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Resumo

Campos AF. Impacto de um programa de intervencdo para uso racional de
antimicrobianos associado ao diagnéstico rapido em infec¢cdes de corrente sanguinea
por bacilos gram-negativos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2022.

Resumo. A combinacédo de estratégias para testes de diagnostico rapido (TDR) com
intervencdo em tempo real para uso racional de antimicrobianos (ATM) pode melhorar
os desfechos em pacientes com infeccbes de corrente sanguinea (ICS) por bacilos
gram-negativos (BGN) em unidades de terapia intensiva (UTIs). O objetivo do estudo
foi avaliar o impacto da intervencdo de TDR e comunicagcdo rapida em desfechos
clinicos e de consumo e custos de antimicrobianos em pacientes com ICS por BGN
internados em UTlIs. Trata-se de um estudo quase experimental do tipo pré e poés-
intervencédo realizado nas UTIs do Instituto Central do Hospital das Clinicas (ICHC)
durante o periodo de Marco de 2018 a Maio de 2019, periodo pré intervencéo, e de
Setembro 2020 a Outubro 2021, periodo intervencao, sendo incluidos pacientes com
ICS por BGN em UTIs. No periodo pré intervencdo foram coletados dados de
resultados de testes microbiologicos laboratoriais realizados por metodologia
convencional e prescricdo do antimicrobiano de forma passiva em prontuario médico
eletrbnico, sem nenhuma intervencéo. No periodo de intervencéo a técnica de Matrix
Assisted Laser Desorption lonization —Time of Flight (MALDI-TOF) utilizada para
identificacdo das bactérias passou a ser feita diretamente do frasco da hemocultura
positiva, houve comunicacao direta do pesquisador com os médicos prescritores para
avisar dos resultados microbiolégicos (Gram, identificacdo da espécie e teste de
sensibilidade aos antimicrobianos) em tempo real e houve também pesquisa de genes
de resisténcia. A deteccdo dos genes de resisténcia foi realizada pela técnica de PCR
multiplex através do XGEN MULTI SEPSE FLOW CHIP (Mobius) utilizando o kit para
bactérias gram-negativas em associacdo ao equipamento HybriSpot (HS12 AUTO)
diretamente do frasco de hemocultura positivada. Os periodos foram comparados com
relacdo aos desfechos clinicos de mortalidade em 30 dias, tempo de internacao
hospitalar e na UTI e com relacdo ao consumo de ATM utilizando-se dias de terapia
(DOT) e custos em reais por analise uni e multivariada. Foram incluidos 216 episodios
de bacteremia por BGN, sendo 114 no periodo pré intervencdo e 102 no periodo
intervencdo. A mediana de idade dos pacientes nos periodos pré intervencdo e
intervencao foi de 56 anos (41-62) e 59 anos (47-69), p=0,057, respectivamente sendo
0 sexo masculino mais prevalente em ambos os periodos. No periodo intervencao, os
pacientes eram mais graves (SAPS3= 64, 1IQ 50-76) e tivemos a prevaléncia de
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 (44%). A origem da maioria dos isolados no
periodo pré intervencdo foram provenientes de ICS primérias (50,8%), seguidas de
abdominal (14,9%) e do trato respiratério (11,4%). No periodo de intervencéo a origem
das ICS foi priméria (47,1%), seguida de infec¢bes do trato respiratério (27,5%) e
urinarias (8,8%). A Klebsiella pneumoniae foi a bactéria mais prevalente para ambos
0s periodos (43% vs. 32,4%, p=0,043) e a distribuicdo dos patdégenos foi semelhante
nos dois periodos, exceto pela prevaléncia significativa maior de Pseudomonas
aeruginosa no periodo intervencdo (6,1% vs. 21,6%; p=0,002). A taxa de
Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos em ambos o0s periodos foi
semelhante, 24,6% vs. 15,7%, p=0,14, respectivamente. No periodo intervencéo,
blactx-v foi 0 gene de resisténcia mais comumente detectado (68,6%), seguido por
blaoxa (41,2%) e blaxec (27,4%). O estudo ndo demonstrou impacto na mortalidade em



30 dias entre o periodo pré intervencdo e intervencdo, (25% vs 35%; p=0,115),
respectivamente. O tempo de permanéncia no hospital e tempo de permanéncia na
UTI foi significativamente menor no periodo de intervencao [(44 dias vs. 39 dias; p=
0,005) e (17 dias vs. 13 dias; p= 0,033)], respectivamente. Na analise multivariada
para fatores de risco relacionados a mortalidade em 30 dias, somente a infec¢do pelo
SARS Cov-2 demonstrou ser variavel independente para esse risco (OR= 1,54, IC95%
1,02-2,29; p=0,036). O tempo meédio de duracdo da terapia antimicrobiana foi
significativamente diferente no periodo pré e intervencéo (9,13 vs. 7,8 dias; p=0,013),
respectivamente. O tempo para os resultados dos testes microbiologicos (TAT)
diretamente do frasco de hemocultura, Gram, MALDI-TOF e teste de sensibilidade,
tiveram reducdo significativa entre os periodos pré e intervencdo [(2h43min vs.
1h32min; p< 0,001), (26h31min vs. 9h31min; p<0,001) e 54h14min vs. 48h28min,
p=0,005), respectivamente]. O consumo geral de antimicrobianos foi de 1.381
DOT/1.000 dias-presentes no periodo pré intervencdo comparado a 1.262 DOT/1.000
dias-presentes no periodo de intervencao (p=0,032). Essa reducdo do consumo geral
foi atribuida ao menor uso de antimicrobianos no tratamento de bactérias gram-
positivas e ao menor uso da antimicrobianos da classe dos carbapenémicos [(475
DOT/1.000 dias-presente vs. 270 DOT/1.000 dias-presente; p=0,004) e (836
DOT/1.000 dias-presente vs. 543 DOT/1.000 dias-presente); p=0,04)],
respectivamente. Conclui-se que a intervencdo do estudo ndo demostrou impacto na
mortalidade em 30 dias, muito provavelmente pela presenca da infecgéo pelo SARS
CoV-2 no periodo intervencdo e consequentemente, maior gravidade dos pacientes, o
gue pode ter contribuido para ndo reducdo da mortalidade. Contudo, houve impacto
no tempo de internacdo hospitalar e na UTI, bem como no consumo e custos de
antimicrobianos. Houve também diferengcas no TAT com a incorporagdo do MALDI-
TOF realizado diretamente do frasco da hemocultura positiva que deve ser
incorporado de maneira rotineira pelos laboratérios que utilizam esta técnica. Todas as
ferramentas de uso racional de antimicrobiano baseadas em testes de diagndéstico
microbiolégico rapido e sua comunicacao em tempo real aos médicos prescritores, por
agregar valor e informacdes para uma tomada de decisdo segura, sdo estratégias que
resultam em beneficios diretos e indiretos relacionados tanto ao uso racional de
antimicrobianos e potencial de menor inducéo de resisténcia bacteriana como também
ao Onus econdmico desta classe de medicamentos.

Descritores: Gestdo de antimicrobianos; Testes imediatos; Infeccdo de corrente
sanguinea; Bactérias gram-negativas; Unidades de terapia intensiva; Mortalidade;
Tempo de internacdo; Terapéutica; Consumo de antimicrobianos; Resisténcia
bacteriana.



Abstract

Campos AF. Impact of an antimicrobial stewardship program intervention associated
with the rapid identification of microorganisms in patients with gram-negative
bacteremia [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina; Universidade de S&o Paulo”;
2022.

The combination of rapid diagnostic testing (RDT) strategies with real-time intervention
for rational use of antimicrobials (ATM) can improve outcomes in patients with
bloodstream infections (BSIs) caused by gram-negative bacteria (GNB) in intensive
care units (ICUs). The aim of the study was to assess the impact of RDT intervention
and rapid communication on clinical and antimicrobial consumption and cost outcomes
in patients with BSIs from GNB admitted to ICUs. This is a quasi-experimental study of
the pre- and post-intervention type carried out in the ICUs of the Instituto Central do
Hospital das Clinicas (ICHC) during the period from March 2018 to May 2019, pre-
intervention period, and from September 2020 to October 2021, intervention period,
including patients with ICS due to BGN in ICUs. In the pre-intervention period, data
were collected from the results of laboratory microbiological tests performed by
conventional methodology and passively prescribed antimicrobials in electronic
medical records, without any intervention. During the intervention period, the Matrix
Assisted Laser Desorption lonization —Time of Flight (MALDI-TOF) was performed
directly from the positive blood culture bottle with direct and real time communication
between the researcher and the prescribing physicians to notify the microbiological
results (Gram, species identification and antimicrobial sensitivity test). The detection of
resistance genes was performed by the multiplex PCR technique through the XGEN
MULTI SEPSE FLOW CHIP (Mobius) using the kit for GNB in association with the
HybriSpot equipment (HS12 AUTO) directly from the positive blood culture bottle. The
periods were compared with respect to clinical outcomes of 30-day mortality, length of
hospital and ICU stay and with respect to ATM consumption using days of therapy
(DOT) and costs in reais by univariate and multivariate analysis. A total of 216
episodes of BGN bacteremia were included, 114 in the pre-intervention period and 102
in the intervention period. The median age of patients in the pre-intervention and
intervention periods was 56 years (41-62) and 59 years (47-69), p=0.057, respectively,
with males being more prevalent in both periods. In the intervention period, patients
were more severe (SAPS3= 64, IQR 50-76) and we had a prevalence of patients
infected with SARS-CoV-2 (44%). The source of most isolates in the pre-intervention
period came from primary BSI (50.8%), followed by abdominal (14.9%) and respiratory
tract (11.4%). During the intervention period, it was from primary (47.1%), followed by
respiratory (27.5%) and urinary tract (8.8%) infections. Klebsiella pneumoniae was the
most prevalent bacteria for both periods (43% vs. 32.4%, p=0.043) and the distribution
of pathogens was similar in both periods, except for the significantly higher prevalence
of Pseudomonas aeruginosa in the intervention period (6.1% vs. 21.6%; p=0.002). The
rate of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae in both periods was similar, 24.6%
vs. 15.7%, p=0.14, respectively. In the intervention period, blactx-m was the most
detected resistance gene (68.6%), followed by blaoxa (41.2%) and blakrc (27.4%). The



study showed no impact on 30-day mortality between the pre-intervention and
intervention periods (25% vs. 35%; p=0.115), respectively. Length of hospital stay, and
length of ICU stay were significantly shorter in the intervention period [(44 days vs. 39
days; p=0.005) and (17 days vs. 13 days; p=0.033)], respectively. In the multivariate
analysis for risk factors related to 30-day mortality, only SARS Cov-2 infection proved
to be an independent variable for this risk (OR= 1.54, 95%CI 1.02-2.29; p=0.036). The
mean duration of antimicrobial therapy was significantly different in the pre- and
intervention period (9.13 vs. 7.8 days; p=0.013), respectively. The time for the results
of microbiological tests (TAT) directly from the blood culture bottle related to Gram,
MALDI-TOF and antimicrobial sensitivity test, had a significant reduction between the
pre and intervention periods [(2h43min vs. 1h32min; p< 0.001), (26h31min vs.
9h31min; p<0.001) and (54h14min vs. 48h28min, p=0.005), respectively]. Overall
antimicrobial consumption was 1,381 DOT/1,000 present days in the pre-intervention
period compared to 1,262 DOT/1,000 present days in the intervention period
(p=0.032). This reduction in overall consumption was attributed to the lower use of
antimicrobials in the treatment of gram-positive bacteria and the lower use of
carbapenem-class antimicrobials [(475 DOT/1,000 present days vs. 270 DOT/1,000
present days; p= 0.004) and (836 DOT/1,000 present days vs. 543 DOT/1,000 present
days); p=0.04)], respectively. It is concluded that the intervention proposed in this study
showed no impact on 30-day mortality, most likely due to the presence of SARS CoV-2
infection in the intervention period and, consequently, greater severity of patients,
which may have contributed to the non-reduction of mortality. However, there was an
impact on hospital and ICU length of stay, as well as on antimicrobial consumption and
costs. There were also differences in TAT with the incorporation of MALDI-TOF
performed directly from the positive blood culture bottle, which must be routinely
incorporated by laboratories that use this technique. All antimicrobial rational use tools
based on RDTs and their communication in real time to prescribing physicians, by
adding value and information for safe decision making, are strategies that result in
direct and indirect benefits related to both the use rational use of antimicrobials and the
potential for lower induction of bacterial resistance as well as the economic burden of
this class of drugs.

Descriptors: Antimicrobial stewardship; Point-of-care testing; Bloodstream infection;
Gram-negative bacteria; Intensive care units; Mortality; Length of stay; Therapeutics;
Antimicrobial consumption; Drug resistance.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes de corrente sanguinea (ICS) por bactérias gram-negativas
e Candida spp. estdo associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade em
pacientes internados, apesar dos avangcos na terapia antimicrobiana e de

cuidados em terapia intensiva *.

Desde 1998, estudos vém demonstrando altas taxas de mortalidade
associada a terapias antimicrobianas inapropriadas. Em um estudo realizado
por Leibovici et al. demonstrou-se taxas de mortalidade em pacientes com
infeccbes graves da corrente sanguinea tratados com terapia antimicrobiana
nao apropriada e apropriada de 34% e 20%, respectivamente, com diferenca

estatistica significante 2.

Segundo o CDC (Centers for Diseases Control and Prevention), em
2013, aproximadamente 1/3 dos pacientes hospitalizados e mais de 2/3 dos
pacientes em unidades de terapia intensiva receberam tratamento
antimicrobiano em algum momento da internacdo. Metade dos regimes de
antimicrobianos prescritos nessas unidades ndo foram necessarios ou estavam

inapropriadamente prescritos > 4.

Atualmente, guias internacionais e nacionais de tratamento empirico de
ICS adquiridas em ambiente hospitalar recomendam terapia combinada de
antimicrobianos de amplo espectro para o tratamento inicial de pacientes sob
risco de adquirir infeccbes graves. Diversos estudos demonstraram a
criticidade de administragcdo oportuna de antimicrobrianos em pacientes com
choque séptico, resultando em uma reducdo de 7,6% na sobrevida dos
pacientes a cada hora de atraso do inicio da terapia > 6. Neste cenério, a
otimizacdo da terapia antimicrobiana configura um grande desafio,
particularmente em pacientes em que a administracdo antimicrobiana dentro
das primeiras horas de reconhecimento de sepse € fundamental, e, um
dignostico precoce da ICS, € essencial para a insituticAo de uma terapia

adequada.
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Se por um lado, a escolha precoce desses antimicrobianos de amplo
espectro pode melhorar a sobrevida de pacientes criticos, por outro, 0 uso
dessas drogas pode, potencialmente, exercer pressao seletiva e contribuir para
surgimento indesejado de agentes infecciosos resistentes ‘. O uso
indiscriminado dos antimicrobianos tem sido fortemente correlacionado ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana. Dessa forma, cada vez mais a
deciséo da prescricdo empirica de antimicrobianos requer um balanco entre as
consequéncias do uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro
(custo, efeitos colaterais e impacto na emergéncia de resisténcia), e a
possibilidade de cobertura in vitro do provavel patégeno causador da infecgéo,

avaliada através de resultados de testes de sensibilidade antimicrobiana 2.

Ademais, as taxas de resisténcia aos antimicrobianos entre patégenos
causadores de ICS hospitalares estdo aumentando, principalmente entre
bactérias Gram-negativas como a Pseudomonas aeruginosa, o Acinetobacter
baumannii e a Klebsiella pneumoniae 8 O aumento destas infeccdes em
pacientes criticos, também é um problema cada vez mais frequente nessas
unidades, e, esse aumento, pode estar associado ao uso prolongado de

antimicrobianos de amplo espectro.

No Brasil, dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
de 2015 revelaram que, entre as bactérias gram-negativas isoladas nas
hemoculturas de pacientes adultos em unidade de terapia intensiva, houve
altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos, com porcentagens crescentes
ano a ano. Nesse ano, a taxa de resisténcia aos carbapenémicos foi relatada
em 77,4% para Acinetobacter spp., em 39,1% para Pseudomonas aeruginosa

e em 43,3% para K. pneumoniae °.

No Estado de S&o Paulo, os dados de 2019 do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica do Estado (CVE-SP) demonstraram uma incidéncia de 49% de
bactérias gram-negativas, 39% de bactérias gram-positivas e 12% de Candidas
spp para as ICS em unidades de terapia intensiva adultas. O mais preocupante
€ que 86% dos isolados de Acinetobacter baumannii e 49,4% das Klebsiella

pneumoniae apresentaram fenétipo de resisténcia a carbapenémicos?®.
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No Instituto Central do HC-FMUSP a introducao de cepas produtoras de
enzimas da classe das carbapenemases é um problema que vem aumentando
consideravelmente nas unidades de terapia intensiva. Em 2019, a taxa de
resisténcia fenotipica aos carbapenémicos entre Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa isolados em ICS nas
unidades de terapia intensiva em adultos do ICHC foi de 83%, 41% e 27%,

respectivamente (dados néo publicados).

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude publicou uma lista de
agentes bacterianos prioritarios resistentes a mudultiplos antimicrobianos e
chamou atencéo da importancia de os hospitais no mundo todo implementarem
e fortalecerem programas que busquem promover o0 uso adequado dos
antimicrobianos na pratica clinica, principalmente, em locais onde ha altas
taxas de incidéncia micro-organismos resistentes. Tais programas Ss&o
conhecidos mundialmente como “antimicrobial stewardship” e tém como foco
oferecer uma terapia antimicrobiana adequada ao paciente, sem, contudo,
expo-lo ao subtratamento !!. A Sociedade Americana de Doengas Infecciosas
(IDSA) define amplamente esses programas de uso racional de
antimicrobianos (antimicrobial stewardship program, ASP) como o conjunto de

medidas sistematicas relacionadas a escolha desses medicamentos com

objetivo de alcancar bons resultados na assisténcia médica dos pacientes 1.

Os programas de uso racional de antimicrobianos sdo geralmente
complexos, e seus componentes e intervengdes algumas vezes compartilham

com outros programas de melhorias de qualidade em satde 2.

