). The highest concordance rate was
observed among Enterobacterales species (92%), K. pneumoniae and E. coli
presented of 97% and 100% of concordance, respectively. P. aeruginosa and A.
baumannii Complex showed a 95% and 86% of bacterial identification concordance,
respectively. Nineteen isolates (6,69%) were not identified by rID method (no
organism detected), and only two isolates (0,7%) were incorrectly identified: 1
Enterobacter cloacae Complex was identified as a Serratia marcescens, and 1
Salmonella group was identified as a Chronobacter manolaticus (Table 1).

For the RAST method, 120 isolates were analyzed: 48 Escherichia coli, 47
Klebsiella pneumoniae, 18 Pseudomonas aeruginosa, and 7 Acinetobacter
baumannii Complex. All RAST results agreed with the standard protocol (sAST). All
120 isolates tested had 100% of CA when the RAST and the sAST protocols were
compared. For that reason, no VME, ME or mE were found (Table 2).

All isolates resistant to meropenem (n=24) were tested by rMIC method for
polymyxin B: 16 Klebsiella pneumoniae, 3 Pseudomonas aeruginosa, and 5
Acinetobacter baumannii Complex. For Klebsiella pneumoniae, rMIC50/90 were
0,5/16 mg/L. For Pseudomonas aeruginosa, rMIC50/90 were 0,5/0,5 mg/L, for
Acinetobacter baumannii Complex rMIC50/90 were 0,5/0,5 mg/L. Considering all the
species, rMIC50/90 were 0,5/16 mg/L . Essential agreement and categorical
agreement were 96%. No VME or mE were found. One ME (0,24%) occurred in one
isolate of Klebsiella pneumoniae when the standard method detected a MIC = 2
(susceptible), and our technique detected a MIC=4 (resistant).The results are listed

in Figures 2 to 5.

DISCUSSION

During our 9-month study at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a
tertiary care hospital in southern Brazil with 840 beds and 165 Intensive Care Unit,
we validated a 15 minutes protocol capable of identifying at the species level 93% of

the Gram-negative bacteria in blood cultures associating with a RAST for


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5717835/table/Tab1/
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meropenem on day 0 and having results for MIC of Polymyxin on day 1, reducing the
turnaround time in about two days.

Our study was carried out over a long period and included many samples of
patients from routine care. We replaced the use of reagents, common in most of the
studies (10,13,14,15), for saline, a non-damage solution that is present in every
microbiology laboratory and brings no harm to the environment and the laboratory
workers. The technique was inexpensive, easy to perform, and identification results
could be obtained within 15 minutes of the blood culture flagging positive. It is
essential to highlight here that our study was conducted with MALDI TOF VITEK® MS
manufactured by bioMeériuex, in contrast with most studies published that were
conducted with MALDI TOF by Bruker Daltonics (10, 13, 16, 17). MALDI-TOF MS is
an efficient and cost-effective method for bacteria identification compared to routine
biochemical panels (18). The use of MALDI-TOF for rapid identification of pathogens
causing sepsis is essential to provide information to clinicians to make decisions
about appropriate therapy (19). Direct identification from blood cultures can reduce
the time to result in approximately 24 hours compared to identification using
sub-cultured colonies (20). However, the blood cells can affect the detection of
bacterial protein; for that reason, it is usually necessary to remove them with lysis
buffers (21).

As the identification technique was performed in parallel with the routine, we
tested the spots in duplicate just one time; for that reason, if the spot was not suitable
enough for the MALDI TOF analysis, it could explain why some organisms were not
detected since we did not repeat the test with the same sample. If the samples were
repeated, we could have obtained even better performance results in the
identification. Besides that, our results were similar to other studies that performed
rapid identification directly from blood culture bottles with Gram-negative bacilli (10,
16, 17, 22), showing to be a feasible technique to reduce the turnaround time of
blood cultures.

This study found a 100% agreement when compared RAST to the standard
AST in 120 samples. It demonstrates that in cases of bloodstream infections caused

by Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and
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Acinetobacter baumannii Complex there is no need to wait 24 hours to grow a colony
and more than 24 hours to read the AST, like occur in most the clinical microbiology
laboratories, even because numerous studies reinforce RAST reliability (23).
Besides, RAST is equally easy to perform and needs no more inputs than we already
use for standard AST.

