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Resumo



Tanaka T. Diagnostico etiologico das endoftalmites e andlise direta do humor vitreo
em frasco de hemocultura por espectrometria de massas MALDI-TOF [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Introdugao: As endoftalmites infecciosas apresentam prognostico visual reservado,
sendo essencial o diagndstico rapido assegurando tratamento imediato. O diagnodstico
etioldégico precoce pode ser importante para adequacdo do antibidtico e definir a
melhor conduta. A cultura de amostra de humor vitreo para isolamento e identificagdo
do agente etiologico apresenta como principal desvantagem o tempo necessario de
alguns dias para um resultado definitivo. Desta forma, a busca por técnicas que
proporcionem a identificagcdo rapida e precisa se faz necessaria. Objetivos: avaliar a
analise direta do humor vitreo, inoculado em frasco de hemocultura infantil, de
pacientes com endoftalmite infecciosa utilizando a espectrometria de massas (EM) por
ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz por tempo de voo (matrix-assisted
laser desorption/ionization, MALDI-TOF); comparar os resultados obtidos com o
método convencional de cultura; analisar as caracteristicas clinicas de acordo com os
agentes etiologicos detectados; analisar os fatores que podem influenciar a
positividade na identificacio do agente etiologico. Métodos: estudo prospectivo,
observacional com analise de amostras de humor vitreo, ndo diluido e diluido, de 96
pacientes com suspeita de endoftalmite infecciosa (critério de inclusao) diagnosticados
no periodo entre outubro de 2015 e junho de 2017. O material foi inoculado em frasco
de hemocultura e analisado pela cultura convencional e pela andlise direta do humor
vitreo pela EM MALDI-TOF. O tempo de identificagdo (turnaround time, TAT) pelos
dois métodos foi comparado (teste de Wilcoxon pareado). Progndstico visual apos 3
meses do diagnodstico foi avaliado conforme o agente identificado. As varidveis
avaliadas quanto a amostra foram: uso de antibidtico intravitreo prévio, amostra
diluida ou nao, obtida por bidpsia vitrea ou por vitrectomia via pars plana e obtida do
1° ou 2° procedimento. Resultados: Dos 96 pacientes avaliados, foram excluidos dois
casos por contaminacdo da amostra e sete casos por ndo preencherem os critérios de
inclusdo. Dentre os 87 pacientes incluidos, a cultura foi positiva em 60,9% (53
pacientes), sendo isoladas bactérias Gram-positivas em 46 casos (86,7%) e bactérias
Gram-negativas em seis casos (11,3%); dois casos com cultura polimicrobiana. Nao
foi identificada nenhuma bactéria anaerébia. Em trés casos foram identificados
Candida albicans. A mediana do TAT do agente etioldgico foi 50,6 horas (variagao
entre 18,5 e 187,50 horas) e de 15 horas (variagdo entre 3,1 e 94,0 horas) pela cultura
convencional e com EM MALDI-TOF, respectivamente (p<0,001). A concordancia
da analise direta do frasco de hemocultura infantil com EM MALDI-TOF em relacao
a cultura convencional foi 81,1%, sendo 80,4% para bactérias Gram-positivas e 100%
para bactérias Gram-negativas. Nao houve significancia na analise dos fatores que
podem interferir nos resultados: uso de antibidtico ou ndo (positividade de 42,8% vs
64,3%, p=0,131); amostra de humor vitreo diluido ou ndo (TAT de 18,05 horas vs
17,03 horas, p=0,126); bidpsia vitrea em relagdo a vitrectomia (positividade 93,1% vs
100%, p=0,531). Os agentes mais prevalentes foram Staphylococcus epidermidis
(n=15; 28,3%), Streptococcus pneumoniae (n=9; 17%) e Staphylococcus aureus (n=6;
11,3%). Dentre os casos por Staphylococcus epidermidis, 60% e 86,7% apresentaram,
no 3° més pos-tratamento, acuidade visual melhor ou igual que 20/60 e 20/200,
respectivamente. Nos demais casos, apenas 12,1% tiveram acuidade visual melhor ou
igual a 20/200. Observou-se resisténcia a ciprofloxacino (93% a 100%),
moxifloxacino (93% a 100%) e oxacilina (50% a 79%) pelos Staphylococcus



epidermidis e Staphylococcus haemolyticus. Conclusao: O presente estudo aplicou a
andlise direta pela EM MALDI-TOF em amostras de humor vitreo inoculadas em
frasco de hemocultura e demonstrou uma redu¢do mediana de 67,6% no tempo para
identificacdo do agente etioldgico em relagdo ao método de cultura convencional. Este
método mostrou-se vidvel na rotina de um laboratorio de microbiologia. Observou-se
que os casos de endoftalmite por Staphylococcus epidermidis apresentaram melhor
prognostico visual em relagdo aos outros agentes. Possiveis fatores que possam
interferir na positividade das analises ndo foram significativos.

Descritores: Endoftalmite; Corpo vitreo; Microbiologia; Espectrometria de massas
por ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz; Infeccdes bacterianas;
Prognostico.



Abstract



Tanaka T. Etiological diagnosis of endophthalmitis by direct analysis of vitreous
humor in blood culture bottle by MALDI-TOF mass spectrometry [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdao Paulo™; 2019.

Introduction: Infectious endophthalmitis presents a limited visual prognosis; rapid
diagnosis is essential to assure prompt treatment. The early etiological diagnosis may
be important to guide antibiotic therapy and to adjust treatment. The main
disadvantage of using culture of vitreous humor for isolation and identification of the
etiological agent is the required time of a few days for definitive results. Thus, the
search for techniques that provide fast and accurate identification becomes necessary.
Objectives: To evaluate direct analysis of vitreous humor in pediatric blood culture
bottle of patients with infectious endophthalmitis using mass spectrometry (MS) with
matrix-assisted laser desorption / ionization (MALDI-TOF); to compare the results
obtained with the conventional culture method; to analyze the clinical characteristics
according to the detected etiological agents; to analyze the factors that may influence
positive identification of the etiologic agent. Methods: A prospective, observational
study with undiluted and diluted vitreous humor samples of 96 patients with suspected
infectious endophthalmitis (inclusion criterion), diagnosed from October 2015 to June
2017. The material was inoculated in a blood culture bottle and analyzed by
conventional culture and by direct analysis of the vitreous humor by MALDI-TOF
MS. The identification time (turnaround time, TAT) of the two methods was compared
(Wilcoxon paired test). Visual prognosis three months after the diagnosis was assessed
according to the identified agent. The variables evaluated in the sample were: the use
of previous intravitreal antibiotics, diluted or not, obtained by vitreous biopsy or pars
plana vitrectomy and obtained from the 1st or 2nd procedure. Results: Of the 96
patients evaluated, two cases were excluded due to contamination of the sample, while
seven cases did not meet the inclusion criteria. Among the 87 patients that were
included, the culture was positive in 60.9% (53 patients); Gram-positive bacteria were
isolated in 46 cases (86.7%) and Gram-negative bacteria in six cases (11.3%); in two
cases there was polymicrobial culture. No anaerobic bacteria were identified. In three
cases Candida albicans were identified. The median TAT of the etiological agent was
50.6 hours (ranging from 18.5 to 187.50 hours), and 15 hours (ranging from 3.1 to 94.0
hours) in the conventional culture and with MALDI-TOF MS, respectively (p <0.001).
The agreement of results from direct analysis with MALDI-TOF MS in relation to the
conventional culture was 81.1%, being 80.4% for Gram-positive bacteria and 100%
for Gram-negative bacteria. There was no significance in the analysis of the factors
that may interfere with the results: the use of antibiotic or not (positivity of 42.8% vs
64.3%, p=0.131); diluted or non-diluted vitreous humor sample (TAT of 18.05 hours
vs 17.03 hours, p = 0.126); vitreous biopsy in relation to vitrectomy (positivity 93.1%
vs 100%, p = 0.531). The most prevalent agents were Staphylococcus epidermidis (n
=15; 28.3%), Streptococcus pneumoniae (n = 9; 17%) and Staphylococcus aureus (n
= 6; 11.3%). Among the cases due to Staphylococcus epidermidis, 60% and 86.7%
showed visual acuity better than or equal to 20/60 and 20/200, respectively, in the 3rd
month after treatment. In other cases, only 12.1% had visual acuity better than or equal
to 20/200. Resistance to ciprofloxacin (93 to 100%), moxifloxacin (93 to 100%) and
oxacillin (50 to 79%) by Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus
haemolyticus was observed. Conclusion: The present study applied direct analysis by
MALDI-TOF MS in vitreous humor samples inoculated in a blood culture bottle, and
it showed a median reduction of 67.6% in time to identify the etiological agent in



relation to the conventional culture method. This method proved to be feasible in the
routine of a microbiology laboratory. It was observed that cases of endophthalmitis
caused by Staphylococcus epidermidis had a better visual prognosis than other ones
individually. Possible factors that could interfere in the positivity of the analyses were
not significant.

Descriptors: Endophthalmitis; Vitreous body; Microbiology; Spectrometry, mass,
matrix-assisted laser desorption-ionization; Bacterial infections; Prognosis.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As endoftalmites podem ser exdgenas ou endogenas, sendo em ambas as
situacdes uma complicagdo rara, porém, grave com importante comprometimento
visual, na maioria das vezes, irreversivel. As endoftalmites exdgenas sdo observadas
apos cirurgia ocular ou trauma, e as endoftalmites endégenas ocorrem, geralmente, em
situacdes de imunossupressao. A acuidade visual (AV) final maior ou igual a 20/400
varia de 22% a 67% dos casos, independente do tratamento 3. Alguns patogenos,
como Streptococcus € Enterococcus, denotam ser mais agressivos com 50% a 80%
dos casos com AV menor que 20/400 % 3. Desta forma, a identifica¢do precoce do
agente etiologico ¢ relevante permitindo um tratamento mais preciso, assim como
permite a identificagdo de cepas resistentes aos principais antibioticos utilizados em
Oftalmologia em nosso meio. Ademais, pode-se contribuir para o uso consciente dos
antibioticos nas endoftalmites conforme o programa de gerenciamento para uso
racional de antimicrobianos (antimicrobial stewardship programme) recentemente
incorporado pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da
América e estd sendo implantado em alguns centros no Brasil ©,
(https://www20.anvisa.gov.br/segurancadopaciente/index.php/publicacoes/item/prog
rama-de-gerenciamento-para-o-uso-racional-de-antimicrobianos-antimicrobial-
stewardship) Outrossim, algumas situacdes clinicas com processo inflamatorio
intenso, e.g. sindrome téxica do segmento anterior (toxic acute anterior segment
syndrome, TASS), podem ser confundidas com endoftalmite infecciosa, e a utilizagdo
do melhor método de identificagdo pode permitir a realizagdo do diagndstico

diferencial entre eles ©,

Por conseguinte, pelos varios motivos apresentados inicialmente, a
implantacdo da rotina para se identificar o agente etioldgico nas endoftalmites se faz
necessaria em nosso meio. A otimizagdo das etapas pré-analiticas e pds-analiticas das
culturas podem auxiliar na escolha precoce de antibioticoterapia direcionada e
melhorar o progndstico visual dos pacientes com endoftalmite. Até inicio de 2012, em

nosso Servigo Universitario, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de
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Medicina, Universidade de Sao Paulo, as infec¢des oculares e a definigdo do agente
infeccioso causal ndo eram abordados com a atengdo devida e o cenario era
desalentador (coleta de material ndo padronizada, médicos em formacdo sem
treinamento adequado, laboratdrios da instituicdo independentes, etc.). Assim, foi
necessario um esforco conjunto de médicos preceptores-residentes-assistentes e
equipe de enfermagem em parceria com a Divisdo de Laboratorio Central, HCFMUSP
e também com o Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias FMUSP, para
que todo este processo de identificagdo de patdégenos nas infec¢des oculares, incluindo
as endoftalmites, fosse vidvel com competividade no cenario internacional.

Assim, o presente projeto ¢ parte de um processo de implementacdo na
identificacdo de patdgenos nas infec¢des oculares. Nas endoftalmites infecciosas, o
método convencional padrao-ouro de identificagdo do patdégeno e avaliagao do perfil
de sensibilidade aos antimicrobianos ¢ a cultura do material, sendo métodos por
biologia molecular ainda uma analise complementar (©. A sensibilidade da cultura para
o diagnostico etiologico nas endoftalmites varia entre 34% e 69% -3

Em nosso meio e em varias partes do mundo, o manejo das endoftalmites pos-
operatdrias agudas foi fortemente influenciado pelo Endophthalmitis Vitrectomy Study
(EVS) publicado em 1995 ®, Neste importante e unico estudo clinico randomizado de
endoftalmite, a sensibilidade foi de 69% e o vitreo ndo diluido era colocado em placa
de agar chocolate, em caldo enriquecido de tioglicolato e em placa de 4gar Sabouraud.
Ainda no EVS, o material vitreo do cassete (material diluido) era analisado ap6s uso
de filtro estéril de membrana de acetato de celulose com poro de 0,45 um; os pedagos
do filtro eram semeados nos diferentes meios. Mas, € importante ressaltar que a analise
de cultura realizada no EVS nao ¢ realidade na pratica na maioria dos lugares, o que ¢
demonstrado pela grande variagdo da sensibilidade da cultura na literatura em

diferentes paises (19,

Outra importante desvantagem da cultura no diagnostico
etioldgico das endoftalmites ¢ o tempo, que pode variar de dois a 60 dias para a
identificagdo do agente '), Neste contexto, varios estudos, incluindo o estudo recente
de nosso servico, sugerem que o uso de frasco de hemocultura pediatrico para cultura

do material ocular aumenta a sensibilidade na detec¢do do agente etiologico entre 52
e 71% (%19,
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No intuito de diminuir o tempo de identificagio do patégeno, mais
recentemente, a espectrometria de massas (EM) por ionizagdo e dessor¢do a laser
assistida por matriz por tempo de voo (matrix-assisted laser desorption/ionization,
MALDI-TOF), aplicada diretamente na amostra, vem sendo usada nos laboratérios de
Microbiologia. Inicialmente, a espectrometria de massas foi usada, em 1975, para
caracterizar extratos de bactéria de diferentes géneros e espécies com fonte de
ionizagdo por impacto eletronico. Na década de 1990, surgem os trabalhos que usam
uma ionizacdo branda, tal como o MALDI, provocando novo interesse na
espectrometria de massas na identificagdo microbiana. Os equipamentos de EM
possuem diversos analisadores que separam os ions de diferentes pesos/massas. Entre
tais analisadores/separadores de ions, ha aqueles que diferenciam os pesos/massas pelo
tempo de voo destas moléculas em tubo de vacuo (time of flight, TOF). Desde final
dos anos 1990, o sucesso desta técnica na rapida identificacdo de bactéria e fungos
traduziu-se no aumento exponencial de publicacdes referentes a identificagdo de
microrganismos com MALDI-TOF (%),

A principal vantagem da EM MALDI-TOF sobre outras técnicas laboratoriais
para identificagdo de microrganismos ¢ a agilidade para obtencao dos resultados. O
intervalo entre a confec¢do do depdsito e a leitura final do isolado pode ser tao rapido
como 30 a 60 minutos '%'7. Os espectros de massas (EMs) sdo obtidos e processados
por softwares especificos. A tecnologia de EM MALDI-TOF surge como uma nova
ferramenta para os laboratérios de microbiologia e a identificagdo dos patdgenos
diretamente de hemoculturas pode diminuir o tempo de liberagcdo dos resultados de
forma significativa.

Desta forma, a proposta do presente estudo ¢ aplicar este método EM MALDI-
TOF no diagnéstico etioldgico das endoftalmites. E importante ressaltar que, quando
este estudo foi desenhado, ndo havia nenhum trabalho na literatura com proposta

semelhante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos primarios

2.1.1  Avaliar a tecnologia de anélise direta do humor vitreo, inoculado em frasco
de hemocultura, por espectrometria de massas MALDI-TOF no diagnostico

etiologico das endoftalmites bacterianas e fingicas.

2.1.2  Comparar os resultados obtidos com a cultura convencional.

2.2 Objetivos secundarios

2.2.1 Analisar as caracteristicas clinicas dos casos de endoftalmite de acordo com

os agentes etioldgicos detectados.

2.2.2  Analisar os fatores que podem influenciar na positividade da identificagao do

agente etioldgico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O termo endoftalmite ¢ usado para descrever infec¢des intraoculares causadas
por bactéria ou fungo, envolvendo o humor vitreo e/ou humor aquoso. Entre 70% e
81% das endoftalmites € exdgena, ou seja, o indculo infeccioso € externo tendo como
principais fontes cirurgia ocular, inje¢do intravitrea ou trauma penetrante ocular (1819,
As endoftalmites endogenas resultam de disseminacdo hematogénica do

microrganismo durante uma bacteremia ou fungemia @,

3.1 Incidéncia das endoftalmites

A taxa de endoftalmite exdgena difere entre os relatos em razdo dos métodos
de estudo, definicio de endoftalmite, técnica cirurgica, populacdo de pacientes,
influéncia ambiental e volume cirtrgico ®Y. As endoftalmites pds-operatdrias e pos-
trauma sdo as mais frequentes fontes de endoftalmite mundialmente, sendo 40% e 80%
pos-operatorias e 2% e 15% pos-trauma em intimeros centros ao redor do mundo,
incluindo o Brasil @>?®), Diferengas regionais existem , por exemplo, endoftalmite pos-
trauma ¢ observada entre 40% e 60% de todas as endoftalmites em alguns centros no
Egito, India e China ?%2% 30 A incidéncia das endoftalmites pos-operatoria de inicio

agudo varia entre 0,0128% e 0,11% dos olhos submetidos a cirurgia intraocular,

conforme a regido do mundo '3,

A incidéncia de endoftalmite apods cirurgia de catarata vem variando nas
ultimas décadas (1%-28:31:33) Entre 1970 e 1990, houve uma redu¢io gradual de 0,32%,
para 0,16% e para 0,08%; no entanto, nos primeiros anos do século 21 houve um
aumento para 0,26%. Este aumento da taxa de endoftalmite foi associado as incisdes
clear cornea sem sutura com possivel vazamento pela ferida, hipotonia no pos-

y I sncia d . bre a incisa (34,35 N
operatdrio precoce e pela auséncia de conjuntiva sobre a incisdo corneana . Nos

anos subsequentes, mesmo sem mudangas significativas das técnicas cirurgicas, a taxa
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de endoftalmite diminuiu significativamente G%3%, As possiveis hipoteses para esta
reducdo sdo mudangas da estratégia de treinamento cirurgico dos residentes ou na
profilaxia com antibioticos 33639, No entanto, Wykoff et al. descreveram em um
servigo universitario, taxas decrescentes, mesmo com advento da cirurgia sem sutura:
entre 1984 ¢ 1994, 0,09%; entre 1995 € 2001, 0,05% e, entre 2002 € 2009, 0,025% “0)
Incidéncia em grandes séries de casos encontrados recentemente na China de 0,11%

32) ¢ nos Estados Unidos da América de 0,04% % exemplificam diferengas regionais.

A incidéncia de endoftalmite pos-cirurgia de glaucoma varia entre 1,1% e 2,2%
em 5 anos #4149 Nestes casos, a infec¢do pela bolha pode se desenvolver anos apds a
cirurgia e o paciente pode ndo relacionar os sintomas a cirurgia de trabeculectomia 4
30 Assim, a endoftalmite relacionada & bolha filtrante é classificada como
manifestagdo precoce, até 1 més apds a cirurgia e, naquela com manifestagao tardia,
ap6s 1 més da cirurgia ¢'-3%. As infec¢des de manifestagio tardia sdo mais frequentes
e associadas a microrganismos diferentes da endoftalmite de manifestacdo precoce
33D 0O uso de mitomicina, mudanga de técnica cirrgica para flap com base fornice e

ndo realizacdo de trabeculectomia em regido inferior sdo fatores que podem influenciar

a taxa de endoftalmite ao longo dos anos.

A incidéncia de endoftalmite pos-vitrectomia via pars plana (VVPP) ¢ entre
0,021% e 0,09% (193439 A cirurgia de vitrectomia via pars plana com instrumental
de 25 gauge e vitrectomia transconjuntival sem sutura (transconjunctival sutureless
vitrectomy, TSV) vem sendo cada vez mais frequente, desde que os estudos de
seguranca e viabilidade foram publicados em 2010. Estas mudangas técnicas nas

vitrectomias influenciaram as mudancas na taxa de incidéncia das endoftalmites (13>
57)

Com a aprovacao das injecdes intravitreas de antiangiogénico, pelo Food and
Drug Administration (FDA), em dezembro de 2004, surgem os casos de endoftalmite
apos injegdes intravitreas. A incidéncia de endoftalmite pds-injecdo intravitrea de
antiangiogénicos varia entre 0,008% ¢ 0,092% (3-60),

A incidéncia de endoftalmite pos-trauma, dentre todos os casos de endoftalmite

(Cornut et al.) D ou dentre casos pds trauma aberto (Essex et al.) ©? | foi de 6,8%,

podendo ser maior na presenga de corpo estranho intraocular.
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As endoftalmites enddgenas, que resultam de uma bacteremia ou fungemia, sao
mais raras e correspondem entre 5% e 15% de todas as endoftalmites *. Em analise
de estudo de pacientes hospitalizados com infeccdo hematogénica, a incidéncia de
endoftalmite endogena presumida foi de 0,05%, sendo 0,4% entre pacientes com
fungemia e 0,04% entre pacientes com bacteremia . As endoftalmites endogenas
resultam caracteristicamente apds disseminacdo hematogénica em individuos com

doenga cronica, imunossuprimidos e/ou uso de cateter central.