1.1. O programa de uso racional de antimicrobiano

Entende-se como programa de uso de antimicrobianos o conjunto de
acOes destinadas a orientar a prescri¢cao, a dispensacao e a administracao dos
antimicrobianos, contemplando adocdo de protocolos de prevencao,

diagnostico e tratamento das infeccdes, medidas intervencionistas, educacéo



Introducao 5

dos profissionais de saude e pacientes e processos de assessoria e de

monitoramento do uso de antimicrobianos 13.

Em 2016, as Sociedades Americanas de Doencas Infecciosas (IDSA) e
de Epidemiologia Hospitalar (SHEA) em ultima revisdo do guia implementacdo
do programa de uso apropriado de antimicrobianos, recomendaram a auditoria
prospectiva com intervengdo e feedback nas unidades assistenciais por
meédicos infectologistas controladores do uso desses medicamentos como uma
das estratégias mais importantes para reduzir o uso inapropriado de

antimicrobianos em hospitais **.

Os principais objetivos desses programas de acompanhamento e
monitorizagdo do uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar baseiam-se
na tentativa de limitar algumas consequéncias indesejadas com 0 Seu usoO
indiscriminado, tais como: emergéncia de resisténcia microbiana, eventos
adversos relacionados ao uso incorreto de doses desses farmacos, selecédo de
micro-organismos patogénicos (por exemplo, infeccdo por Clostridioides

difficile) e aumento de custos médicos hospitalares 416,

Inicialmente esses programas de gestdo de antimicrobianos surgiram da
necessidade de reduzir gastos com antimicrobianos e depois foram ganhando
mais objetivos, estratégias diferentes e desfechos que sao desejaveis, tanto do
ponto de vista clinico e econémico, quanto do impacto no perfil de resisténcia
dos micro-organismos. E fato que o surgimento da resisténcia antimicrobiana
coincide com o aumento do consumo de antimicrobianos 4, e, neste sentido,
uma das abordagens para combater este problema € o desenvolvimento de

programas de gerenciamento de uso dos antimicrobianos.

Idealmente, o programa deve ter a participagcdo de equipe
multidisciplinar com no minimo trés representantes: um médico infectologista,
um farmacéutico clinico com treinamento em doencgas infecciosas, e um

funcionario do laboratério de microbiologia clinica 14 17 18,

Sob o ponto de vista da funcionalidade, as instituicdes hospitalares sao

livres para adequar 0 programa as suas maiores necessidades e assim
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focarem suas atividades em alguns dos seus objetivos. I1sso significa que, se o
maior problema de um hospital esta relacionado ao custo excessivo e uso
inapropriado desses medicamentos, acdes desenvolvidas para restringir e
orientar o uso mais adequado seréo prioritarias /. Entretanto, o uso apropriado
com a restricAo do espectro de acdo de um medicamento orientado pelo
médico do programa, ndo necessariamente, podera repercutir em reducao de

custos.

Cosgrove et al. '* publicaram em 2014 um guia descrevendo
detalhadamente varios conhecimentos e habilidades que os membros lideres
do programa deveriam apresentar sendo todos focados em intervencfes para
melhorar e medir o uso apropriado de antimicrobianos. Neste cenario de
atuacao coordenada dos membros da equipe multidisciplinar que compde o
grupo de gerenciamento dos antimicrobianos, chama atencdo o papel do
farmacéutico clinico por contribuir para implementacdo dos indicadores dos
processos de adesdo das auditorias de uso dos antimicrobianos instituidos
pelo programa, e do microbiologista clinico que, através da liberagdo dos
resultados laboratoriais, fornecem informacdes especificas que contribuem
para a tomada de decisdo propostas na visitas de auditoria e ajuste da terapia

antimicrobiana sugerida pelo grupo ao longo do tratamento.

De fato, como estratégia de desencorajar o uso desnecessario ou
incorreto dos antimicrobianos, os programas podem criar formularios de
restricdo fisicos ou eletrbnicos e auditorias prospectivas com feedback para

orientar e assegurar o adequado uso desses medicamentos 7 17:19. 20,

Os formularios de restricdo devem conter informacdes relevantes que
justifiquem a solicitacdo do meédico prescritor, e, a partir dai, inicia-se o
processo de avaliacdo e auditoria pelos médicos controladores do uso desses

medicamentos.

As auditorias do tipo pré prescricdo baseiam-se na estratégia de
melhoria no uso do antimicrobiano por inserir a necessidade de uma

autorizacdo para o uso de certos antimicrobianos antes da prescricdo medica.
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Portanto, por fazer um controle mais restrito do uso de alguns antimicrobianos
esta auditoria pode induzir um controle mais direto sobre o uso destes

antimicrobianos com reducéo imediata do uso e custos associados .

O gque se institui com essa auditoria de pré prescricdo € um imediato
desestimulo ao médico prescritor do uso de medicamentos desnecessarios na
terapia inicial pelo fato de introduzir uma barreira e estabelecer a necessidade
de justificar, por meio da pré autorizacdo, o tratamento empirico ao médico do
programa de uso racional de antimicrobianos. Apesar de eficaz, este tipo de
auditoria pode levar a uma perda de autonomia do prescritor devido a
necessidade da pré autorizacdo e provocar, em contra partida, o aumento do

uso de outros antimicrobianos alternativos para o tratamento 22,

Na auditoria de pOs prescricAo ou prospectivas, preferivelmente, a
primeira avaliacdo do antimicrobiano pelo médico especialista do programa de
uso apropriado de antimicrobianos deveria iniciar-se em até 24 horas apés a
prescricdo. Entretanto, na maioria dos centros médicos que ndo dispbem de
testes rapidos de deteccdo microbiolégica, nesta primeira avaliacdo néao
estardo prontos os resultados de cultura e/ou de teste de sensibilidade
especifico do micro-organismo 7. Desta forma, uma segunda avaliacdo do
médico do programa deverd ser feita quando esses resultados estiverem
prontos. O objetivo dessa segunda avaliacdo seria o de otimizar a terapia
antimicrobiana direcionada ao tratamento especifico do(s) agente(s) isolado(s)
baseando-se no resultado do teste de sensibilidade antimicrobiana. E nesse
momento que o0 médico do programa podera reduzir o nimero ou o espectro de
acao do antimicrobiano (descalonamento) caso nao haja isolamento de micro-
organismos resistentes, ou optar por drogas com menor custo ou menor efeito
adverso ao paciente, ou até mesmo substituir por uma terapia oral apés
isolamento do agente sensivel inicialmente em tratamento por via parenteral,
se as condicdes clinicas do paciente permitirem 7. Todas essas decisdes de
otimizacdo da terapia antimicrobiana pelos médicos do programa requerem
reavaliagdo detalhada e judiciosa do histérico de tratamentos anteriores
realizados, assim como experiéncia e conhecimento tedrico sobre os micro-

organismos isolados e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. Quanto
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maior a porcentagem de descalonamentos apropriados maior sera o impacto e
sucesso das acbOes do realizadas pelo programa de uso racional de

antimicrobiano %2.

Uma consideracdo importante da auditoria prospectiva € avaliar quao
eficiente, rapida e confiavel € a comunicagéo dos resultados do laboratério de
microbiologia ao médico do programa de uso racional de antimicrobiano ao
meédico prescritor. Neste caso, o uso de sistemas informatizados para
transferéncia rapida dessas informacdes aos médicos do programa e aos
prescritores, além de facilitar a comunicacédo rapida dos resultados dos exames
microbiolégicos pelo laboratério, orientam as discussdes e decisdes quanto a

melhor opcéo terapéutica e consequente uso racional do antimicrobiano 7.

As auditorias prospectivas e feedback presenciais entre a equipe do
programa de uso racional de antimicrobianos e a equipe médica prescritora
proporciona confianca e aumenta a troca de informacbes e maior
conhecimento de detalhes da condi¢cdo critica dos doentes. Os trabalhos
demostram gque essa atitude tem impacto na mudanca de comportamento da
prescricdo dos antimicrobianos por parte dos prescritores, ja que a aceitacao
das recomendacbes dos médicos do programa por eles é geralmente

voluntéria 17.

Entretanto, ainda existem barreiras para aumento de aceitacdo das
recomendacdes de tratamento propostas nas auditorias de antimicrobianos
realizadas pelo programa. H4 médicos que ndo estdo interessados em reduzir
0 numero/espectro do antimicrobiano, apesar de resultados baseado em
antibiograma sugerir tal possibilidade. Outro motivo seria por falta de
seguranca da troca do antimicrobiano em pacientes graves que estao
evoluindo bem pela equipe médica assistente que opta por manter o uso de
esquemas de tratamento com amplo espectro de acdo ainda que
desnecessariamente sem evidéncia microbiolégica do agente infeccioso em

tratamento 1.
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Alguns antimicrobianos de uso mais critico, a depender do perfil de
resisténcia dos micro-organismos de cada instituicdo, podem necessitar de
maior restricdo de uso. Nesse sentido, os profissionais médicos do programa
de uso racional de antimicrobianos deveriam estar envolvidos também em
programas de controle de infeccdo hospitalar, a fim de conhecer o perfil
institucional de micro-organismos resistentes para orientar a melhor escolha do
antimicrobiano e contribuir na melhor escolha do antimicrobiano durantes essas

auditorias 1417,

1.2. Avaliacdo do impacto dos programas de uso racional de

antimicrobiano

Embora desde 2007 muitas instituicées de saude nos Estados Unidos ja
tenham implementado o programa de uso racional de antimicrobianos, a
avaliacdo do impacto dos mesmos tem sido um desafio. Ainda ndo ha
consenso sobre qual seriam os melhores desfechos alcancados por esses

programas que demonstrem a sua real eficacia na pratica assistencial *.

Em 2011, a Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA),
realizou uma pesquisa de avaliacdo do impacto desse programa sob
perspectiva do médico clinico e da administracao hospitalar. A grande maioria
dos administradores hospitalares (83%) ressaltou a importancia da evidéncia
de economia de custos, enquanto 63% a 72% dos médicos estavam mais
focados nos resultados do paciente, citando reducBes na infeccdo por
Clostridioides difficile (CDI), em eventos adversos e em taxas de resisténcia
como 0s mais importantes indicadores para justificar a instituicdo de um
programa de uso racional de antimicrobianos. Em outra pesquisa, médicos e
farmacéuticos classificaram a adequacao de uso antimicrobiano, a reducdo da
mortalidade relacionada a infeccdo e do tempo de permanéncia hospitalar
como metricas de maior importancia para demonstrar 0 impacto de um

programa de uso racional de antimicrobiano 1°.
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Os beneficios associados com a possibilidade do uso apropriado da
terapia antimicrobiana tém indicado reducédo de custos, diminuicdo de eventos
adversos relacionados a essas drogas, e, mesmo gque com evidéncia fraca, a
associacdo da diminuicdo da pressdo seletiva com reducdo do risco de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e surgimento de micro-organismos
multirresistentes 23. Embora existam publicagcbes que ndo demonstraram
impacto na reducéo das taxas de resisténcia antimicrobiana, a tendéncia geral
dos estudos demonstrou que a implementacdo de programas de uso

apropriado de antimicrobianos levaram também a reducéo de resisténcia % 18,

Ainda no que diz respeito a economia de custos relacionados a gastos
com antimicrobianos desnecessarios como forma de avaliar o impacto do
programa, o ideal € que a mensuracdo dessa economia seja atribuida nao
somente a gastos diretamente relacionados a compra de antimicrobianos, mas
também a reducao de custos agregados a um controle mais rapido da infeccéo
e menor tempo de permanéncia hospitalar, ou seja, com economia nos custos
totais relacionados com cuidados a saude com a implementacdo do

programat? 15,

Os resultados do estudo realizado por Bantar et al.!® demonstraram
que a elaboracdo de um programa de uso racional de antimicrobianos por uma
equipe multidisciplinar composta de médico, farmacéutico e microbiologista
clinico efetivamente comprometidos com os objetivos do programa foi uma
estratégia custo-efetiva simplesmente por adequar o0 uso desses
medicamentos. Os autores ressaltam que o impacto do programa foi evidente
na reducdo de prescricdo dos antimicrobianos e no perfil de resisténcia de
algumas bactérias eleitas para estudo durante as fases de intervencao,
independentemente de qualquer pratica adicional de controle de infeccdo
hospitalar instituida no periodo 2 15 19 24 Sape-se que o uso de
antimicrobiano, por si sO, pode ser um fator de risco para emergéncia de
resisténcia, entretanto, a demonstragdo dessa associagdo causal € ainda um

desafio 2°.
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Diante da dificuldade de estabelecer a importancia do programa e a
necessidade de criar uma abordagem padronizada para avaliar o seu impacto
entre hospitais, um grupo de especialistas com membros do Canada e dos
Estados Unidos * ® identificaram quatro métricas para avaliar o desempenho do

programa baseando-se em indicadores de processo e de resultado, a saber.

1.2.1. Desfechos clinicos relacionados aos pacientes

Os resultados dos estudos que documentam um impacto positivo das
intervencdes do programa de uso apropriado de antimicrobianos relacionados
a desfechos clinicos sdo limitados 26. As meétricas sugeridas para essa
avaliacdo sdo: o tempo de permanéncia hospitalar relacionado ao uso do
antimicrobiano em uma unidade, a taxa de readmissao na unidade no periodo
de 30 dias, a resposta clinica com o antimicrobiano de uso apropriado, a taxa
de mortalidade e/ou taxa de mortalidade relacionada a infeccdo por micro-

organismos resistentes 1°.

1.2.2. Desfechos relacionados a consequéncias ndo intencionais

A reducdo de consequéncias ndo desejadas com o uso inapropriado de
antimicrobianos tais como eventos adversos relacionado a essas drogas, CDI e
emergéncia de resisténcia antimicrobiana séo objetivos de grande importancia
para os programas. Alguns estudos demonstraram que intervencdes com
mudanca da prescricdo de antimicrobianos estiveram associadas a diminuicao
de CDI, a reducdo e também de bactérias Gram-negativas resistentes,
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (MRSA) e enterococos
vancomicina resistentes. Este desfecho €& considerado ser de dificil
mensuracdo dada a falta de infraestrutura de alguns laboratorios de
microbiologia para capturar dados de resisténcia bacteriana, ou, até mesmo,

necessidade de tempo maior para que haja deteccao de tal mudanca *°.
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1.2.3. Desfechos relacionados ao consumo e custos de antimicrobianos

Séao bastante utilizados para avaliar o impacto do programa pois 0s
resultados séo, aparentemente, faceis de mensurar. Além disso, reducdes de
custos com menor uso de antimicrobianos desnecessarios, mesmo nao tendo
maior importancia que objetivos que priorizam melhorias na assisténcia do
paciente, €, sem duavida, o de maior interesse para 0s administradores
hospitalares 27. Existem duas medidas principais para avaliar o consumo de
antimicrobianos: a dose diaria definida (DDD) e niamero de dias de tratamento

antimicrobiano (DOT) .

1.2.4. Desfechos relacionados a adeséo das acbes do programa

A mensuracdo da aceitacdo das recomendacfes do programa de uso
racional de antimicrobianos na rotina médica € uma importante estratégia para
avaliar a adesao aos mesmos por determinar quais agdes podem ou nao estar
associadas a um dado resultado. Os estudos demonstram algumas medidas de
processo factiveis de serem coletadas tais como: mudancas na decisdo de
prescricdo de um antimicrobiano, na escolha da droga, na dosagem, na via de
administragao ou nos intervalos da dose, na duracgdo do tratamento, na adeséo
das recomendacdes de prescri¢des institucionais, e na aceitacdo de sugestdes
e mudancas no inicio da terapia otimizada orientada pelo médico do
programa®3). A tabela abaixo resume os desfechos que podem ser analisados

por um programa de stewardship de antimicrobianos.
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Quadro 1 - Desfechos analisados pelos programas de uso racional de

antimicrobianos

Desfechos relacionados a

Desfechos

Desfechos processos

Desfechos consequéncias ndo econdmicos relacionados a adesé&o das acdes
clinicos intencionais consumo e custos do programa
de antimicrobianos
Tempo de Taxa de infeccéo por Dose diaria definida  Mudangas na deciséo de prescri¢cdo
permanéncia Clostridioides difficile (DDD) de um antimicrobiano
hospitalar (escalonamento ou
descalonamento)

Taxa de Incidéncia de bactérias gram Dias de Taxa de aceitagdo das
readmissédo na negativas resistentes terapia(DOT) recomendac¢fes do médico do
unidade em 30 programa relacionados a: agente,

dias dose, via de administracéo e tempo
de uso
Resposta clinica Incidéncia de Staphylococcus Duragéo da Taxa de adeséo aos guias
ao ATM de uso aureus meticilino resistentes terapia(LOT) terapéuticos institucionais de
apropriado (MRSA) prescri¢cdes de antimicrobianos
Taxa de Incidéncia de Enterococos Dias livres de Tempo para inicio da terapia
mortalidade resistentes a vancomicina terapia orientada pelo médico do programa
relacionada a (VRE) antimicrobiana

infeccéo

Taxa de Incidéncia de eventos adversos

mortalidade relacionados ao uso de ATM

relacionada a
infec¢@o por MDR

FONTE: Adaptacéo de Dodds Ashley e colaboradores *°

1.3. A participacdo dos laboratdrios de microbiologia nos programas de

uso racional de antimicrobiano

Os médicos clinicos procuram trés informacdes basicas provenientes do
laboratério de microbiologia: primeiramente, se 0 paciente esta infectado, se

sim, com qual micro-organismo, e, finalmente, com o que droga devemos tratar
28

N&o h& duavidas de que um atributo essencial no manejo das doencgas
infecciosas é o isolamento e identificacdo do micro-organismo °. Nesse sentido,
o laboratério de microbiologia clinica tem papel importante, pois permite isolar e
identificar os patdgenos causadores de infeccoes e determinar sua

sensibilidade aos antimicrobianos, viabilizando a adequacdo da terapia
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antimicrobiana, quase sempre prescrita empiricamente, no manejo das
infeccdes 3. A maioria das técnicas microbiolégicas padrdes utilizadas em
laboratorios de microbiologia na identificacdo de micro-organismos ainda sao
baseadas em métodos fenotipicos e exigem 48-72 horas para fornecer

resultados finais.

Do intervalo de tempo que decorre desde a coleta da amostra clinica,
identificacdo do micro-organismo e a sua determinacdo quanto ao perfil de
suscetibilidade antimicrobiana, uma terapia antimicrobiana empirica e ampla
visando alcangar o tratamento eficaz, e, assim reduzir a morbimortalidade

atribuida a infeccéo dos pacientes, é prontamente iniciada 2.