According to the Global Action Plan on Antimicrobial Resistance developed
by the World Health Organization (24), the development of new diagnostics tools for
antimicrobial susceptibility contemplates one of this plan's goals, aimed at
decreasing bacterial resistance. A study conducted in 2020 by Baltas et al. (25)
demonstrated a survival advantage for patients who received early effective antibiotic
treatment compared with those who did not, who ended up having a higher risk of
mortality. This study also demonstrated that the most common reason for ineffective
treatment was antimicrobial resistance, which reaffirms the need for faster
antimicrobial susceptibility tests.

Lastly, we used short incubation colonies to execute broth microdilution for
polymyxin B on the same day that the blood cultures flagged positive, reaching 97%
of essential agreement and obtaining the final results in less than 24 hours. It is
important to notice that the single isolate that changed the susceptibility category had
a MIC = 2, which is borderline between susceptible and resistant strains, and
considering the * 1 dilution, this isolate agreed with the standard method.

Bringing these 3 techniques together to the laboratory routine, we are
capable of identifying the bacteria and determining its susceptibility profile in
approximately 4 to 6 h after the positivity. If the bacteria is susceptible to the
carbapenems, we can prevent the overuse of broad-spectrum antibiotics.
Furthermore, if the bacteria is resistant to the carbapenems, we can inform the
clinicians of the MIC for polymyxin B in less than 24 hours of positivity and facilitate
the most appropriate antimicrobial therapy.

To the best of our knowledge, this is the first study that united 3 different
techniques: rapid identification, rapid susceptibility test, and faster broth microdilution

for polymyxin B. Our results demonstrate that our protocol can be used in the routine
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clinical microbiology laboratory and substitute the standard protocols, saving at least
40 hours to the final result, compared to the reference methods.

Our study's limitations include the low number of carbapenem-resistant
bacterias to execute the broth microdilution technique and the no evaluation of the
impact of this technique on improving patients. However, according to others' works
in this context (14, 25), our protocol demonstrates a great future in this perspective.

In conclusion, our protocol is an excellent tool for rapid bacteria identification
of Gram-negative bacilli causing bloodstream infections with the aid of MALDI-TOF
MS. It can also be used in a clinical microbiology laboratory routine with a rapid
susceptibility test and a faster polymyxin B microdilution to a rapidly, simply,
accurately, and cost-effectively diagnostic. It is worth mentioning that after our study,
we implemented this workflow in our laboratory routine, and soon we can evaluate

the impact of this change on our institution.
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Annex 1

Table 1: Comparison between rapid and reference identification.

Microorganism Total Agree Disagree  No organism % Correct
detected Identification
Enterobacterales

E. coli 85 85 0 0 100%
Enterobacter cloacae 15 10 1 4 66,60%
complex

K. aerogenes 8 8 0 0 100%
K. oxytoca 5 5 0 0 100%
K. pneumoniae 74 72 0 2 97,30%
M. morganii 8 7 0 1 87,50%
P. mirabilis 9 7 0 2 77,70%
Raoultella planticola 2 1 0 1 50%
S. marcescens 12 11 0 1 91,66%
Salmonella group 3 1 1 1 33,30%

Non-fermenters

Acinetobacter baumannii 14 12 0 2 85,70%
Acinetobacter Iwoffii 1 1 0 1 100%
P. aeruginosa 37 35 0 2 94.,6%
P. putida 1 1 0 0 100%
P. stutzeri 1 1 0 0 100%
Ralstonia mannitolilytica 1 1 0 0 100%
Ralstonia picketti 4 3 0 1 75%
S. paucimobilis 1 1 0 0 100%
S. maltophilia 3 2 0 1 66,60%

Total 284 264 2 19 92,9%



Table 2: Comparison of rapid and standard antimicrobial susceptibility test.

Microorganism Total Resistant  Susceptible Agree Disagree % Agreement
E. coli 48 0 48 48 0 100%
K. pneumoniae 47 16 31 47 0 100%
P. aeruginosa 18 3 15 18 0 100%
A. baumannii 7 5 2 7 0 100%
Total 120 24 96 120 0 100%
Figure 1. Flowchart methodology of blood cultures with Gram-negative bacilli
Day 0 Day 1 Day 2 Day 3
- Gram stain . . . Antimicrobial Polymyxin
- Transferred blood Bacteria Identification Susceptibility Test Microdilution Results
samples onto agar plates Results

Reference methods

Day 0 Day 1

- Gram stain
- Bacteria Identification
- Antimicrobial Susceptibility Test Results

Polymyxin
Microdilution Results

Rapid Protocols



Figure 2: Determination of MIC for Polymyxin B - All isolates
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Figure 3: Determination of MIC for Polymyxin B - Klebsiella pneumoniae
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Figure 4: Determination of MIC for Polymyxin B - Acinetobacter baumannii
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Figure 5: Determination of MIC for Polymyxin B - Pseudomonas aeruginosa

Polymyxin reference MIC (mg/ml.)