3.2 Fatores de risco para endoftalmite aguda pos-cirurgia de catarata

Fatores de risco no pré-operatério incluem condigdes clinicas sistémicas
(diabetes mellitus, imunossupressdo, infeccdo ativa sist€émica) e oculares (blefarite
cronica, obstrugdo do canal lacrimal, colirio contaminado, usuario de lente de contato,
protese ocular no olho contralateral) do paciente ? '), Fatores de risco no intra-
operatério incluem tempo de cirurgia prolongado, implante secundario de lente
intraocular, rotura da capsula posterior, perda vitrea, prolapso de iris, solugdes ou lente
intraocular contaminadas Y. Dentre os fatores de risco no pds-operatorio, constam
vazamento pela ferida e encarceramento do vitreo na incisdo, dentre outros. Cuidados
perioperatdrios devem ser feitos com uso de antissepsia com iodo povidona (evidéncia

grau 1I) G869,

3.3 Diagnostico clinico de endoftalmite

A endoftalmite bacteriana pos-operatdria aguda ¢é caracterizada pela dor, perda
visual subita e olho vermelho associada a inflamagdo intraocular intensa, podendo
apresentar-se com fibrina e/ou hipopio. Edema palpebral, congestdo conjuntival,
inflamacao vitrea e vasculite de retina podem ser observados. As endoftalmites pds-
cirurgia de catarata, quando ocorrem em até 6 semanas apds o procedimento, sdo
definidas como agudas ®. A endoftalmite pds-operatoria cronica, geralmente,

apresenta-se com um quadro indolente, que pode se estender por semanas a meses apos
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a cirurgia, com episodios recorrentes de inflamacdo do segmento anterior e turvagao

vitrea, com possivel melhora parcial e temporaria com uso de corticoide (636567,

Nos casos associados a bolha filtrante, envolvimento purulento da bolha pode
ser observado assim como inflamag¢io de humor aquoso e vitreo ®®. As endoftalmites
flngicas sdo mais indolentes € com menos dor ©¥. As endoftalmites pos-trauma

perfurante sdo graves e rapidamente progressivas 29,

Complementando o exame clinico, o ultrassom ocular pode auxiliar no
diagnoéstico da endoftalmite com achados de organizagdo vitrea em casos em que
existe opacidade de meios dificultando a visualizacdo do segmento posterior, como

nas endoftalmites pos-ceratite pode ser util %),

3.4 Diagnostico diferencial

Alguns diagnosticos diferenciais como outras causas inflamatorias ndo
infecciosas em um pos-operatdrio devem ser considerados. A sindrome toxica no
segmento anterior (foxic anterior segment syndrome, TASS) ¢ uma inflamagao estéril
com reagdo inflamatdéria moderada a intensa, nas primeiras 12 a 48 horas apds a
cirurgia ®. TASS pode ser decorrente da exposi¢do de vérios materiais estranhos ao
olho, como a lente intraocular e compostos usados para desinfec¢do. Sua apresentacao
¢ mais precoce que a endoftalmite infecciosa e os sinais ficam localizados no segmento
anterior. Restos de cortex do cristalino e presenca de medicamentos, dentre outras

causas, também podem estar associados a inflamacao intraocular estéril.
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3.5 Agentes etioldgicos da endoftalmite

Os microrganismos isolados com maior frequéncia podem diferir na
dependéncia da fonte de infec¢do e do carater agudo (precoce) ou tardio (cronico) da
endoftalmite (Tabela 1). As endoftalmites agudas pods-cirurgia de catarata sdo
causadas, em sua grande maioria, por microrganismos provenientes da microbiota
ocular, como Staphylococcus coagulase-negativa (SCoN), Staphylococcus aureus,
Streptococcus grupo viridans e, em menor propor¢ao, outros cocos Gram-positivos e
bacilos Gram-negativos. Na endoftalmite pos-operatoria tardia, os patdgenos
envolvidos sdo de baixa viruléncia, como Propionibacterium acnes (renomeado
Cutibacterium acne), algumas espécies de estreptococcos e fungos 9. Na
endoftalmite pos-traumatica, podem ser isolados os mesmos microrganismos

causadores de endoftalmite pos-operatdria e alguns microrganismos ambientais ¢V,

Tabela 1 - Fonte de infec¢ao de endoftalmite e organismos causais mais frequentes

Fonte de infec¢io Microrganismos mais frequentes
Pos-operatorio agudo  Staphylococcus Staphylococcus Streptococcus spp
coagulase-negativa aureus
Pos-operatorio cronico  Propionibacterium Candida parapsilosis ~ Staphylococcus
acnes coagulase-negativa
Associado a bolha Streptococcus spp Staphylococcus spp Haemophilus
filtrante influenzae
Pos-injecdo intravitrea  Staphylococcus Streptococcus viridans
coagulase-negativa
Pos-trauma Staphylococus spp Bacillus cereus
Endogena
Fungica Candida albicans Aspergillus spp
Bacteriana Bacillus cereus Staphylococcus Klebsiella
aureus pneumoniae

Modificado de Schwartz et al., 2016 (1)
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3.6 Métodos para identificacdo do agente etiologico

3.6.1 Visualizacao direta

O agente etiologico pode ser observado e caracterizado em esfregaco em
lamina com coloragdes especificas, muitas vezes, sendo o primeiro passo para
caracterizacdo de amostras de bactérias. No entanto, a identificacdo exata do agente
etiolégico nem sempre ¢ possivel. Tan et al. identificaram o agente na ldmina com
coloracdo de Gram em apenas 38% dos casos, sendo os resultados compativeis com
os obtidos da cultura V. J4, Pongsachareonnont et al. identificaram o agente em 17%

das laminas, porém em 28% dos casos o resultado nao foi compativel com o da cultura
(72)

3.6.2 Cultura

A cultura convencional consiste na semeadura do material vitreo em meios de
cultura para os agentes mais prevalentes de acordo com a fonte de infecgao, i.e. 4gar
sangue, agar chocolate, agar Sabouraud e caldo de tioglicolato. (Tabela 2). A
positividade da cultura convencional varia entre 34% e 69% (- 227374 Apds a
semeadura diretamente nas placas, o encaminhamento deve ser imediato ao
laboratério. Estas condig¢des ideais nem sempre sdo parte da realidade de muitos

centros cirargicos, resultando em uma baixa sensibilidade do método.

No intuito de melhorar a positividade na cultura, algumas propostas foram
levantadas. Desta forma, como realizado no EVS, o filtro de membrana de acetato de
celulose pode ser usado em amostras vitreas com grande volume, porém com baixa
concentragdo de microrganismo, como o obtido da bolsa coletora do vitredfago nos
casos submetidos a cirurgia de vitrectomia. O filtro de membrana permite concentrar
o inéculo e os fragmentos no filtro; estes sdo colocados nos meios liquidos ou solidos,

aumentando a chance de crescimento ¢ 79,

Rachitskaya et al. compararam resultados
com uso do filtro de membrana e com os frascos de hemocultura aerébio e anaerdbio
de adulto. ® Eles concluiram que nas suspeitas de micobactéria ou fungos

filamentosos, a combinagdo dos dois ¢ melhor ou a utilizagao do filtro € melhor que o
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frasco apenas. Estes autores sugerem que se a suspeita for de bactéria Gram-positiva,

o frasco ¢ melhor que o filtro sozinho. A grande limitacdo do uso do filtro de

membrana ¢ a dificuldade de se obter os materiais necessarios (filtro, membrana de

acetato, bomba de vacuo), de seu manuseio, além de laboratério disponivel para

processar efetivamente. Deve-se considerar também a disponibilidade limitada de

laboratério nos periodos noturnos e final de semana 7.

A depender do volume da amostra, técnicas alternativas de cultura podem ser

selecionadas. A rotina mais preconizada ¢ a inoculagdo direta do espécime em meio

de cultura que inclui dgar sangue em atmosfera com 5% de CO; para a maioria das

bactérias e fungos, agar chocolate para organismos fastidiosos como Neisseria

gonorrhoeae ¢ Haemophilus influenzae, dgar Sabouraud para fungo e caldo de

tioglicolato para anaerdbios (Tabela 2).

Tabela 2 -  Meios de cultura e microrganismos isolados

Meios

Microrganismos isolados

Agar sangue

Agar chocolate

Caldo de tioglicolato

Agar Sabouraud

Lowestein Jensen

BHI (Brain Heart Infusion)

Frasco de hemocultura infantil
(aerdbio)

Frasco de hemocultura adulto
(anaerdbio)

Frasco Myco/ F

Bactérias aerobias e anaerobias facultativos, incluindo
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pneumoniae

Bactérias aerdbias e anaerdbias facultativos, incluindo
Haemophylus influenzae, Neisseria gonorrhea e
Bartonella spp.

Bactérias aerobias, anaerobios facultativos e anaerobios
estritos

Fungo
Micobactéria

Bactérias aerdbias e anaerdbias facultativos, fungos e
leveduras

Bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas, fungos e
leveduras

Bactérias anaerdbias facultativas e anaerdbias estritas

Micobactéria e fungos

Modificado de Carroll et al. 2019 (79
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Outra proposta para facilitar a identificagdo do microrganismo € o uso do frasco
de hemocultura. Em 1989, os primeiros casos de uso de frasco de hemocultura foram
descritos por Joondeph et al., em estudo retrospectivo com 83 casos; a positividade foi
de 93% . Estudos prospectivos, apds esse primeiro relato, demonstraram a
superioridade dos resultados no frasco de hemocultura: a mediana de positividade para
cultura convencional foi 35,7% (12,2% a 72%) versus para cultura em frasco de
hemocultura de 62,5% (26,8 a 70,6%) (Tabela 3) (!% 137577 Um unico estudo ndo
mostrou diferenca do uso do frasco de hemocultura em relagdo a cultura convencional
(7D, Nesse estudo, a positividade da cultura convencional foi 72%, melhor do que em

outros estudos, sendo excluidos os casos com uso de antibidtico prévio.

Recentemente, nosso grupo publicou um estudo retrospectivo que avaliou o
uso do frasco de hemocultura nas endoftalmites ! . Foram incluidas 20 amostras
analisadas na cultura convencional, no periodo entre 2010 e 2011, com positividade
de 35%, e 34 amostras analisadas com frasco de hemocultura infantil, no periodo entre
2012 e 2015, com melhora da positividade para 64,7% (4. O frasco de hemocultura
infantil foi desenvolvido para amostras com volumes menores de até 3 mililitros (mL),
resultando em maior positividade em relacdo ao frasco de hemocultura de adulto
(volume até 10 mL) "®. Desta forma, estes frascos foram usados no presente estudo
cujas amostras oculares sdo de pequeno volume & °D. Embora o uso do frasco de
hemocultura de adulto anaerdbio juntamente com o frasco aerdbio infantil possa
aumentar a positividade na identificacdo, este ultimo tem disponibilidade restrita aos
servigos com publico infantil 7V, Assim, desde que haja otimiza¢io da coleta do fluxo
de encaminhamento do material e da estrutura do laboratorio de Microbiologia, bons
resultados podem ser obtidos, mesmo utilizando frasco de hemocultura de adulto. Nos
estudos de Pongsachareonnont et al., a sensibilidade da cultura usando frasco de
hemocultura de adulto foi 26,8%, diferentemente dos outros estudos, e,
hipoteticamente, esta baixa sensibilidade poderia ser atribuida ao pequeno volume

usado (0,1 mL) 72,

O uso do frasco de hemocultura infantil apresenta inumeras vantagens em
relacdo a semeadura nos meios: preparagdo padronizada; facilidade de inoculagdo
(pode ser realizada pelo proprio oftalmologista mesmo sem experiéncia prévia; util

sobretudo em horarios noturnos e final de semana); pouco volume de amostra (minimo
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de 0,1 mL), especificamente para o frasco de hemocultura infantil; facilidade de
transporte para o laboratério, podendo ser realizado em até 12 horas sem interferir na
sensibilidade; pode ser disponivel e til em centros oftalmologicos sem um laboratorio
de microbiologia proéximo (e.g., areas rurais); possibilidade de armazenamento em
temperatura ambiente, antes do uso. Nos casos com uso prévio de antibidtico
intravitreo, os frascos de hemocultura usados no presente estudo (BACTEC Pediatric
Plus Aerobic, Becton Dickinson and Co, BD, New Jersey EUA) tém resinas que se
ligam aos antibidticos, podendo aumentar a possibilidade de isolamento da bactéria
(798D O frasco de hemocultura aerdbio permite também a identifica¢do de Candida
albicans, pois este meio também favorece o crescimento e a identificacdo de alguns

fungos 782,

No entanto, o uso do frasco de hemocultura apresenta algumas limitagdes, tais
como: necessidade de volume minimo de 0,1 mL e necessidade de laboratorios
equipados para andlise do frasco (incubadora para analise). O custo do frasco torna-se
maior em relacdo ao uso das placas de agar. O custo aproximado descrito foi USD 7,50
para cultura convencional ¢ USD 10,00 com uso de frasco de hemocultura 77, No
Brasil, o custo do frasco de hemocultura infantil é em torno de R$15,00. Outra
limitacdo do frasco de hemocultura aerdbio infantil ¢ a possibilidade de detectar
apenas bactérias aerobias e alguns tipos de fungos. Nos locais em que se utiliza técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR), existe a
possibilidade de identificar agentes virais, assim como novos agentes, como torque

virus ®3,

A identificagdo de determinados agentes, como Haemophillus influenzae e
Propionibacterium acne, é prejudicada no frasco de hemocultura de adulto. H.
influenzae requer cofatores encontrados no sangue, como dinucledtido de
nicotinamida e adenina e hemina para seu crescimento. Propionibacterium acne pode

precisar de, pelo menos, 2 semanas para seu crescimento 7).

Embora a maior parte dos laboratorios usem meios so6lidos, no intuito de
melhorar a positividade das culturas e, com base em nossos resultados previamente
publicados e citados, em nosso servigo sdo adotados, como método convencional de

cultura, os frascos de hemocultura infantil para o diagndstico etioldogico nas
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endoftalmites. E importante ressaltar que paises, como Franga ¢ Estados Unidos da
América, utilizam os meios solidos. Nestes paises, talvez o interesse em melhorias nas
técnicas de Microbiologia seja menor pelo provavel uso rotineiro das técnicas de

biologia molecular e/ou pela disponibilidade de laboratérios mais eficientes 77,



Revisdo da Literatura 17

Tabela 3 - Estudos comparando a positividade da cultura convencional e o uso de frasco de hemocultura em casos de endoftalmite

Cultura convencional (%) Frasco de hemocultura (%)
Joondeph et al., 1989 EUA 1979-1988 14 Adulto aerobio 36 64
Yospaiboon et al., 2005 Tailandia - 27 Adulto aerobio 26 52
Kratz et al., 2006 Israel 2003-2005 13 Infantil aerobio 54 69
Eser et al., 2007 Turquia 2001-2005 48 Infantil aerdbio - 71
Tan et al., 2011 Holanda  2001-2010 85 Adulto aerébio/anaerobio 72 69
Tanaka et al., 2019 Brasil 2010-2015 54 Infantil aerébio 35 65
Thariya et al., 2016 Tailandia 2008-2014 305 Adulto aerébio 32 45
Pongsachareonnont et al., 2017 Tailandia 2012-2013 29 Adulto aerdbio 12 27
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3.6.3 Espectrometria de massas MALDI-TOF

O método classico de cultura € preciso e sensivel, porém, demorado. MALDI-
TOF, uma aplicacdo da espectrometria de massas a microbiologia, permite um
diagnostico muito mais rapido. A sigla MALDI-TOF significa Matrix Associated
Laser Desorption-Ionization-Time of Flight. O principio da tecnologia MALDI-TOF
¢ que ions de massa e cargas diferentes quando submetidos a um campo elétrico
deslocam-se, e a distancia percorrida em determinado tempo ¢ em fun¢do da relacio
carga/massa. A primeira etapa para realizagdo do MALDI-TOF consiste em misturar
a amostra com a matriz. O deposito formado pela amostra e pela matriz ¢ colocado
sobre uma placa metalica. A placa ¢ introduzida no espectrometro de massa e feixes
de laser ultravioleta de determinados comprimentos de onda sdo emitidos sobre cada
deposito. A matriz absorve a energia do laser e ocorre evaporagcdo da amostra com a
formacao de ions com massas diferentes. Os ions formados com carga movimentam-
se sob influéncia do campo elétrico, atravessam grades de extra¢do e atingem o tubo
de voo, em cuja extremidade encontra-se o detector. Os menores ions chegam em
primeiro tempo ao detector. O tempo de voo de cada particula até o detector € utilizado
para calcular sua massa. A soma de ions analisados forma o espectro de massas da
amostra analisada. O eixo das abscissas corresponde a relagdo massa/carga; no eixo
das ordenadas, encontra-se a intensidade do sinal que ¢ relacionada a quantidade de
ions de mesma massa/carga. Os principios da tecnologia citada estdo ilustrados na
Figura 1 e  foram  explicitados por  Croxatto et al. em

2012 U9,

A espectrometria de massas comegou a ser aplicada nos anos 1970 ®9, Mas, o
grande impulso para desenvolvimento da tecnologia foi dado, em 1987, por Tanaka et
al. que conseguiram ionizar grandes moléculas por laser ao utilizar matriz composta
por particulas de cobalto e glicerol 9. Diversos estudos analisaram o desempenho da
técnica para identificacdo de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras

diretamente de frascos de hemocultura (13- 86-87),

A principal vantagem da tecnologia de EM MALDI-TOF sobre outras técnicas
laboratoriais para identificacdo de microrganismos ¢ a agilidade para obtengdo do

resultado. Entre a confec¢do do deposito e a leitura final, um resultado isolado pode
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ser obtido em cerca de 30 a 60 minutos %17, Os dados de EMs sdo comparados a
banco de dados que contém espectros de referéncia ou superespectros
(MYLA/SARAMIS, BioMerieux) para identificagdo de espécies. Outra vantagem
desta tecnologia ¢ que ja pode ser utilizada nos laboratorios de Microbiologia Clinica,
pois dispde de registro na ANVISA para uma das duas plataformas existentes, VITEK
MS. No entanto, testes para identificar a resisténcia aos antimicrobianos e antifungicos
ainda ndo estdo sendo realizados, sendo ainda um fator limitante em algumas

circunstancias ),

O aparelho de espectrometria de massas com MALDI-TOF, ainda de alto
custo, vem sendo adquirido no Brasil em laboratorios com grande demanda, pois
substituem a mao de obra humana por método automatizado. No HCFMUSP, o
primeiro equipamento foi introduzido em 2014. No entanto, no cenario mundial ha
tendéncia de automatizacdo dos métodos para diagndstico microbiologico 1739, Nos
laboratérios com disponibilidade deste equipamento, EM MALDI-TOF esta sendo
utilizado juntamente com a cultura convencional com meios sdlidos de rotina,
acelerando a identificagdo do microrganismo. Desta forma, EM MALDI-TOF tem
proporcionado um rapido, barato e confidvel método para identificagdo de bactérias e

fungos 7,

Diferentemente da EM MALDI-TOF com a cultura convencional, EM
MALDI-TOF direto, isto ¢, identificagdo direta do microrganismo a partir de
hemocultura positiva tem impactado as decisdes clinicas no que diz respeito ao
tratamento precoce direcionado a fonte de infec¢do da bacteremia, o manejo para
controlar a dissemina¢do e¢ a escolha de terapia antimicrobiana. Assim, como
mencionado anteriormente, EM MALDI-TOF ¢ um método rapido para identificagdo
de isolados de bactéria em hemocultura, contraponto as técnicas de cultura

convencional ¢,

Estudos recentes vém demonstrando altas taxas de correlacdo entre os
resultados produzidos pela EM MALDI-TOF e as técnicas de identificacdo de
referéncia como PCR e sequenciamento (1), Para identificagdo na rotina microbidgica
de agentes como de Staphilococcus, Streptococcus e Enterococcus, EM MALDI-TOF

apresentou taxas de concordancia entre 99% e 100%. A identificacdo precisa pode
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orientar o uso de antibioticos adequados. Assim, por exemplo, sabe-se que isolados de
Enterococcus faecalis sdo, geralmente, sensiveis a ampicilina, e Enteroccus faecium,
usualmente, sdo resistentes a esta droga. A elevada acuracia na identificagdo torna-se
bem importante e util para a pratica clinica. A identificagdo de Bacillus spp por
técnicas manuais e automatizadas é um desafio no laboratério clinico 7. Usualmente,
os resultados ndo sao liberados até a espécie. No entanto, a técnica de EM MALDI-

TOF vem demonstrando bons resultados, chegando a 100% de sensibilidade 9.

il 1 TEspectro de Massa

sl
T Deteccgao

—— = A

3 e Separacao das
Tubo de Voo % massas por
Q‘, tempo de voo

Laser Aceleragdo (campo

eletrostatico)

lonizagao/Dessorgao
de Matriz Assistida

Analitos por Laser (MALDI)

envoltos por
matriz
cristalizada

Fonte: adaptado de Croxatto et al., 201219,

Figura1- Principio da tecnologia de espectrometria de massa por ionizagdo/
dessorcdo a laser assistida por matriz por tempo de voo (MALDI-TOF)

Huang et al. publicaram os resultados obtidos em estudo pré e pds a intervencao
da escolha da antibioticoterapia que mediu a incorporagdo desta tecnologia em 501
pacientes com hemoculturas positivas com e sem interven¢do. Os resultados foram
comparados com uma série historica de 256 pacientes. A comparacdo dos resultados
do grupo, cujas culturas foram identificadas de forma convencional contra o grupo no
qual as identificagdes foram obtidas por EM MALDI-TOF mostrou reduc¢ao no tempo
de identificagdo (84 vs 55,9 horas, p<0,001) e impacto no tempo da escolha adequada
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do antibiotico (30,1 vs 20,4 horas, p = 0,21), além do tempo para otimizacdo da
antibioticoterapia (90,3 vs 46,3 horas, p<0,001). As taxas de mortalidade foram
reduzidas (20,3% vs 14,5%), assim como tempo de internacdo em unidade de terapia
intensiva (14,9 vs 8,3 dias). A mudanga de antibidtico conduzida pelo resultado
precoce foi associada a uma tendéncia na redugdo de mortalidade na andlise
multivariada. Desta forma, o impacto clinico da agilidade na identificagdo dos
patogenos responsaveis por infec¢do de corrente sanguinea pode ser expressivo, com

reducdo de mortalidade ©°.

A EM MALDI-TOF tem especial importancia na identificacdo de patdégenos
que requerem longo tempo de incubagdo ou que apresentam inativacdo bioquimica
para algumas provas de identificagdo, como sdo os anaerdbios por exemplo. A
identificacdo de fungos por EM MALDI-TOF ¢ uma revolu¢do na micologia. As
técnicas fenotipicas para identifica¢do de leveduras, ou mesmo micromorfologia para
identificacdo de fungos filamentosos podem exigir muitos dias para finalizagdo.
Assim, a identificagdo de leveduras do género Candida por EM MALDI-TOF vem
demonstrando um desempenho superior as técnicas fenotipicas comerciais.Em muitas
ocasides, a agilidade e a precisdo da andlise protedmica poderdo substituir a

necessidade de utiliza¢do de ferramentas moleculares °'.

A aplicagdo da EM MALDI-TOF também em um futuro préximo estender-se-
a a detecgdo de resisténcia bacteriana. A caracterizagdo do mecanismo de resisténcia
por tal técnica podera antecipar a escolha terap€utica, podendo impactar diretamente
nas taxas de morbidade e mortalidade dos processos infecciosos, sobretudo, em

pacientes hospitalizados e imunodeprimidos 6 °D,

Observando o cenario para diagndstico microbioldgico com a espectrometria
de massa, e diante da necessidade da diminui¢do do tempo do diagndstico nos casos
de endoftalmite para tentar melhorar o prognostico reservado, em revisao de literatura
realizada no inicio do estudo, ndo havia publicagdo com descri¢do da anélise do humor
vitreo, utilizando a analise direta do frasco de hemocultura com a EM MALDI-TOF,

sendo esta a proposta principal de nosso estudo.
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3.6.4 Biologia molecular

Além da cultura e espectrometria de massas, métodos de biologia molecular
vém se mostrando Uteis na caracterizagao dos agentes infecciosos, destacando-se a
técnica da PCR (polymerase chain reaction, PCR). Com a PCR em tempo real, outras
técnicas em pesquisa, como microarray DNA e hibridizagdo fluorescente in situ com
acido nucléico peptideo (PNA-FISH) podem diminuir o tempo de diagndstico do
agente causal nas endoftalmites entre 20 minutos e 24 horas ©>. O alto custo € a
complexidade de algumas dessas tecnologias e a necessidade de equipe treinada

podem dificultar a implantagdo destes métodos na pratica clinica.