Atualmente, com a incorporacdo das novas tecnologias de diagndstico
rapido por laboratérios de microbiologia no mundo, os médicos do programa de
uso racional de antimicrobianos podem utilizar dessas informacbes e
rapidamente orientar o direcionamento a terapia antimicrobiana escolhida pelo
médico prescritor. Os trabalhos demonstraram que as informacgfes rapidas e
precisas do isolamento e da identificacdo de patdégenos hospitalares
provenientes de laboratorios de microbiologia que implementaram em suas
rotinas tais ferramentas diagnosticas, reduziram o tempo para que médico do

programa otimizasse a terapia antimicrobiana 27.

O uso de técnicas rapidas de diagndéstico microbiolégico e de vigilancia
continua das culturas de espécimes clinicos associados a comunicacdo amiude
do perfil de sensibilidade dos micro-organismos e atualizacdo do antibiograma
pelos laboratérios de microbiologia tém se tornado estratégias eficazes que
podem contribuir para evitar o uso de multiplos antimicrobianos empiricamente

na pratica clinica hospitalar 2°.

1.3.1. Implantacao de testes rapidos para diagnéstico microbiologico

Os laboratérios de microbiologia tém introduzido novas técnicas

laboratoriais rapidas, tais como a espectrometria de massa por meio do MALDI-
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TOF e biologia molecular por deteccdo da presenca de &cido nucleico
bacteriano em painéis multiplex de Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia
(mPCR) capazes de identificar o micro-organismo responsavel pela infeccéo e

detectar alguns genes de resisténcia em curto periodo de tempo 8.

Essas técnicas também tém sido padronizadas e realizadas com
suficiente reprodutibilidade com meétodos convencionais da identificacdo do

patogeno diretamente do baldo de hemocultura.

De fato, os resultados dos testes rapidos diagnésticos podem contribuir
para abreviar o tempo de tomada de decisdo de direcionamento da terapia
empirica baseado na identificacdo rapida do patdgeno e/ou pela deteccéo de
genes de resisténcia tornando a escolha mais segura e aceita pelos médicos
prescritores.

No mesmo conceito tedrico relacionado ao uso racional de
antimicrobianos, as sociedades médicas vém introduzindo um outro conceito
semelhante quando se faz referéncia ao uso adequado dos testes rapidos de

diagnodstico microbioldgico, conhecido como “diagnostic stewarsdship” 28,

Com o uso racional dos testes rapidos diagndsticos, 0 que se pretende é
garantir a utilizacdo da melhor técnica diagndstica, seja por meio de biologia
molecular ou por outras metodologias, o uso do recurso para 0s pacientes mais
indicados e sobretudo aqueles com infec¢éo por bactérias resistentes no teste
convencional de sensibilidade fenotipica, e, por fim, a utilizacdo destes testes
rapidos no melhor cenario epidemiolégico local, como por exemplo, para
hospitais em que héa alta taxa de resisténcia bacteriana documentada. Soma-se
também a importancia da entrega do resultado e a interpretacdo destes testes
para os medicos prescritores em tempo habil para influenciar na tomada de
decisdo médica e ajuste da terapia antimicrobiana empirica, e, assim promover
o efetivo impacto decorrente da incorporagdo dessas novas técnicas na rotina

médica assistencial 3.
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1.3.2. Espectrometria de massa (EM) por MALDI-TOF

Existem véarios testes para diagndstico rapido das infeccbes
comercialmente disponiveis para a identificagdo de micro-oganismos. Um deles
€ a espectrometria de massa (EM) por MALDI-TOF. O uso da tecnologia surge
como uma nova ferramenta laboratorial de diagnostico rapido do agente
infeccioso identificado podendo ser realizada diretamente de hemoculturas
colhidas contribuindo para diminuir o tempo de liberagdo dos resultados
(turnaround time) de forma expressiva 3!. A técnica é baseada na
lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida por Laser — MALDI-TOF (sigla do
inglés, Matrix Assisted Laser Desorption lonization- Time of Flight), que utiliza
células bacterianas inteiras, lisados celulares ou extratos bacterianos nos quais
biomarcadores moleculares, geralmente peptideos ou proteinas ribossémicas

sdo detectados 23:31-33,

Essa técnica comecou a ser utilizada para analise de proteinas em 2002
por Koichi Tanaka, um dos vencedores do prémio Nobel de quimica.
Inicialmente, a amostra é embebida em uma matriz acida capaz de fornecer
prétons para o processo de ionizacdo dos componentes da amostra. Ocorre
uma co-cristalizacdo da amostra com essa matriz e um feixe de laser serve
como fonte de dessorcdo (fendmeno de retirada de substancias adsorvidas ou
absorvidas por outras) e de ionizacdo. O feixe de laser é irradiado sobre a
mistura amostra/matriz, e a energia é absorvida pela matriz. HA& uma
transferéncia de prétons da matriz para a amostra ionizando as moléculas e ao
mesmo tempo é desencadeado o processo de dessorcdo, possibilitando a
passagem da amostra para o estado gasoso. Os ions formados sdo acelerados
por meio de um campo elétrico dentro de um tubo de vacuo e individualmente
analisados por um analisador geralmente do tipo TOF (tempo-de-vbo), e
posteriormente, detectados pelo detector. Os analitos separados por TOF
formam espectros de massa de acordo com sua razdo m/z (massa/carga) e 0s
picos indicam quantidades variaveis de cada substancia analisada. Para
identificacdo dos analitos, cada pico € comparado com um banco de dados,
arquivo contendo as impressdes digitais das moléculas e micro-organismos

gerando um espectro que é caracteristico de cada espécie 3% 33,



Introducao 17

Ll LA T Espectro de Massa

—ee Detecgdo
\/ N
©0a ©
(4]
© O Separagao das massas

Tubo de véo QP"

por tempo de voo

Laser

Aceleragao
(campo eletrostatico)

Matrix-assisted
laser desorption
ionization
(MALDI)

Analitos envoltos por
matriz cristalizada

Fonte: Adptado de Croxatto e colaboradores, 2012 32
Figura 1 - Descricdo da técnica do MALDI-TOF

Foi demonstrado que quando comparado o MALDI-TOF com provas
bioguimicas automatizadas ou outros métodos, a exatiddo obtida foi entre 98 e
99% para as espécies analisadas 33. A concordancia do exame com o método
convencional de cultura é >90% para bactérias gram-negativas e de
aproximadamente de 80% para bactérias gram-positivas 4. Essa técnica possui
varias vantagens como a utilizacdo de células intactas de micro-organismos
(também designada ICM-MS, intact cell MALDI-TOF) que podem ser obtidas
diretamente do frasco de hemocultura ou do meio de cultivo. A andlise produz
um espectro de proteinas tipicas de cada espécie, o que funciona como uma
impressédo digital (“finger printing”), que pode ser comparado aos espectros

previamente identificados e depositados em banco de dados 32 33,

A integracdo do MALDI-TOF no fluxo da rotina dos laboratorios de
microbiologia diminui o tempo de identificagcdo do micro-organismo em 1,2 a 1,5
dias comparados a métodos convencionais 1. Esses testes microbioldgicos
rapidos quando incorporados na rotina sao considerados “aceleradores de

resultados” e representam grande avango no manejo das doencas infecciosas®.
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Huang et al. demonstraram que, aliar a informacdo precoce de
identificacdo do patdgeno diretamente de hemocultura por MALDI-TOF pelos
meédicos do programa de controle de antimicrobianos aos médicos prescritores,
reduziu a mortalidade de 20,3% para 14,5% em casos de infeccéo de corrente

sanguinea .

Um estudo realizado por Perez et al. demonstrou que, a média de tempo
necessario para a identificacdo do agente em cultura e liberacdo dos
resultados dos testes de sensibilidade, foi bem menor que no grupo que utilizou
o MALDI-TOF (24,4 horas x 47,1 horas, p< 0,001). Os autores concluiram que,
0 uso da terapia antimicrobiana orientada por resultados mais precoces de
identificacdo e sensibilidade do agente infeccioso associou-se a desfechos
clinicos de melhor assisténcia ao paciente como menor tempo de permanéncia
hospitalar e diminuicdo de mortalidade, além de reducdo de custos médicos

hospitalares 23,

Um estudo realizado por Tamma et al. demonstrou que a escolha do
tratamento antimicrobiano baseado em resultados de identificagdo do agente
infeccioso ao nivel da espécie pelo MALDI-TOF conseguiu, por si so, reduzir o
tempo para inicio da terapia antimicrobiana otimizada em 29% (n=64) dos
pacientes. Ademais, no grupo de pacientes em que o resultado do MALDI-TOF
foi orientado pelos médicos do programa de controle de antimicrobianos aos
médicos prescritores, essa reducdo conseguiu ser ainda maior: 45% (n=99)
dos pacientes tiveram reducdo do inicio da terapia antimicrobiana otimizada,

sendo essa diferenca estaticamente significante entre os dois grupos (p=0,001)
35

De fato, os testes rapidos de identificacdo dos agentes infecciosos sdo
de pouco valor se os medicos responsaveis pelo programa de uso adequado
de antimicrobiano em hospitais ndo realizarem um efetivo papel de orientar e
educar prontamente os resultados aos médicos prescritores na assisténcia

médica rotineira > 19,
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1.3.3 Painel de deteccdo de genes de resisténcia — PCR Multiplex em

tempo real

Novos métodos de ensaios moleculares estdo sendo constantemente
desenvolvidos em laboratérios de microbiologia como alternativas rapidas aos
métodos convencionais baseados em cultura em meio solido do micro-
organismo. Estudos envolvendo métodos de Reacdo de Polimerizacdo em
Cadeia (PCR) sao realizados diretamente de amostras de sangue para
identificacdo de patdgenos e de seus genes de resisténcia sem necessitar do

periodo de incubacéo para isolamento do micro-organismo em meio sélido.

Neste contexto, a PCR representa a técnica mais utilizada no
diagnoéstico molecular de micro-organismos, pois possui a capacidade de
replicacdo de DNA, mesmo que este em pequenas quantidades. A metodologia
requer em primeiro lugar, a identificacdo de pelo menos parte do DNA alvo,
com auxilio de iniciadores ou sondas, que hibridizam especificamente com a

sequéncia alvo.

Os testes moleculares rapidos baseados em PCR multiplex (mPCR)
para deteccdo de genes e mecanismos de resisténcia sdo acurados e podem
positivamente impactar na reducdo do tempo gasto para o direcionamento da
terapia empirica antimicrobiana em pacientes, sendo ferramenta importante
principalmente para adequacdo mais rapida da terapia de pacientes graves
com ICS em UTlIs. Entretanto, pouco se sabe do efeito especifico dessas novas

tecnologias sobre a mortalidade e tempo de permanéncia hospitalar 4.

Estudos mais robustos utilizando os testes rapidos moleculares com
maior numero de pacientes e em populagcbes com altas taxas de genes de
resisténcia necessitam ser desenvolvidos para demonstrar associacdo de
beneficios clinicos. Além disso, faz-se necessario avaliar a performance dos
resultados desses testes combinado ao programa de uso racional de
antimicrobiano que permite a comunicagéo rapida e efetiva desses resultados
aos médicos prescritores 3°. A semelhanca com as outras metodologias, os

testes laboratoriais de diagnosticos rapidos baseados em PCR terdo pouco
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valor e aplicacdo se o programa de uso racional ndo atuar de forma estruturada
para garantir a entrega e interpretacdo dos resultados diretamente para os
meédicos prescritores para influenciar na escolha dos antimicrobianos, a fim de

garantir o adequado uso desse recurso.

N&o ha duvida de que a introducdo de técnicas moleculares na medicina
diagnéstica e sua aplicacdo no diagnostico de doencas infecciosas
estabelecem uma nova era na deteccado e caracterizacdo de micro-organismos

na rotina de processamento de amostras clinicas.

1.4. Otimizacéao da terapia antimicrobiana

O conceito de otimizacdo da terapia antimicrobiana consiste na
mudanca de uma terapia empirica, prescrita quase sempre sem o0
conhecimento definitivo do agente infeccioso causal e pautada na ampla
utilizacdo de antimicrobianos para cobertura de provaveis micro-organismos
envolvidos na infec¢édo, para uma terapia guiada, com reducao e/ou retirada do
antimicrobiano ou ampliacdo do espectro/associacdo de drogas para alguns
micro-organismos improvaveis ou provaveis ap0s conhecimento de dados

clinicos ou microbiolégicos da infeccéo 3.

Goh Ohiji ¢ definiu o descalonamento da terapia empirica como a pratica
da mudanca da prescricdo de antimicrobianos de amplo espectro para uma de
menor espectro tendo em vista o0s resultados de sensibilidade da cultura ou por

outras razodes clinicas.

A grande contribuicdo do descalonamento estd no menor tempo de
exposicdo desnecessaria do paciente ao antimicrobiano seja pela reducdo do
espectro ou pelo tempo de uso da droga. Tais medidas tendem a evitar risco
de selecdo e emergéncia de bactérias resistentes e outros efeitos adversos
advindos da selecdo da microbiota bacteriana intestinal. No entanto, em
relacdo aos efeitos do descalonamento sobre uma possivel reducdo da

emergéncia de resisténcia bacteriana, os trabalhos ndo tém demonstrado a
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associagcdo dessa pratica com uma menor selecdo de bactérias

multirresistentes em UTls 22 37. 38,

Em linhas gerais, a evidéncia assertiva da definicdo do descalonamento
ainda permanece escassa devida a inconsisténcia de como essa pratica tem

sido descrita nos diferentes estudos disponiveis na literatura .

Em relacdo aos efeitos do descalonamento sobre a mortalidade e tempo
de permanéncia em UTI os estudos sao pouco precisos em mensurar esses
desfechos e apresentam baixa qualidade de evidéncia. Leone et al. 4° em
estudo multicéntrico randomizado, controlado e ndo cegado ndo demonstraram
haver diferenca significativa relacionado a mortalidade (31% vs 23%, p=0,35) e
tampouco relacionado ao tempo de permanéncia em UTI (15,2 dias vs 11,8
dias, p=0,71) entre o grupo que realizou descalonamento e 0 grupo que nao
realizou descalonamento, respectivamente. Gonzales et al. 4 em um estudo
retrospectivo também n&o demonstraram haver diferenca em termos de
mortalidade entre o grupo descalonamento versus grupo nao descalonamento

mesmo apos analisados por tempo superior a um ano de seguimento.

1.5. Avaliacdo do consumo do antimicrobiano

A mensuracdo do consumo de antimicrobianos em hospitais é uma das
principais estratégias utilizadas para definicdo de acdes em programas de uso
racional de antimicrobianos ja que produz dados para comparacdo do uso
destas drogas internamente nas diferentes unidades e entre outros hospitais.
Entretanto, o melhor método para quantificar o uso dos antimicrobianos ainda
necessita ser melhor definido. No que diz respeito a economia de custos
relacionados a gastos com antimicrobianos desnecessarios como forma de
avaliar o impacto do programa, o ideal é que essa economia seja atribuida nao
somente a gastos com a compra de antimicrobianos, mas também decorrente,
por exemplo, do controle mais rapido da infeccdo de um menor tempo de
permanéncia hospitalar, ou seja, com economia nos custos diretos e indiretos

relacionados com o cuidado a salde 3 4 11.42-44
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Duas métricas sdo mais usadas: a dose diaria definida (DDD) e os dias
de terapia (DOT). As diretrizes da Infectious Diseases Society of America e da
Society for Healthcare Epidemiology of America (IDSA) para a implementacao
de um programa de administracdo de antimicrobianos ja sugerem o uso do
método DOT para monitorar antimicrobianos em vez do método DDD. No
entanto, como a maioria dos departamentos de farmécia tem um mecanismo
para calcular a prescricdo geral, dispensacdo ou consumo de uma quantidade
de antimicrobianos, os DDDs sdo a melhor alternativa para locais que nao
podem obter esses dados do uso de antimicrobianos baseados em
informacGes de prescrigdo provenientes de cada paciente 1.

A grande utilidade comum a estas duas métricas de consumo é avaliar
as tendéncias no consumo de antimicrobianos e fazer comparagdes entre

grupos populacionais.

A DDD de um determinado antimicrobiano € determinado anualmente
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e representa a dose média diaria
de manutencédo presumida para um medicamento, expressa em gramas, usado

para seu uso principal recomendado em adultos de 70kg 3.

A medida da DDD por 1.000 pacientes-dia permite que um hospital
compare seu uso de antimicrobianos com outros hospitais, independentemente
das diferencas na composicdo do formulario, poténcia do antimicrobiano e

censo hospitalar 1% 4446,

A DDD é uma unidade de medida e néo reflete necessariamente a dose
diaria recomendada ou prescrita. Os dados de consumo de antimicrobianos
apresentados em DDD apenas ddao uma estimativa aproximada do consumo e
nao uma imagem exata do uso real. Além disso, a DDD n&o informa o niumero

de pacientes que de fato estiveram expostos aos farmacos 13.

Outra métrica de consumo de antimicrobianos, o DOT, vem sendo
apontado recentemente como a medida mais apropriada para avaliagdo do

impacto de programas de gerenciamento de uso de antimicrobianos, embora a
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maioria dos estudos publicados que descrevem reducdes significantes no uso
de antimicrobianos, empregaram a DDD como medida padréo *3.

O consumo de antimicrobiano expresso em DOT representa os dias de
terapia antibiética administrada a um paciente, independentemente do niumero
de doses administradas ou da dose de ataque. Qualquer dose de um
antimicrobiano recebida durante um periodo de 24 horas representa 1 DOT.
Por exemplo, num tratamento com esquema combinado de trés
antimicrobianos por 10 dias, seriam contados 30 DOTs, 10 DOTs para cada
antimicrobiano. O DOT é facil de aplicar em ambientes onde as prescri¢cdes sdo
registradas em um nivel individual. Além disso, essa medida ndo é afetada por

ajustes de dose e pode ser usada em populagées adultas e pediatricas 13 4547,

No Brasil, existem poucos dados sobre o consumo de antimicrobianos.
Um estudo de pesquisa de prevaléncia pontual realizado em 18 hospitais
brasileiros mostrou uma alta prevaléncia de pacientes internados recebendo
pelo menos um antimicrobiano, sendo 91% por via parenteral e 65,9%
empiricamente, mas este estudo ndo avaliou diretamente o consumo de

antimicrobianos “8.