0125 025 0.5 1 2 4 8 16 22
3 0,125
) 025
E 0,5 3
% 1
5 2
r 4
[ -
5
= 16

29



30

CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo e a determinacao do teste de sensibilidade de forma rapida
em hemoculturas positivas possui um grande impacto no tratamento do paciente, e
portanto, € necessario que estas técnicas possam ser reprodutiveis e de facil
execucgao para que o laboratorio clinico possa implanta-las na rotina assistencial. No
nosso estudo, foi possivel criar um fluxograma rapido no manejo de hemoculturas
positivas a fim de obtermos a identificagdo e o perfil de sensibilidade destas
bactérias no mesmo dia da positividade do frasco, reduzindo em média em dois dias
o tempo de liberagdo do exame e auxiliando assim a equipe médica na escolha
terapéutica mais adequada para o paciente.

Nosso trabalho obteve resultados muito satisfatérios na concordancia entre
os métodos rapidos com os de referéncia, com protocolos que além de rapidos
foram de baixo custo, de simples performance e com alta acuracia. Além do mais,
depois da finalizagdo deste estudo, nosso fluxograma foi implantado na rotina
assistencial dos pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

trazendo beneficios a nossa Institui¢ao.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Integracdo da identificagao bacteriana por MALDI-TOF VITEK M3® e teste de
sensibilidade: Uma abordagem simples e répida para reduzir o tempo de liberacio de

hemoculturas.
Peszquisador: Dariane Castro Pereira
Area Temética:
Versdo: 2

CAAE: 23747219.0.0000.5327
Instituicdo Proponenta: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.782.760

Apresentacio do Projeto:

Trata-zse de um trabalho de conclusdo da residéncia em analises clinicas gue visa avaliar a concordéncia
entre o método convencional e um método de identificacdo rapida para andlise microbiolégica de
hemoculturas. As amostras serdo as que entrarem na rotina do laboratdrio @ atenderem os critérios para
inclusdo no projeto; Nao havera contato com os pacientes, nem acesso ao prontuario para consulta de
informacbes. O delineamento proposto € de um estudo analitico transversal experimental_

Objetivo da Pasquisa:

Objetivo Geral

Desenvolver método rapide para identificacio bacteriana diretamente dos frascos de hemocultura
comparando com o método convencional, @ determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos no
mesmo dia da positividade.

Objetivos Especificos
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Awvaliar o desempenho do Vitek MSE para identificacdo bacteriana a partir de frascos de hemoculturas
positivas apds rapido processo de centrifugacao em comparacdo ac método padrao {incubacao por 24h em
meio salido) utilizado na rotina assistencial;

Determinar o perfil de sensibilidade acs antimicrobianos diretamente dos frascos de hemoculiura apés
incubagio de 4-6h, de acordo com método rapido proposte pelo European Commitiee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST);

Realizar a triagem para carbapanemases em E_coli @ K. pneumoniae através do método RAST proposto
pelo EUCAST.

Avaliar o desempenho da concentracio inibitdria minima (CIM) para meropenem, amicacina, ceftazidima e
polimixina B eém isolados de E_coli @ K.pneumaniae positives no teste de tnagem para carbapenemases em
comparagdo a ClM pelo método padrio pela técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com CLSI.

Avallagio dos Riscos 8 Beneficios:

Riscos: Este projeto envolve riscos minimos, pois o estudo envolvera o uso de amostras bioldgicas no
laboratdrio de microbiologia, ndo havendo a participacio direta de pacientes. Havera o risco de quebra de
confidencialidade dos dados. Os pesquisadores assumem a responsabilidade de manti-los & guardé-los sob
sigilo & @m anonimato.