Os estudos em endoftalmite usando a técnica da PCR para diagndstico
iniciaram-se em 1994. Chiquet et al. observaram que a PCR ¢ complementar ao
método de cultura convencional ©>. Eles observaram uma sensibilidade da PCR pan-
bacteriana similar a cultura em 100 amostras de casos com endoftalmite aguda pos-
catarata, mas a combinacdo de ambos os métodos permitiu a identifica¢do da bactéria
em 87% dos casos, sendo destes 25% com cultura negativa. Brillat-Zaratzian et al.
mostraram que a técnica da PCR e cultura convencional foram técnicas
complementares e a combinacdo das duas aumentou em 21% a sensibilidade do
diagnostico microbiologico . Bispo et al. descreveram que a detecgdo bacteriana
melhorou de 47,6% na cultura para 95,3% com PCR, demonstrando uma boa
sensibilidade e rapido diagndstico nos casos de endoftalmite bacteriana ©%. Assim,
PCR pode se mostrar mais util, sobretudo quando a cultura é negativa ou para detec¢ao
de bactérias de crescimento lento. A maioria dos estudos detectam sequéncias
altamente conservadas do genoma de bactérias e fungos, gene 16S rRNA ou genel8S
rRNA, respectivamente, com necessidade de sequenciamento posterior para

identificagdo do patdgeno ©7.

Além da PCR pan-bacteriano, como mencionado acima, a PCR pode ter como
alvo genes especificos de um género ou espécie. Chips de DNA ou DNA microarrays
colecionam muitas sondas especificas de hibridizagdo em um mesmo meio ®®. Sio
técnicas ainda em desenvolvimento, mais especificas e sensiveis que as com pan-

bactéria. Os novos métodos moleculares, sobretudo o sequenciamento da préoxima
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geracdo (metagendmica), podem auxiliar no diagnoéstico etiolégico nas amostras

negativas na cultura e/ou na EM MALDI-TOF ¢,

A técnica de PCR apresenta, no entanto, algumas limitagdes. Resultados falso-
positivos podem ocorrer pelo maior risco de contaminagdo, especialmente, nas etapas
de manipulagdo dos reagentes ®®). Para tal limitagdo, a PCR quantitativa pode auxiliar
a diferenciar uma infec¢do de uma contaminagdo pelo nimero de copias da sequéncia
especifica bacteriana ©”. A cultura também ¢é essencial para validar o resultado
molecular com perspectivas clinicas. A dificuldade de extragdo do DNA de alguns
microrganismos também pode resultar em falso-negativo. O amplo uso da técnica da
PCR ¢ limitado também pelo custo, cerca de 10 vezes mais caro que a cultura. Outra
limitagdo da PCR ¢ a necessidade de cerca de 2 e 4 dias para realizagdo de
sequenciamento para identificacdo do microrganismo. Além disso, a PCR nao
consegue identificar a susceptibilidade do microrganismo aos antibidticos ©7 100- 10D,
Entretanto, recentemente, estudos capazes de detectar genes de resisténcia vém sendo
desenvolvidos, como por exemplo, gene de Staphylococci responsavel pela resisténcia

a meticilina ©%,

Na literatura, assim como na Divisdo de Laboratério Central (DLC),
HCFMUSP, PCR para agentes virais (virus da familia Herpes, HIV) e para
toxoplasmose sdo métodos ja bem estabelecidos e de grande utilidade para o
diagnostico das uveites (12, A PCR em tempo real para bactérias e fungos, incorporada
na rotina da pratica clinica de alguns paises, ainda ndo ¢ uma realidade em nosso Pais

para amostras oculares % % 102),

3.7 Diagnostico etiologico de endoftalmite no Brasil

No Brasil, as cirurgias oftalmolégicas acompanham os avangos tecnologicos
observados mundialmente. No entanto, dados estatisticos relativos a incidéncia de

endoftalmites com identificagdo dos agentes infecciosos sdo escassos.

Em uma casuistica de hospital universitdrio em Sdo Paulo, no periodo entre

2002 e 2008, a incidéncia de endoftalmite apds cirurgia de catarata foi 0,29% (73 casos
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dentre 24.590 cirurgias de catarata). A cultura foi positiva em 63,1% dos casos. Os
agentes mais frequentemente identificados foram Staphylococci coagulase negativo
(56,5%) e Streptococcus viridans (15%) 3. Outra casuistica em centro especializado
em Oftalmologia descreveu uma taxa de infec¢do de 0,06% em um total de 31.999
cirurgias intraoculares, no periodo entre 2004 e 2009, com principal agente etioldgico

(103) Giampani et al. descreveram em

Pseudomonas aeruginosa em 42,1% dos casos
164 olhos de criangas com glaucoma congénito ou de desenvolvimento submetidos a
trabeculectomia com mitomicina C, no periodo entre 1991 e 2001, taxa de
endoftalmite de 4,9% (%, Alguns relatos de surtos de endoftalmite pds
facoemulsificagdo foram descritos, tendo como principal agente Pseudomonas

aeruginosa 1%

Melo et al. @ descreveram o espectro de microrganismos isolados de pacientes
com endoftalmite bacteriana. A positividade na cultura ou coloragao Gram foi 46%,
sendo bactéria Gram-positiva (Staphylococcus coagulase-negativa em 48%,
Streptococcus viridans em 18% e Staphylococcus aureus em 13%) em 91% dos casos.
Bispo et al. 19 foram os pioneiros no Brasil a desenvolver o diagndstico molecular
nas endoftalmites bacterianas. Bispo et al., usando dois ensaios de PCR, SYBR green
16S rDNA-based universal PCR e um Multiplex Gram-specific TagMan-Based PCR,
aumentaram a positividade de identificagdo do patdégeno em dez amostras de humor
aquoso e em 11 amostras de humor vitreo de pacientes com endoftalmite de 47,6% na

cultura para 95,2% 9,

Como mencionado anteriormente, a PCR no diagndstico das infecgdes oculares
¢ usada rotineiramente em muitos paises ©4 19719 No Brasil, ainda existem somente

os trabalhos publicados pelo grupo de Hofling et al. %109,

3.8 Opc¢oes de tratamento

O tratamento das endoftalmites baseia-se na selecdo de antimicrobianos
efetivos e seguros. Inicialmente, ¢ indicada uma terapia de amplo espectro para
organismos Gram-positivos ¢ Gram-negativos, i.e. vancomicina e ceftazidima ou

amicacina intravitreos, ¢ a recomendagdo atual baseia-se no Endophthalmitis
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Vitrectomy Study (EVS) ®. Neste estudo, foram incluidos 420 pacientes com
endoftalmite aguda pos-operatdria apds cirurgia de catarata ou implante secundario de
lente intraocular (LIO). Resultado visual em relagdo a acuidade visual inicial foi
analisado quando realizada, inicialmente, bidpsia vitrea ou VVPP. As principais
observagdes foram que pacientes com acuidade visual de percep¢do de luz tinham
melhor prognéstico com VVPP inicial, e nos pacientes com acuidade visual melhor ou
igual a movimentos de maos, o procedimento inicial ndo interferiu ®. No entanto, estas
recomendacdes vém sendo contestadas por varios estudos. Estudos vém indicando
beneficio de VVPP inicial em outras situagdes clinicas; endoftalmites pos outros
procedimentos podem ter agentes causais mais agressivos ¢ VVPP inicial pode ser
benéfico; uso de antibidtico deve ser guiado pelo agente detectado e a sensibilidade ao

antimicrobiano (10-113),

Embora o tratamento inicial seja com antibioticos de amplo espectro,
programas para otimiza¢ao do uso de antibidtico sistémico sdo feitos para reduzir a
resisténcia dos antibidticos ao redor do mundo, diminuir custo e reduzir a mortalidade
e morbidade de pacientes, utilizando antibidtico direcionado e no menor tempo

» (114,115) Para

possivel. Estes programas sao os “Antimicrobial stewardship programs
isso, € necessario o envolvimento de toda equipe que assiste o paciente, assim como ¢
fundamental que o médico prescritor esteja ciente das resisténcias aos antimicrobianos
baseado no Antibiotic test sensitivity (ATS) local, optando pelo antibidtico mais
apropriado. A cultura identificando o microrganismo corretamente permite também a
indicacdo do antibidtico mais sensivel e reducdo do uso de antibioticos de amplo
espectro por tempo prolongado. Novas técnicas para um diagnodstico rapido vém sendo

implementadas em todas areas da Medicina e cada vez mais sdo necessarias também

na Oftalmologia e, sobretudo, em nosso Pais (119,

3.9 Prognéstico visual

Tratamento precoce esta associado a um prognoéstico visual melhor. O

prognostico também varia conforme o agente etiologico. Infecgdo por Staphylococcus

118).
9

coagulase-negativa, geralmente, ¢ de melhor prognostico (17 infec¢do por
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Staphylococcus aureus, Streptococcus e bactérias Gram-negativas, geralmente, sdo
mais graves e com pior progndstico (912D Com as técnicas que permitem a
identificacdo do agente etiologico em menos de 24 horas, estudos baseados nos

diferentes agentes detectados devem ser revisados quanto a conduta e progndstico.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo prospectivo observacional.

4.2 Pacientes

No presente estudo, foram incluidos pacientes atendidos no HCFMUSP ou em
outros servicos externos de Oftalmologia previamente cadastrados (termo de anuéncia

do responsavel) no periodo entre outubro de 2015 e junho de 2017 (21 meses).

O critério de inclusdo foram pacientes com suspeita de endoftalmite exdgena
ou endogena. As endoftalmites exdgenas (porta de entrada do patdogeno externo) foram
aquelas relacionadas a cirurgia intraocular prévia, trauma ou procedimentos (remogao
de sutura, inje¢des intravitreas). Quanto as endoftalmites endogenas, os fatores
predisponentes foram uso prolongado de antibioticoterapia, hiperalimentagdo

intravenosa e/ou condi¢ado clinica/terapia imunossupressora.

Os casos associados a tlcera de cornea foram excluidos no presente estudo pela

dificuldade inicial de caracterizar o diagndstico de endoftalmite.

Os seguintes dados clinicos foram analisados: fonte de infeccdo (cirurgia,
trauma, procedimento, condi¢do clinica predisponente), material a ser analisado
(forma de coleta, material), uso de antibidtico (topico, sistémico, intravitreo), acuidade
visual corrigida (pré-operatdria, no diagndstico da endoftalmite e 3 meses pOs-

tratamento) e servico de origem.

O estudo foi aprovado pela Comissdo para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CapPesq) do HCFMUSP sob nimero CAAE: 36514614.4.0000.0068 (Anexo 9.1).
Todos os pacientes foram convidados a participar do estudo apds obtengdo do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 9.2).
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4.3 Coleta do material

Diante de suspeita de endoftalmite, a conduta inicial foi definida pela equipe
do médico responsavel pelo paciente, variando de acordo com a disponibilidade de

recursos técnicos ¢ humanos e de normas internas de cada Servigo.

O humor vitreo, diluido ou ndo, foi coletado por bidpsia ou VVPP. O humor

aquoso foi coletado por paracentese em alguns casos.

Nos casos nos quais a biopsia vitrea foi a primeira intervengdo, esta foi
realizada com agulha de 22 a 26 gauge conectada a seringa de 3 ou 5 ml, seguida de
injecdo intravitrea (IIV) de vancomicina (1 mg/0,1 mL) e ceftazidima (2,25 mg/0,1
mL). Nos casos submetidos a biopsia vitrea com resposta parcial ou piora do quadro
clinico, vitrectomia com nova coleta de material era programada. Nos casos com
VVPP como 1° procedimento, apds a coleta do material, antibidtico intravitreo foi
injetado, como citado acima, conforme preconizado pelo Guia de Utilizacdo de Anti-

infecciosos € Recomendagdes para a Prevencdo de Infecgdes Hospitalares (122,

Nos casos de VVPP, realizada sempre no centro cirurgico, tanto material
diluido como ndo diluido foram analisados (Figura 2). O material ndo diluido (0,5 a
1 ml) foi obtido por aspiracdo manual com seringa conectada diretamente na sonda do
vitre6fago no inicio do procedimento. Este material foi dividido para analise por
cultura e para futura andlise por PCR (100 a 200 pl em microtubo estéril). Nos casos
de endoftalmite pos-operatdria aguda e endégena em imunocompetente, o material foi
inoculado no frasco de hemocultura infantil (BACTEC Pediatric Plus Aerobic, Becton
Dickinson and Co, BD, New Jersey EUA); nos casos de endoftalmite pds-operatoria
cronica, endogena em imunodeprimidos e pos-trauma, o material foi encaminhado em
tubo estéril seco (Falcon®) e, no laboratorio, dentro do fluxo laminar, o material foi
diluido, aumentando-se seu volume e distribuido nos meios para cultura aerobia,
anaerobia e fungo (caldo de tioglicolato e frasco de hemocultura para micobacteria).

O material para analise futura pela PCR foi armazenado a -20°C.
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Em relagdo ao material diluido, este foi obtido a partir da bolsa coletora do
aparelho de vitre6fago. Apds o término da cirurgia, foi feita a assepsia da bolsa
coletora do cassete com alcool 70%, o material diluido ndo filtrado foi coletado com
seringa de 20 mL e agulha de 20 gauge em um volume total de 18 mL, o qual foi
encaminhado para cultura de microrganismos aerobios (3 mL, frasco de hemocultura
infantil, BACTEC Pediatric Plus Aerobic, Becton Dickinson and Co, BD, New Jersey
EUA), para cultura de microrganismos anaerdbicos (10 mL, frasco de hemocultura
anaerobia de adulto, Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, MD,
EUA) e para cultura de micobactéria e fungos (5 mL, frasco Myco F, Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, MD, EUA). Em casos selecionados, o restante
do material diluido do cassete (aproximadamente, 140 mL) foi filtrado com membrana
de acetato de celulose de 0,22 um (Sartorius AG, Alemanha, 47 mm). A membrana
pelo qual o material diluido foi filtrado foi dividida em seis fragmentos e cada
fragmento foi semeado nos seguintes meios: agar sangue, agar chocolate, agar
Sabouraud, meio Lowenstein Jensen e caldo de tioglicolato. Figura 2 ilustra este

fluxograma.

Em trés pacientes, no procedimento de vitrectomia, foram também coletadas

amostras de humor aquoso pela paracentese da camara anterior.

O transporte do material foi realizado em recipiente apropriado, de acordo com
a norma da ANVISA (RDC 20/2014), com notificacdo do horario da coleta e do
recebimento pelo laboratério, além dos demais dados contidos na ficha. O tempo entre

a coleta e entrega no laboratorio nio excedeu 12 horas (129
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Figura 2 - Fluxograma da coleta e envio de material intraocular para analise nos
casos suspeitos de endoftalmite

4.4 Analise do material ocular

4.4.1 Microbiologia convencional

As amostras inoculadas em frascos de hemocultura infantil foram inseridas em
aparelhos automatizados (Bactec FX system™ | BD, New Jersey, MD, EUA) de
incubagdo por periodo méaximo de 5 dias. As amostras positivas foram em parte
semeadas em meios convencionais (agar sangue, dgar chocolate e agar Sabouraud) e
incubadas por 48 horas em estufas de microaerofilia ou em atmosfera ambiente e o

agar Sabouraud por 30 dias (Tabela 2). A identificagdo foi realizada por EM MALDI-
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TOF e teste de sensibilidade por método automatizado VITEK-2 (Biomeérieux,
Franca). As amostras enviadas em tubo seco estéril Falcon® foram diluidas em 3 mL
de 4gua destilada no laboratério de Microbiologia e semeadas nos seguintes meios:
caldo de tioglicolato (1 mL), frasco aerébio de hemocultura infantil (ImL) e frasco de

hemocultura para micobactéria (1 mL).

O tempo para diagnostico (turnaround time — TAT) da cultura convencional
foi considerado a partir da entrada no aparelho automatizado até resultado pela

metodologia automatizada (Figura 3).

Os meios convencionais enviados com a membrana de acetato de celulose
também foram incubados por 48 horas em estufas de microaerofilia ou em atmosfera

ambiente, e o dgar Sabouraud por 30 dias.

A 1identificacdo e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados

por metodologia automatizada VITEK-2 (Biomérieux, Franca).

4.4.2 Espectrometria de massas MALDI-TOF direto

Os frascos de hemocultura, positivos apds incubacao inicial, foram analisados
com a identificagdo direta pela EM MALDI-TOF, além da cultura convencional (dgar
sangue, agar chocolate e agar Sabouraud), como mencionado no item 4.4.1. Foi
realizado protocolo de extragdo descrito por Pulcrano et al. (Y. O protocolo de
extragdo consistiu em trés passos para extragcdo de proteina com teste desenvolvido

pelo laboratorio (in-house) para identificagao direta pela EM MALDI-TOF:

- Aliquota de 4 mL foi submetida a vigorosa agita¢ao para lise do contetido,
depositada em microtubo (Vacutainer® STT™, Becton Dickinson and Co.,

UK), e centrifugada a 2.500 rpm, por 15 minutos;

- Sobrenadante foi descartado e lavado com 1 mL de 4gua de cromatografia
liquida de alta performance (high performance liquid chromatography,

HPLC) e realizada nova centrifugagao (13.000 rpm por 2 minutos);

- O sobrenadante foi descartado e 1,0 uL. do remanescente foram aplicados
em placa metalica e ao analito foi adicionado 1,0 pL de matriz de &cido alfa-

ciano-hidrociniamico.
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Em casos de suspeita de leveduras ou hifas pela analise do Gram, foi necessario
realizar modificagdo na etapa final da extracdo. Nesses casos, antes de realizar a tiltima
etapa, o sedimento foi diluido em 1.200 mL de etanol a 70%. Depois de nova agitacao

e centrifugacdo, o sedimento foi exposto ao acido férmico 70% e a acetonitrila.

As andlises foram realizadas no instrumento VITEK® MS (Biomérieux,
Franga). Os espectros obtidos foram comparados a base de dados do fabricante que
contém espectros de referéncia de bactérias, fungos e micobactérias (IVD database
v3.2, Biomérieux, Marcy-1’Etoile, Franca). A compatibilidade entre o espectro do
analito e o espectro de referéncia acima de 60% foi considerada suficiente para

identificacdo correta do microrganismo (www.biomerieux.com).

O TAT da identificagdo direta pela EM MALDI-TOF foi considerado a partir
da entrada no aparelho automatizado até saida do aparelho, apds positivar e foi
acrescentada 1 hora (tempo para realizar a extracdo da proteina para identificacio
direta pela EM MALDI-TOF do agente etioldgico). As amostras positivas no frasco
de hemocultura, ap6s a incubacao inicial, que foram coletadas durante a noite foram
armazenadas a 4° C e analisadas no dia seguinte pela manha; e, aquelas que foram
coletadas durante o final de semana foram analisadas na manhd da segunda-feira

seguinte (Figura 3).

Crescimento polimicrobiano foi definido como isolamento de mais que uma

espécie ou cepa de microrganismo de uma mesma amostra.
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Cultura Convencional

MALDI-TOF direto

Figura3 -  Etapas seguidas pela cultura convencional e pela identificacdo direta
pela espectrometria de massas MALDI-TOF. A linha em azul define o tempo para
diagnéstico (turnaround time, TAT)

! Frasco de hemocultura aerdbio infantil com material intraocular (humor vitreo ou
humor aquoso) inoculado; ? Aparelho automatizado (Bactec FX System™, BD, New
Jersey, MD, EUA) de incubagio dos frascos de hemocultura; * Frasco de hemocultura
infantil apos positivar; * Meios convencionais semeados com amostras positivas apds
incubagdo em estufas de microaerofilia ou em atmosfera ambiente; SAliquota de
amostra positiva em microtubo submetida a protocolo de extragdo protéica; ® Preparo
placa metalica e adi¢do de matriz; 'Aparelho de espectrometria de massas VITEK®
(Biomérieux, Franga); 2lonizacdo e dessor¢do a laser assistida por matriz por tempo de
voo que ocorre no aparelho VITEK MS®.

4.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com software comercial (SPPS, ver 22.0;
SPSS, Chicago, IL, EUA). Foram apresentadas as identifica¢des pela EM MALDI-
TOF relativamente a cultura convencional com uso de frequéncias absolutas e
relativas. Os tempos de identificagdo por método foram descritos com uso de mediana,
minimo e maximo e comparados nos casos identificados por ambos os métodos, tanto

no total como para cada microrganismo e também com e sem diluicdo com uso de
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testes Wilcoxon pareado (Signed-ranks). As associagdes de positividade no
diagnéstico foram avaliadas conforme o uso de antibidtico e bidpsia e o progndstico
visual dos pacientes com agente mais comum com uso dos testes Qui-quadrado ou
Exato de Fisher. Consideramos a diferenga estatisticamente significante para valores

de p menores que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

No periodo entre outubro de 2015 e junho de 2017, foram coletadas amostras
de 96 pacientes com suspeita de endoftalmite exdgena ou enddgena atendidos no
HCFMUSP ou em servigos externos de Oftalmologia. Dois casos foram excluidos por
contamina¢do da amostra coletada. Apos a andlise dos prontuarios de pacientes com
evolucdo , no minimo, de 3 meses, sete casos foram excluidos por ndo preencherem
os critérios de inclusdo, sendo definidos posteriormente os seguintes diagnosticos:
uveite posterior por sifilis (n=2), nticleo no vitreo (n=1), hemorragia vitrea (n=1),
sindrome tdéxica do segmento anterior (n=1), glaucoma neovascular (n=1), expansao
de gés pos vitrectomia (n=1). Em todos esses casos, as culturas foram negativas. Desta

forma, no presente estudo foram avaliados 87 casos (Tabela 4 ¢ Figura 3).

Dos 87 casos com clinica compativel com endoftalmite, obteve-se cultura
positiva em 53 pacientes (60,9%), sendo negativa em 34 pacientes (39,1%). Das 53
amostras positivas, em 47 casos, foi identificada a mesma bactéria pela cultura
convencional e pela analise direta com EM MALDI-TOF. Em dois casos, a cultura
convencional identificou dois agentes (cultura polimicrobiana); em um caso foi
realizada somente a cultura convencional. Em trés casos, foram identificados fungos

(Figura 4).
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Numero total de casos
96
Excluidos
(problema técnico)
2
Incluidos
94
Microbiologia |
Positivos Negativos

53 41

|
| | MALDI = Convencional (bactéria) I l

47 Clinica Excluidos
compativel (Clinica negativa)
|| MALDI # Convencional (polimicrobiano) 34 7
2
MALDI = Convencional (fungo)
3
|| Apenas Convencional
1

Figura 4 - Organograma com o nimero de casos com suspeita de endoftalmite
exogena ou endogena incluidos no estudo

Dentre os 50 casos bacterianos, o agente mais prevalente foi Staphylococcus
epidermidis (n=15), seguido por Staphylococcus aureus (n=6), Streptococcus
pneumoniae (n=9) e Streptococcus do grupo viridans (n=5), entre outros agentes
(Tabela 4). Os microrganismos Gram-positivos foram isolados em 46 casos (86,7%)
e Gram-negativos em seis casos (11,3%). Nao foi identificada nenhuma bactéria
anaerobia. Dentre os casos por Streptococcus do grupo viridans, foram identificadas
as seguintes espécies do grupo: S. mitis oralis (n=2), S. sanguinis (n=2) e S. gordonii

(n=1).