2.JUSTIFICATIVA




Justificativa 25

2. JUSTIFICATIVA

A otimizagdo do uso de antimicrobianos é um desafio que merece ser
desenvolvido e implementado nos hospitais através da comunicacdo rapida e
eficaz do laboratério com o médico prescritor e da incorporacdo de novas
tecnologias laboratoriais para a rapida adequacédo da terapia empirica inicial e

melhor ajuste do tratamento da infeccéo.

Os estudos tém demonstrado beneficios com a introducdo dessas
tecnologias na pratica diaria dos laboratérios de microbiologia, mais
especificamente quando essa ferramenta de diagndstico preciso e rapido vem
acompanhada de um programa médico de uso racional que vise promover a
melhor escolha do antimicrobiano para cada situacéo e otimizando a terapia @.
Entretanto os testes microbiolégicos de diagndstico rapido terdo pouco valor e
aplicacao clinica se o programa de uso racional de antimicrobianos ndo atuar
de forma estruturada para garantir a entrega e interpretacdo dos resultados
diretamente aos médicos prescritores de modo a influenciar adequadamente
na escolha dos antimicrobianos, e, consequentemente, 0 uso correto destes

recursos de diagnéstico.

Considerando a disponibilidade do MALDI-TOF uma ferramenta
laboratorial para o diagndstico precoce e preciso na rotina das infeccdes de
corrente sanguineas microbiologicamente documentadas em nossa instituicao
desde 2016, associada a introducdo da deteccdo rapida de genes de
resisténcia durante execucdo do nosso estudo, julgamos apropriado avaliar o
impacto dessas ferramentas laboratoriais no manejo das ICS em unidades de
terapia intensiva combinado com as estratégias do programa médico de uso

racional de antimicrobianos.

Diante da escassez de estudos nacionais avaliando a evidéncia do
beneficio do uso destas novas ferrramentas diagndsticas rapidas, como parte
das estratégias do programa de uso racional de antimicrobianos, nosso estudo

se propde a medir o impacto da incorporacdo destas ferramentas para
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diagnostico rapido das ICS associada a comunicacdo rapida dos resultados
microbiologicos aos meédicos prescritores nos desfechos clinicos e de consumo

do uso de antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos priméarios

Avaliar o impacto da estratégia de um programa de uso racional de
antimicrobianos  combinando  comunicacdo rapida dos resultados
microbiolégicos ao médico prescritor e a utilizacdo de ferramentas diagnosticas
por meio da técnica de MALDI-TOF e incorporacdo de biologia molecular

realizados diretamente do frasco de hemocultura, mensurando:

e Desfechos clinicos (mortalidade em 30 dias, tempo de internacao
hospitalar e em unidade de terapia intensiva)

e Desfechos econdmicos (consumo e custos de antimicrobianos).

3.2. Objetivos secundario

Comparar o tempo de resultado dos testes laboratoriais (TAT-
turnaround time) provenientes da coldnia bacteriana “método convencional” e

diretamente do frasco de hemocultura.
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4. METODOS

4.1. Local do estudo

O estudo foi realizado nas unidades de terapia intensiva (UTI) do
Instituto Central do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (ICHC-
FMUSP).

O Instituto Central oferece atendimento de alta complexidade (atencéo
terciaria/ quaternaria) e apresenta 31 especialidades médicas e cirdrgicas, com
664 leitos de enfermaria e 106 leitos de UTI. Atualmente conta com 10 UTIs
separadas por categorias em UTIs clinicas (duas UTIs da clinica médica, UTI
da nefrologia, UTI de moléstias infecciosas, UTI do pronto-Socorro e UTI de
cronicos) e UTlIs cirargicas (UTI da Gastrocirurgia, UTI de Trauma, UTI da
Anestesia e UTI Pds-operatoria) e com diversas unidades de internacéo
divididas por especialidades. O ICHC realiza transplantes de figado, rim e de
células tronco-hematopoiéticas.

Em margo de 2020, o Instituto Central tornou-se referéncia para o
atendimento de pacientes de COVID-19 passando a ter 200 leitos de UTIs,
porém em agosto de 2020 voltou a ser hospital geral permanecendo com 75
leitos de UTIs destinados ao atendimento de pacientes com COVID-19 e 25

leitos como atendimento de pacientes nao-COVID-19 até setembro de 2021.

4.2. Tipo e desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo quasi-experimental com duas fases: pré

intervencao e intervengao.

4.3. Critérios de inclusao e excluséo

Foram incluidos todos os pacientes acima de 18 anos que tiveram ICS

por BGN durante o periodo de estudo nas UTIs e coletados dados clinicos e
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laboratoriais em prontuario eletrdbnico em ambas as fases. Foi aplicado um
instrumento de pesquisa para coleta de dados nas duas fases do projeto
(Anexo 1). Os pacientes do estudo foram seguidos durante o periodo de
tratamento da bacteremia por BGN na unidade de terapia intensiva ou na

unidade de internacao até sua alta hospitalar, ébito ou transferéncia.

Foram excluidos pacientes com ICS por cocos gram-positivos e
polimicrobianas. A infeccdo polimicrobiana foi definida como o isolamento de
mais de um micro-organismo, podendo ser dois agentes gram-negativo e/ou
um gram-negativo e um gram-positivo provenientes do mesmo episédio de
bacteremia, pacientes que evoluiram a Obito apés 24 horas de inicio do
antimicrobiano, pacientes com hemoculturas colhidas apenas do cateter
venoso central e pacientes que apresentaram episédio de infeccdo antes de 14
dias da hemocultura positiva (indice).

4.4. Coleta dos dados

A ficha de coleta de dados continha informacbes de dados
demograficos, diagndstico de admissdo hospitalar, critérios de gravidade
(SAPS 3) na admissédo na UTI, origem da ICS, uso de cateter venoso central e
terapia de substituicdo renal no momento da bacteremia. Uso prévio de
antimicrobianos foi considerado se 0 paciente usou qualquer antimicrobiano

nos ultimos 15 dias do episodio da bacteremia.

Para o cdalculo do score de gravidade de bacteremia de Pitt foi
considerado os critérios de temperatura axilar, evidéncia de hipotenséo
registrados como evento hipotensivo ou necessidade de uso de drogas
vasoativas, uso de ventilagdo mecéanica, relato de parada cardiaca e niveis de
status mental todos esses dados registrados em prontuario médico. Esses
critérios foram graduados durante as 48 horas anteriores ou no dia da
hemocultura positiva e sendo a maior pontuacdo do periodo computada “9.
Para categorizacdo desta variavel consideramos pacientes graves aqueles com

uma pontuacao = 6 (score = 6).
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Como indicador de mortalidade, utilizamos o SAPS 3 que € um indicador
de prognéstico que estima a mortalidade em UTI. Ele € composto de 20
diferentes variaveis facilmente mensuraveis na admissao do paciente a UTI. As
variaveis sao divididas em trés partes, variaveis demograficas, razbes pela
admissdo na UTIl e variaveis fisioldgicas, elas representam o grau de
comprometimento da doenca e avaliacdo do estado de saude prévio a
admissao hospitalar, indicadora da condi¢do pré-moérbida. Para cada uma das
variaveis analisadas confere-se um peso, conforme a gravidade do disturbio
fisiologico. Na teoria, 0 menor valor atribuido pelo escore é 16 e 0 maior € 217
pontos 0. As informacdes do SAPS3 foram extraidas do prontudrio eletronico e
conferidas com os médicos assistentes das UTIs por meio de banco de dados

préprios.

Os critérios de definicdo de infeccdo de corrente sanguinea utilizados
foram aqueles publicados pelo CDC, Centers for Diseases Control and

Prevention °1:

Para caracterizacdo de agentes multirresistentes isolados nas UTIs
participantes do estudo, a SCCIH do ICHC considera como micro-organismos
multirresistentes, 0s seguintes patdgenos: Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos

e/ou polimixina/colistina 2.

Para ambas as fases ndo houve mudanca em relacdo as regras para
autorizacdo de antimicrobianos pelos médicos da SCCIH e sua dispensacao

pela farmacia.

O programa de uso racional de antimicrobianos foi instituido no ano de
2000 no HC-FMUSP e vem sendo atualmente realizado por seis médicos

infectologistas controladores de infecgao hospitalar.

As auditorias de antimicrobianos consideradas restritas pelo servico de
controle de infeccado hospitalar iniciam-se assim que € prescrito pelo meédico
assistencial em prescricdo eletrbnica. A partir dai os médicos do servico de

controle de infeccdo passivamente avaliam as culturas microbiologicas e
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decidem pela autorizagdo do antimicrobiano prescrito, e, se necessario, optam
por discusséo da escolha terapéutica diretamente com os médicos prescritores
nas unidades de internacdo. Os antimicrobianos de uso restrito e de alto custo
em nossa instituicdo (colistina, tigeciclina, fosfomicina, ertapenem, linezolida,
daptomicina, equinocandinas e formulagfes lipidicas das anfotericinas) séo
controlados 24 horas por dia incluindo finais de semana e feriados com ajuda
da farmacia clinica que s6 os liberam, obrigatoriamente, mediante o cddigo
liberado pela equipe de médicos da subcomissdo de controle de infeccéo
hospitalar (SCCIH). Através de contato por telefone institucional, o médico da
SCCIH de plantéo discute o caso clinico com o médico assistente do paciente
para avaliacdo de indicacdo e posterior liberacdo do antibiético. Por ser um
hospital de ensino, ha sempre um grupo de médicos residentes e preceptores
treinados continuamente por esses meédicos infectologistas para tomada de

decisdes relacionadas ao uso racional dos antimicrobianos.

4.5. Fases do estudo

4.5.1. 13- Fase: Pré intervencdo - Margo de 2018 até Maio de 2019

Gram + MALDI-TOF de cultura de coldénias bacterianas em meio sélido +
“stewardship” convencional com comunicacdo passiva dos resultados

microbiol6gicos em prontuario eletrénico.

Nesta fase a identificacdo dos micro-organismos foi realizada pela
coloracdo de Gram e o MALDI-TOF por semeadura em meio de cultura sélido
apos incubacdo em condicdes ideais para o crescimento microbiano no Bactec
BD®. O teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) foi realizado pelo sistema

automatizado tipo Vitek2®.

Os médicos receberam orientacdo quanto ao uso dos antimicrobianos
pelo programa de uso racional, definido como “stewardship” convencional,
ou seja, os resultados de Gram, MALDI-TOF e TSA foram inseridos no

prontuario eletrébnico do paciente sem haver comunicacdo ativa entre
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laboratério de microbiologia e o médico prescritor da UTI ou médico
pesquisador do estudo. Houve apenas a publicagcdo passiva dos resultados
pelo laboratério de microbiologia em prontuario eletrénico, na medida que o0s

mesmos fossem liberados.

4.5.2. 23- Fase: Intervencdo - Setembro de 2020 até Outubro de 2021

Gram + MALDI-TOF direto de frascos de hemocultura + deteccao de genes
de resisténcia por multiplex PCR (mPCR) diretamente do frasco de
hemocultura + “stewardship” em tempo real com comunicacgédo ativa dos
resultados microbiolégicos aos meédicos prescritores nas UTls pelo

pesquisador

Esta fase iniciou-se somente em setembro de 2020 devido ao fato de o
ICHC ter se tornado um hospital referéncia de COVID-19, a partir de marco de
2020. Para nao haver viés da populacéo estudada, esperamos o hospital voltar
a atender pacientes ndo COVID-19, a partir de agosto de 2020, para o inicio da

segunda fase do estudo.

Nesta fase a identificacdo dos micro-organismos foi realizada pela
coloracdo de Gram, pelo MALDI-TOF e por biologia molecular (MPCR)
diretamente do frasco de hemocultura. Apenas o TSA foi realizado pelo sistema
automatizado tipo Vitek2® seguindo a rotina convencional do laboratério.

Nesta fase, os médicos receberam orientacdo quanto ao uso dos
antimicrobianos pelo programa de uso racional, definido como “stewardship”
com intervencdo. Os resultados da identificacdo pelo Gram foram
comunicados diretamente ao pesquisador durante rotina do laboratério 24
horas por dia durante sete dias da semana por meio de mensagem por
WhatsApp. Resultados de Gram processados apos as 22hs foram
comunicados de forma direta aos médicos assistentes das UTIs na manh& do
dia seguinte para que houvesse o maior numero de oportunidades de

realizagdo subsequente do MALDI-TOF e do PCR do frasco de hemocultura, ja
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que o laboratério ndo conta com profissionais para realizar essas duas ultimas
técnicas em periodo noturno. Apés a identificacdo pelo Gram, foram realizados
o MALDI-TOF e a deteccédo de genes de resisténcia pelo mPCR diretamente
dos frascos de hemocultura numa rotina estabelecida pelo laboratoério, durante
sete dias da semana mediante a demanda das amostras de hemocultura
positivadas por BGN em UTIs até 16:00h. A comunicacéo ativa do pesquisador
com o médico assistente das UTIs foi feita por ligacbes ou mensagens de
WhatsApp em telefone celular e por visitas presenciais do pesquisador nas

unidades.

4.6. Descricao da analise microbioldgica para as fases do estudo

O laboratoério de microbiologia do ICHC funciona 24 horas durante sete
dias. Assim que os frascos de hemocultura chegam ao setor eles séo
colocados no aparelho de Bactec FX (Becton, Dickinson and Company, BD).
Entretanto na prética, devido a auséncia de microbiologistas especializados
durante todo o tempo da rotina de processamento das amostras, atrasos nos
resultados do Gram, MALDI-TOF e TSA podem ter ocorrido, principalmente nos

finais de semana e feriado.

As amostras de sangue foram inoculadas em frascos aerébios e
anaerobios usando Bactec FX (Becton Dickinson Instrument Systems,Sparks,
MD) e incubadas a 35° C até aparecimento de sinal positivo ou até 5 dias nos

instrumentos automatizados.

Apés a positividade em hemoculturas (flag), foram coletadas aliquotas
para ensaios convencionais com semeadura em agar sangue e MacConkey
além da confeccdo de esfregaco com coloracdo de Gram. Em seguida, as
placas foram incubadas de 24 a 48h em estufa de CO2. ApoOs crescimento da

colénia pura foi realizado o MALDI-TOF e preparado o cartdo para o Vitek2®.

Na fase de intervencao foi realizada, concomitante 0s ensaios
convencionais, analise de identificacao pela coloracdo de Gram, MALDI-TOF e
a decteccdo de genes de resisténcia por biologia molecular, PCR multiplex

diretamente do frasco de hemocultura.
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4.6.1. Identificac&o bacteriana

Os isolados bacterianos foram identificados pelo Vitek MS (BioMerieux-
L’Etoile, France) através da metodologia de espectrometria de massa MALDI-
TOF. Os espectros de massas foram obtidos e processados pelo software Myla
(BioMerieux, Franca), e posteriormente comparados ao banco de dados com
espectros de referéncia para identificacdo de espécie. Os resultados
produzidos pelo Vitek MS séo divididos em categorias como “good identification
(ID)”, quando o espectro de massa criado encontra perfeita correlagcao (99,9%
valor de probabilidade, valor de confianga), discriminacdo baixa ou ‘low
discrimination” (> 60% - 99,8% de probabilidade, valor de confianga) ou “no ID”

(< 60% de probabilidade, valor de confianca).

4.6.2. Procedimento para identificacdo bacteriana pela metodologia de
MALDI-TOF direto do frasco da hemocultura

A metodologia desenvolvida para identificacdo pelo Vitek MS
diretamente de frascos de hemocultura no trabalho foi adaptada de estudos
encontrados na literatura %3. O laboratério de microbiologia do HC-FMUSP
validou esta técnica previamente, para identificacdo de BGN diretamente de
frascos de hemocultura e encontrou concordancia de 88% entre os métodos

(dados néo publicados).

Se a bacterioscopia sinalizava positiva para BGN em amostras de
unidades de terapia intensiva do ICHC, uma etiqueta do paciente era colada no

caderno intitulado “MALDIRETO?” localizado na area da microscopia.

O frasco de hemocultura positivada era selecionado, homogeneizado e
retirado 4mL de sangue com seringa para ser inoculado em tubo a vacuo com
gel separador (Vacutainer 5mL, BD). O tubo era centrifugado a 2.500 rpm por
15 minutos e o sobrenadante era dispensado para que somente o sedimento
permaneca na superficie do gel onde se encontram o precepitado de células

bacterianas e leucécitos.
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Em seguida, adicionava-se 1mL de solucéo fisiologica estéril a 0,45% ao
tubo homogeneizando cuidadosamente para ndo romper as células bacterianas
utilizando uma pipeta Pasteur a fim de obter uma solucédo turva. Realizava a
transferéncia de 1mL desta solugéo para o eppendorf e posterior centrifugacéo
a 12.000 rpm por 2 minutos para lavagem do sedimento, a fim de retirar

interferentes.

AplOs essa etapa, 0 sobrenadante era novamente dispensado e o
preciptado homogeniezado com ajuda do vortex. Com essa suspensao turva e
concentrada era realizado 4 spots com 1L da suspenséo pipetada no slide do
MALDI-TOF.

Apébs secagem de aproximadamente 10-12 minutos, era adicionado 1pL
de solucao de acido férmico em cada spot.

ApOs outra secagem de aproximadamente 22-25 minutos, adicionava-se
1luL de matriz , e, apds secagem total de aproximadamente 5-6 minutos,

introduzia o slide para leitura no equipamento, conforme mostra a figura 2.
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2- Sedimento onde se concentram as
células bacterianas e leucdcitos

1- Frascos de HMC positiva BGN

3- Precipitado centrifugado para
retirada de interferentes

4- Precipitado homogeneizado para
preparo do slide

Fonte: Laborat6rio de Microbiologia HCFMUSP, 2021

Figura 2 — Procedimento para realizacdo do “MALDIRETO” de frascos de
hemocultura

4.6.3. Procedimento para deteccdo de genes de resisténcia por PCR
multiplex XGEN MULTI SEPSE LYO FLOW CHIP — HybriSpot HS12 AUTO

A identificacdo de genes codificadores de resisténcia bacteriana foi
realizada utilizando o XGEN MULTI SEPSE FLOW CHIP (Mobius®) kit para
bactérias gram-negativas em associacdo ao equipamento HybriSpot (HS12

AUTO) %4, Trata-se de um teste qualitativo in vitro que detecta a presenca de
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acido nucléico bacteriano além dos principais genes de resisténcia a
antimicrobianos em amostras diretas de hemoculturas positivas sem a
necessidade da extracdo de DNA. Consiste em uma plataforma com Kkits
comerciais fechada que utiliza da metodologia de PCR em tempo real para o

diagndstico rapido das infec¢des bacterianas em espécies clinicas.