Beneficios: A diminuicio do tempo para liberacAo dos resultados de hemoculturas positivas pela
identificacdo do germe & perfil de sensibilidade aos antimicroblanos & essencial para otimizagdo do
diagndstico e tratamento de pacientes com infecgbes de comente sanguinea. O aumento global das
infeccdes por enterobactérias produtoras de carbapenemases & alarmante e representa uma ameaca
crescente a prestacdo de cuidados de sadde e & seguranca do paciente. Atualmente. o método de
identificagao de bactérias se faz através do crescimento em placa. cujo tempo para o crescimento e
identificacdo do microorganismo & de 24 horas, o que leva o resultado do teste de sensibilidade demorar até
48 horas para a liberagio. Devido & gravidade das ICS, se faz necessario o desenvolvimento de métodos de
diagndstico rapidos que consigam realizar a identificagao

Enderegn:  Rua Ramino Barcelos 2,350 sala 2239
Bairre: Santa Cacilia CEP: 50.035-003
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bacteriana e determinar seu perfil de senzibilidade ainda no primeiro dia de positividade. Sendo assim, o
laboratério clinico pode informar mais rapidamente o resultado & equipe médica e com isto auxiliar na
escolha do tratamente mais eficaz e adequado para o paciente e desta forma contribuir significativamente
para o diagndstico e tratamento precoces de infecgbes de corrente sanguinea por enterobactérias
produtoras de carbapenemases.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

A realizacio dos testes para esta pesquisa se dara em paralelo com a rotina laboratorial. Sera retirado uma
aliquota da amostra apds a realizacio do exame de rotina, ndo havendo riscos de extravio de material.

A guantidade de sangue & suficiente para ambas as metodologias. A amostra contém meio de cultura
Ifguido (10mL) acrescido da amostra de sangue do paciente (& preconizado 10 mi de sangue para cada

frasco) e sio coletados set de duas amostras por paciente de acordo com critério de sengibilidade do teste.

Para oz exames da rotina o volume de allguota necessaria & de aproximadamente 1mL. Os frasco de
hemoculturas ficam armazenados por no maximo 5 dias pela rotina e depois s80 descartados. Para o projeto
sera utilizado 3 mL da amostra restante nos frascos. Para os exames microbiolbgicos de rotina o gue é
imporante é o crescimento bacteriano nos meios de cultura, sendo assim, o volume utilizado para isto ndo
zerd prejudicado pelo presente projeto apresentado. Desta forma, ndo ha risco de extravio de material que
prejudique a realizacio do exame de rotina.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Solicita dispensada de TCLE e apresenta TCUMBIA.

Az amostras utilizadas no estudo ser@o solicitadas e encaminhadas para o servico de diagnéstico
laboratorial como parte da rotina assistencial pela equipe médica. Mao serd solicitado ao paciente nenhum
exame adicional, bem como ndo serd solicitado aos pacientes a coleta de hemoculturas, qguando nao houver
pedido pela equipe médica. Como o método em estudo ndo estd padronizado, o3 possivels resultados
discordantes nio ser8o relatados 4 equipe médica, permanecendo os dados em sigilo com os

pesguizadores. Além disso, o laboratério de anélises clinicas ndo possuil contato direto com oz pacientes,

que estao distribuidos em todos os setores do hospital, inviabilizando a aplicacio do TCLE.

Enderego: Rua Ramino Barcelos 2.350 sala 2229

Bairra: Santa Cecilia CEP: 90035903

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: |51)3358-TE40 Fax: (51)3358-TE40 E-mail: cepf@hcpaedu.br
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Conclugdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:
As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 3.706 879 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas adicionada em 03/12/2019. Mao apresenta novas pendéncias.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Lembramos que a presenta aprovagao (Projeto versao de 03/12/2019 e demais documentios que atendem
as solicitactes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos & metodoldgicos do projeto.

J= pesguisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusSo de 71 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagtes do projeto ou do Plano de Recrutamento apresentado. Qualquer alteracdo deste ndmero
deverd ser comunicada ao CEP e ao Servico de Gestdo em Pesquisa para autorizacbes e atualizacbes
cabiveis.

b} O projeto deverd ser cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa para fins de avaliagio logistica e
financeira @ somente podera ser iniclado apods aprovacgao final do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio.
c) Qualguer alteracao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliacao do CEP.

d) Deverao ser encaminhados ao CEP relatérics semestrais e um relatdnio final do projeto.

e) A comunicacio de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, devera ser realizada através do Sistema GEO (Gestao Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:
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