Os trés casos de fungos identificados foram leveduras da espécie Candida
albicans (Tabela 4). Nao foi identificado fungo filamentoso nesta casuistica. Para a
detecgdo de fungos pela identificag@o direta do frasco de hemocultura utilizando EM
MALDI-TOF, as tltimas etapas de extracdo da proteina foram modificadas, conforme

descrito na Se¢do 4.4.2 (pagina 33).
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Tabela 4 - Agentes etioldgicos detectados na cultura de amostras de humor vitreo/humor aquoso de 53 casos de endoftalmite

Fonte de infeccao®

Descri¢ao n o Injecio Trauma Endégena Remogio de
sutura
Gram-positivos
Staphylococcus epidermidis 15 27,3 9 3 2
Staphylococcus aureus 6 10,9 1 1 1 3
Staphylococcus haemolyticus 2 3,6 2
Staphylococcus lugdunensis 2 3,6 1
Staphylococcus saprophyticus 1 1,8 1
Streptococcus pneumoniae 9 16,4 2 3
Streptococcus do grupo Viridans
Streptococcus mitis oralis 2 3,6 2
Streptococcus sanguinis 2 3,6
Streptococccus gordonii 1 1,8
Abiotrophia 2 3,6 2
Bacillus cereus complex 3 5,5 2 1
Enterococcus faecalis 1 1,8 1
Gram-negativos
Haemophilus influenzae 1 1,8
Pseudomonas aeruginosa 1 1,8 1
Serratia marcencens 2 3,6 1
Neisseria mucosa 1 1,8 1
Enterobacter cloacae complex 1 1,8 1
Fungos
Candida albicans 3 5,5 3
Total de agentes 55 100

a C=catarata; G=glaucoma; VPP=vitrectomia via pars plana; Inje¢do= injecdo intravitrea
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A cultura polimicrobiana foi encontrada em dois casos (pOs-trauma e pos-
facectomia). Nos dois casos, a identificagdo pelo método direto com EM MALDI-TOF
foi possivel apenas para um dos agentes, conforme descrito nos dados da Tabela 5. A

identificacdo dos dois agentes s6 foi possivel pela cultura convencional.

Tabela 5 - Culturas de amostras de humor vitreo de dois pacientes com endoftalmite
com resultados polimicrobianos

Fonte da infec¢cio Cultura convencional ID direto por MALDI-TOF
Trauma Enterobacter cloacae complex Enterobacter cloacae complex
Bacillus sp Nao identificado
Facectomia Streptococcus sanguinis Streptococcus sanguinis
Neisseria mucosa Nao identificado

5.1 Aplicacao da analise direta do humor vitreo em frasco de hemocultura pela

EM MALDI-TOF no diagndstico das endoftalmites

Dos 87 pacientes incluidos, todas as amostras oculares dos 53 pacientes com
cultura convencional positiva, exceto um paciente, foram analisadas
concomitantemente pelo método de identificacdo direta com EM MALDI-TOF. Os
resultados foram coincidentes em 50 pacientes, sendo em trés pacientes de etiologia

fungica e em 47 pacientes de etiologia bacteriana (Tabelas 6 e 7).

O fungo Candida albicans foi identificado em trés pacientes com endoftalmite
endogena, tanto no frasco de hemocultura infantil aerdbio (humor vitreo e humor
vitreo ndo diluido) como no frasco MYCO F coletado do cassete (humor vitreo
diluido). Os tempos de identificacdo pelo método convencional e pela identificacio
direta com EM MALDI-TOF foram avaliados apenas do frasco de hemocultura
aerdbio infantil das amostras diluidas dos trés pacientes, conforme ¢ apresentado nos

dados da Tabela 6.



Resultados 41

Dentre 47 pacientes com identificagdo de patdogeno bacteriano, obteve-se 61
amostras para andlise e validagao do método de identificag¢do direta com EM MALDI-
TOF (Tabela 7). Em 36 pacientes, as amostras positivas foram tnicas: 22 de bidpsia
vitrea e 14 de vitrectomia. Em 11 pacientes, obteve-se duas ou trés amostras positivas
do mesmo paciente. Em trés pacientes, no procedimento de vitrectomia, foram também
coletadas amostras de humor aquoso. Algumas varidveis consideradas para analise
posterior foram: uso de antibidtico intravitreo prévio, material colhido da 1* e/ou da 2*

intervengao.

Cinquenta das 61 amostras (81,1%) tiveram concordancia nas duas anélises
(Tabela 7). Para as bactérias Gram-positivas, a identificagdo pelos dois métodos
ocorreu em 45 amostras de 56 (80,4%). Considerando as cinco amostras de
endoftalmite por bactérias Gram-negativas, todas foram identificadas pelos dois

métodos.

O tempo de identificacdo (turnaround time — TAT) apos subcultura na cultura
convencional e o TAT na identificacdo por andlise direta com EM MALDI-TOF foram
calculados para as 61 amostras. A mediana do tempo para identificagdo da cultura
convencional e da andlise direta do frasco de hemocultura infantil pela EM MALDI-
TOF foram 44,8 horas (variagdo entre 18,5 e 187,5 horas) e 15,00 horas (variagdo de
3,1 a 94,0 horas), respectivamente; € ao comparar somente as amostras identificadas
pelos dois métodos, a mediana da cultura convencional foi 50,6 horas (variagdo entre
18,5 ¢ 187,5 horas) (p<0,001) (Figura 5). Em 100% das amostras, a analise direta com
EM MALDI-TOF permitiu identificacdo do agente etiologico da endoftalmite com
maior rapidez, havendo uma redu¢ao média de 30 horas ou uma reducdo mediana de

67,6%.

Os principais resultados da validacdo do método de identificacdo por andlise
direta com EM MALDI-TOF estdo publicados em Diagnostic Microbiology and
Infection Disease em 2017 (Anexo 9.3).

O tempo médio para identificacdo variou conforme a bactéria identificada,
porém para cada patdégeno a variagao foi pequena entre as varias amostras. Nos dados
da Tabela 8, ¢ apresentado o tempo de identificacdo para cada agente pelos dois

métodos.
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Tabela 6 - Tempo de identificagdo (turnaround time, TAT) de Candida albicans
pela cultura convencional e pela anélise direta do humor vitreo diluido inoculado em
frasco de hemocultura infantil pela EM MALDI-TOF de amostras de trés pacientes
com suspeita de endoftalmite enddégena

Caso Amostra TAT? ID" apés TAT ID MALDI-TOF
subcultura (horas) direto (horas)
1 Vitrectomia (diluido) 61,9 29,5
2 Vitrectomia (diluido) 89,4 48,1
3 Vitrectomia (diluido) 36,1 4,6
*TAT=turn around time; ® ID=identificagdo
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Figura 5- Box-and-Whiskers plot do tempo de identificacdo (em horas) para os
patogenos identificados no humor vitreo de 37 pacientes (39 amostras) com
endoftalmite, na cultura convencional e na andlise direta pela EM MALDI-TOF
(p<0,001). Valores extremos (outliers) foram marcados com asteriscos.
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Tabela 7 -

Identificacdo do patdgeno bacteriano pela cultura convencional e pela anélise direta pela MALDI-TOF direto com o tempo de
identificacdo (turnaround time, TAT) em 61 amostras oculares de 47 pacientes com suspeita de endoftalmite

b c r .
Caso Amostra Fonte da infeccio Agente * TAT® ID" apos TAT ID MALDI-TOF direto
subcultura (horas) (horas)

1 Biopsia vitrea Endogena S. aureus 33,20 10,60

2 Vitrectomia? Trauma S. aureus 43,90 4,10

3 Vitrectomia? Facoemulsificagao S. aureus 53,10 21,40

4 Vitrectomia Endogena S. aureus 34,90 14,70
Vitrectomia (diluido) S. aureus 34,90 19,20

5 Vitrectomia Injecdo intravitrea de bevacizumabe S. aureus 51,90 14,40

6 Biopsia vitrea Endogena S. aureus 28,90 8,70
Vitrectomia S. aureus 44 .80 22,40
Vitrectomia (diluido) S. aureus 44,60 15,10

7 Biopsia vitrea Injecdo intravitrea de triancinolona S. epidermidis 58,60 23,80

8 Biopsia vitrea Injecdo intravitrea de bevacizumabe S. epidermidis 36,10 Nao identificado

9 Vitrectomia Facectomia extracapsular S. epidermidis 59,10 24,70
Vitrectomia (diluido) S. epidermidis 60,90 26,60

10 Biodpsia vitrea Remocéo de sutura S. epidermidis 55,90 25,90

11 Vitrectomia (HA) Vitrectomia S. epidermidis 59,10 21,10
Vitrectomia S. epidermidis 51,90 13,10
Vitrectomia (diluido) S. epidermidis 51,90 18,60

12 Biodpsia vitrea Facoemulsificagao S. epidermidis 56,50 21,30

13 Biodpsia vitrea Facoemulsificacao S. epidermidis 52,10 18,50

14 Biodpsia vitrea Remocio de sutura S. epidermidis 63,10 Nao identificado

15 Vitrectomia Facoemulsificagao S. epidermidis 50,90 19,60

16 Vitrectomia Facoemulsificacao S. epidermidis 76,90 Nao identificado

17 Vitrectomia Facoemulsifica¢ao S. epidermidis 63,20 25,10

18 Vitrectomia Facoemulsificagao S. epidermidis 50,60 22,10

19 Vitrectomia? Facoemulsificagao S. epidermidis 55,80 32,10

20 Vitrectomiad Facoemulsificagao S. epidermidis 82,80 26,40
Vitrectomia (diluido) S. epidermidis 60,00 27,20

continua
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Tabela 7 (cont.). Identificagdo do patdogeno bacteriano pela cultura convencional e pelo MALDI-TOF direto com o tempo de identificagdo
(turnaround time, TAT) em 61 amostras oculares de 47 pacientes com suspeita de endoftalmite

b ¢ 14 2
Caso Amostra Fonte da infeccio Agente * TAT® ID" apos TAT ID MALDI-TOF direto
subcultura (horas) (horas)

21 Vitrectomia Facoemulsificagao S. haemolyticus 38,80 12,60
Vitrectomia (diluido) S. haemolyticus 59,50 14,90

22 Vitrectomia Injecdo intravitrea de ranibizumabe S. haemolyticus 130,30 21,10

23 Vitrectomia Facoemulsificagao S. lugdunensis 60,50 19,60
Vitrectomia (diluido) S. lugdunensis 60,50 20,10

24 Biodpsia vitrea Injecdo intravitrea de bevacizumabe S. lugdunensis 61,80 14,00

25 Vitrectomia (HA) Trauma S. saprophyticus 73,70 46,10

26 Biodpsia vitrea Facoemulsificagao S. pneumoniae 36,80 4,40

27 Biodpsia vitrea Remocdo de sutura S. pneumoniae 34,70 8,00

28 Biodpsia vitrea Remocdo de sutura S. pneumoniae 35,00 3,90

29 Biodpsia vitrea Remocdo de sutura S. pneumoniae 38,10 12,60

30 Biodpsia vitrea Trabeculectomia S. pneumoniae 29,10 9,30

31 Biopsia vitrea Facectomia extracapsular S. pneumoniae 34,70 Nao identificado

32 Biopsia vitrea Trabeculectomia S. pneumoniae 27,50 Nao identificado

33 Biodpsia vitrea Trabeculectomia S. pneumoniae 36,60 Nao identificado

34 Biopsia vitrea Implante de tubo S. pneumoniae 28,20 Nao identificado
Vitrectomia (HA)? S. pneumoniae 40,20 Nio identificado

35 Biodpsia vitrea Trauma VGSe© 41,10 3,90
Vitrectomia? VGS 50,50 13,60
Vitrectomia (diluido) VGS 41,10 13,10

36 Biodpsia vitrea Trauma VGS 39,50 8,70

37 Biodpsia vitrea Facoemulsificagao VGS 27,70 Nao identificado

38 Biopsia vitrea Trabeculectomia VGS 52,10 Nao identificado

continua
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Tabela 7 (cont.) Identificacdo do patdogeno bacteriano pela cultura convencional e pelo MALDI-TOF direto com o tempo de identificagdo
(turnaround time, TAT) em 61 amostras oculares de 47 pacientes com suspeita de endoftalmite

b C r ) .
Caso Amostra Fonte da infec¢io Agente * TAT® ID" apés TAT ID MALDI-TOF direto
subcultura (horas) (horas)

39 Vitrectomia Facectomia extracapsular Abiotrophia 187,50 94,00
40 Vitrectomia Facoemulsificacao Abiotrophia 76,80 Nao identificado
41 Vitrectomia Facoemulsificacao Bacillus sp 36,70 10,00

Vitrectomia (diluido) Bacillus sp 36,70 12,10
42 Biodpsia vitrea Facectomia extracapsular Bacillus sp 18,50 18,10
43 Vitrectomia Facoemulsificagao E. faecalis 39,20 4,50
44 Vitrectomia Trabeculectomia H. influenzae 63,50 15,60
45 Vitrectomia? Facoemulsificagao P. aeruginosa 35,10 13,20

Vitrectomia (diluido) P. aeruginosa 35,10 13,60
46 Biodpsia vitrea Trauma S. marcencens 33,50 7,00
47 Bidpsia vitrea Implante de tubo S. marcencens 37,20 3,10

2 S. aureus, S. spidermidis, S haemolyticus, S. lugdunensis, S. saprophyticus=Staphylococcus; VGS=Streptococcus do grupo viridans; S. pneumoniae=Streptococcus; H. influenzae=
Haemophilus, P. aeruginosa= Pseudomonas, E. faecalis= Enterococco,; S. marcencens= Serratia

> TAT=turn around time; ° ID=identifica¢do; ¢ apds inje¢io intravitrea de antibidtico. HA= humor aquoso

Todas bidpsias vitreas foram ndo diluidas e sem antibidtico exceto onde marcado diferentemente.
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Tabela 8 - Tempo de identificacdo (turnaround time, TAT ID) pela cultura
convencional e pela anélise direta por EM MALDI-TOF conforme cada patdégeno nas
39 amostras oculares positivas em ambos os métodos, de 37 pacientes com suspeita de
endoftalmite

TAT ID médio (variagao)

Agente * n Apos convencional Analise direta por p’
(horas) EM MALDI
E. faecalis 1 39,20 4,50
S. marcencens 2 35,35 (33,5-37.,2) 5,05 (3,1-7,0) 0,180
S. pneumoniae 5 35,00 (29,1 - 38,1) 8,00 (3,9-12,6) 0,043
VGS 3 41,10 (39,5 - 50,5) 8,70 (3,9 - 13,6) 0,109
P. aeruginosa 1 35,10 13,20
Bacillus sp 2 27,60 (18,5 - 36,7) 14,05 (10,0 -18,1) 0,180
S. aureus 7 43,90 (28,9 - 53,1) 14,40 (4,1 - 22,4) 0,018
H. influenzae 1 39,20 15,60
S. haemolyticus 2 84,55 (38,8 - 130,3) 16,85 (12,6 - 21,1) 0,180
S. lugdunensis 2 61,15 (60,5 -61,8) 16,80 (14,0 - 19,6) 0,180
S. epidermidis 11 55,90 (50,6 - 82,8) 23,80 (13,1 -32,1) 0,003
S. saprophyticus 1 73,70 46,10
Abiotrophia 1 187,50 94,00

Nao incluidos casos com amostra positiva em apenas um dos métodos e amostras de humor vitreo diluido.

2 E. faecalis= Enterococcus;, S.marcencens= Serratia; S. pneumoniae=Streptococcus; P.aeruginosa=
Pseudomonas; VGS=Streptococcus do grupo viridans;

S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. saprophyticus = Staphylococcus. ® teste de Wilcoxon
pareado (Signed-ranks).

Dois pacientes (11 e 34) tiveram amostras de humor aquoso e humor vitreo, no
humor aquoso, o tempo de identificagdo foi maior que no humor vitreo. Para o paciente
11, na cultura convencional, o TAT para amostra do humor aquoso foi 59,1 horas, e
para amostra do humor vitreo foi 51,9 horas. Na andlise direta pela EM MALDI-TOF,
o TAT foi 21,1 horas e 13,1 horas, para humor aquoso e humor vitreo,
respectivamente. No caso 25 (endoftalmite pos-trauma perfurante), foi identificado o

agente apenas pela coleta do humor aquoso e a amostra do humor vitreo foi negativa.

Em todos os 11 casos com material coletado do cassete, os agentes
identificados no humor vitreo diluido foram iguais aos identificados no humor vitreo

ndo diluido, aspirado por meio de seringa conectada ao vitredfago. Quatro pacientes
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(20, 32, 33 e 35) tiveram amostras de biopsia no 1° procedimento e de vitrectomia no
2° procedimento; no paciente em que foram analisadas as duas coletas (35), a
identificacdo do patdogeno foi mais radpida nas amostras da bidpsia (3,9 vs 13,6, 1°
procedimento vs 2° procedimento). Das oito amostras positivas coletadas apos uso de
antibiotico intravitreo, em dois pacientes (34 e 35) amostras sem antibiotico também
foram coletadas. O tempo de identificacdo do patdgeno foi menor nas amostras sem
antibiotico prévio.

Quando o material era suficiente e com intuito de melhorar a sensibilidade das
culturas, parte do material vitreo do cassete foi coletado apods uso de filtro de
membrana e bomba a vacuo; o filtro foi semeado nas placas de cultura convencional
(Tabela 9). Das 12 amostras, oito amostras foram positivas: duas s na biopsia, quatro
no humor vitreo ndo diluido, diluido ¢ no filtro de membrana (estes todos com
vitrectomia como 1° procedimento), e um positivo somente no filtro de membrana.
Nesta unica amostra positiva somente no filtro de membrana, houve possibilidade de

contaminag¢do, pois o tempo e a manipulagdo do cassete ndo foram adequados.
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Tabela 9 - Positividade das culturas de 12 amostras oculares, nas quais foram usadas filtro de membrana, de pacientes com suspeita de

Corynebacterium

endoftalmite
Cultura convencional e/ou EM MALDI TOF direto

Agente Fonte de infec¢ao Biopsia vitrea? Humor vitreo Humor vitreo diluido Filtro de Membrana

(VVPP) (VVPP) (VVPP)
Staphylococcus aureus Facoemulsificagdo Positivo Negativo Negativo Negativo
Abiotrophia Facectomia extracapsular NR Positivo Positivo Negativo
Streptococcus pneumoniae Trabeculectomia Positivo Negativo Negativo Negativo
Negativo Facoemulsificacao NR Negativo Negativo Negativo
Negativo Trabeculectomia NR Negativo Negativo Negativo
Negativo Injecdo intravitrea de gas NR Negativo Negativo Negativo
Negativo Agulhamento NR Negativo Negativo Negativo
Staphylococcus aureus Trauma NR Positivo Positivo Positivo
Bacillus SP Facoemulsificagao NR Positivo Positivo Positivo
Staphylococcus haemolyticus Facoemulsifica¢ao NR Positivo Positivo Positivo
Candida albicans Endogena NR Positivo Positivo Positivo
Staphylococcus haemolyticus/ Vitrectomia NR Negativo Negativo Positivo®

VVPP=vitrectomia via pars plana; NR = ndo realizado

2 bidpsia vitrea e ap6ds 1-2 dias realizado vitrectomia; Ppossivel contaminagio
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5.2 Analise dos aspectos clinicos dos casos com endoftalmite

Dos 87 casos incluidos com suspeita de endoftalmite, 69 (79,3%) foram
associados a procedimentos cirurgicos: cirurgia de catarata (n=31; 35,6%), vitrectomia
(n=7; 8%), injecdo intravitrea (n=7; 8%), cirurgia de glaucoma (n=19; 21,8%) ou
retirada de ponto (n=5; 5,7%). Os demais casos foram associados a trauma (n= §;
9,2%) ou a uma fonte endogena (n= 10; 11,5%) (Tabela 11). Dentre os 87 casos, foi
possivel detectar o agente etioldgico na cultura em 53 amostras, conferindo uma
sensibilidade de 60,9% (Figura 4). No entanto, a positividade da cultura diferiu por
tipo de fonte de infec¢do (Tabela 11). A positividade foi acima de 70% em varias
situacdes clinicas, tais como casos agudos de pds-operatério de cirurgia de catarata
(21 dentre 28 casos; 75%), poés-injecdo intravitrea (6 dentre 7 casos, 85,7%), pos-
trauma (6 dentre 8 casos; 75%) e pds-retirada de sutura (5 dentre 5 casos; 100%). A
positividade foi abaixo de 40% nas seguintes situagdes clinicas: casos cronicos de pos-
operatério de cirurgia de catarata, pds-vitrectomia e pos-cirurgia de glaucoma. A

menor positividade observada foi nos casos pos vitrectomia (1 dentre 7 casos; 14,3%).

Nesta casuistica, amostras de 14 pacientes foram coletadas apos uso de
antibiotico intravitreo com positividade em seis amostras (42,8%). Nas demais 73
amostras, sem uso prévio de antibidtico, a positividade foi em 47 amostras (54,0%)

(p=0,131, teste Qui-quadrado) (Tabelas 10 e 11).

Dentre as 48 amostras positivas para bactéria na cultura, convencional com ou
sem Maldi direto, o 1° procedimento foi bidpsia vitrea em 32 pacientes e VVPP em 16
pacientes, acompanhado de IV de antibioticos, € um paciente (caso 6) teve amostras
de ambos os olhos. Dentre as biopsias vitreas como 1° procedimento, trés amostras
ndo foram analisadas. Desta forma, a positividade na bidpsia vitrea foi em 27 das 29
amostras (93,1%) e na VVPP, como 1° procedimento, foi em todas as 16 amostras
(100%) (p=0,531, teste exato de Fisher) (Tabelas 10 e 11). Por outro lado, se
consideramos todas as 71 amostras coletadas no 1° procedimento, a positividade foi
56,2% (27 em 48 amostras) para bidpsia vitrea e 69,6% (16 em 23 amostras) para
VVPP (p=0,283, teste Qui quadrado). (Tabelas 10, 12 e 13),
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Dentre os 13 pacientes com amostras coletadas e analisadas de bidpsia e VVPP,
a positividade em ambas as amostras foi em 6 (46,1%), positividade somente na
biopsia e negativa na VVPP em 5 (38,4%) e positividade somente na VVPP (2°
procedimento) em 2 (15,4%) (Tabela 12).

Foram analisados dez casos com amostras simultaneas ndo diluidas e diluidas
(casos 4,6,9, 11,20, 21, 23, 35,41 e 45), sendo observada concordancia de resultados
em todos os casos. Ao analisar o tempo para identificacdo do microrganismo
(turnaround time, TAT) dessas amostras, a média do TAT de amostras ndo diluidas
foi 17,0£1,8 e de amostras diluidas foi 18,0 = 1,7 (p=0,126, teste Wilcoxon pareado)
(Tabela 7).