O XGEN MULTI SEPSE LYO € um teste de diagnostico rapido com
habilidade de identificar algumas espécies de bactérias gram-negativas
incluidas em seu painel e de interesse ao nosso estudo (Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens), dois géneros de
bactérias gram-negativas (Enterobacteriaceae e Proteus spp) e 17 marcadores
de genes de resisténcia a antimicrobianos blasnv, blactx-m, blakec, blasme, blami,
blaces, blaviv, blacim, blaspm, blanowm, blasiv, blaime, blaoxa2s, blaoxazs, blaoxass,

blaoxas1 € blaoxass) em até quatro horas.

O principio do ensaio é baseado em metodologia que envolve,
simultaneamente, a amplificacdo multiplex de diferentes bactérias e o0s
marcadores de genes de resisténcia a antimicrobianos por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) seguido de hibridizacdo reversa (DOT-Blot) com sondas
especificas imobilizadas em um chip composto por membrana de nylon,
através de um sistema a vacuo (tecnologia Flow Chip). O processo de
hibridizacdo permite a ligacdo dos produtos de PCR biotinilados as sondas
complementares presentes no chip e o sinal de hibridizacdo é desenvolvido por
uma reacgao colorimétrica imunoenzimatica (estreptavidina-fosfatase alcalina e
cromdgeno NBT-BCIP). A reacdo substrato-cromégeno gera um precipitado de
coloracdo roxo, na posicdo em que o fragmento amplificado hibridiza com a
sonda especifica e este sinal € automaticamente capturado e analisado pelo

software do equipamento.

O equipamento automatiza e integra as etapas de extracao, amplificagao
de acidos nucléicos e a deteccdo das sequéncias alvo a partir de isolados
bacterianos ou diretamente de espécimes clinicos. Os sistemas sao

constituidos por um instrumento, um computador e software pré-carregado
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para executar testes e visualizar os resultados. O software é usado para inserir

informagdes do paciente, monitorar o processo do teste em todas suas etapas,

visualizar, imprimir, exportar os resultados e gerar relatorios.

O processamento das amostras aconteceu nas seguintes etapas:

Com uma seringa 10mL, coleta-se aproximadamente 1mL de sangue do
frasco de hemocultura positiva para BGN previamente homogeneizado;
Em seguida, transfere-se 10uL do sangue utilizando-se uma micropipeta
com ponteira descartavel em um tubo do tipo eppendorf, com 990uL de
agua ultrapura livre de nucleases (diluicdo de 1:100);

A solucdo formada é entdo agitada no vértex em alta velocidade por
cerca de 10 segundos;

Em seguida, transfere-se 50uL da solugdo formada utilizando uma
micropipeta com ponteira descartdvel em um outro tubo do tipo
eppendorf com 450 pL de agua ultrapura livre de nucleases (diluicdo de
1:500);

A solucéo final formada é entdo agitada no vortex em alta velocidade por
cerca de 10 segundos;

Apés a hidratacdo da pérola da Master Mix com 27uL de agua ultrapura
livre de nuclease, transfere-se 3uL da solucéo final formada utilizando
uma micropipeta descartavel totalizando um volume total de 30uL e
agita bem a solucdo manualmente;

Coloca-se os microtubos do tipo eppendorf contendo a Master Mix e a
solucéo dentro do termociclador com a posicdo indicada pelo software.
Ha um fechamento com a placa metalica para firme acondicionamento e
processamento do aparelho (visto que esse ira perfurar os tubos ao final
das ciclagens de PCR convencional);

Coloca-se o Chip na cadmara de reagdo (sistema a vacuo) para
hibridizacdo e deteccdo dos genes;

A programacao do sistema automatizado inicia-se com o cadastro da
amostra no software HybriSoft, cadastro do lote dos reagentes. O
processo € iniciado e todo controlado estando o tempo demonstrado ao
usuario na tela do computador em cada etapa da realizacdo do exame.
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O equipamento e compra dos kits foi viabilizado pelo recurso financeiro
concedido pelo projeto Fapesp 2018/24021-0. ApoOs aquisicdo do equipamento
em dezembro/2019 e compra dos kits, procedeu-se uma validacdo interna do
equipamento no laboratorio de microbiologia utilizando-se de cepas ATCC de

bactérias sabidamente portadora de genes de resisténcia e presentes no teste.

Cromégeno
(NBT / BCIP)

Precipitado roxo

3-Reagdo colorimétrica enzimatica
Substrato + cromdégeno = precipitado roxo
Presenca do alvo e/ou do gene de resisténcia

Flow Chip

1-Sondas especificas de DNA imobilizadas em uma
membrana de nylon: Tecnologia Flow Chip

2-Ligag¢do dos produtos de PCR biotinilados as sondas
complementares presentes no chip

Fonte: Mobius, 2021

Figura 3 — Equipamento HS12 AUTO para realizacdo do PCR multiplex direto
de frascos de hemocultura
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4.6.4. Teste de sensibilidade bacteriana

Os ensaios convencionais e subculturas de rotina dessas amostras
seguiram fluxo pré estabelecido para realizacdo do teste de sensibilidade

fenotipica aos antimicrobianos.

Os testes de sensibilidade antimicrobiana foram realizados no sistema
Vitek 2 XL (BioMerieux-L'Etoile, France) através dos cartdes AST-239
(BioMerieux-L’Etoile, France). Na presenga de Enterobacterales resistentes a
carbapenémicos produtores de carbapenemase foram realizados também os
métodos de disco-difusdo (Kirby-Bauer) e elipsométrico através da fita E-test
(BioMerieux-L’Etoile, France).

Para realizacdo de teste de sensibilidade os isolados bacterianos foram
suspensos em 3 mL de solucdo fisiolégica 0,45% para obtencdo de uma
turvacéo correspondente a escala de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Esta
suspensao foi semeada em &agar Mueller Hinton (OXOID LTD, Basingstoke,
Hampshire, England) e/ou inserida no equipamento para a obtencdo e
interpretagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos. Os
resultados foram interpretados de acordo com os pontos de corte estabelecidos
pelo CLSI, documento M100 *°.

4.7. Comunicacdo dos resultados microbiolégicos para o médico

pesquisador

Apbés deteccdo de crescimento pelo Bactec, os frascos de hemocultura
foram encaminhados para area técnica de realizacdo do Gram. Quando se
detectou na leitura da lamina a presenca de BGN monobacteriana o funcionario
do laboratério realizava uma foto da lamina e a encaminhava por WhatsApp
para o pesquisador do estudo com informac¢des do horario da realizacdo do

Gram. O médico pesquisador se encarrregava de enviar o resultado e iniciar a
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discusséo sobre proposta de descalonamento ou introducdo da terapia para o
tratamento da infec¢éo para a BGN identificada.

O laboratorio de microbiologia separava o frasco de hemocultura positiva
para o BGN para realizagdo do procedimento de “MALDIRETO” e deteccao de

genes de resisténcia.

Apoés resultado do “MALDIRETQO?” registrado no Myla (sistema de banco
de dados do VITEK MS), o funcionério do laboratério imprimia o laudo do
resultado, anexava na pasta do protocolo “MALDIRETO” e encaminhava foto

do resultado para o médico pesquisador.

Neste momento, 0 pesquisador entrava em contato novamente com
meédico prescritor na UTI e encaminhava o resultado da identificacdo do micro-
organismo em genéro e espécie para nova tentativa de novo ajuste da terapia

antimicrobiano.

Apoés o resultado da deteccdo de genes de resisténcia diretamente do
frasco da hemocultura, o pesquisador comunicava o resultado ao médico da
UTI por meio de WhatsApp e/ou presencialmente na unidade de terapia
intensiva ao médico prescritor para oportunidade de novo ajuste da terapia

antimicrobiana em uso.

Foi elaborado um algoritmo para tratamento de bacteremia baseado em
genes de resisténcia para orientacdo quanto ao direcionamento do tratamento
antimicrobiano apoOs resultado de genes de resisténcia. O algoritmo foi
discutido com a equipe médica da SCCIH ICHC e baseado nos resultados

prévios do perfil de resisténcia fenotipica da instituicdo conforme mostra figura
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Algoritmo para tratamento de bacteremia por bactéria Gram negativa baseado em genes de resisténcia
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Figura 4 - Algoritmo para tratamento de bacteremia por BGN
genes de resisténcia
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Finalmente, quando o laboratério de microbiologia disponibilizava o

resultado final de perfil de sensibilidade antimicrobiana do micro-organismo

isolado, ocorria outra comunigdo direta com o médico prescritor e tentativa de

ajuste da terapia apos o resultado final do teste de senbilidade antimicrobiana.
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Figura 5 - Fluxo de comunicacédo dos resultados laboratoriais ao médico
prescritor durante fase de intervencéo
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4.8. Desfechos clinicos
Foram analisados os seguintes desfechos:

Taxa de mortalidade em 30 dias: episddios de Obito de pacientes
participantes do estudo seguidos até 30 dias ap0s o diagnéstico de ICS

dividido pelo namero total de pacientes participantes.

Tempo de permanéncia hospitalar: intervalo de tempo entre a

positivacdo da hemocultura com BGN até alta, transferéncia ou oObito.

Tempo de permanéncia em UTI: intervalo de tempo entre a positivagao
da hemocultura com BGN até alta, transferéncia ou 6bito na unidade de terapia

intensiva.
4.9. Desfechos de consumo e custos de antimicrobianos
Foram analisados os seguintes desfechos:

DOT (dias de terapia): € uma unidade de consumo representada pelos
dias de utilizacdo de cada droga de um esquema de antimicrobiano no

tratamento de uma determinada infeccao.

Dia-presente: é o numero de dias em que um paciente com bacteremia
por BGN permaneceu na unidade de terapia intensiva contados a partir da
deteccdo da hemocultura positiva para BGN até o fim do tratamento ou até
maximo de 21 dias de permanéncia. Os dias-presentes de cada paciente serdo
somados para determinar o nimero total de dias-presentes para cada fase do

estudo.

Consumo de antimicrobianos (DOT/1.000 dias-presentes): soma da
quantidade de dias de uso de cada antimicrobiano consumido isoladamente no
periodo de tempo considerado, dividido pelo nimero de dias-presentes no

mesmo periodo X 1.000 1356,
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Para calculo do DOT foi utilizada a seguinte formula 356,

DOT: Numero total (somatéria) de dias de uso de cada antimicrobiano X 1000

Total de dias-presentes

Foi denominado dias-presentes (denominador) o nimero de dias entre o
seguimento apds a coleta da hemocultura positiva para BGN e o fim do
tratamento antimicrobiano ou até maximo de 21 dias. O tempo de seguimento
de 21 dias foi estabelecido pelos autores para tentar abranger o maximo de

dias possiveis de tratamento de ICS para ambas as fases do estudo.

Custo de antimicrobianos: numero de DOT utilizados no tratamento da
ICS multiplicado pelo valor em reais de 1 DOT de cada medicamento. Para
calculo do custo foi disponibilizado pela farmacia do ICHC um valor que
representou a média da variacdo de preco de cada antimicrobiano em ambas

as fases do estudo.

4.10. Tempo para os resultados de identificagdo dos micro-organismos e

teste de sensibilidade antimicrobiana (turnaround time, TAT)

Na fase pré intervencdo, a andlise do tempo para os resultados
microbioldgicos (turnaround time — TAT) foi medida em horas e minutos desde
a deteccdo bacteriana, apds a positividade no frasco de hemocultura, até a

coloracdo de Gram, a identificacdo do MALDI-TOF e ao TSA.

Na fase intervencdo, a analise do tempo para o0s resultados
microbiolégicos (turnaround time — TAT) foi medida em horas e minutos desde
a deteccéo bacteriana, apos a positividade no frasco de hemocultura, até a
coloragdo de Gram, a identificagdo do ‘MALDIRETOQO’, & detec¢do de genes e
ao TSA.
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4.11. Andlise estatistica

Resultados de um estudo publicado ' encontraram uma reducdo em
36% no risco de mortalidade quando os resultados microbiolégicos de
identificacdo de BGN por meio de MALDI-TOF ou por PCR foram combinados
com a orientacdo quanto a escolha dessas terapias pelo médico do programa
de uso racional de antimicrobiano. Portanto, baseado em resultados de
literatura (diferenca absoluta de 36%, ou seja, magnitude do efeito entre os
grupos) referente ao desfecho primario proposto em nosso trabalho
(mortalidade ou tempo de internacdo) e considerando um poder estatistico de
80% e uma significAncia estatistica de 5% (erro tipo 1), encontramos

necessidade de 44 pacientes em cada grupo.

Os dados foram coletados por meio de instrumento estruturado (ANEXO
I) e digitados num banco de dados padronizado no software Microsoft® Excel®.
As andlises descritivas foram realizadas de acordo com as caracteristicas das
variaveis: medidas de tendéncia central e dispersdo para variaveis continuas
com desvio padrdo (DP) e intervalo interquartil (11Q), e medida de frequéncia
absoluta e relativas para variaveis categoricas. Em todos os casos a inclusao

do intervalo de confianca de 95% (IC95%) foi utilizada.

A analise inferencial das varidveis qualitativas baseou-se na
determinacdo de associacdo utilizando o teste Qui-quadrado de Pearson X2 ou
o Teste Exato de Fisher (TEF) quando a suposi¢do para aplicar x? ndo fosse
satisfeita. Para a analise das diferencas entre as médias das variaveis
quantitativas foi utilizado o método ANOVA de um fator. Para comparar as
medianas de variaveis continuas de distribuicdo ndo normal das duas fases foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney. Os periodos foram comparados com
relacdo aos desfechos clinicos de mortalidade em 30 dias, tempo de internacao
hospitalar e na UTI e com relagdo ao consumo de ATM utilizando-se dias de
terapia (DOT) e custos em reais. Os fatores potenciais relacionados ao risco
para mortalidade em 30 dias, foram comparados por andlise univariada e todos
os fatores identificados por essa analise como significantes foram submetidos a

analise multivariada, realizada pelo modelo de regresséao logistica mdaltipla.
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As variaveis independentes foram expressas através de sua razdo de
risco ("odd ratios" - OR) e 0s seus respectivos intervalos de confianca (IC) de

95% foram estimados.

Todas as probabilidades de significancia apresentadas foram do tipo
bilateral e realizadas considerando um nivel de significancia de 0,05 ou 5,0 %.
Os calculos estatisticos foram realizados através do EPI-INFO verséo 7.0 e
SPSS versao 27.0.

4.12. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FMUSP com
parecer numero 7370 e recurso financeiro concedido pela FAPESP, projeto
2018/24021-0.

O termo de consentimento dos pacientes participantes nao foi
necessario porque as atividades propostas no estudo fazem parte da rotina
assistencial do médico pesquisador sendo isento pelo comité de ética local.
(ANEXO II)

N&o ocorreu novas coletas de amostras dos pacientes participantes que
ndo foram aquelas ja solicitadas durante a assisténcia dos mesmos em suas
respectivas unidades de terapia intensiva pelo médico assistente durante as
duas fases do estudo. O armazenamento e vigilancia de micro-organismos
multirresistentes na instituicdo j4 fazem parte da rotina do laboratério de

microbiologia. A identidade dos participantes do estudo foi mantida em sigilo.
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5. RESULTADOS

A fase pré intervencdo do projeto iniciou-se em marco/2018 e finalizou
em maio/2019. Durante este periodo foram avaliados 196 episddios totais de
bacteremias e excluidos 82 episodios, a saber: 35 hemoculturas colhidas
apenas do cateter venoso central, 34 Obitos ocorridos nas 24 horas apds o
inicio do tratamento e 13 amostras excluidas por ter uma segunda hemocultura
positiva ou o isolamento de outros agentes infecciosos em outros sitios em
menos de 14 dias da hemocultura indice. Foi incluido entdo, um total de 114
episadios de bacteremias por BGN.

A fase intervengao iniciou-se em setembro/2020 e foram coletados
dados até 31/outubro/2021. Foram avaliados 129 episédios de bacteremias e
excluidos 27 episodios: 8 Obitos ocorridos em 24 horas apés o inicio do
tratamento e 17 amostras excluidas por microbiota polimicrobiana apos
deteccdo da identificacdo no MALDI-TOF e duas amostras por falha técnica na
identificagdo pelo MALDI-TOF. Foi incluido entdo, um total de 102 episédios de

bacteremias por BGN. Os numeros estdo descritos na figura 6.
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(Mar¢o/2018 a Maio/2019)

82 episodios de

bacteremias excluidos

35 HMC colhidas de

cvC

34 6bitos apos 24hs -

do inicio do
antimicrobiano

13 HMC positivas
em menos de 14
dias da HMC indice

325 episddios de bacteremias por

Fase pré intervencdao:

196 episodios de bacteremia

incluidos

v

114 episodios de
bacteremia
incluidos

BGN avaliadas

Fase intervencéo:
(Setembro/2020 a Outubro/2021)

129 episodios de bacteremia

v

102 episodios de
bacteremia
incluidos

27 episédios de
bacteremia excluidos

8 Obitos apo6s 24hs do
inicio do antimicrobiano

17 HMC positivas com
flora polimicrobiana

2 epsodios de
bacteremia com
dificuldade técnica do
MALDI-TOF direto da
garrafa de HMC

Figura 6 - Fluxograma de selecdo de bacteremias por bactérias Gram-

negativas

5.1. Andlise das caracteristicas demograficas e desfechos clinicos

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes

incluidos no estudo em ambas as fases do estudo estdo demostradas na

tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e de terapia
antimicrobiana dos pacientes incluidos nas fases pré intervencéo e

intervencao
Pré Intervencdo  Valor-p
Variavel intervencao
(N=114) (N=102)

Idade, anos, mediana, 11Q 56 (41-62) 59 (47-69) 0,057
Sexo masculino N (%) 78 (68,4%) 65 (63,7%) 0,466"°
Terapia de substituicdo renal, N (%) 37 (32,5%) 42 (41,2%) 0,184°
Presenca de CVC, N (%) 81 (71,1%) 84 (82,4%) 0,051°
SAPS3, mediana, IIQ 56 (45-68) 64 (50-76) 0,005
Gravidade de bacteremia (PITT score) 2 6, N (%) 60 (52,6%) 62 (60,8%) 0,228°
Causas de admisséo hospitalar, N (%)
Sindrome respiratéria aguda grave por Coronavirus- 0 (0%) 45 (44,1%) <0,0001°
2 (SARS CoV-2)
Doenca Gastrointestinal 25 (21,9%) 5 (4,9%) 0,0003°
Infecgdo 26 (21,9%) 8 (7,8%) 0,002°
AVCHI/I 16 (14%) 10 (10%) 0,34"
Trauma 13 (11,4%) 10 (10%) 0,7°
Doenca renal 8 (7%) 5 (5%) 0,51°
Doenca cardiovascular 5 (4,4%) 5 (5%) 0,85°
Doenca metabdlica 3 (2,6%) 1 (1%) 0,36°
Outros 19 (16,6%) 13 (13%) 0,33°
Origem da bacteremia, N (%) 0,007°
Primaria 58 (50,8%) 48 (47,1%) 0.671°
Pulméo 13 (11,4%) 28 (27,5%) 0.005°
Urina 9 (7,9%) 9 (8,8%) 1.0°
Abdome 17 (14,9%) 7 (6,9%) 0.096°
Pele e partes moles 7 (6,1%) 8 (7,8%) 0.823°
Outros 10 (8,7%) 2 (2,0%) 0.06°
Distribuicdo dos micro-organismos, N (%) 0,002°
K. pneumoniae 49 (43,0%) 33 (32,4%) 0.043°
E. coli 19 (16,6%) 13 (12,7%) 0.536°
A. baumannii 9 (7,8%) 17 (16,7%) 0.077°
P. aeruginosa 7 (6,1%) 22 (21,6%) 0.002°
Enterobacter spp 15 (13,1%) 5 (4,9%) 0.064°
Outras Enterobacterales 13 (11,4%) 8 (7,8%) 0.515°
Outros ndo fermentadores 2 (1,7%) 4 (3,9%) 0.580°
Uso prévio de ATM, N (%) 75 (65,8%) 72 (70,6%) 0,450°
Uso prévio de carbapenémicos, N (%) 27 (23,7%) 32 (31,4%) 0,206°
Tempo de tratamento com o ATM, média, DP 9,13 (+ 4,04) 7,80 (£3,71) 0,0132

a=Teste de Mann-Whitney; b: Teste qui-quadrado de Pearson;

AVCH/I= acidente vascular cerebral hemorragico/isquémico; CVC= cateter venoso central; 11Q:
intervalo interquartil; DP: desvio padrdo, SAPS3= Simplified Acute Physiology Score Ill; UTI=unidade

de terapia intensiva; ATM=antimicrobiano



Resultados 54

Espécies de Klebsiella spp foram o0s micro-organismos mais
frequentemente isolados (43,0% e 32,4%), seguido por E. coli (16,6% e
12,7%), Acinetobacter baumannii (7,8% e 16,7%) e Pseudomonas aeruginosa

(6,1% e 21,6%) nas fases pré intervencao e intervencao, respectivamente.

Conforme dados da tabela 2, em relacdo ao perfil de resisténcia na fase
pré intervencao, 24,6% (28) de Enterobacterales, 7% (8) dos A. baumannii e
2,7% (3) P. aeruginosa isoladas foram resistentes aos carbapenémicos. Na
fase intervencéo, 15,7% (16) Enterobacterales, 15,7% (16) dos A. baumannii, e

5% (5) P. aeruginosa isoladas foram resistentes.

Tabela 2 - Frequéncia de bactérias gram-negativas isoladas resistentes a
carbapenémicos nas fases pré intervencéo e intervengao

Micro-organismos resistentes Pré intervengcdo Intervencéo Valor-
a carbapenémicos N=76 N= 39 (%) N= 37 (%) P
Enterobacterales 28 (24,6%) 16 (15,7%) 0,141°
P. aeruginosa 3 (2,7%) 5 (5%) 0,602°
A. baumannii complex 8 (7%) 16 (15,7%) 0,071°
Total 39/114 (34,2%) 37/102 (36,3%)

b: Teste qui-quadrado de Pearson

N&o houve impacto na mortalidade até 30 dias para ambas as fases do
estudo, havendo 25% de taxa de mortalidade fase pré intervencdo e 35% na
fase intervencdo, sendo p=0,115. Entretanto, houve significativa reducdo do
tempo de permanéncia hospitalar (44 dias vs. 39 dias, p=0,005), do tempo de
permanéncia em UTI (17 dias vs. 13 dias, p=0,033) e tempo médio de
tratamento antimicrobiano da ICS por BGN (9 dias vs. 8 dias, p=0,013)

respectivamente, conforme demonstra a tabela 3.
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Tabela 3 - Desfechos clinicos nas fases pré intervencgéo e intervencao

Pré intervencdo Intervencgao

Variaveis N=114 N=102 Valor-p
Mortalidade até 30 dias, N (6bitos), (%) 29 (25%) 36 (35%) 0,115°
Tem.po de permanéncia hospitalar, N (dias), 44 (20-59) 39 (14-48) 0,005 2
mediana, 11Q
Tempo de permanéncia em UTI, N (dias), 17 (7-22) 13 (5-16) 0,033 2
mediana, 11Q

a=Teste de Mann-Whitney; b: Teste qui-quadrado de Pearson; I1Q: intervalo interquartil

A tabela 4 demonstra a analise uni e multivariada dos fatores de risco
correlacionados com o desfecho clinico primario de mortalidade em 30 dias.
Identificamos apenas o SARS CoV-2 como uma variavel independente

relacionada ao maior risco de 6bito na populagéo estudada.

Tabela 4 - Andlise univariada e multivariada dos fatores de risco para
mortalidade em 30 dias para pacientes incluidos no estudo (N=216)

Univariada

Variavel Mortalidade em 30dias

N&ao Sim HR (1C95%) Valor-p

(N=151) (N=65)

Pré intervencéo, N (%) 78 (68%) 36 (32%)
Intervencao, N (%) 73 (71%) 29 (29%) 1,38 (0,97-1,95) 0,072
SARS-CoV-2, N (%) 9 (20%) 36 (80%) 1,74 (1,17-2,59) 0,006
SAPS3 (mediana, 11Q) 51 (45 - 67) 62 (50-74) 1,01(1,00-1,02) 0,083
Doenca Gastrointestinal, N (%) 17 (56,6%) 13 (43,3%) 1,18(0,85-1,64) 0,333
Infecgdio, N (%) 12 (14,5%) 22 (16,5%) 0,83(0,52-1,32) 0,432
Origem da bacteremia pulméao, N (%) 18 (43,9%) 23 (56,1%) 1,39 (1,07-1,80) 0,036

Micro-organismo isolado P. aeruginosa, N(%) 11 (37,9%) 18 (62,1%) 1,38 (1,09-1,74) 0,002

Multivariada*

OR (IC95%) Valor-p
SARS-CoV-2 1,54 (1,02-2,29) 0,036
Origem da bacteremia pulméo, N (%) 1,75 (0,87-3,51) 0,113
Micro-organismo isolado P. aeruginosa, N(%) 1,26 (0,56-2,83) 0,573

* Risco proporcional de Cox.

HR: hazard ratio; IC: interval de confianca; OR: odds radio; 11Q: intervalo interquartil; SARS
CoV-2: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; SAPS3- simplified acute physiology
score lll
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5.2. Andlise dos genes de resisténcia - Fase intervencao

Dos 102 episddios de bacteremia na fase intervengdo, analisamos em
96 amostras o perfil de deteccdo de genes de resisténcia bacteriana. Nao foi
possivel realizar a deteccdo em seis amostras devido a problemas de
manutencao técnica do aparelho (trés A. baumannii, duas P. aeruginosa, uma

B. cepacia).

Encontramos ao todo 53% (51/96) dos isolados com a deteccdo de
algum dos genes de resisténcia a enzimas da classe das [-lactamases

pesquisados pelo equipamento de deteccao de PCR multiplex.

Os genes de resisténcia mais prevalentes entre os isolados de BGN
foram os relacionados a producdo de enzimas da classe das ESBLs, sendo
78,6% (35) dos micro-organismos com blactx-m e/ou blasky, seguido pela

carbapenemase KPC, com 27,4% (14) de deteccao do gene blakpc.

Em nossa amostra, o gene blasnv esteve presente apenas em isolados
de K. pneumoniae, j& 0 gene blactx-m esteve presente em isolados de K.

pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter spp e B. cepacia.

Em relacdo a deteccdo de genes de resisténcia para enzimas da classe
das carbapenemases encontramos a seguinte proporcdo: 27,4% (14) blaxec,
15,7% (8) blaoxa-24, 13,7% (7) blaoxa-s1, 11,8% (6) blaoxa-23, 2,0% (1) blanowm.

A tabela 6 descreve o perfil da deteccdo dos genes de resisténcia em
episédios de bacteremia por micro-organismos com algum gene de resisténcia
e a tabela 7 traz informacdes sobre a prevaléncia dos genes entre as espécies

bacterianas.
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Tabela 5 - Descricao da deteccao de genes de resisténcia em BGN nas fases
intervencao identificados pelo mPCR (N=51)

ID MICRO-ORGANISMO bla bla bla bla bla bla bla bla bla

SHV CTX-M KPC NDM OXA-23 OXA-24 oxa-48 oxa-51 GES
1 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO SIM NAO
2 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO
9 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO SIM NAO
10  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO
25 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO
34 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO SIM NAO
46 A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO SIM NAO
51  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO SIM NAO
55  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO SIM NAO
65  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO
82  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO
86  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO SIM
89  A. baumannii complex NAO NAO NAO NAO SIM SIM NAO SIM NAO
7 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
8 K. pneumoniae SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
12 K. pneumoniae SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
20 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
21 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
26 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
29 K. pneumoniae SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
35 K. pneumoniae SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
43 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
45 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
48 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
53 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
56 K. pneumoniae NAO SIM NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO
57 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
58 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
61 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
62 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
66 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
69 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
71 K. pneumoniae NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
72 K. pneumoniae NAO NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
81 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
83 K. pneumoniae SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO SIM
94 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
98 K. pneumoniae NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
102 K. pneumoniae NAO SIM SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO
84 K. oxytoca NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO SIM
4 E. coli NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
g ool NAO  siM  NAO  NAO NAO NAO NAO NAO NAO
28 Ecol NAO  siM  NAO  NAO NAO NAO NAO NAO NAO
73 ol NAO  NAO  SIM  NAO NAO NAO NAO NAO NAO
100 & cof NAO SIM NAO  NAO NAO NAO NAO NAO NAO
50 P.aeruginosa NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO NAO NAO
59  P.aeruginosa NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
42 Enterobacter cloacae complex NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
47 Enterobacter hormaechei NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
92  Serratia marcescens NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO SIM
55  Burkholderia cepacia complex NAO SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
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Tabela 6 - Prevaléncia dos genes de resisténcia entre os 51 isolados
bacterianos na fase intervencao

Prevaléncia de genes de resisténcia (N, %)

Micro-

organismos % bla bla bla bla bla bla bla bla
N=51 SHV CTX-M KPC NDM OXA-23 OXA-24 oxa-51 GES
A. baumannii 6 7 7 1
complex (n=13) >4 O 0 0 O (46,1%) (53,8%) (53,8%) (7.7%)
K. pneumoniae 510 5 22 13 1 0 0 0 2
(n=26) ™ (19,2%) (84,6%) (50%) (3,8%) (7,6%)
P. aeruginosa 1 1

(n=2) 3,9 0 (50%) 0 0 0 (50%) 0 0
E. coli 4 1

(n=5) 9,8 0 (80%)  (20%) 0 0 0 0 0
Enterobacter >

sp. 3,9 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=2) (100%)

S. marcescens 1
(n=1) 2,0 0 0 0 0 0 0 0 (100%)
B. cepacia

complex 2,0 0 1 0 0 0 0 0 0
(n=1) (100%)

K. oxytoca 1
(n=1) 2,0 0 0 0 0 0 0 0 (100%)
Total 5 30 14 1 6 8 7 5

(9,8%) (68,6%) (27,4%) (2,0%) (11,8%) (15,7%) (13,7%) (9,8%)

5.3. Analise do tempo para processamento das amostras de hemoculturas

(turnaround time —=TAT)

Em relacé&o ao tempo para deteccdo dos micro-organismos isolados em
hemoculturas na fase pré intervencao e intervencédo, tivemos uma mediana de
11h53min (9h47min — 17h26min) e 12h29 min (10h07min — 18h18min), sendo

p=0,302, respectivamente.

O intervalo de tempo entre todas as etapas do processamento das

amostras esta representado na tabela 7 e figura 7.



Resultados

59

Tabela 7 - Intervalo de tempo entre os resultados microbiologicos (TAT,

turnaround time)

TAT (turnaround time) Pré intervencéo Intervencéo Valor-p
(mediana, horas) N=114 N=102

Tempo para detecgéo 11h 53min 12h29min 0,302 @
bacteriana, mediana, (11Q) (9h47min — 17h26min) (20h07min-18h18mim)

At deteccdo bacteriana ao 2h43min 01h32min <0,0012
Gram, mediana, (11Q) (2h30min — 5h40min) (37min — 3h11min)

At deteccdo bacteriana ao 26h31min 9h31min <0,0012

MALDI-TOF, mediana, (11Q) (20h33min — 33h42min)

At deteccao bacteriana ao -
PCR, mediana, (1IQ)

At global (detecgéo 54h14min
bacteriana até TSA), (44h49min — 67h12min)

mediana, (11Q)

(6h28min — 15h10min)

8h49min -
(7h57min — 13h33min)

48h28min 0,0052
(36h33min-57h47min)

a:Teste de Mann-Whitney; 11Q: intervalo interquartil
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Figura 7 - TAT — Turnaround time (mediana) do processamento das amostras
de hemoculturas — Fase pré intervencao e intervencao

As figuras 8 e 9 demonstram a representacao grafica do TAT em ambas

as fases.
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Fase Pré analitica Fase analitica

TAT (turnaround time): Tempo para deteccao + 1 + 2 + 3

Pré intervencdo n=114

Tempo
detecgdo
HMC:
11h53min
2 =23h26min
'l
Coleta
HMC GRAM MALDI-TOF 3 -22n in ';A
— Semeadura/crescimento
1 =2ha3min em meio sélido
Medi o
horas apos A A 7 A x
positivagao da Oh 12h 24h 36h 72h
— At detecgio

bacteriana e
Gram

At detecgdo bacteriana e MALDI-TOF: 26h31min

At detecgdo bacteriana e TSA: 54h14min

Figura 8 - TAT — Turnaround time (mediana) do processamento das amostras de
hemoculturas — Fase pré intervencao

Lase Pré analitica Fase analitica

TAT (turnaround time): Tempo para deteccao + 1 + 2 * 3

Intervencao n=102

Tempo
detecgao
HMC:
12h29min
2 =7h03min
——
Coleta MALDI T
HMC GRAM  .7oF 3 =39h07min TSA
I —
1 =1h32min
Mediana de ‘ ‘ ‘. ‘ x
SR oh 12h 24h 36h 72h
positivagdo da
HMC At detecgdo
bacterianae

At detecgio bacteriana
e MALDI-TOF: 9h31min

At deteccio bacteriana
e PCR: 8h49min

At deteccdo bacteriana e TSA: 48h28min

Figura 9 - TAT — Turnaround time (mediana) do processamento das amostras de
hemoculturas — Fase intervencao
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5.4. Analise de oportunidades para direcionamento da terapia

antimicrobiana: escalonamento e descalonamento

Em nosso estudo avaliamos as oportunidades para o direcionamento do
antimicrobiano pelo médico assistente nas unidades de terapia intensiva apos
0 resultado baseado na identificacdo pela coloracdo de Gram, pelo MALDI-
TOF, deteccdo de genes de resisténcia pelo PCR, e, finalmente pelo resultado
do TSA.

Na tabela 8 analisamos 142 oportunidades de direcionamento na fase
pré intervencdo. Nesta fase, as oportunidades de direcionamento do
tratamento antimicrobiano dos pacientes foram coletadas de registro médico
em prontuario eletrénico relacionadas a cada um dos trés momentos dos
resultados dos testes laboratoriais publicados na pagina do prontuério
eletrdbnico sem a comunicacao direta e rapida pelo médico pesquisador. A
categorizacdo do momento do direcionamento da terapia, foi combinada com a
informacdo de mudanca da prescricdo médica do antimicrobiano, assumindo
como a motivagao para tal, o resultado microbiologico disponivel pelo Gram ou
MALDI-TOF ou TSA imediatamente anterior ao registro em prescricdo médica.

As condutas de direcionamento da terapia foram categorizadas em

descalonamento e escalonamento, conforme descrito na tabela.
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Tabela 8- Momento e conduta para direcionamento do antimicrobiano. Fase
pré intervencdo. N oportunidades= 142

Momento do direcionamento do ATM

Conduta
Apés coloragdo Apds MALDI- Apds Total,
Gram, N TOF, N TSA, N N (%)
Reducéo de
espectro ou
Descalona- fetirada de ATM 6 17 33 56
mento para bactéria Gram- (39,4)
negativa
Retirada do ATM
para bactéria Gram- 20 7 8 35
positiva (24,6)
Ampliagéo de
espectro ou
Escalona-  associacdo de ATM
mento para bactéria Gram- 8 22 21 51
negativa e positiva (36)
Total, N 34/142 46/142 62/142 142
(%) (24) (32,4) (43,6)

Observamos 24% (34) de mudancas para direcionamento da terapia
empirica logo apdés o resultado de identificacdo pelo Gram. Entre essas
mudancas, a principal decisdo tomada pelo médico prescritor foi a de
descalonamento (26), seja por descontinuacdo da cobertura inicial de provavel
bactéria Gram-positiva (20 decisdes de mudanc¢a) ou por reducdo ou retirada
de um antimicrobiano para bactéria Gram-negativa (6 decisfes de mudanca).

Apos a identificacdo da bactéria em género e espécie pelo MALDI-TOF
observamos maior nimero de mudancas para o direcionamento da terapia
perfazendo 32,4% (46). Observamos um pequeno maior numero de
oportunidades de descalonamento (24) em relacdo ao escalonamento (22)
apos resultado do MALDI-TOF.