Tabela 10 - Positividade na cultura e variaveis relativas a amostra ocular de
pacientes com endoftalmite

Condigoes

Variaveis analisadas Positividade p
Antibiotico Sim (n=14) 42,8% 0,131°
Nao (n=73) 64,3%

Amostras positivas®  Biopsia (n=32) 93,1%
Vitrectomia (n=16) 100% 0,531°
Todas amostras® Biopsia (n=48) 56,2% 0,283
Vitrectomia (n=23) 69,6%

2 considerando-se o 1° procedimento; ° teste Qui-quadrado; ® teste exato de Fisher
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Tabela 11 - Positividade nas culturas de material ocular dos 87 pacientes com
suspeita de endoftalmite, de acordo com a fonte de infec¢do

Fonte de infec¢ido n Positivo % Negativo %
Facoemulsificacio/ facectomia 31 29 71,0 9 29.0
extracapsular
Aguda 28 21 75,0 25,0
com antibiotico 4
sem antibiotico 17
Cronica 3 1 33,3
com antibidtico 0
sem antibidtico 1

66,7

DO NN~

~

Vitrectomia

Aguda 4
com antibidtico
sem antibiotico

Cronica 3
com antibidtico
sem antibiotico

14,3
25,0

85,7
75,0

0,0 100,0

S OO~ O~
N — W~ W

—_

Injecdo intravitrea 7
com antibidtico
sem antibiotico
Cirurgia de glaucoma 19
Manifestacio precoce 9
com antibidtico
sem antibiotico
Manifestacio tardia 10
com antibidtico
sem antibiotico

85,7 14,3

o=

36,8
33,3

63,2
66,7

40,0 60,0

PO P LODWOANO D

ANOONW WS

Trauma 8
com antibidtico
sem antibiotico

Retirada ponto 5
com antibidtico
sem antibiotico

Endogena 10
com antibidtico ?
sem antibiotico

75,0 25,0

100,0 0,0

60,0 40,0

N — NN O W n— N
NN, OOoOODNDODN

2 casos nos quais foi considerado o uso sistémico de antibidtico, além do intravitreo
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Tabela 12 -
convencional com ou sem EM MALDI-TOF direto), de acordo com o patégeno identificado

Prognéstico visual de 48 pacientes com endoftalmite bacteriana confirmada pela andlise do material intraocular (cultura

Acuidade visual

Caso Agente” Fonte da infec¢ao il;?c)ic:ldimento islftgelll‘iflg:gﬁo Préop® na ~ 3 meses i:;g‘,:fl? e
apresentaciao
Gram positivos

9 S. epidermidis Facectomia extracapsular  IIV(+)° VVPP(+)° MM PL 20/60 SUS

12 S. epidermidis Facoemulsificagdo v - 20/60 MM 20/25 SUS

13 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao v - 20/50 MM 20/200 Convenio

19 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao Iv(-) VVPP(+) 20/40 MM 20/200 Convenio

20 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao Iv++) VVPP(+) 20/60 MM 20/30 SUS

15 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao VVPP - NI PL 20/60 Convenio

16 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao VVPP - NI MM 20/25 Convenio

17 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao VVPP - 20/400 MM 20/30 Convenio

18 S. epidermidis Facoemulsifica¢ao VVPP - 20/60 MM 20/50 Convenio

8 S. epidermidis Injecdo intravitrea de IvH) VVPP (-) CD Im MM MM SUS
bevacizumabe

sem S. epidermidis Injecdo intravitrea de IvH) VVPP ¢ 20/200 MM 20/200 SUS

maldi bevacizumabe

7 S. epidermidis Injegdo intravitrea de V() VVPP (-) 20/100 PL 20/80 SUS
triancinolona

10 S. epidermidis Remogao de sutura v - 20/20 PL 20/20 SUS

14 S. epidermidis Remogao de sutura v - 20/80 MM 20/40 SUS

11 S. epidermidis Vitrectomia VVPP - 20/200 MM MM SUS

continua
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Tabela 12 (cont). Progndstico visual de 48 pacientes com endoftalmite bacteriana confirmada pela analise do material intraocular (cultura

convencional com ou sem EM MALDI-TOF direto), de acordo com o patégeno identificado

Acuidade visual

Caso Agente” Fonte da infec¢ao il;?c)ic:ldlmento islftgelll‘iflg:gﬁo Préop°® na ~ 3 meses i:;g‘,;fl? e
apresentaciao
1 S. aureus Endogena Evisceracdo - NI SPL Evisceragdo SUS
2 S. aureus Trauma v ¢ VVPP(+) NI PL PL SUS
3 S. aureus Facoemulsifica¢ao Iv(-) VVPP(+) NI PL PL SUS
4 S. aureus Endogena VVPP - 20/200 MM CD 1.5 Convenio
5 S. aureus Injecgdo intravitrea de VVPP - CD2m MM CD 2m Convenio
bevacizumabe
6 S. aureus Endogena v oD Evisceragio ¢ 20/30 MM Evisceracao Convenio
VVPP OE - 20/30 MM MM
21 S. haemolyticus Injecgdo intravitrea de VVPP - 20/80 MM CD0,5m Convenio
ranibizumabe
22 S. haemolyticus Facoemulsificacao VVPP(+) VVPP¢ NI MM 20/80
23 S. lugdunensis Facoemulsificagdo VVPP - 20/60 MM 20/20 SUS
24 S. lugdunensis Injecdo intravitrea de v (+) VVPP ¢ CD 5cm MM CD 5cm Convenio
bevacizumabe
25 S. saprophyticus ~ Trauma VVPP - CD 3m MM MM Convenio
26 S. pneumoniae Facoemulsificagdo v - NI PL PL SUS
27 S. pneumoniae Remocio de sutura v - CD 2M PL PL Convenio
28 S. pneumoniae Remocio de sutura v++) VVPP¢ 20/50 PL MM SUS
29 S. pneumoniae Remocio de sutura v++) VVPP (-) 20/20 PL MM SUS
30 S. pneumoniae Trabeculectomia Iv++) VVPP (-) NI PL SPL SUS

continua
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Tabela 12 (cont). Progndstico visual de 48 pacientes com endoftalmite bacteriana confirmada pela analise do material intraocular (cultura
convencional com ou sem EM MALDI-TOF direto), de acordo com o patégeno identificado

Acuidade visual

Caso Agente” Fonte da infeccio 'Przo-cedlmento §egunda ~ , na Se.r vigo de
inicial intervencao Préop° ~ 3 meses origem
apresentaciao

31 S. pneumoniae Facectomia extracapsular 11V (+) VVPP (-) MM PL SPL SUS

32 S. pneumoniae Trabeculectomia v (+) VVPP (+) NI MM PL SUS

33 S. pneumoniae Trabeculectomia v (+) VVPP (+) 20/70 MM PL SUS

34 S. pneumoniae Implante de tubo v (+) VVPP (+) 20/100 PL SPL SUS

35 Streptococcus grupo  Trauma v (+) VVPP (+) NI PL SPL SUS
viridans

36 Streptococcus grupo  Trauma v - NI MM 20/200 SUS
viridans

37 S{rgplococcus grupo g oemulsi ficacdo v - 20/40 SPL SPL Convenio
viridans

38 Streptococcus grupo  Trabeculectomia v - NI MM 20/200 SUS
viridans

39 Abiotrophia Facoemulsifica¢ao VVPP - 20/200 PL CD3m Convenio

40 Abiotrophia Facoemulsifica¢ao VVPP - 20/80 MM CD3m Convenio

41 Bacillus sp Facoemulsificagdo VVPP - NI PL PL SUS

42 Bacillus sp Facectomia extracapsular 11V - CD 2m MM SPL SUS

43 E. faecalis Facoemulsifica¢ao VVPP - 20/100 SPL SPL Convenio

continua
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Tabela 12 (conclusio). Progndstico visual de 48 pacientes com endoftalmite bacteriana confirmada pela anélise do material intraocular
(cultura convencional com ou sem EM MALDI-TOF direto) de acordo com o patdgeno identificado

Acuidade visual

Caso Agente” Fonte da infeccio 'Przo-cedlmento §egunda ~ , na Se.r vigo de
inicial intervencao Préop°® ~ 3 meses origem
apresentacao
Gram negativos
44 H. influenzae Trabeculectomia v VVPP(+) NI PL SPL SUS
45 P. aeruginosa Facoemulsificacao nvée VVPP(+) NI MM MM SUS
46 S. marcencens Trauma v - NI PL SPL SUS
47 S. marcencens Implante de tubo v Evisceracio NI SPL Evisceracio SUS

@ numero refere-se ao da Tabela 6; ® S aureus, S. spidermidis, S haemolyticus, S. lugdunensis, S.saprophyticus=Staphylococcus;VGS=Streptococcus do grupo viridans; S.
pneumoniae=Streptococcus, H. influenzae= Haemophilus, P.aeruginosa= Pseudomonas; E.faecalis= Enterococco, S.marcencens= Serratia; © nos casos com ambas as amostras testadas,
tanto do procedimento inicial como 2° procedimento, positividade ou negatividade esta escrita entre parénteses; ¢ ndo colhido; ¢ acuidade visual no pré operatério

VVPP=vitrectomia; [IV= injecdo intravitrea de antibiotico; NI= ndo informado; CD =conta-dedos; MM=movimento de maos;

PL= percep¢io luminosa; SPL= sem percep¢io luminosa; SUS= Sistema Unico de Satide



Resultados 56

Em relagdo ao prognostico visual (Tabela 12), dentre os 15 casos com cultura
positiva para Staphylococcus epidermidis, em nove casos (60%) e em 13 (86,7%) a
acuidade visual no 3° més de seguimento foi melhor ou igual a 20/60 e melhor ou igual
a 20/200, respectivamente. Considerando os 11 casos pos-cirurgia de catarata com
acuidade visual melhor ou igual a 20/200, nove (81,8%) foram associados a infec¢ao
pelo S. epidermidis. Em contrapartida, dentre os 33 casos com cultura positiva para
outras bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas, observou-se acuidade
visual melhor ou igual a 20/200 em somente quatro casos (12,1%) (p<0,001, teste de

Fisher).

Trinta e quatro pacientes com suspeita de endoftalmite infecciosa tiveram
cultura das amostras oculares negativa. Como demonstrado nos dados da Tabela 11,
a percentagem de casos com cultura negativa foi maior que 60% naqueles casos
associados as endoftalmites cronicas pos-cirurgia de catarata, as vitrectomias e as
cirurgias de glaucoma. Nos dados da Tabela 13, estdo representados os casos com

cultura negativa.

Nos dados da Tabela 14, observa-se a sensibilidade ao antimicrobiano dos
patogenos isolados com base no TSA estabelecido no HCFMUSP. Existe uma
resisténcia do Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus a
ciprofloxacino, moxifloxacino e oxacilina. Todas as amostras testadas foram sensiveis

a vancomicina e ceftazidima.
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Tabela 13 - Caracteristicas clinicas dos 34 pacientes com suspeita de endoftalmite e analise negativa na microbiologia

Fonte da Infeccio Tempo atéendoftalmite Procedimento inicial  2? intervencio Acui~dade visual

na apresentacio 3 meses
Facectomia extracapsular 7 dias v NR PL SPL
Facectomia extracapsular 10 dias IIv(-) VVPP(-) MM SPL
Facoemulsificagao 4 dias Evisceracdo NR SPL Evisceracdo
Facoemulsificagdo 11 dias IIv(-) VVPP® MM CD 0,5m
Facoemulsificagao 5 dias VVPP NR MM CD 2m
Facoemulsificagao 2 dias VVPP NR MM SPL
Facoemulsificacao 21 dias v NR CD Im 20/25
Facectomia extracapsular 2 meses IIv(-) IIv(-) MM MM
Facoemulsificagao 2 meses v NR MM CD 2M
Vitrectomia 35 dias Evisceracdo NR SPL SPL
Vitrectomia 7 dias VVPP NR MM 20/200
Vitrectomia 2 meses v NR MM MM
Vitrectomia 25 dias IAYA VVPP (-) MM 20/200
Vitrectomia 3 meses v Evisceragio® PL evi
Vitrectomia 60 dias v NR MM 20/80
Injecdo intravitrea de gas IIv(-) VVPP (-) MM 20/60
Trabeculectomia(blebite) 12 meses VVPP NR MM 20/60
Trabeculectomia 30 dias VVPP NR PL PL
Trabeculectomia 8 anos v ) VVPP(-) PL 20/50
Trabeculectomia 30 dias Iv(-) VVPP(-) PL PL

continua
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Tabela 13 (cont). Caracteristicas clinicas dos 34 pacientes com suspeita de endoftalmite e analise negativa na microbiologia

Fonte da Infeccao

Tempo atéendoftalmite

Procedimento inicial

2? intervencao

Acuidade visual

na apresentacio 3 meses
Trabeculectomia 30 dias IAVA VVPP(-) PL CD2m
Trabeculectomia 12 meses v NR PL SPL
Trabeculectomia 30 dias v ) VVPP (-) MM SPL
Trabeculectomia 2 meses v NR MM 20/20
Implante de tubo 3 meses v NR MM MM
Implante de tubo 5 dias VVPP NR MM 20/50
Agulhamento 30 dias IAVA VVPP (-) PL SPL
Implante de Tubo 3 meses v NR PL MM
Trauma VVPP NR MM PL
Trauma mnmv® VVPP(-) MM PL
Endogena IIv(-) IIv(-) SPL Evisceracdo
Endégena 1v(-) mnmv® MM MM
Endbgena IIv(-) VVPP(-) MM 20/40
Endégena 1v(-) mnmv® MM MM

2 S. mitis=Streptococcus. ® ndo colhido

VVPP= vitrectomia;[IV= injecdo intravitrea de antibidtico; NR= ndo realizado; CD =conta-dedos; MM=movimento de maos;

PL= percep¢io luminosa; SPL= sem percep¢io luminosa; SUS= Sistema Unico de Satide
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Tabela 14 - Susceptibilidade aos antibidticos dos patdgenos isolados nas 44 amostras oculares com cultura positiva para bacterias Gram
positiva ou Gram negativa de pacientes com suspeita de endoftalmite

. Gentamicina/ . . Moxifloxacino/ . . . - . Oxacilipa/
Agentes isolados N2 Tobramicina Ciprofloxacino  Levofloxacino/ Linezolida  Vancomicina  Ceftazidima Amicacina Cefurox%ma/
Ofloxacino Cefazolina
Gram positivo
S. epidermidis 14 79% 7% 7% 100% 100% * * 21%
S. aureus 7 100% 100% 100% 100% 100% * * 100%
S. haemolyticus 2 100% 0% 0% 100% 100% * * 50%
S. lugdunensis 2 100% 100% 100% 100% 100% * * 100%
S. saprophyticus 1 100% 100% 100% 100% 100% * * 0%
S. pneumoniae 8** * * 100% * 100% * * *
S. grupo viridans 4 * * * * 100% * * *
E. faecalis 1 100% * * 100% 100% * * *
Gram negativo
P.aeruginosa 1 100% 100% * * * 100% 100% *
H. influenzae 1 * 100% * * * * * *
S. marcencens 2 100% 100% * * * 100% 100% *
E .cloacae 1 100% 100% * * * 100% 100% *

2 S. aureus, S. spidermidis, S haemolyticus, S. lugdunensis, S.saprophyticus=Staphylococcus;VGS=Streptococcus do grupo viridans; S. pneumoniae=Streptococcus; H. influenzae=
Haemophilus; P.aeruginosa= Pseudomonas; E.faecalis= Enterococco,S.marcencens= Serratia; E. cloacae=FEnterobacteria

*nimero de amostras positivas * ndo testado

** havia nove pacientes, e em um deles ndo foi realizado teste de sensibilidade
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6 DISCUSSAO

As endoftalmites infecciosas apresentam prognostico visual reservado em
grande parte dos casos 129, O diagnodstico clinico precoce é essencial e pode auxiliar
para um melhor prognostico visual; o diagnoéstico etioldgico preciso e rapido das
endoftalmites infecciosas permite um tratamento mais adequado * 2. O presente
estudo prospectivo, incluindo amostras de humor vitreo de 87 pacientes com suspeita
de endoftalmite, no periodo entre 2015 e 2017, avaliou a identificagdo do agente
etiologico pela andlise direta do humor vitreo inoculado em frasco de hemocultura
infantil com a espectrometria de massas MALDI-TOF. Foram analisados fatores

relacionados a amostra e caracteristicas clinicas, de acordo com o isolado na amostra.

6.1 Métodos para identificacido do agente etiologico

Ha varios métodos para identificagdo do agente etiologico das endoftalmites,
como exposto em outra sessao (pagina 12, se¢do 3.6). No entanto, a cultura ¢ ainda a
técnica padronizada na maioria dos centros de Oftalmologia, nos quais técnicas de
PCR ndo estdo disponiveis na rotina diagndstica das endoftalmites. Desta forma, o
presente estudo avaliou o uso da EM MALDI-TOF diretamente em amostras vitreas
inoculadas em frasco de hemocultura infantil com o principal objetivo de otimizacao

na obtencao dos resultados.

Todas as amostras oculares de endoftalmite foram inoculadas em frascos de
hemocultura infantil, quer seja imediatamente apds a coleta, quer seja apds o
fracionamento do material inicial coletado. Na suspeita de infeccdo por fungos,

anaerdobios e/ou micobactéria, outros frascos ou meios foram também usados.

Em estudo retrospectivo, nosso grupo avaliou o uso do frasco de hemocultura
¢ a semeadura em meios solidos/liquidos nas endoftalmites ('), Foram analisadas 20
amostras pela cultura convencional, no periodo entre 2010 e 2011, com positividade

de 35%, e 34 amostras com uso de frasco de hemocultura infantil, no periodo entre



Discussdo 62

2012 e 2015, com melhora da positividade para 64,7% (Y. Em outro estudo realizado
também em nosso Servico, sem uso de frasco de hemocultura, a positividade da cultura
foi 41,7% (27, Diante destes resultados prévios de nosso Servigo, com os dados da
literatura, no presente estudo, a cultura convencional foi feita, usando o frasco de
hemocultura infantil e ndo utilizando a semeadura diretamente nos meios solidos.
Assim, nos casos de endoftalmite aguda pds-operatdria, a alta positividade de 75%
com o uso do frasco de hemocultura infantil refor¢a a possibilidade de se usar o frasco
como Unico meio para inoculacdo nos casos suspeitos de microrganismos aerobios.
(Tabela 11) Esta orientacdo € relevante nas bidpsias vitreas quando a amostra coletada

tem pequeno volume.

Além das bactérias aerobias, foi possivel identificar trés casos de endoftalmite
por Candida albicans com uso do frasco de hemocultura infantil; estes casos também
foram identificados tanto na cultura em meio especifico para fungo (frasco Myco/F)
como pelo frasco de hemocultura aerdbio infantil. Como nas vitrectomias, a
quantidade de material do cassete ¢ maior, optou-se por utilizar os meios aerobios,
anaerobios e para fungo, para avaliar a positividade, nos casos de endoftalmite
endogena. Embora fossem poucos casos, estes resultados reforcam a possibilidade de

se usar isoladamente o frasco de hemocultura infantil, mesmo na suspeita fungica.

A positividade de 33% nos casos de endoftalmite cronica foi baixa indicando
necessidade de otimizacdo do método. Nao foi possivel identificar nenhum caso por
Propionibacterium acne, pois possivelmente a baixa viruléncia e o pequeno nimero
de microrganismos podem dificultar a identificagdo dos agentes anaerdbios (2%, O
PCR, metagendmica e coleta do humor vitreo por meio de vitrectomia podem melhorar

a detecgdo dos casos em que existe alta suspeita apesar de culturas negativas ©,

Assim, a inoculagdo direta de amostra vitrea nos frascos de hemocultura ¢ uma
alternativa viavel para amostras pequenas com alta sensibilidade se comparadas com
a cultura convencional com inoculacdo em meios sélidos. Entretanto, a identificacao
do patdgeno a partir do frasco de hemocultura requer subculturas em meio agar
retardando o resultado final (1?). Neste sentido, a espectrometria de massa MALDI-
TOF veio para revolucionar, permitindo uma identificacdo rapida e precisa do

patégeno em laboratorios clinicos. A principal vantagem da tecnologia de EM
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MALDI-TOF sobre outras técnicas laboratoriais para identificagdo de microrganismos
¢ a agilidade para obtenc¢do dos resultados. O intervalo entre a confec¢do do depdsito
¢ a leitura final do isolado pode ser tdo rapido como 30 minutos (1% 17, Os espectros de
massa (EM) sdo obtidos e processados por softwares especificos. Na pratica clinica,
diversos laboratérios de Microbiologia em Sao Paulo ja utilizam esta técnica para
identificacdo do agente etioldgico apds a subcultura, com redugdo de custos com

insumos € mao de obra.

Esta técnica de EM MALDI-TOF foi aplicada para identificacdo direta a partir
do frasco de hemocultura inoculado com amostras vitreas, assim como vem sendo
realizado com outros fluidos. A agilidade na identificacdo do patdogeno reduz o tempo

de uso de antibidtico de amplo espectro, refletindo na redugdo de morbidade (139,

Nesta técnica de EM MALDI-TOF, a etapa de extracao da proteina bacteriana
¢ muito importante. O material vitreo difere do sangue pois no sangue estio presentes
proteinas nas hemadcias, nos leucécitos e no soro que interferem na analise com picos
espectrais adicionais 1°9, Em 2017, quando o presente estudo ja estava em andamento,
Mailhac et al. compararam quatro métodos de extragdo de proteina de bactérias
(espécies de Staphylococcus coagulase-negativa de pacientes com endoftalmite pds-
operatéria aguda), dois curtos e dois longos, com ou sem dodecil sulfato de sédio
(SDS, sodium dodecyl sulphate) 13V, Mailhac et al. inocularam frascos de hemocultura
com a suspensdo de bactéria e o limiar especifico para identificacdo das bactérias no
sobrenadante destas hemoculturas foi avaliado. O protocolo de extracdo longa, sem
utilizar SDS para lisar o agente, foi mais eficiente identificando 43 das 45 (96%)

bactérias testadas.

No presente estudo, foi usado o método de extrag@o simples in-house com trés
etapas, adaptado da descrigdo original de Pulcrano et al.('?¥. Este € o primeiro estudo
que avalia amostra vitrea de pacientes com endoftalmite por ambos os métodos, cultura
convencional e identificagdo direta com EM MALDI-TOF, a partir do frasco de
hemocultura infantil. Obteve-se identificagdo concordante, tanto em género como
espécie, com o identificado na cultura convencional em 51 (81,1%) das 61 amostras
positivas. Para as 56 amostras Gram-positivas, a concordancia foi em 45 amostras

(80,4%); para as seis amostras Gram-negativas, a concordancia deu-se em todas as
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amostras. A dificuldade de identificacdo de bactéria Gram positiva pela EM MALDI-
TOF vem sendo observada em outras amostras clinicas. A parede das bactérias Gram-
positivas possui multiplas camadas de peptideoglicano, tornando estas bactérias mais
resistentes a lise do que as bactérias Gram-negativas, sendo necessdrio etapas
adicionais na extrag¢do proteica, como adicao de acido férmico, lisostafina, lisosima,

mutanolisina e proteinase K (12,

Buchan et al. compararam a técnica da EM MALDI-TOF direto de frasco de
hemocultura positiva com os métodos da rotina microbioldgica e observaram redugao
do tempo de identificagdo (turnaround time) de bactérias Gram-positivas entre 23 e 83
horas e de bactérias Gram-negativas entre 34 ¢ 51 h 9, No presente estudo, foi
observada, para bactérias Gram-positivas, uma redu¢do média de 34 horas, ou 3,7
vezes, e, para bactérias Gram-negativas, uma reducao média de 30 horas, ou 5,2 vezes

(Tabela 7).