Em seguida, um maior numero de direcionamento da terapia se
concentrou apos o resultado do TSA, havendo 43,6% (62) de oportunidades e

a maioria caracterizada como descalonamento (41).
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Na fase intervengcdo analisamos 140 condutas de mudangas no
tratamento para direcionamento do antimicrobiano a cada um dos quatro
momentos dos resultados dos testes laboratoriais.

Nesta fase foi realizado identificacdo bacteriana por MALDI-TOF e
deteccdo genes de resisténcia por mPCR diretamente do frasco de
hemoculturas, e, além disso, os resultados dos quatro momentos dos
resultados microbiologicos foram comunicados rapidamente ao médico
prescritor por meio de visitas diretas nas unidades de terapia intensiva ou por
telefone usando a publicacdo do exame em mensagens de texto enviadas por
WhatsApp e/ou ligacdo telefénica. Semelhante ao realizado na fase pré
intervencao, as condutas de direcionamento da terapia foram categorizadas em

descalonamento e escalonamento, conforme definidas na tabela 9.

Tabela 9- Momento e conduta para direcionamento do antimicrobiano. Fase
intervencédo. N oportunidades = 140

Momento do direcionamento do ATM

Conduta
ApOs Ap0ds Ap0ds Ap0ds Total,
coloragao MALDI- PCR, N TSA, N N (%)
Gram, N TOF, N
Reducéo de
espectro ou 0 6 12 25 43
para bactéria
mento Gram-negativa
Retirada do ATM
para bactéria 28 10 3 2 43
Gram-positiva (30,7)
Ampliagdo de
espectro ou
Escalona- associacéo de 2 20 19 13 54
cobertura do ATM (38,5)
mento para BGN OU
BGP
Total, N 30/140 36/140 34/140 40/140 140
(%) (21,4%) (25,7%) (23,4%) (28,6%)
Intervengdes 29 21 26 26 102

aceitas (%) (96,7%) (58,3%)  (76,5%)  (65%)  (72,8%)
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Ao todo tivemos 86 (61,4%) mudancas da terapia antimicrobiana
definidas como descalonamento e 54 (38,5%) escalonamentos.

Observamos 21,4% (30) de oportunidades para direcionamento da
terapia empirica logo apds o resultado de identificacdo pelo Gram, sendo a
maioria classificadas como descalonamento baseada na decisao tomada pelo
meédico prescritor de descontinuacdo da cobertura inicial para provavel
cobertura de bactéria Gram-negativa. (28 decis6es de mudanca).

Apés identificacdo da bactéria em género e espécie pelo MALDI-TOF
observamos 25,7% (36) de oportunidades para direcionamento da terapia,
sendo que, 16 foram atribuidas ao descalonamento e 20 oportunidades de
escalonamento.

Na fase de intervencéo realizamos a identificagdo do micro-organismo e
deteccdo de genes de resisténcia e tivemos 23,4% (34) de oportunidades para
o direcionamento da terapia dentre as quais 15 foram descalonamentos e 19
escalonamentos. A semelhanca da primeira fase, na fase intervencdo, houve
uma maior proporcdo de numero de direcionamento da terapia apos o
resultado do TSA havendo 28,6% (40). Destas oportunidades, 27 foram
descalonamentos e 13 escalonamentos.

Apds os resultados microbiolégicos comunicados pelo laboratério
medimos a taxa de aceitacao das propostas feitas pelo médico pesquisador do
estudo para direcionamento da terapia antimicrobiana ao médico prescritor na
UTI. Ao todo tivemos uma taxa de aceitacdo de 72,8% das propostas sugeridas
sendo que a maior parte se concentrou mais precocemente com a liberagdo do

resultado de identificacdo pelo Gram (96,7%).

5.5. Anéalise do consumo e custos de antimicrobianos

A medida do consumo de antimicrobiano do nosso estudo foi baseada
na definicdo de dias de tratamento administrados levando em consideragéo
1.000 dias presentes (DOT, days of therapy). Ao longo do seguimento dos
pacientes nas fases pré intervengcdo e intervencdo, obtivemos 1.034 e 784

dias-presentes, respectivamente.
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Tabela 10 - Consumo de Antimicrobiano baseado em DOT - Dias de
Terapia/1.000 dias-presentes* nas fases pré intervencdo e

intervencao
Consumo de ATM (DOT — Pré intervencao Intervencéo
dias de terapia/1.000 dias- ¢ ¢ Valor-p
presentes, mediana, 11Q
Todos antimicrobianos,
N=114 N=102 0.0322
1381 (1103 - 2251) 1262 (1063 - 1662) '
Antimicrobianos com espectro de
acao para bactérias gram- N=114 N=102 0.0672
negativas 1281 (1004 - 1775) 1172 (1006 - 1427) ™'
Antimicrobianos com espectro de
acdo para bactérias gram- N= 52 N=43 0.0042
positivas 475 (238 - 761) 270 (139 - 467) '
Carbapenémicos N=76 N=72 0.0402
836 (504 - 1056) 543 (301 - 991) '
N=45 N=40 0.2992
Colistina/Polimixina B 722 (390 - 932) 881 (462-1001) '
o N=3 N=8 0,865 2
Ceftazidima/avibactam 931 (725 - 1022) 911 (823 — 940) '

Antimicrobianos com espectro de agdo para bactérias gram-negativas: carbapenémicos,
colistina/polimixina B, ciprofloxacino/levofloxacino, amicacina, ceftriaxone, piperacilina/tazobactam,
tigeciclina, ceftazidima, ceftazidima/avibactam, fosfomicina, gentamicina. Antimicrobianos com espectro
de acdo para bactérias gram-positivas: oxacilina, vancomicina e linezolida; Carbapenémicos: imipenem,
meropenem e ertapenem.

a:Teste de Mann-Whitney; IIQ: intervalo interquartil

* dias-presentes: soma de dias entre hemocultura positiva para BGN até fim do tratamento ou até 21 dias

Observarmos uma reducdo significativa do consumo de todos
antimicrobianos e para cobertura de bactérias gram-positivas durante o
seguimento dos pacientes nas fases pré intervencéao e intervencdo. Em relacédo
a classes dos antimicrobianos, apenas para o grupo dos carbapenémicos foi

encontrada uma reducdo de consumo significativa entre 0s grupos.
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Tabela 11 - Custo de Antimicrobiano baseado em DOT - Dias de
Terapia/1.000 dias-presentes* nas fases pré intervencdo e
intervencao
Custo de ATM (DOT - Pré Intervencao %
dias de terapia/1.000 dias- intervencgao ¢ Valor-p diferenca
presentes) somaem reais
Todos antimicrobianos, N=114 N=102 0.0302 + 30%
R$ 124.475,52 R$ 161.855,46 '
Antimicrobianos com espectro
de acao para bactérias gram- N=114 N=102 0 2832 + 33%
negativas R$ 121.322,76  R$ 157.728,42 '
Antimicrobianos com espectro
de acao para bactérias gram- N= 52 N=43 0.0082 - 78%
positivas R$ 3.260,40 R$ 1.053,93 '
Carbapenémicos N=76 N=72 0.0392 - 34%
R$ 31.216,64 R$ 20.480,87 '

. .. N=45 N=40 a _ 470
Colistina/Polimixina B R$ 28.341,35 R$ 15.760,57 0,067 47%
Ceftazidima/avibactam N=3 N=8 0,008 2 + 346%

R$ 23.251,80 R$ 103.738,80 '

Antimicrobianos com espectro de acdo para bactérias gram-negativas: carbapé&nemicos, colistina/polimixina
B, ciprofloxacino/levofloxacino, amicacina, ceftriaxone, piperacilina/tazobactam, tigeciclina, ceftazidima,
ceftazidima/avibactam, fosfomicina, gentamicina. Antimicrobianos com espectro de a¢éo para bactérias gram-
positivas: oxacilina, vancomicina e linezolida; Carbapenémicos: imipenem, meropenem e ertapenem.

a:Teste de Mann-Whitney; 11Q: intervalo interquartil

R$= soma em reais

* dias-presentes: soma de dias entre hemocultura positiva para BGN até fim do tratamento ou até 21 dias

Em

relacdo ao custo dos antimicrobianos na fase intervencdo e

intervencdo, os resultados demonstraram uma reducdo significativa para

drogas com cobertura de bactérias gram-positivas, com reducdo de 78% e

p=0,008 e para os carbapenémicos, com reducao de 34% e p=0,039.
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6. DISCUSSAO

Este estudo foi desenhado com objetivo de avaliar, na pratica,
desempenho de um programa de uso racional de antimicrocrobiano baseado
nas estratégias de comunicacao rapida dos resultados laboratoriais ao médico
prescritor e a utilizagdo de ferramentas rapidas de diagnostico microbiologico
para acelerar a identificagcdo do micro-organismo em infec¢cées por BGN em

hemoculturas em pacientes internados em UTlIs 5758,

Os resultados encontrados demonstraram que a identificacéo rapida do
agente infeccioso combinado a comunicacdo em tempo real dos resultados
microbiolégicos de ICS por BGN em pacientes em UTI, ndo apresentou
associacdo de reducdo de mortalidade em 30 dias, mas teve impacto na
reducdo significativa do tempo de internacdo hospitalar e em UTI e também no

consumo e nos custos de antimicrobianos.

Perez e colegas 23 também conduziram um estudo quasi-experimental
pré-pés intervencdo integrando identificacdo do micro-organismo por MALDI-
TOF associado a administragdo antimicrobiana em pacientes com bacteremia
por BGN. Assim como nosso estudo, eles demonstraram uma reducdo nao
significativa na mortalidade (10,7% vs. 5,6%, p = 0,19). No entanto, eles
demonstraram significAncia estatistica nas reducdes no tempo de internacdo
hospitalar (11,9 vs. 9,3 dias, p = 0,01) e nos custos totais ($ 45.709 vs $
26.126, p = 0,009). O encontro do beneficio de reducédo de mortalidade é dificil
em estudos do tipo pré e pés intervencdo nos quais fatores confundidores néo
podem ser controlados. Ademais, em nosso célculo amostral levamos em
consideracdo o desfecho de tempo de internacdo hospitalar. Para melhor
avaliacao do desfecho mortalidade, o tamanho da amostra estudada pode ter

sido insuficiente.

Em uma meta-analise de 31 estudos avaliando o efeito das ferramentas
de diagnostico microbiol6gico rapido em desfechos clinicos, Timbrook et al. 59,

ressaltaram a dificuldade de demonstrar beneficios relacionados a reducéo da
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mortalidade em estudos de pré e poés intervencdo dada a dificuldade de
controlar os fatores confundidores. Entretanto, os resultados dessa metandlise
demonstraram haver um risco de morte menor apenas quando 0s hospitais
empregavam técnicas de diagnosticos rapido na presenca de uma pratica bem
estabelecida de um programa de uso racional de antimicrobianos (OR: 0,64;
IC95% 0,51-0,79) em relacéo a auséncia destes programas (OR: 0,72; 1C95%
0,46 - 1,12). Os autores desta meta-analise chamam a atencao,
especificamente, em relacdo ao efeito entre 0 uso de ferramentas rapidas de
diagndstico microbiologico e os programas de uso racional de antimicrobianos
em desfechos clinicos resultantes dos estudos selecionados °°. Por outro lado,
Beganovic et al. 80 demonstraram a importancia da presenca do programa de
uso racional associado a utilizacdo do MALDI-TOF por diminuir o tempo de
identificacdo do micro-organismo. Neste estudo, ndo foi medido o impacto na
mortalidade, porém o grupo que teve os resultados de identificacdo do agente
infeccioso pelo MALDI-TOF associado a comunicacdo aos médicos
prescritores em tempo real, obteve menor tempo de internacdo hospitalar e em
UTI 90,

Nosso estudo, mesmo acompanhado de um programa de uso racional
de antimicrobiano, ndo observou impacto na reducdo da taxa de mortalidade
até 30 dias do episadio de ICS, sendo 25% vs. 35%, p=0,115, para fase pré e

intervencao, respectivamente.

Uma outra metanalise recentemente publicada incluindo seis estudos do
tipo randomizados e controlados com 1.638 participantes, também ndao
observou beneficios em reducado da mortalidade associada ao uso dos testes
rapidos diagndsticos, independente da presenca de programas de uso racional

de antimicrobianos 1.

Apesar da reducdo da mortalidade ser o desfecho mais importante,
infelizmente nosso estudo também ndo conseguiu demonstrar tal beneficio,
provavelmente devido a gravidade dos pacientes internados em unidades de
terapia intensiva onde o agravante da ICS é certamente um importante fator de

risco para mortalidade.
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O primeiro caso de COVID-19 no Brasil foi detectado em fevereiro de
2020, na cidade de Sao Paulo, e nosso hospital tornou-se referéncia para o
atendimento da COVID-19 com todos os leitos destinados ao atendimento
desta doenca. Por isso, o estudo foi interrompido, regressando apenas a partir
de setembro de 2020. Durante o periodo de intervengdo, vivenciamos a
coexisténcia do SARS-CoV-2 em nossas UTIs %63 o que certamente
contribuiu para a maior gravidade dos pacientes (vide SAPS 3) e que pode ter

influenciado na néo reducédo da mortalidade.

A andlise univariada, demostrou que ICS de origem pulmonar, presenca
de infeccdo pelo SARS CoV-2 e maior prevaléncia de bacteremia por P.
aeruginosa estiveram associadas a risco de morte em 30 dias. Esses achados
estiveram presentes no cenario de maior prevaléncia de SARS-CoV-2 onde o
pulmé&o é o 6rgdo alvo e pode resultar em infec¢cdes secundarias. De fato, P.
aeruginosa mostrou-se mais prevalente no periodo de intervencdo uma vez
gue a bacteremia de foco pulmonar também esta associada ao SARS-CoV-2,
conforme descrito por Rouze et al. ®4. Ressaltamos que nesse periodo néo
foram registrados surtos desse agente e, tanto a bacteremia por P. aeruginosa
quanto a origem da ICS ndo permaneceram como fatores de risco
independentes na analise multivariada. No entanto, quando analisados o0s
demais desfechos de tempo de internagéo hospitalar e na UTI, a intervencéo
foi benéfica.

Em relagdo aos micro-organismos isolados, embora K. pneumoniae e A.
baumannii demonstraram prevaléncia semelhante nos dois periodos, notamos
um aumento de P. aeruginosa no periodo de intervencdo. Este fato pode ser
explicado pela pandemia pelo SARS CoV-2, em que varios estudos também

demostraram um aumento de ICS por P. aeruginosa .

Por outro lado, a resisténcia global aos carbapenémicos foi de 35,2%
(76/216) ndo sendo estatisticamente diferente nas duas fases, tanto para
Enterobacterales quanto para BGN ndo fermentadores. A taxa de resisténcia
para Enterobacterales representa um verdadeiro desafio para as decisfes de

tratamento empirico em UTIs, uma vez que bactérias gram-negativas
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resistentes aos carbapenémicos sédo prevalentes em UTIs adultos, sendo a K.
pneumoniae o patégeno mais prevalente % e a antibioticoterapia empirica
combinada, uma realidade. Dados de estudo brasileiro de prevaléncia pontual,
mostraram uma alta prevaléncia de uso de antimicrobianos em UTIs
destacando a alta proporgéo de terapia combinada (51%) para lidar com a alta
taxa de MDROs neste cenario “8. Sendo assim, espera-se que os resultados de

testes moleculares rapidos sejam benéficos nas tomadas de decisoes.

Em nosso estudo, quando realizamos a deteccdo de genes de
resisténcia na fase de intervencdo obtivemos alta prevaléncia de isolados
microbiolégicos produtores de ESBL (68,6%), seguido da presenca de
oxacilinases (41,2%) e do gene blakrc (27,4%). O conhecimento do mecanismo
de resisténcia antes do teste de sensibilidade antimicrobiana € uma ferramenta
muito 0til para ser usada jA apdés a hemocultura positiva e altamente
recomendada para o pronto ajuste do regime antimicrobiano 58:6:67 Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para averiguar a longo prazo, o real impacto

desta metodologia na reducgéo da resisténcia bacteriana.

Na analise dos resultados econémicos, notamos uma reducéo geral no
consumo de antimicrobianos. Isso ocorreu, porque nossa intervencdo era
focada em ICS por BGN o que influenciou significativamente na
descontinuacdo de antimicrobianos contra bactérias gram-positivas
(vancomicina). A comunicacao imediata do patégeno envolvido na infeccédo e a
discusséo sobre a racionalizacédo da terapia certamente melhoram o tratamento
proposto justamente por se basear em resultados confiaveis e rapidos e

promover ajustes na terapia antimicrobiana mais precocemente.

A andlise global demonstrou um aumento no custo dos antimicrobianos
(incremento de 30%), e quando analisamos 0s custos agrupando o0s
antimicrobianos por espectro de acdo, houve um aumento nos custos de
antimicrobianos para bactérias gram-negativas devido a introducdo de
ceftazidima-avibactam no nosso arsenal terapéutico. Em contrapartida, houve

uma redugéo de custos dos antimicrobianos para bactérias gram-positivas.
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Optamos por analisar especificamente o consumo e custos de
carbapenémicos, polimixinas e ceftazidima—avibactam porque esses
antimicrobianos sdo os mais usados empiricamente em nosso cenario de
micro-organismos multirresistentes. Os resultados demonstraram uma reducao
significativa no consumo de carbapenémicos que pode ser explicado pela
maior prevaléncia de P. aeruginosa sensivel. Embora esse micro-organismo
tenha sido mais prevalente, ndo houve alteracdo na sensibilidade ja que
apenas 3,7% dos isolados de P. aeruginosa foram resistentes aos
carbapenémicos. A classe das polimixinas ndo apresentou reducdo no
consumo, mas demonstrou reducao no custo resultante do uso de polimixina B
no periodo de intervencao, que é uma molécula mais barata do que a colistina

em nossa instituicao.

A diminuicdo do tempo para os resultados microbiologicos (TAT)
provavelmente impactou em nossos desfechos encontrados, principalmente
naqueles relacionados ao wuso de antimicrobianos, por permitir o
direcionamento da terapia antimicrobiana em uso 23 %% 67, Em nosso estudo, a
mediana do TAT dos resultados de MALDI-TOF, realizados diretamente a partir
de hemoculturas sinalizadas como positivas, foi 17 horas menor em
comparacao com o grupo de estudo pré intervencao (26 h 31 min vs. 9 h 31
min, p < 0,001).