Agentes mais agressivos parecem ter identificagdo mais rapida, possivelmente,
em razao da maior concentracao das bactérias na amostra. Observou-se que, em casos
de Streptococcus (S. pneumoniae e VGS), Bacillus e Serratia marcencens, com
evolucdo mais agressiva, a identificacdo pelo EM MALDI-TOF foi tao rapida como 5
a 13 horas (Tabela 7). Enquanto em casos de Staphilococcus epidermidis e
Abiotrophia, com possivel evolugdo mais benigna, a identificacdo pela EM MALDI-
TOF foi mais demorada entre 23 ¢ 94 horas (Tabela 7). Em estudo de modelos
animais, ja foi demonstrada essa diferenca no tempo de infec¢do, de acordo com a
carga bacteriana. Callegan et al. mostraram o rapido crescimento da carga bacteriana
nas primeiras 24 horas de infec¢do em modelos animais com S. aureus, E. faecalis e
Bacillus cereus ('3?; ja Foster et al. demonstraram um crescimento mais lento para S.

(133),

epidermidis Nossos resultados mostram correspondéncia em relagdo ao

comportamento in vivo do crescimento bacteriano semelhante a modelos animais
prévios (132.133),

A quantidade de bactérias presentes na amostra deve influenciar na velocidade
de identifica¢dao dos agentes. Nos casos de endoftalmite pds trauma (casos 2, 35, 36,

46), em que sdo agentes com agressividade maior e provavel quantidade maior de

indculo, o tempo de identificagdo foi menor que 10 horas.
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O impacto do uso da EM MALDI-TOF em Microbiologia e,
consequentemente, em programas de uso racional de antibidticos vem sendo difundido
recentemente, levando a escolha adequada do antibidtico e otimizagdo da
antibioticoterapia com redugdo de taxa de mortalidade ®?. O mesmo impacto deve ser
observado na Oftalmologia. A rapida identificacdo de agentes em menos de 24 horas
permitird ao oftalmologista avaliar se héa resisténcia intrinseca ao antibidtico
introduzido, e adaptar o antibidtico. Para patdgenos com maior viruléncia, pode-se
avaliar a necessidade de tratamento mais agressivo e precoce ou a necessidade de

novos tratamentos para melhorar o prognostico.

Dentre os pacientes com fungemia, em estudo realizado por Vaziri et al., a
incidéncia de endoftalmite enddgena foi 0,4% 9. A identifica¢do de fungos por EM
MALDI-TOF ¢ uma revolugdo na micologia. As técnicas habituais podem exigir
muitos dias para finalizagcdo. Observou-se nos trés casos de endoftalmite fingica com
agente etiologico identificado reducdo do tempo em, pelo menos, 50% para
identificacdo da Candida albicans (Tabela 6). A agilidade e precisdo da analise
protedmica podera em muitas ocasides substituir a necessidade da utilizacdo de
métodos moleculares. A identificacdo do género Candida e também da espécie vém
sendo possivel com os frascos de hemocultura aerdbio infantil ©1 124 134 ¢ conseguiu-
se obter bons resultados no presente estudo, tanto pelo método convencional como
com a andlise direta com a EM MALDI-TOF, apenas com mudanga simples na técnica
de extracdo proteica. No entanto, para fungos filamentosos, hd necessidade de
adaptacdes no protocolo de extracdo. O banco de espectros de referéncia também deve

ser adequado, quando a suspeita for fungos (139,

Apesar dos ganhos que poderao ser proporcionados pela EM MALDI-TOF a
Oftalmologia, esta tecnologia ainda incipiente apresenta algumas limitagdes. Como
mencionado anteriormente, 11 amostras positivas para bactérias Gram-positivas pela
cultura convencional ndo foram detectadas pela EM MALDI-TOF. A analise direta
das amostras sanguineas de pacientes com bacteremia também mostram essa
sensibilidade menor para bactérias Gram-positivas, provavelmente, devido a parede
de peptideoglicanos dessas bactérias (3% 1360 Assim adaptacdes na extragdo sdo

necessarias.
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Nos casos das culturas polimicrobianas, a técnica da identificagdo direta faz o
diagnodstico de apenas um dos agentes; sendo necessario aguardar o crescimento na
placa para comprovar que ndo foi uma infeccdo polimicrobiana. Em amostras
sanguineas, essa mesma dificuldade encontra-se em diversos estudos (37139,
Possivelmente, a técnica identifica o espectro da bactéria mais abundante. Estudo com
diferentes técnicas de extragcdes da matriz vém sendo realizados para identificar mais
precocemente que se trata de cultura polimicrobiana, além de definir padroes de
espectros de massa que podem ter sobreposicao e devem ser comparados com padrdes
de espectros diferentes das monomicrobianas (1*3). Enquanto essa desvantagem nio for
solucionada, sera necessario ainda aguardar o término da cultura convencional nos

casos com suspeita de infec¢do polimicrobiana.

Os bancos de dados que contém espectros de referéncia disponiveis precisam
de atualizacdes constantes com inclusdo de espécies que ainda ndo sdo representadas;
algumas espécies filogeneticamente proximas podem ter perfis idénticos de EM e nao

serem diferenciadas (134,

E, por fim, ainda ha necessidade de cultivo em placas de dgar para realizagio
de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos. Jo et al. demonstraram resultados
confiaveis, ao analisarem diretamente do frasco de hemocultura, ndo somente a
identificacdo do agente direta pela EM MALDI-TOF, como também o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) (140 Avancos nesta tecnologia devem vir de

encontro a estas limitagdes.

E importante ressaltar que, devido as limitacdes citadas, a identificagio do
agente pela andlise direta do humor vitreo inoculado no frasco de hemocultura com
EM MALDI-TOF ainda nio substitui a cultura convencional, no entanto, € um método
de simples implantagdo na rotina de um laboratorio e de baixo custo, reduzindo

significativamente o tempo do diagnostico etiologico das endoftalmites.

6.2 Aspectos relacionados a amostra ocular
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A eficiéncia e relevancia do resultado microbiologico ¢ dependente da
quantidade e do tipo de amostra. Algumas variaveis foram abordadas: uso de filtro de
membrana, amostra de bidpsia ou de VVPP, amostra ndo diluida ou diluida, amostra
com antibidtico. Como exposto na sessao de métodos (se¢do 4.3, pagina 29), a conduta
inicial foi definida pela equipe do médico responsavel pelo paciente, variando de
acordo com a disponibilidade de recursos técnicos e humanos e de normas internas de
cada Servico. Desta forma, estas variaveis foram analisadas de forma retrospectiva
com numero limitado de amostras representando cada varidvel, ndo permitindo

resultados significativos.

Em nossa casuistica, 12 amostras vitreas foram analisadas com uso de filtro de
membrana (Tabela 8). Todo processamento foi realizado por dois médicos
oftalmologistas residentes. Foi utilizada membrana com poro de 0,22 um no lugar de
0,45 um por ter maior possibilidade de reter bactérias e fungos. As andlises foram
comparadas com os resultados obtidos usando frasco de hemocultura aerdbio (infantil)
e anaerdbio (adulto) e frasco Myco/F. O uso do filtro ndo se mostrou vantajoso, em
relacdo ao frasco de hemocultura, para uma melhor positividade dos resultados,
diferentemente do que se encontra na literatura. Deve-se ponderar que o nimero de
casos incluidos foi pequeno. Apenas um dos casos foi positivo na cultura realizada
com filtro de membrana, sendo negativo nos frascos de hemocultura; esta positividade
sugere ser em razao da contaminagdo, pois o manuseio do material foi inadequado e a
clinica ndo era compativel com o agente detectado. Notou-se como encontrado na
literatura, grande limitacdo do uso do filtro de membrana pela dificuldade de se obter
os materiais necessarios (filtro, membrana de acetato, bomba de vacuo) e de seu
manuseio. O uso do filtro de membrana talvez possa ser mais util na identifica¢ao de

micobactérias ou fungos filamentosos (©.

Quanto a positividade de culturas obtidas de biopsia ou VVPP, o EVS
demonstrou ndo haver diferenca entre eles 1", Com base nas recomendagdes do EVS
em 1995, definiu-se que a vitrectomia inicial seria indicada no paciente com acuidade
visual de percepcao luminosa e a bidpsia vitrea em pacientes com acuidade visual de
movimentos de mios ou melhor ®. Mas, duas décadas ja se passaram, novas
tecnologias foram incorporadas a cirurgia de vitrectomia, tornando-a mais segura,

além de maior disponibilidade cirargica em relagdo a época em que o EVS foi
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elaborado. Altan et al. avaliaram o sucesso do tratamento inicial em 88 olhos
observando que VVPP inicial ¢ preferencial a vitrectomia como 2° procedimento apos
uma inje¢do intraocular de antibidtico inicial em todos os casos (14?. No presente
estudo, dentre as amostras positivas, a positividade foi semelhante para material obtido
por bidpsia vitrea (93%) e o obtido por VVPP (100%), ambos como 1° procedimento.
Em somente duas amostras coletadas inicialmente por bidpsia vitrea com resultado
negativo, o material obtido na VVPP como 2° procedimento demonstrou o agente

etiologico (Tabela 10).

Ainda em relagdo a realizacdo inicial de bidpsia vitrea ou de VVPP, a conduta
foi definida pelo médico responsavel pelo paciente. Nos pacientes tratados em servigo
publico (HCFMUSP), a conduta inicial foi injecao intravitrea em 82,3% dos casos; em
contrapartida em servigo externo de convénio, a conduta inicial foi VVPP em 69,2%

dos casos, talvez pelo maior acesso e disponibilidade da sala cirurgica.

Quanto a positividade em amostras de vitreo ndo diluido e diluido, foram
analisados resultados de 11 casos. Os agentes identificados foram concordantes em
todas as amostras. A mediana do TAT de amostras ndo diluidas foi 17,03+1,8 € de
amostras diluidas foi 18,05 + 1,7 (p=0,126). Desta forma, embora pequeno o tamanho
da amostra, os dados atuais indicam que a analise do material diluido ¢ valida. Assim,
deve-se considerar o risco de iatrogenia na obtencdo do material ndo diluido em
contraponto ao maior risco de contaminacdo ao se coletar material do cassete. Estas

mesmas observagdes foram descritas por Chiquet et al. (143,

Quanto ao uso de antibidtico intravitreo, os estudos realizados na Franga. onde
a maioria dos casos de endoftalmite sdo tratados inicialmente com inje¢do intravitrea
de antibidticos, demonstraram uma sensibilidade na cultura de somente 6% (143, Em
nossa casuistica, todas as amostras coletadas apds uma biopsia vitrea como 1°
procedimento tiveram uma possivel interferéncia do uso de antibiotico intravitreo,
com uma positividade de 42,8%; e, nas amostras sem uso prévio de antibiotico, a
positividade foi 64,3% (p=0,131, Tabela 10). O TAT foi menor nas amostras sem
antibiotico prévio. No entanto, mesmo em casos com amostras de um 2° procedimento,

isto ¢, apds uso de antibidtico, as culturas foram positivas em 61% (Tabela 12). Isso
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demonstra que apesar do uso de antibidtico, ainda havia microrganismos vivos, dai a

importancia de nova dose de antibiotico.

E, por fim, embora amostras vitreas proporcionem resultados de cultura mais
confiaveis e precisos do que amostras de humor aquoso, se a porta de entrada for mais
anterior, como nos casos de endoftalmite pos-cirurgia de glaucoma e pos-trauma,
amostras de humor aquoso poderdo ser relevantes em razao da maior quantidade de
bactéria no segmento anterior. No presente estudo, humor aquoso foi coletado de trés
pacientes, e, em dois, o humor vitreo foi também coletado, com resultado positivo em
ambas as amostras; no entanto, com tempo de identificagdo maior na amostra do
humor aquoso. Em um paciente, o resultado foi positivo somente na amostra do humor

aquoso, sendo um paciente com endoftalmite pés-implante de tubo.

Dessa forma, ndo encontrou-se diferenga de positividade na cultura entre
material de biopsia vitrea e VVPP como 1° procedimento, nem entre amostras com uso
prévio de antibidtico e amostras sem uso prévio de antibidtico, e, nem entre material
diluido e material ndo diluido. O pequeno numero de casos para cada varidvel testada
pode ter limitado os resultados. No entanto, o estudo sugere que as amostras “ndo
ideais” devem ser coletadas e encaminhadas para andlise, pois um resultado positivo

podera influenciar a condugao do caso.

6.3 Aspectos relacionados a fonte de infeccio

Na literatura, ha, aproximadamente, 80% das endoftalmites relacionadas a
procedimentos cirargicos e entre 5% e 15% das endoftalmites sdo endogenas ?¥. Em
nossa casuistica, 78% foram pos-operatorias, 10% pos-traumas e 11,5% enddgenas.
Dentre os 31 casos associados a cirurgia de catarata, nove foram encaminhados de um
mesmo servigo externo. Foi possivel calcular a incidéncia de endoftalmite neste
servigo externo no periodo do estudo (entre outubro de 2015 e maio de 2017), sendo
nove casos de endoftalmite apds cirurgia de catarata em um total de 22.147 cirurgias
(0,04%). Em nosso servi¢o, a incidéncia de endoftalmite apos cirurgia de catarata no
periodo entre 2010 a 2018 foi de 49 casos, dentre 36.874 cirurgias (0,13%). A

positividade na cultura nas 31 amostras no periodo de nosso estudo (2015 e 2017) foi
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75% nos casos agudos pos-cirurgia de catarata, entre os nove casos de servigo externo
esta positividade foi ainda maior, 89%. Condutas distintas para um paciente com
endoftalmite no servigo publico e em servigo de convénios podem explicar esta melhor
positividade. A positividade poés-injecdo intravitrea, pds-trauma e pos-retirada de
ponto também foi acima de 70%, reforcando a eficiéncia do uso de frasco de
hemocultura infantil, da forma de coleta e encaminhamento do material. No entanto,
em outras situagdes clinicas, a positividade foi abaixo de 40%, a saber, pos-vitrectomia

e pos-cirurgia de glaucoma.

A incidéncia de endoftalmite pos-cirurgia de catarata vem diminuindo pelas
mudangas nas técnicas cirurgicas, procedimento de esterilizagdio e um melhor
entendimento dos fatores de risco, variando entre 0,0128% e 0,11% G!-32. A taxa de
endoftalmite diminuiu com a facoemulsificacdo (0,028%) em relacdo ao encontrado
com a extragdo de catarata extracapsular (0,25%) 3. Em nosso servigo universitario,
os residentes tém treinamento inicialmente com a técnica manual (facectomia
extracapsular). Dentre os 22 casos do SUS, em trés a técnica de facectomia

extracapsular foi utilizada.

Além das mudangas de técnicas cirargicas ao longo dos anos, o uso
intracameral de antibiotico como profilaxia nas cirurgias de catarata ¢ um dos fatores
que pode também influenciar na redugdo da incidéncia. A Sociedade Europeia de
Cirurgides de Catarata e Refrativa (European Society of Cataract & Refractive
Surgeons, ESCRS), em 2007, publicou os resultados de estudo randomizado
multicéntrico, em que demonstraram que o uso intracameral de cefuroxime apresentou
significativa reducdo de risco de endoftalmite, ap6s cirurgia de catarata em relagdo ao
uso topico de levofloxacino (49, Nota-se desde entdo, em diversos centros, uma
significante reducdo da incidéncia de endoftalmite com o uso de cefuroxime
intracameral, assim como com outros antibioticos, como vancomicina, moxifloxacino
e cefazolina 6% 145140 Mas, o uso de antibidtico intracameral profilatico ainda
permanece controverso em muitos paises, por falta de antibidtico fracionado pronto
para uso 47, Isso faz com que a manipula¢do da medicagio ocorra na sala operatoria,
aumentando o risco de contaminagdo. Com o aumento do uso profilatico de
antibiotico, torna-se ainda mais relevante a identificacdo do agente etioldgico e da

resisténcia ao antibidtico para monitoriza¢gdo da mudanga dos espectros de
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microrganismos e prosseguir com medidas efetivas para o controle da infecgdo, caso

seja necessario.

O espectro microbiologico nas endoftalmites pds-cirurgia de catarata foi
avaliado pelo EVS em 291 amostras de 420 pacientes, sendo ressaltada a importancia
dos micrococcus coagulase-negativos presentes em 70% das amostras positivas. A
positividade da cultura foi 69% ®. Este espectro microbiano sugere que estes
organismos provém da flora bacteriana do préprio paciente, que inclui micrococcus
Gram-positivos coagulase-negativos. Em nossa casuistica, dentre os 22 casos de
endoftalmite pds-cirurgia de catarata, 41% foi por Staphylococcus epidermidis e 36%
por bacilos Gram-negativos. Alguns fatores cirurgicos podem estar associados a

espectros microbianos distintos, como tipo de cirurgia e uso de antibidtico profilatico.

A incidéncia de infecgdo relacionada as bolhas de cirurgia de glaucoma é maior
e varia entre 1,1% € 2,2% em 5 anos #4439, Dos 19 casos de endoftalmite pds-cirurgia
de glaucoma, nove tiveram manifestagdo precoce e 10 tardia. Em nossa casuistica, a
positividade foi baixa, em torno de 33% (Tabela 11). Algumas hipoteses para esta
baixa positividade seriam que amostras de humor aquoso sejam mais representativas
pela proximidade a porta de entrada da infec¢do. No entanto, no servigo de urgéncias,
ha dificuldade de disponibilidade de sala cirargica e dificuldade de acesso a
microscopio para realizagdo da paracentese da camara anterior, antes da pungao vitrea.
Nos casos coletados por bidpsia vitrea, ndo foram realizadas pun¢do da camara
anterior, ¢ os casos submetidos a vitrectomia ja haviam recebido antibidtico
intravitreo, o que pode ter influenciado na baixa positividade dos casos pos-cirurgia
de glaucoma. Em estudo multicéntrico, em um periodo de 5 anos, pelo grupo da
Sociedade de Glaucoma no Japdo, 170 casos de blebite foram avaliados 3. A infecgdo
foi classificada em estagio I quando confinada ao local da bolha; em estagio II, quando
a infec¢do estava sobretudo na camara anterior; e, em estagio III, quando a infec¢ao
envolvia o vitreo. Este Gltimo estagio foi subdivido em Illa, quando o envolvimento
vitreo era discreto e IIIb quando o envolvimento vitreo era avangado. E importante
ressaltar essa divisdo, pois a positividade da cultura diferiu, de acordo com o estagio,
ressaltando a importancia da coleta do humor aquoso. Neste estudo multicéntrico, a
cultura foi positiva em 50% dos casos, e a positividade foi maior no estagio I1Ib (77%)

em relacdo ao estagio IIla (39%). Dentre os agentes isolados, foram observados cinco
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casos por Streptococcus ¢ dois casos por bactérias Gram-negativas. Agentes mais
virulentos sdo observados nas endoftalmites de manifestagao tardia associadas a bolha,
pois postula-se que haja migragdo transconjuntival de organismos presentes

temporariamente por meio das bolhas de parede fina com a agdo de exotoxinas ¥,

Os casos de endoftalmite pds-vitrectomia sdo raros com incidéncia entre
0,021% € 0,09% (%59 A positividade da cultura encontrada por Garg et al. foi 47%
(148) Em nossa casuistica foram incluidos sete casos de endoftalmite pds-vitrectomia,
com cultura positiva em somente um caso. Obteve-se uma positividade de 25% nas
endoftalmites pds-operatorias agudas e, nos casos com suspeita de endoftalmite
cronica, nao foi possivel detectar o agente etioldgico em nenhum dos trés casos por
meio da cultura. No nosso fluxograma, nos casos de endoftalmite cronica nos quais a
possibilidade de agentes anaerébios e de fungos era maior, uma aliquota inicial do
material foi colocado em tubo Falcon e fracionado posteriormente no laboratério para
os varios meios, incluindo o frasco de hemocultura infantil. A baixa positividade nos
casos de endoftalmite cronica nos remete a uma mudanga neste fluxo; optamos pelo
fracionamento pelo médico no ato da coleta, com inoculagdo direta do material no
meio de cultura para anaerdbio e frasco de hemocultura aerdbio infantil. O PCR podera
acrescentar uma melhoraria no diagnoéstico etiologico.

A incidéncia de endoftalmite apds inje¢@o intravitrea varia entre taxas muito
baixas como 0,008% a taxas elevadas como 0,092% em razdo, sobretudo, das
condi¢des nas quais a inje¢do ¢ aplicada ©% %9, Goticulas de aerosois, contendo
contaminantes da flora oral do paciente ou da equipe médica sdo potenciais fonte de
infec¢cdo. Em estudo por Daien et al., a taxa cumulativa de endoftalmite pds-injecao
intravitrea para tratamento de degeneragdo macular relacionada a idade exsudativa, no
periodo entre 2006 e 2016 foi 0,02%, sendo progressivamente maior com 0 numero
maior de injecdes por paciente; no entanto, o risco de endoftalmite ndo aumentou
significativamente a cada inje¢do sucessiva 9. A politica de “ndo falar” (“no-
talking”) estd associada a um decréscimo no risco de endoftalmite 149, Garg et al.
comparando o prognoéstico visual e o espectro microbiano em endoftalmite pds-injecao
intravitrea e pos-vitrectomia, observaram que 56% dos organismos nos casos
associados a injec¢do intravitrea estavam associados a flora oral, como Streptococcus,

com um pior prognostico visual (49,
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J4

Endoftalmite endégena ¢ menos comum que as endoftalmites exdgenas e

(150 Em nossa casuistica,

corresponde entre 10% e 18% dos casos de endoftalmite
dentre os 10 casos com endoftalmite enddgena, em quatro casos o agente causal ndo
foi identificado. Em dois destes casos a manifestagdo ocular foi anterior ao diagndstico
de quadro infeccioso sistémico. Desta forma, o resultado negativo da cultura poderia
indicar somente um processo inflamatdrio secundario a bacteremia sem presenca ainda
da bactéria no tecido ocular. O diagnoéstico sist€émico foi meningite por Neisseria
meningiditis e endocardite em hemocultura por Enterococcus. Os outros dois casos,
j& estavam usando antibidtico sist€émico na ocasido da coleta da cultura do humor
vitreo, e as bactérias poderiam ja ter sido erradicadas na ocasido da coleta. Estes dois
casos eram pacientes imunossuprimidos. Nos casos com cultura positiva, foram
detectados Staphylococcus aureus em trés casos e Candida albicans em trés casos. Em

recente estudo de Bjerrum et al., a positividade da cultura em amostra vitrea foi 43%

dos casos, sendo detectados Streptococcus e Staphylococcus aureus 139,

6.4 Aspectos relacionados ao espectro microbiano e sua relevancia clinica

O diagnostico etiologico precoce pode auxiliar na conduta oftalmologica em
diversos aspectos, seja para profilaxia e preveng¢ao, como para adequar o tratamento e
evitar um prognostico ja habitualmente tdo reservado. Em nossa casuistica, foram
isoladas bactérias Gram-positivas em 84% das amostras, bactérias Gram-negativas em
11% e fungos em 5,4%. Este espectro microbiano sugere que a maioria destes
organismos provém da flora bacteriana do préprio paciente, que inclui micrococcus
Gram-positivos coagulase-negativos. O aumento da taxa de infeccdo por bactérias
Gram-negativas, como Pseudomonas aeroginosa, muitas vezes como surtos,
geralmente deve-se a contaminacdo de solugdes oftadlmicas, tais como azul tripan,
fluido interno do facoemulsificador, solu¢do da lente intraocular ¢ da sonda do
facoemulsificador. A P. aeruginosa sobrevive por longos periodos em ambientes
aquosos (120: 131 " A identificacdo de tais agentes ¢ de extrema importincia para se
controlar surtos de endoftalmites, com a fiscalizacdo dos processos de esterilizacao e

orientacdo de cuidados pos-operatorios.
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Estudos com séries de casos com um mesmo patégeno permitem entender
melhor a agressividade dos microrganismos. Para o S. lugdunensis, Chiquet et al.
descreveram as caracteristicas clinicas de cinco casos de endoftlamite pos-cirurgia de
catarata, e, em dois casos, apresentaram acuidade visual final de 20/40, ou melhor, e
trés casos evoluiram com descolamento de retina. Os autores relacionaram esta maior
agressividade em relagdo aos outros estafilococcus coagulase-negativos a producao de
glicocalix extracelular que contribuem para a colonizag¢do da bactéria e interferem nas
atividades associadas a fagocitose de neutréfilos e producdo de enzimas (129, Assim
também, Streptococcus tiveram prognoéstico visual ruim mesmo com a vitrectomia
precoce, em menos de 48 horas (132, A identificacdo rapida e precisa de agentes mais

virulentos pode impactar em estratégias de tratamento e melhorar o prognostico visual.

Em estudos descrevendo o progndstico visual para Pseudomonas aeruginosa,
em mais de 90% dos casos apresentam acuidade visual final menor que 20/400 (120- 151,
153), Em casos descritos por Enterococcus, o progndstico visual é ruim mesmo com
terapia precoce e adequada em razdo da alta viruléncia do microrganismo (121> 154159,
Em nossa casuistica, os dois casos por esses agentes tiveram prognodstico ruim, apesar
darealizagdo da vitrectomia precoce. Nao foi verificada resisténcia a vancomicina para

Enterococcus nem a ceftazidima para Pseudomonas, como descrito em algumas séries

de casos (156157

Em contrapartida a estes agentes mais agressivos, o prognostico visual dos
pacientes com endoftalmite pos-cirurgia de catarata por S. epidermidis ¢ bom na
maioria dos estudos, independente da forma de tratamento (17 15¥), Em rela¢do aos
outros agentes acima descritos, o tempo para diagndstico do S. epidermidis com EM
MALDI-TOF direto ¢ um pouco maior (TAT ID médio: E. faecalis 4,5h vs P.
aeruginosa 13,2h vs S. epidermidis 23,8h; Tabela 8), provavelmente, pela menor
quantidade de bactérias e menor viruléncia desse agente. Em nossa casuistica, se forem
considerados apenas os casos de cirurgia de catarata por S. epidermidis, dentre os nove
casos, apenas dois tiveram prognostico ruim. Destes dois casos, todos tiveram
associacdo com complicagdes no intraoperatorio. Recentemente, Clarke et al.
propuseram um protocolo modificado do EVS. De imediato, ap6s a suspeita clinica de
endoftalmite, procede-se ao antibidtico oral e a bidpsia vitrea com injecdo de

antibidtico. A avaliagdo da resposta clinica em 24 horas orientaria a necessidade de
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vitrectomia imediata ou ndo (', A rapida identifica¢do do patdgeno, em menos de 24
horas, com a técnica proposta em nosso estudo pela EM MALDI-TOF, podera fornecer
dados objetivos adicionais a resposta clinica. Além disso, torna-se possivel o uso do
antibiotico direcionado ao agente identificado em intervalo mais precoce, podendo

impactar no prognostico.

As recomendagdes para inje¢do intravitrea de vancomicina e ceftazidima foram
seguidas para todos os pacientes. Conforme nosso TSA local, observou-se 100% de
susceptibilidade a vancomicina em todos os microrganismos testados, e todas as
bactérias Gram-positivas foram susceptiveis a vancomicina e todas as bactérias Gram-
negativas a ceftazidima. Em relagdo aos S. epidermidis e S. haemolitycus, notou-se
uma diminuicao da susceptibilidade a ciprofloxacino, moxifloxacino, levofloxacino e

oxacilina.

A resisténcia emergente aos antimicrobianos mais comumente usados ¢ um
grande desafio na Medicina ¥. O uso excessivo em hospitais, em clinicas, na
agricultura, além de fatores genéticos contribui para este aumento de resisténcia
antimicrobiana. Nos Estados Unidos da América e Europa ocorrem mais que 20.000
mortes a cada ano por organismos resistentes aos antimicrobianos. Em 2015, o
Congresso Americano decretou um Ato de Prevencao a Resisténcia Antimicrobiana,
definindo o uso de antibidticos em animais, mas o mesmo nao foi aprovado diante da
oposicdo da industria farmacéutica. Em 2017, o centro de controle e preven¢do de
doenga dos Estados Unidos da América (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) iniciou um programa de gestdo do uso consciente dos antibidticos
(antimicrobial stewardship programme) com melhor selecio de antibidticos e reducao
do uso inapropriado de antibidticos de amplo espectro . Como parte desse programa,
a identificagcdo exata das causas das infec¢des € imprescindivel. Em Oftalmologia, o
uso de antimicrobiano é, em sua maioria, utilizado como profilaxia de infecc¢des
relacionadas a procedimentos intraoculares. As evidéncias para seu uso sdo poucas
com potenciais complicagdes, além das possiveis consequéncias da selecao da flora

bacteriana.

Em 1994 quando o estudo do EVS sobre o espectro microbiano nas

endoftalmites foi realizado, 100% dos isolados Gram-positivos eram susceptiveis a
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vancomicina. No entanto, dados recentes vém apontando para resisténcia a
vancomicina °7). Para o teste de sensibilidade, a maioria dos laboratodrios brasileiros
segue as padronizagdes recomendadas pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, EUA). Entretanto, cada institui¢do seleciona quais antimicrobianos serdo
testados e reportados no TSA baseado em uma decisdo conjunta entre o laboratorio de
microbiologia, o corpo clinico, a farmacia, o comité terapéutico ¢ a Comissdo de
Controle da Infeccdo Hospitalar (CCIH). Estudos como Antibiotic Resistance
Monitoring in Ocular Microorganisms (ARMOR) nos Estados Unidos da América
permitem avaliar as variagdes de susceptibilidade aos antimicrobianos (1>, No periodo
entre 2009 e 2013, 3.237 amostras oculares foram analisadas quanto ao padrdo de
susceptibilidade aos antibioticos das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas mais
prevalentes nas infecgdes oculares, sendo observado que a resisténcia dos
estafilococos a meticilina continua alta e com alta probabilidade de resisténcia
concomitante as fluoquinolonas, aminoglicosideos ou macrolideos (3%, Vola et al.
também observaram a tendéncia crescente da prevaléncia de infeccdo ocular por
Staphylococcus aureus e, especialmente, cepas com resisténcia maior aos antibidticos
(169 Embora no estudo da ARMOR nio tenha sido observadas mudangas no padrdo
de susceptibilidade das bactérias Gram-negativas, estudos em outras partes do mundo

vém alertando para resisténcia a amicacina, ceftazidima e ciprofloxacino (139,

A busca de métodos que permitam o diagndstico etioldgico rapido e preciso
com defini¢do de um tratamento especifico e eficiente complementa os estudos que

demonstram as varia¢des de resisténcia aos antibidticos.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo, a analise direta do humor vitreo, inoculado em frasco de
hemocultura, por espectrometria de massa MALDI-TOF para identificacdo do agente
etiologico, foi aplicada em 87 pacientes com suspeita de endoftalmites bacterianas e

fungicas.

7.1 A positividade na identificacdo do agente etioldgico na cultura convencional foi
60,9%. Nas amostras positivas para bactérias analisadas pela cultura

convencional e pela EM MALDI-TOF, a concordancia foi 81,1%.

7.1.1 A concordancia para bactérias Gram-positivas foi 80,4% e para

bactérias Gram-negativas 100%.

7.1.2 O tempo de identifica¢do (turnaround time, TAT) pela andlise direta
com EM MALDI-TOF reduziu para uma mediana de 15 horas em
relacdo ao TAT pela cultura convencional com mediana de 50,6 horas,

com redu¢ao mediana de 67,6%.

7.1.3 Ainda ha limitagdes do método de identificacdo direta pela EM
MALDI-TOF para o diagnostico nos casos polimicrobianos e para

realizacdo de sensibilidade aos antibioticos.

7.1.4 Nos casos de endoftalmite fingica, EM MALDI-TOF foi concordante

com o resultado da cultura convencional em todos os casos.
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7.2

7.3

A padronizagdo do uso de frasco de hemocultura infantil ¢ o fluxograma de
coleta proposto pelo estudo contribuiram para positividade de 60,9% na detecga@o
do agente etiologico nas endoftalmites infecciosas, comparavel aos melhores

resultados da literatura internacional.

Os agentes mais prevalentes das endoftalmites infecciosas nesta casuistica foram
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus

pneumoniae.

7.3.1 A positividade na identificagdo do agente etiologico foi em mais de
70% para casos de endoftalmite pos-operatoria aguda, apos cirurgia de

catarata, injecdo intravitrea, pds-remocao de sutura e apds trauma.

7.3.2 A positividade foi abaixo de 30% na identificagdo de patdgenos nos
casos de endoftalmite cronica e endoftalmite aguda apds cirurgia de
glaucoma, vitrectomia e endoftalmite endogena. Esta baixa
sensibilidade nestas situagdes clinicas implica necessidade de

otimizagdo dos métodos utilizados.

7.3.3 O prognodstico visual foi melhor nos casos de endoftalmite por
Staphylococcus epidermidis com acuidade visual melhor ou igual a

20/60 e 20/200, em 60% e em 86,7% dos casos, respectivamente.

7.3.4 Para os demais agentes, apenas 11,8% tiveram acuidade visual melhor

ou igual a 20/200.

7.3.5 Em relagdo a sensibilidade, observou-se resisténcia a ciprofloxacino,

moxifloxacino e oxacilina nos casos de endoftalmite por
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Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus. Todas as

amostras foram sensiveis a vancomicina e a ceftazidima.

7.4 Quanto a fatores que podem interferir na positividade dos resultados de
identicagdo do patdgeno no presente estudo, ndo foi observada significancia

estatistica em nenhum deles. A saber:

7.4.1 O uso de antibidtico intravitreo ndo interferiu na positividade na

detec¢do do agente etiologico;

7.4.2 O humor vitreo ndo diluido e diluido mostrou-se semelhante quanto a
positividade na detec¢do do agente etioldgico assim como no tempo de

identificagdo pela andlise direta pela EM MALDI-TOF;

7.4.3 Quanto ao primeiro procedimento, se biopsia vitrea ou vitrectomia, nao

interferiram nos resultados.

Com o presente estudo, a identificagdo do agente etioldgico pela andlise direta
do humor vitreo, inoculado em frasco de hemocultura, por espectrometria de massas
MALDI-TOF mostrou-se uma técnica rapida e viavel para uso na pratica clinica. A
rapida identificacdo do microrganismo possibilitara um melhor manejo no uso de

antibioticos € um melhor prognéstico visual ao paciente.
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9 ANEXOS

9.1 Aprovagéo pelo Comité de Etica Institucional

r = HOSPITAL DAS CLINICAS DA
X FACULDADE DE MEDICINA DA Qwﬂp
bt USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacao dos agentes etiologicos nas endoftalmites: cultura convencional, reacao
em cadeia da polimerase (PCR) e espectrometria de massa

Pesquisador: JOYCE HISAE YAMAMOTO

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 47914315.7.0000.0068

Instituicdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUS P
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.232.631

Apresentacao do Projeto:

Endoftalmites infecciosas apresentam prognostico visual reservado a depender, principalmente, de um
diagnostico etiologico preciso e rapido e da

instituicao de tratamento adequado. O isolamento e identificacao do agente etiologico pela microbiologia
convencional apresentam como principal desvantagem o tempo de alguns dias necessario para um
resultado definitivo. Desta forma, a busca por técnicas que proporcionem diagnostico rapido com alta
sensibilidade e especificidade se faz necessaria.

Objetivo da Pesquisa:

1.Implementar a tecnologia de PCR em tempo real no diagnéstico das endoftalmites bacterianas e fuingicas
incluindo o sequenciamento do patégeno;

2.Implementar a tecnologia de espectrometria de massa no diagndstico das endoftalmites bacterianas e
fungicas;

3.Comparar os resultados obtidos com os diferentes métodos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Nao existem riscos esperados neste estudo. Ndo ha beneffcio direto ou compensacao financeira aos
participantes do estudo.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA QW“P
USP - HCFMUSP

Continuagao do Parecer: 1.232.631

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

TCLE - refeita com as orientacoes - direcionada ao paciente

Consideracdes sobre os Termos de apresenta¢édo obrigatoria:

Adequados

Recomendacgdes:

Conclusodes ou Pendeéncias e Lista de Inadequacgdes:

Projeto pronto para ser desenvolvido sem pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolucao CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicacao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupcao do projeto ou a ndo publicagcdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Projeto Detalhado/ | Protocolo Endoftalmite x PCR x 22/07/2015 Aceito
Brochura Espectometria de massa versao 16 06 11:04:36
Investigador 2015.doc
TCLE/Termosde |TCLE Protocolo Endoftalmite x PCR x 22/07/2015 Aceito
Assentimento / Espectometria de massa versao 16 06 11:04:44
Justificativa de 2015.doc
Auseéncia
Outros Offcio 275 Aprovacdo Conselho 22/07/2015 Aceito

Depto.Oftalmologia. pdf 11:05:35
Outros Cadastro Cappesq Registro 13840.pdf 22/07/2015 Aceito
11:05:58
Outros ANUENCIA LABORATORIO 04/08/2015 Aceito
CENTRAL.pdf 17:56:14
Folha de Rosto FR Protocolo Registro 13840 04/08/2015 Aceito
reformulada.pdf 17:55:46
Qutros Carta_CAPPESQ_Resposta_Parecer_1| 14/09/2015 |JOYCE HISAE Aceito
0_09 2015.pdf 10:44:28 | YAMAMOTO
TCLE / Termos de | TCLE_Protocolo_Endoftalmite10_09_20| 14/09/2015 |JOYCE HISAE Aceito
Assentimento / 15.doc 10:51:18 | YAMAMOTO

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar
Municipio: SAO PAULO
(11)2661-7585

UF: SP
Telefone:

CEP: 05.403-010

Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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USP - HCFMUSP

Continuagao do Parecer: 1.232.631
Justificativa de TCLE_Protocolo_Endoftalmite10_09_20| 14/09/2015 |JOYCE HISAE Aceito
Auséncia 15.doc 10:51:18 | YAMAMOTO
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 14/09/2015 Aceito
do Projeto ROJETO _555127.pdf 10:51:44

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 17 de Setembro de 2015

Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
{Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
CEP: 05.403-010

Bairro: Cerqueira Cesar

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585

Fax:

(11)2661-7585

E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

g 1 —
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ....ooovviiiiiiieiieiis SEXO: MoFo

DATA NASCIMENTO: il
ENDEREGCO
BAIRRO: .....

DATA NASCIMENTO.: ...... 7L
ENDEREGO e v s sviossmonie s s st s s s onrsasniass

BAIRRO: .
CEP?. o conimsmsssmsass TELEFONE: DDD(............

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : "Identificagdo dos agentes causadores
de endoftalmite: cultura, PCR e espectrometria de massa"

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Joyce Hisae Yamamoto Takiuti
CARGO/FUNCAO: Professora Colaboradora FMUSP CRM No 51.804
UNIDADE DO HCFMUSP: Depto. Oftalmologia HCFMUSP

3. AVALIAGCAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : 24 meses

TCLE Protocolo Pardmetros clinicos da superficie ocular e citologia de impresséo conjuntival X pacientes em tratamento sistémico
com medicagdes imunobiolégicas versdo 22 09 14
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1.Justificativa e os objetivos da pesquisa:

O senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa para avaliar os métodos de identificagao
de bactérias causadoras de infeccdo dos olhos. Ha suspeita de que a inflamacéo atual no seu olho seja
causada por uma infeccdo. Assim, os exames que serdo realizados ajudardo a esclarecer se a
inflamacgao no olho é causada por uma bactéria ou ndo. O material coletado do seu olho sera analisado
através de trés métodos, sendo que os novos métodos podem ter resultados mais réapidos e mais
precisos do que os métodos usuais. Com um resultado mais rapido e preciso, pode-se tratar de forma
mais efetiva.

Leia cuidadosamente este termo de consentimento livre e esclarecido e faca todas as perguntas que
quiser antes de decidir se quer participar do estudo. Sua deciséo de consentir em participar deste estudo
& voluntéria e o sr(a) pode sair do estudo a qualquer momento. Se decidir nao participar ou retirar-se do
estudo, o sr(a) ndo perdera os beneficios a que teria direito.

O objetivo desta pesquisa é avaliar o melhor método para identificar os agentes causadores de infecgao
ocular.

2. Procedimentos que serao utilizados e propdsitos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que
serao aplicados:

Se vocé concordar em participar da pesquisa e assinar este termo de consentimento, realizaremos a
analise do material coletado no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo. Estes dados serao utilizados somente para fins cientificos.

Nos pacientes em que o médico suspeita de endoftalmite, ou seja , de infec¢éo ocular, para o tratamento
€ importante identificar se ha um microrganismo causador e identifica-lo. Quando ocorre a suspeita de
infecgao é importante realizar a coleta de material intraocular antes de iniciar tratamento com antibiético.
A coleta do material é realizada pelo mesmo local em que se realizara o tratamento com aplicacéo de
antibiético. O material coletado faz parte da rotina atual. Porém, visando a melhora da identificacao dos
agentes infecciosos, se decidir participar do estudo, avaliaremos o mesmo material coletado por 3
métodos diferentes.

Os exames a serem realizados sao laboratoriais; ja utilizados, em parte, na pratica oftalmolégica; e, nao
vao interferir no tratamento realizado pelo seu médico. O material coletado pelo seu médico
oftalmologista sera analisado do seguinte modo:

1) Cultura em meios de cultura apropriados para crescimento e identificacdo do microrganismos.

2) Reacao de polimerase em cadeia (PCR): trata-se de método de biologia molecular. Parte do material
coletado seré analisada por esse método que identifica a presenga ou ndo de DNA bacteriano. Se o
resultado for positivo, o material sera encaminhado para ser seqlienciado. Por este método
identifica-se toda a sequéncia de DNA do microrganismo e compara-se com um banco de dados
publicos para se identificar com detalhe qual é este microrganismo

3) Espectometria de massa: os casos que apresentarem positivos na parte inicial do item 1, vao ser
analisados por espectrometria de massa (avalia o peso molecular do organismo causador da
infeccéo, compara este resultado com um banco de dados, e identifica-se qual € o microrganismo).

3. Procedimentos rotineiros

Coleta do material ocular sera feito durante tratamento realizado pelo médico que indicou o tratamento
com injecdo de antibidtico devido a suspeita de infeccdo. A coleta ndo interfere na conduta a ser

TCLE Protocolo Pardmetros clinicos da superficie ocular e citologia de impresséo conjuntival X pacientes em tratamento sistémico
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realizada e seréa realizada da mesma forma ,se vocé participar ou nédo do estudo. A mudancga é apenas
na analise do material que incluiremos métodos para avaliar e o local da analise. Caso néo participe do
estudo, a analise ficara sob responsabilidade do local em que esta realizando o tratamento.

4. Ha desconfortos e riscos esperados:

Nao existem riscos esperados neste estudo. Todos os exames a serem realizados ja fazem parte da
pratica oftalmolégica internacional e néo interfere na programacgéao do seu tratamento.

5. Beneficios que poder&o ser obtidos:

Nao ha beneficio direto ou compensacéo financeira aos participantes do estudo. Esse estudo podera
ajudar na deteccdo dos microorganismos causadores de infeccdo ocular. Isso pode ajudar no
entendimento da doenca e no desenvolvimento de futuros tratamentos.

6. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o senhor(a): ndo havera procedimento
alternativo.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

7. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, o sr(a) tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é o Prof Dra Joyce
Hisae Yamamoto Takiuti e a Pesquisadora Executante é a Dra.Tatiana Tanaka que pode ser encontrado
no endereco Av. Dr Eneas de Carvalho Aguiar, 255, 6° andar, Ambulatério de Oftalmologia,
Telefone(s):2661-6287. Se o sr(a) tiver alguma consideragao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comite de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 50 andar —
tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 FAX: 2661-6442 ramal 26 — e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

8. O sr(a) tem garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

9. Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as
informacdes de outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente;

10. O sr(a) tem o direito de ser mantido(a) atualizado(a) sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11. Os dados e o material coletado ser&o utilizados somente para esta pesquisa.

12. O sr(a) ndo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também nao ha compensacgao financeira relacionada & sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo "Avaliagdo dos agentes causadores de endoftalmite: cultura,
PCR e espectrometria de massa"

Eu discuti com a Dra. Tatiana Tanaka sobre a minha deciséo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

TCLE Protocolo Pardmetros clinicos da superficie ocular e citologia de impresséo conjuntival X pacientes em tratamento sistémico
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Assinatura do paciente/representante legal Data __ / /

Assinatura da testemunha Data __ / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data__ / /

TCLE Protocolo Pardmetros clinicos da superficie ocular e citologia de impresséo conjuntival X pacientes em tratamento sistémico
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9.3 Publicacdo: Diagnostic Microbiology and Infection Disease em 2017

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 88 (2017) 222-224

journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio

Contents lists available at ScienceDirect

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

Bactec™ blood culture bottles allied to MALDI-TOF mass spectrometry:
rapid etiologic diagnosis of bacterial endophthalmitis

Tatiana Tanaka **, Luiza Manhezi de Freitas Oliveira ? Bruno Fortaleza de Aquino Ferreira 2, Juliana Mika Kato ?,
Flavia Rossi , Karoline de Lemes Giuntini Correa °, Sergio Luis Gianotti Pimente] 2,
Joyce Hisae Yamamoto ?, Jodo Nébrega Almeida Junior >¢

 Department of Ophthaimology, Hospital das Clinicas, University of Sao Paulo (USF), 255, Dr Enéas de Carvaiho Aguiar Avenue - 6th floor, Sao Paulo, Brazil
® Central Laboratory Division-LIM03, Hospital das Ciinicas, University of Sao Paulo (USP), 255, Dr Enéas de Carvalho Aguiar Avenue - 6th floor, Sao Paulo, Brazil
© Institute of Tropical Medicine-LIMS53, University of Sao Paulo (USP), 255, Dr Enéas de Carvalho Aguiar Avenue - 6th floor, Sao Paulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) has been used
Received 20 December 2016

Received in revised form 22 March 2017
Accepted 19 April 2017
Available online 26 April 2017

Keywords:

Endophthalmitis

MALDI-TOF mass spectrometry
Diagnosis

Blood culture bottle

for direct identification of pathogens from blood-inoculated blood culture bottles (BCBs). We showed that
MALDI-TOF MS is an useful technique for rapid identification of the causative agents of endophthalmitis from
vitreous humor-inoculated BCBs with a simple protocol.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Endophthalmitis is a rare and severe intraocular infection (Ben Artsi
etal, 2016). Rapid etiologic diagnosis and adequate antimicrobial ther-
apy may preclude evisceration or enucleation (Lu et al., 2016).

For etiologic diagnosis of endophthalmitis, direct inoculation of
blood culture bottles (BCBs) with humor vitreous has been a suitable al-
ternative for small amount samples with higher sensitivity, compared to
direct inoculation on solid media (Tan et al., 2011). However, the stan-
dard identification (ID} of pathogens grown in BCBs requires agar medi-
um subculture, which delays the final result (Clark et al, 2013).
Although molecular methods can be used to directly detect pathogen
from positive blood cultures, high cost per assay remains a limiting fac-
tor for large-scale implementation of these technologies in clinical labo-
ratories (Opota et al, 2015). Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) repre-
sents a revolution for rapid and precise pathogen ID in clinical laborato-
ries (Clark et al,, 2013). Moreover, MALDI-TOF MS has been applied for
direct pathogen ID from positive BCBs, substantially reducing turn-
around time (TAT) for microorganism ID with lower costs per assay
(Verroken et al., 2016). There is a lack of studies using MALDI-TOF MS
to analyze inoculated BCBs with infected vitreous humor to hasten the
etiologic diagnosis of bacterial endophthalmitis. Therefore, we describe

* Corresponding author. Tel.: 4+55-11-99607-5335; fax: +55-11-4613-6008.
E-mail address: tatitanaka91@gmail.com (T. Tanaka).

http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2017.04.008
0732-8893/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

MALDI-TOF MS for direct bacterial ID in BCBs inoculated with vitreous
humor, applying a simple in-house protocol.

This prospective study, conducted at Hospital das Clinicas from the
University of Sao Paulo, included patients with clinical suspicion of en-
dophthalmitis from October 2015 to November 2016.

Vitreous samples obtained after vitreous biopsy or vitrectomy were in-
oculated in BCBs (Bactec Pediatric Plus, Becton Dickinson and Co., BD, N,
USA) and incubated in the Bactec FX system™ (BD) at 35 °C for five days.
Positive BCBs were seeded in culture plates according to standard proce-
dures (Jorgensen et al, 2015). Immediately after standard procedure, al-
iquots from positive BCBs were submitted for a three-step in-house
protein extraction protocol (Video 1) for direct ID by MALDI-TOF
MS: a} a 4 ml aliquot was transferred to a serum separation tube
(Vacutainer® STT™, Becton, Dickinson and Co.} and centrifuged
(2.500 rpm, 15 min); b) supernatant was discarded, and pellet was
washed with 1 ml of deionized water and centrifuged (13,000 rpm,
2 min}; ¢} supernatant was discarded again, and 1l of the remaining
pellet was spotted on MALDI-TOF MS target plate and overlaid with
1 wl of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix. Microorganisms
grown on culture plates were also submitted to MALDI-TOF MS analysis
according to the manufacturer’s instructions. Spectra were obtained and
analyzed by the Vitek MS™ system equipped with in vitro diagnostic
(IVD) database v3.2 (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). Final microor-
ganisms’ ID and TAT of both protocols (direct and grown in plates) were
compared. TAT for positive blood cultures processing and reporting was
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considered the sum of the time to positivity necessary for microorganism
growth during BACTEC FX incubation (equal for both methods) and time
from bottle positivity to final species ID. Statistical analysis was carried
out using Mann-Whitney non-parametric test. P < 0.05 was considered
statistically significant.

Forty-one samples of vitreous humor from 31 patients were ana-
lyzed (Table 1). Endophthalmitis cases were mainly associated with
phacoemulsification (n = 11) and trauma (n = 4). The most prevalent
agents were Staphylococcus spp. (41.4%).

Thirty-seven of 41 positive BCBs (90.2%) had correct species ID by di-
rect MALDI-TOF MS analysis. Among 35 samples with Gram-positive
pathogens, 31 (88.5%) had correct species ID by direct MALDI-TOF MS
analysis. All samples with Gram-negative pathogens (n = 6} had cor-
rect species ID by direct MALDI-TOF MS analysis.

Median TAT for pathogen identification by standard culture method
and direct MALDI-TOF MS analysis from BCBs was 43.9 hand 144 h, re-
spectively (Fig. 1} (P<0.001). Median TAT reduction for pathogen iden-
tification by direct MALDI-TOF MS analysis was 31.7 h and 26 h for
samples with Gram-positive and Gram-negative bacteria, respectively
(p=0.3).

MALDI-TOF MS has been recently used for identification of microor-
ganisms directly from positive blood-inoculated BCBs, with some stud-
ies showing identification rates of 80% to 90% when compared to ID after
subcultures on solid medium (Buchan et al,, 2012; Jakovljev and Bergh,

2015; Lagacé-Wiens, 2015). However, blood cells and serum proteins
interfere with MALDI-TOF analysis, making washing steps necessary
to obtain a species-specific spectral profile (Spanu et al,, 2012). Con-
versely, proteins and cellular elements are scarce in the vitreous
humor, which might have contributed to the good performance of our
simple in-house three-step protein extraction protocol for direct patho-
gen ID by MALDI-TOF MS.

Expressive reduction of TAT for pathogen ID by rapid diagnostic
tests, such as MALDI-TOF MS, allied to antimicrobial stewardship have
been shown to reduce the duration of unnecessary antimicrobial thera-
py and to decrease the time to clinical response in bloodstream infec-
tions (Carreno et al., 2016). Some authors described ID TAT reduction
of more than three days for Gram-positive bacteria grown in BCBs
(Buchan et al., 2012). In our study, the mean TAT for the etiologic diag-
nosis of endophthalmitis was almost 30 hours faster by direct MALDI-
TOF MS analysis when compared to ID after subcultures on solid plates.
Although it was not evaluated in our study, patient outcomes may also
be improved in cases of endophthalmitis. Rapid ID of species with in-
trinsic antimicrobial resistance or high virulent pathogens may lead to
a faster prescription of the best-targeted therapy or even to a more ag-
gressive approach, such as pars plana vitrectomy for infections caused
by S. aureus or S. pneumoniae.

Despite rapid ID results by direct MALDI-TOF MS seems to be prom-
ising, subcultures remain necessary when initial analysis fails to provide

Table 1
Pathogen identification and turnaround time for final result of forty-one positive vitreous-inoculated blood culture bottles samples from 31 patients.
Patient Sample No. Sample Type Source of infection Agent TAT® ID® after TATID by direct
subculture (hours) MALDI-TOF
analysis (hours)
1 il Vitreous biopsy Endogenous Staphylococcus aureus 332 10.6
2 2 Vitrectomy Trauma S. aureus 438 4.1
3 3 Vitrectomy Trauma S. aureus 53.1 214
4 4 Vitrectomy Endogenous S. aureus 348 14.7
5 Vitrectomy? S. aureus 349 18.2
5 6 Vitreous biopsy Intravitreal bevacizumab injection S. aureus 519 144
6 7 Vitreous biopsy Endogenous S. aureus 289 8.7
8 Vitrectomy? S. aureus 448 224
9 Vitrectomy®® S. aureus 446 15.1
7 10 Vitreous biopsy Intravitreal triamcinonole injection Staphylococcus epidermidis 58.6 238
8 11 Vitrectomy Extracapsular cataract extraction S. epidermidis 59.1 247
12 Vitrectomy® S. epidermidis 60.9 266
9 13 Vitreous biopsy Suture removal S epidermidis 55.9 258
10 14 Vitreous biopsy Phacoemulsification S, epidermidis 56.5 213
11 15 Vitreous biopsy Phacoemulsification S, epidermidis 52.1 185
12 16 Vitrectomy Phacoemulsification S. epidermidis 63.1 Not identified
13 17, Vitreous biopsy Phacoemulsification S. epidermidis 50.9 19.6
14 18 Vitrectomy Phacoemulsification Staphylococcus haemolyticus 388 12.6
19 Vitrectomy*® S. haemolyticus 585 14.9
15 20 Vitrectomy Intravitreal bevacizumab injection S. haemolyticus 1303 211
16 21 Vitrectomy Phacoemulsification Staphyloccocus lugdunensis 60.5 196
22 Vitrectomy* S. lugdunensis 60.5 20.1
17 23 Vitreous biopsy Phacoemulsification Streptococcus pneumoniae 36.8 44
18 24 Vitreous biopsy Pars plana vitrectomy S. preumoniae 347 8.0
19 25 Vitreous biopsy Suture removal S. preumoniae 35.0 39
20 26 Vitreous biopsy Trabeculectomy S. pneumoniae 26.1 9.3
21 27 Vitrectomy Extracapsular cataract extraction S. preumoniae 347 Not identified
22 28 Vitreous biopsy Trauma © 41.1
28 Vitrectomy® VGS 505 136
30 Vitrectomy®® VGS 411 13.1
23 31 Vitreous biopsy Phacoemulsification VGS 27.7 Not identified
24 32 Vitrectomy Extracapsular cataract extraction Abiotrophia 1875 i
25 33 Vitreous biopsy Phacoemulsification Abiotrophia 76.8 Not identified
26 34 Vitrectomy Phacoemulsification Bacilius sp 36.7 10.0
35 Vitrectomy*® Bacillus sp 36.7 12.1
27 36 Vitrectomy Trabeculectomy Haemophilus influenzae 635 15.6
28 37 Vitrectomy Phacoemulsification Pseudomonas aeruginosa 35.1 13.2
38 Vitrectomy® P. geruginosa 35.1 136
29 38 Vitreous biopsy Suture removal S. marcencens 38.1 126
30 40 Vitreous biopsy Trauma S, marcencens 335 7.0
31 41 Vitreous biopsy Trabeculectomy S, marcencens 372 31

TAT = tumnaround time; ® ID = identification; © VGS = Viridans group streptococci; ? samples collected after intravitreous antibiotic injection; ® diluted samples; vitreous biopsy sam-

ples were undiluted and antibiotic-free.
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Fig. 1. Box-and-Whiskers plot of the turnaround time for pathogen identification
according to methodology. Direct: turnaround time for direct pathogen identification
from vitreous humor-inoculated blood culture bottles by MALDI-TOF mass
spectrometry. Standard: turnaround time for pathogen identification after subculture of
from blood culture bottles.

species ID or when there is a polymicrobial infection, reported in less
than 4% of all cases of endophthalmitis (Jindal et al., 2013). Moreover,
final antimicrobial susceptibility testing can only be achieved with colo-
nies grown on agar plates after subculture.

We concluded that direct ID by MALDI-TOF MS of positive vitreous
humor-inoculated BCBs applying a simple protein extraction protocol
is a new alternative for clinical laboratories to hasten the etiologic diag-
nosis of bacterial endophthalmitis.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.doi.
org/10.1016/j.diagmicrobio.2017.04.008.
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OBJECTIVE: To report our experience using conventional culture methods (CM) and pediatric blood culture bottles
(PBCBs) for vitreous sample culture of acute postoperative endophthalmitis.

METHODS: A retrospective study was conducted at the Department of Ophthalmology, Hospital das Clinicas,
HCFMUSP, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, BR, from January 2010 to December
2015, and it included 54 patients with clinically suspected acute postoperative endophthalmitis. Vitreous samples
were obtained by vitreous tap or vitrectomy. Samples from January 2010 to December 2011 were cultivated in CM,
whereas samples from January 2012 to December 2015 were inoculated in PBCBs. The measured outcome was the
yield of positive cultures.

RESULTS: Twenty cases were included in the CM group, and 34 cases were included in the PBCB group. The yield
of positive cultures in PBCBs (64.7%) was significantly higher than that in conventional CM (35%, p=0.034).
Staphylococcus epidermidis and Streptococcus viridans were the two most commonly found agents.

CONCLUSION: PBCBs can be used successfully in clinically suspected endophthalmitis. The method showed a higher
yield of positive cultures than the conventional method. This technique appears to have several advantages over
the traditional method: it saves time, as only one medium needs to be inoculated; transportation to a laboratory
is easier than in the traditional method, and there is no need to maintain a supply of fresh agar media. The use of
PBCBs may be recommended as the primary method for microbiological diagnosis and is especially suitable for office
settings and remote clinics.

KEYWORDS: Endophthalmitis; Conventional Culture; Blood Culture Bottle; Postoperative Complications.

m INTRODUCTION

presentation of endophthalmitis, but bacterial cultures are negative
in these cases (5). Identification of the pathogen in cases of

Endophthalmitis is a serious intraocular infectious disease
associated with elective surgical procedures (75 to 80%), ocular
trauma (3.3 to 17%) and endogenous infections (5-15%) (1-3).
Suspected cases are initially treated with intravitreal injection of
broad-spectrum antibiotics (vancomycin and ceftazidime) (4).

The use of sample cultures is essential to confirming
endophthalmitis ctiology. Several conditions such as ocular
inflammation from noninfectious uveitis, fungal endophthalmitis,
and ftoxic anterior segment syndrome may mimic clinical

Copyright © 2019 CLINICS - This is an Open Access article distributed under the
terms of the Creative Commons License (http://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/) which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium or format, provided the original work is properly cited.
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endophthalmitis may improve treatment by the early introduction
of targeted antibiotics.

Despite advances in molecular assays for detecting pathogens,
microbial culture is still the current reference method for the
ctiological diagnosis of endophthalmitis. Conventional culture
methods (CM) use solid or broth media including thioglycolate.
However, rates of identification increase when blood culture bottles
(BCBs) are used (3,6-9).

The present study aimed to report our own experience using
pediatric BCBs (PBCBs) and conventional media for vitreous
sample culture in acute postoperative endophthalmitis.

m METHODS

Fifty-four cases of clinically suspected acute postoperative
endophthalmitis, attended at the Department of Ophthalmology,
Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP, BR, between January
2010 and December 2015, were retrospectively included. This
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study was approved by the Institutional Ethics Committee
(CAAE: 36514614.4.0000.0068).

Undiluted vitreous samples (200 to 500 mL) were collected
by pars plana vitrectomy or vitreous tap atter local antisepsis,
under local anesthesia and before intravitreal administration
of antibiotics.

From January 2010 to December 2011, samples were cultivated
in CM (thioglycolate) for 5 days at 35°C. From January 2012 to
December 2015, samples were inoculated in PBCBs (BACTEC
Plus Aerobic/F, BD Diagnostics, USA) and incubated in automated
machines for up to 5 days. Positive samples from CM or PBCBs
were later inoculated in sheep blood and chocolate agar and
incubated for 48 hours under a 5% CO, atmosphere. Identification
of causative agents and antibiotic sensitivity tests were performed
by VITEK 2 (BioMeérieux, France).

The yields of positive cultures with CM and with PBCBs were
compared by using McNemar’s test, and the results were considered
statistically significant if the p-value was less than 5% (p<0.05).

m RESULTS

Vitreous samples from 54 patients with endophthalmitis were
analyzed. They were associated with phacoemulsification (n=21;
38.9%), trabeculectomy (n=11; 20.4%), extracapsular cataract
extraction (n=6; 11.1%), phacoemulsification combined with
trabeculectomy (n=>5; 9.3%), pars plana vitrectomy (n=4; 7.4%),
intravitreal bevacizumab injection (n=4; 7.4%), congenital cataract
surgery (n=2; 3.7%) and phacoemulsification combined with pars
plana vitrectomy (n=1; 1.8%).

Thirty-five percent (7 out of 20 cases) of CM and 64.7%
(22 out of 34 cases) of PBCB cultures were positive (p=0.034)
(Table 1). Isolated agents from the 29 positive cultures were
Staphylococcus epidermidis (n=7, 24.2%), Streptococcus viridans
(n=6; 20.9%), Staphylococcus aureus (n=3; 10.4%), Haemophilus
influenzae (n=3; 10.4%), coagulase-negative Staphylococcus (n=2;
6.9%), Streptococcus pneumoniae (n=1; 3.4%), Enterococcus
Jaecalis (n=1; 3.4%), Pseudomonas aeruginosa (n=1; 3.4%),
Klebsiella oxytoca (n=1; 3.4%), Serratia marcescens (n=1; 3.4%),
Staphylococcus lugdunensis (n=1; 3.4%), unspecific gram-positive

Pediatric blood culture bottles for acute endophthalmitis
Tanaka T et al.

bacilli (n=1; 3.4%) and Enterobacter cloacae (n=1; 3.44). Seventy-
six percent of the isolates were gram-positive bacteria, mainly
Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. (n=20; 68.9%). Agents
isolated from conventional media or in PBCBs according to the
associated procedure are described in Table 2.

m DISCUSSION

Endophthalmitis is a rare and devastating complication of ocular
surgeries. Rapid identification of the pathogen with adequate treatment
may impact visual prognosis. Conventional culture uses solid or broth
media; however, PBCBs confer several advantages. Therefore, we
demonstrate our experience with using PBCBs for endophthalmitis.

Conventional methods include the use of blood agar, chocolate
agar, Sabouraud agar and thioglycolate broth. They require
immediate incubation (not available at all ophthalmologic centers),
and endophthalmitis positivity varies widely in the literature,
ranging from 24 to 72% (3,6-8,10-17). These low sensitivities
can be explained by various factors such as the small volume of
specimens, the use of antibiotics before the collection of clinical
material and the presence of fastidious microorganisms causing
endophthalmitis (18).

Onthe other hand, BCBs confer the possibility of storage atroom
temperature, microorganism growth with small volume samples,
case of inoculation and low risk of contamination during transport.
The use of BCBs is a good alternative in cases of endophthalmitis
in arcas with limited access to a microbiology laboratory. BCBs
also allows the growth of fastidious pathogens (which grow better
in atmospheres with high CO, tension) and contain resin that can
adsorb antibiotics if the patient has already received them (19).
PBCBs have already been accepted as a diagnostic tool for small
samples such as blood in pediatric practice, synovial fluid, pleural
fluid and peritoneal fluid (19). Kratz et al. have also used PBCBs
to test for infectious keratitis and had promising results. Indeed,
in some endophthalmitis studies, PBCBs were used (3). Studies
using undiluted vitreous samples and BCBs showed average
positivity varying from 61% to 100% (3,6-9,19-22). In contrast,
Rachitskaya etal. (21) had lower positivity (31.7%) than these values
when they used BCBs, likely due to the use of diluted vitreous.

Table 1 - Isolated agents from vitreous samples from patients with acute postoperative endophthalmitis using the conventional method

(CM) and pediatric blood culture bottles (PBCBs).

Isolated agents CM (n=7) PBCB (n=22) Total

Staphylococcus epidermidis 2 5 7 (24.2%)
Streptococcus viridans 1 5 6 (20.9%)
Staphylococcus aureus - 3 3 (10.4%)
Haemophilus influenzae - 3 3(10.4%)
Coagulase-negative Staphylococcus 2 = 2(6.9%)
Staphylococcus lugdunensis - 1 1(3.4%)
Streptococcus pneumoniae = 1 1(3.4%)
Enterococcus faecalis - 1 1(3.4%)
Enterobacter cloacae 1 - 1(3.4%)
Pseudomonas aeruginosa 1 - 1(3.4%)
Klebsiella oxytoca - 1 1(3.4%)
Serratia marcescens - 1 1(3.4%)
Unspecific gram-positive badilli - 1 1(3.4%)
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Chiquet et al. compared diluted with undiluted vitreous samples
using conventional culture methods and suggested that diluted
samples were as effective as undiluted samples for microbiological
diagnosis of endophthalmitis, however, they also commented that
the small number of positive cultures could preclude improving the
understanding of the impact of dilution on culture sensitivity (23).

CLINICS 2019;74:e837

Comparative studies of CM and BCB positivities were carried
out in six studies (3,6-9,22); five of them demonstrated a higher
positivity with BCBs than with conventional methods (Figure 1).
Yospaiboon et al. had a cohort of 27 patients and reported low
growth rates overall, 51.9% positivity in BCBs and 25.9% in
the traditional method; as discussed by the authors, these results

Table 2 - Isolated agents according to procedure and use of conventional media or pediatric blood culture bottles (PBCBs).

Conventional media, n PBCB, n
Procedure (poimye casestiy) Isolated agent (n) (eachitr s, 02, Isolated agent (n)
e L , Staphylococcus , Staphylococcus
9 9
Phacoemulsification 9(4,44.4%) epidermidis (1) 128, 66.7%) epidermidis (3)
Coagulase-negative
Staphylococeus (1) Staphylococcus aureus (1)
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus
(1) lugdunensis (1)
Enterobacter cloacae (1) Streptococcus viridans (2)
Unspecific gram-positive
bacilli (1)
Extracapsular cataract 0 Staphylococcus - Staphylococcus aureus (1)
extraction 2(1,50.0%) epidermidis (1) 46,75.0%) Haemophilus influenzae (1)
Klebsiella oxytoca (1)
; 5 Coagulase-negative
9
Pars plana vitrectomy 4(1,25.0%) Staphylococeus (1) 0 (0)
Staphylococcus
9,
Trabeculectomy 3 (0, 0%) 8(7,87.5%) epidermidis (1)
Streptococcus viridans (3)
Streptococcus
pneumoniae (1)
Enterococcus faecalis (1)
Serratia marcescens (1)
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Figure 1 - Positivity (%) of vitreous sample cultures of patients with endophthalmitis using the conventional method (gray) and pediatric
blood culture bottles (black) in the medical literature and including the present study.
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are likely due to the limited volume of samples (0.1-0.2 mL)
and previous use of antibiotic therapy (6). Similar to the present
study, Kim et al. used PBCBs and CM at different times, reporting
positivity of 60.7% and 33.3%, respectively, across 50 samples (8).
Thariya et al. presented the largest cohort, with 342 patients, which
showed 90.1% positivity in BCBs and 65.6% in CM (9). Only
Tan et al. showed a different trend, i.e., a higher positivity with
CM culture than with BCBs, although the difference was not
statistically significant (7).

In our institution, PBCBs had been used since 2012 for
all intraocular samples from patients with endophthalmitis.
The present study compared the positivity obtained with the
conventional method (previous 2012) and with PBCBs and
demonstrated a higher positivity with PBCBs (35% versus 64.7%;
p=0.034). These results are in agreement with previous studies and
reinforce the advantages of using PBCBs as an alternative to CM
for the etiologic diagnosis of acute postoperative endophthalmitis
(3.6,9.10). Figure 1 summarizes the main studies using CM and
BCB/PBCBs, including the present study.

The low number of samples for each method and the different
periods of inclusion are the main limitations of the present study.
Additionally, although the use of PBCBs has several advantages
over conventional culture, in cases where anacrobic pathogens are
suspected, anaerobic BCBs or broth medium (e.g., thioglycolate
broth) should be used (21). Nevertheless, these are the first case
series of the advantages of PBCBs produced in Brazil and adding
to the international literature. The use of PBCBs should be
recommended for microbiological diagnosis of endophthalmitis
and is especially suitable for office settings and remote clinics.

m CONCLUSION

PBCBs confer a higher positivity than CM in cultures of
vitreous samples of clinically suspected infectious endophthalmitis.
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