Considerando que muitos laboratérios de microbiologia possuem a
metodologia de MALDI-TOF, o procedimento descrito em nosso estudo para
realizar a identificacdo de micro-organismos diretamente da amostra de
hemocultura positiva deve ser executado e incorporado rotineiramente para
propiciar um impacto positivo nas decisdes terapéuticas. Também
demonstramos uma reducdo no tempo médio de deteccdo bacteriana e nos
resultados de testes de sensibilidade antimicrobiana (TSA) no periodo de
intervencao (54 h14 min vs. 48 h 28 min, p = 0,005) provavelmente devido a
intervencdo em etapas anteriores de identificacdo bacteriana. Munson et al.
demonstraram que a comunicagdo do resultado de coloracdo do Gram por
telefone ao clinico teve uma influéncia ainda maior na mudanca da prescricéo

do antimicrobiano do que quando finalizado o resultado do teste de



Discussao 73

sensibilidade antimicrobiana ©°. Esta questdo reforca a importancia da
comunicacdo eficaz e rapida do resultado da coloracdo de Gram, que é um
meétodo simples, barato, disponivel em qualquer laboratério de microbiologia.
Embora a incorporacdo da deteccdo de genes de resisténcia seja uma
estratégia dispendiosa, e diante do cenario atual de multirresisténcia, a
presenca da técnica de PCR multiplex diretamente do frasco de hemocultura,

pode ser util para a tomada de decisdes a beira leito e justificar o investimento

28,70

Em relagédo a conduta de direcionamento do ATM, observamos maiores
oportunidades para descalonamento e menores de escalonamento em etapas
precoces do resultado microbiologico ja disponivel pelo GRAM, sendo mais
pronunciada na fase intervencdo com o modelo de stewardship ativo, com a
comunicacdo direta ativa e em tempo real ao médico prescritor do resultado
para direcionamento da terapia. Huang e colegas, anlisando a conduta médica
das oportunidades de direcionamento da terapia tiveram a mesma percepcao
guanto na presenca do médico do programa de stewardship 1. Chama atencéo,
0 maior numero de oportunidades para o escalonamento da terapia quando se
usa métodos moleculares como o PCR. De fato, em ambientes hospitalares
com alta prevaléncia de MDR esta ferramenta pode ser capaz de produzir

efeito benéfico, ainda que por ampliacdo do ATM 70.

Nosso estudo possui algumas limitacbes. Trata-se de um estudo
observacional do tipo quasi-experimental que utilizou uma amostra de
conveniéncia sem randomizacdo. Isso pode ter levado a viés de selecdo da
amostra e ter contribuido para impossibilidade de controlar fatores
confundidores. A melhor metodologia para avaliar a eficacia das intervencdes
em salde a nivel populacional sdo estudos de séries interrompidas,
amplamente utilizados para avaliar medidas terapéuticas 2. No entanto, fomos
surpreendidos pela pandemia da infeccéo pelo SARS CoV-2, 0 que certamente
contribuiu para a heterogeneidade da amostra na fase de intervencao onde os
pacientes eram mais graves, contribuindo para que na analise multivariada

esta variavel se apresentasse como a Unica preditora de mortalidade.
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Outra limitacao foi que introduzimos, concomitantemente, o MALDI-TOF
e mPCR diretamente de hemoculturas associado a comunicag¢do rapida ao
meédico prescritor dos resultados microbiolégicos, dificultando assim o impacto

de cada intervencao individual.

Uma outra limitagdo foi que ndo correlacionamos resultados genotipicos
com resultados fenotipicos de micro-organismos isolados, e ndo calculamos os
custos indiretos relacionados ao menor tempo de permanéncia hospitalar.
Estudos de farmacoeconomia avaliando custo-efetividade em programas de
antimicrobial stewardship tém mostrado grandes beneficios e devem ser

incentivados’3.

Ressaltamos que nossa intervencdo ndo mostrou impacto na
mortalidade em 30 dias, mas demonstrou impacto no tempo de internacao
hospitalar e na UTI, bem como no consumo e custos de alguns
antimicrobianos. Acreditamos que o tempo para os resultados microbiolégicos
(TAT) pode ser abreviado ao usar MALDI-TOF diretamente de hemoculturas
combinadas com uma estratégia de programa de uso racional de
antimicrobianos. Incorporar o conhecimento dos genes de resisténcia antes do
perfil de sensibilidade agrega valor e informacfes para a tomada de decisées
seguras que podem resultar em beneficios diretos e indiretos relacionados ao

uso excessivo de antibidticos e a resisténcia bacteriana.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios com um tamanho amostral
maior, maior tempo de avaliacdo e comparando populacdes semelhantes sem
0 viés da infeccdo pelo SARS CoV-2 para melhor analisar o desfecho de

mortalidade.
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7. CONCLUSOES

A estratégia de um programa de uso racional de antimicrobianos
combinando comunicacdo rdpida dos resultados microbiol6gicos ao médico
prescritor e a utilizacdo de ferramentas diagndsticas (MALDI-TOF e
incorporacdo de biologia molecular realizados diretamente do frasco de
hemocultura) ndo mostrou reducdo na mortalidade em 30 dias, mas
demonstrou reducdo do tempo de internacdo hospitalar e nas UTIs; no
consumo global e nos custos diretos dos antimicrobianos com cobertura para

bactérias gram-positivas e carbapenémicos.

A incorporagdo do conhecimento dos genes de resisténcia antes dos
resultados do TSA agrega valor e informacfes para uma tomada de decisdo
segura podendo resultar em melhores beneficios clinicos, entretanto com
incremento financeiro relacionados ao uso de antibiéticos de amplo espectro e

mais caros em cenarios de bactérias multirresistentes.

A reducado do tempo para o resultado microbiolégico (TAT — turnaround
time) da identificacdo realizada pela técnica de MALDI-TOF diretamente dos
frascos de hemocultura foi estatisticamente significantemente, contribuindo
para a rapidez dos resultados e tomada de decisdo no direcionamento da

terapia antimicrobiana.

A mudanca da técnica de MALDI-TOF convencional apés semeadura
em placa para realizacédo direta do frasco da hemocultura pelo laboratério de
microbiologia necessita ser implementada na rotina como uma estratégia

exitosa do programa de uso racional de antimicrobiano em nossa instituicao.
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9. ANEXO

Anexo |
Instrumento de coleta de dados na fase pré intervencéo e intervencao

ANEXO 1- FICHA DE COLETA DADOS - STEWARDSHIP

DADOS DA INTERNACAD E EVOLUCAD

Mame: RGHC

DT Masc: Sexc: JM | )F Clinica:

DT Admissdo HC_ [ f DT intermagia UTI: _ [ J DT Saida UT: __ f f
Unid. de origem: _ Origem infec. CWCF [ )51 JN Retirado OWC? | )M ([ )5DT:
[SAP3._ PITT:_____ Didlise: [ ] Sim| )| N3o

Diagndstico na admissio hospitalar:

[Trauma | |} Respiratiria [ ] Mewraldgical |

jaenitowandnia [ | Cardiowascular | ) Onco-hematoldgica | ]
IMetabdlico au endécring | ) Gastraintestinal | ) Musculpesqueléticn /pele [ ]
Datadesaida: [ Altal ) Obital ) Motive:

jObito relacionado a IM? | )5 [ M

DADOS DE USO DE ANTIMICROBIAND EMPIRICO

DT imicio: __ f  /  Hora: DOT: DTfim:__f f  Hora:
Juntirnicrobia nac Adequade: | 5] )N
DT imicie: __ f  J  Hora: DOT: DTfim: __f )  Hora:
JdunBirnicrobis nac Adequado: | 5] IN
DT imicie: __ f  /  Hora: DOT: DTfim__f J_  Hora:
Jun Birnacrobia nac Adequado: | 5] JN
DT imicie: __ f /  Hora: COT: DTfim: __f J  Hora:
Jduntirnacrobia nac Adequado: | 5] JN

Liso prévio de ATE dltimas 15 dias? [ )5( N

Uso préwvio de carbapenémicos altimas 15 dias? | J5( N

Direcicnamento da terapia empirica apés GRAM? 5] N[ ] [ |} descalonamento [ ) escalonamento
| 11 ampliacio do espectro ath{ | 2. diminuicio do espectro ath | j3. discontinuacio de ath a agente ndo ID
1. Qual droga fod retirada? L. Para gual droga reduzida OU TROCADAT

Direcionamento da terapia empirica apds PCR? S )M ] | 1 descalonamento | | escalonamento
| 11.ampliacio do espectro ath| ) 2. diminuigio do espectro ath | 3. discontinuagio de ath a agente ndo ID
1. Qual droga fod retirada? I Paraqual droga redurida OU TROCADAT

Direcicnamento da terapia empirica apés MALDIRETO? 5[ )N(| ] [ ] descalonamento | | escalonamento

| 11.ampliagio do espectro ath| | 2. diminwigio do espectro ath | 3. discontinuagio de ath a agente ndo ID
1. Qual droga fod retirada? X Para qual droga reduzida OU TROCADAT

Direcicnamento da terapia empirica apés TSA? S| JN[ ) [ | descalonamento | ) escalonamento
| 11 ampliacio do espectro ath{ | 2. diminuicio do espectro ath | j3. discontinuacio de ath a agente ndo ID
1. Qual droga foi retirada? I Para qual droga reduzida OU TROCADA?

DT Coleta da HMC: [/ f —_
DT da Detecgdo:  _ f  § -
DT ID agente pelo Gram: ___ /-  PCR:__ 4§ [ o
DT ID agente pelo MALDK-TOF: [/ § o

DT do teste de sensibilidade: ! f
Isgente (5] isolado (s):

1- MOR? | ) sim [ ] ndo
2- MDR? | ) cim [ 1ndo
TRDOS RODITORIA DE PRESCRICAD

AUDITORIA 7 DIAS APOS INICID DO ATE

Firn de tratamento? 5 ) M | Motivo:
58 mantencio do ATE avaliar tempo de uso do ATB!

AUDITORIA 14 DIAS APDS INICIO DO ATB

Firm de tratamento? 5 |} M{ | Motivo:
5e mantencdo do ATE avaliar tempo de uso do ATB!
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Parecer consubstanciado do CEP

r P~ USP - HOSPITAL DAS
L CLINICAS DA FACULDADE DE W
A MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto da identificacao rdpida pela espectromeltria de massa por matrix-assisted laser
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Abstract: Combination of strategies for rapid diagnostics tests (RDT) with real-time intervention
could improve patient outcomes. We aimed to assess the impact on clinical outcomes, antimicrobial
consumption, and costs in patients with gram-negative bacteremia. We designed a quasi-ex perimental
study among 216 episodes of gram-negative bacteremia using RDT (MALDI-TOF and detection of
resistance genes) directly from blood culture bottles combined with real-time communication of
results. Our study did not demonstrate impact on 30-day mortality (25% vs. 35%; p = 0.115). Hospital
and ICU length of stay were significantly lower in the intervention period ((44 days vs. 39 days;
p=0.005) and (17 days vs. 13 days; p = 0.033)), respectively. The antimicrobial consumption was
1381 DOT/1000 days in the pre-intervention period compared to 1262 DOT/ 1000 days in the inter-
vention period (p = 0.032). Antimicrobials against gram-positive and carbapenems had a significantly
reduced consumption in the intervention period. Our intervention showed no impact on 30 days-
mortality, but demonstrated an impact on hospital and ICU length of stay, as well as antimicrobials
consumption and costs. Knowledge of resistance genes adds value and information for safe decision
making that can result in direct and indirect benefits related to the economic burden of antibiotic
overuse and bacterial resistance.

Keywords: antimicrobial stewardship; rapid diagnostics tests; gram-negative bacteremia; mortality;
days of therapy; antimicrobial consumption

1. Introduction

Despite advances in antimicrobial therapy, gram-negative bloodstream infections are
still a threat to hospitalized patients. To minimize these threats, early administration of
appropriate antimicrobial therapy is critical, as is antimicrobial streamlining to optimal
therapy, particularly in a setting of a high prevalence of multidrug-resistant organisms
(MDROs) and in low-income countries with scarce therapeutic options. The benefits
associated with the de-escalation of antimicrobial therapy include improvements in clinical
outcomes, decreased healthcare costs, lower risk of adverse drug events, and less selective
pressure for resistance and superinfections [1,2]. Indeed, patients who develop bloodstream
infections (BSIs) by MDROs have limited therapeutic options and are at great risk for

mortality, compl ications, and prolonged hospitalizat‘ion [3]

Antibiotics 2022, 11, 1226, https:// doi.org/ 10.3390/ antibiotics 11091226
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In 2016, the Infectious Diseases Society of America (IDSA) published the antimicrobial
stewardship program (ASP) guidelines. To improve clinical outcomes, in addition to
conventional methods for blood specimens, they specifically recommend the use of rapid
diagnostic tests (RDTs) with ASP support as well as an intervention. The implementation
of RDTs aimed at identifying the causative pathogen in bacteremia may allow for earlier
narrowing of antimicrobial therapy [4,5].

Several studies have established that the combination of strategies for RDT with real-
time intervention by antimicrobial stewardship teams could improve patient outcomes [6-5].
However, in a recent meta-analysis, the authors demonstrated that rapid detection of
pathogens did not influence mortality [9]. There is very little data in Brazil assessing the
impact of stewardship programs on clinical outcomes.

Therefore, the primary purpose of this study was to assess the impact on clinical
outcomes, antimicrobial consumption, and its related cost in patients with gram-negative
bacteremia using rapid organism identification through MALDI-TOF and detection of
resistance genes directly from blood culture bottles combined with real-time communi-
cation of results. The second purpose was to compare the time taken to perform antimi-
crobial identification (turnaround time, TAT) of pathogens in the pre-intervention and
intervention periods.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Patient Population

This was a single—oenter, pre-post intervention, quasi—experimental study conducted
in a 925-bed quaternary care teaching facility in Instituto Central, located in Sao Paulo,
Brazil. All adult patients (>18 years old) admitted to the intensive care units (ICUs)
with blood culture positive for gram-negative organism between March 2018 to May
2019 (pre-intervention period) and September 2020 to October 2021 (intervention pe-
riod) were screened for e].igibi.litv (Figune 1). Excluded were patients whose index blood
culture grew >1 microorganism species (polymicrobial cultures), who died 24 h after treat-
ment, with blood cultures collected only from the central venous catheter, who had a
new episode of infection before 14 days of positive blood culture (index), and who had
bacteremia not identified from MALDI-TOF. Pre-intervention patients were evaluated via
retmspective chart review, while Patients in the intervention Period were pmspectively
reviewed as cultures became positive without blinding.

The design of this study was in accordance with the ethical standards of our local
ethics committee and was approved under protocol number 7370; financial resources were
granted by FAPESP no.2018/24021-0.

2.2. Laboratory Procedures

For both periods, blood cultures were identically analyzed for the presence of microor-
gan.isms using the BACTEC FX™ automated blood culture system, which contains culture
media with suitable nutritional and environmental conditions for the most common organ-
isms found in the blood. Inoculated bottles are placed into the instrument (BACTEC X™
(Becton Dickinson Instrument Systems, Sparks, MD, USA), incubated, and continuously
monitored for grow th. Once an orgamsm was ﬂagged as posﬂwe, Gram stammg was per-
formed, and results were posted in the patient’s electronic medical record (EMR). A pallet
sample from positive blood culture bottles was inoculated on solid media and incubated
overnight in 5% COy at 35 “C. After bacterial growth on these plates, MALDI-TOF MS
(VITEK MS, ioMerieux, Rio de Janeiro, Brazil) was performed from the colonies. Antimi-
crobial susceptibility testing was performed with the VITEK-2 XL system (bioMérieux,
Marcy'Etoile, France) usi.ng AST-239 cards (bioMeérieux, MarcyL'Etoile, France), E-test
(bioMeérieux, Durham, NC, USA), disk diffusion (Becton Dickison, Sparks, MD, USA), or
broth microdilution according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
document [10]. In both the pre- and intervention periods, positive blood cultures were eval-
uated by using the same conventional microbiologic pmcedures described. However, in the
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intervention period, the laboratory performed MALDI-TOF MS directly from blood culture
bottles after an organism flagged positive and performed genetic resistance determinants
as described by Prod’hom et al. and Galiana et al. [11,12].

[ 346 episodes of Gram-negative bacteremia

Pre-intervention
(March/2018 to May/2019)

196 episodes of Gram-negative bacteremia

82 episodes of
bacteremia excluded:
s 35 blood culture
performed from
venous catheter

»

o 34 death 24 hours
after treatment

* 13 new episode of
positive blood
culture before 14
days of bacteremia

\ index J

Intervention

(September/2020 to October/2021)
129 episodes of Gram-negative bacteremia

( 27 episodes of \

bacteremia excluded:

e 08 death 24 hours
after treatment

¢ 17 blood culture
with >1
microorganism
isolated
(polymicrobial)

¢ 02 episodes of
bacteremia not

identified from
\l MALDI-TOF /

114 episodes of gram-

102 episodes of gram-

negative bacteremia

negative bacteremia
included included

Figure 1. Patient selection flowchart.

During the pre-intervention period, the microbiology laboratory results were reported
once a day, seven days a week, on the patient’s electronic medical record (EMR) without
verbal notification to the ICUs prescribers. Gram stains were routinely performed 24 ha
day, every day.

Only during the intervention period were Gram stain results promptly communicated
by the microbiology laboratory personnel to the researcher of this study and then directly
to a prescriber at the ICUs. Gram stain results received from 5 p.m. to 6 a.m. were
communicated to the prescriber in the following morning. In this period, we incorporated
detection of resistance genes.

The identification of genetic resistance determinants was performed using the XGEN
MULTI SEPSE FLOW CHIP (Mobius) kit for gram-negative bacteria with the HybriSpot
equipment (H512 AUTO). It is a 4-h run time qualitative in vitro test that detects the
presence of bacterial nucleic acid in addition to the main antimicrobial resistance genes
directly from a positive blood culture bottle without the need for DNA extraction. It consists
of a closed platform with commercial kits that uses the real-time PCR methodology for
the rapid diagnosis of bacterial infections in clinical species. The XGEN MULTI SEPSE
LYO is an RDT with the ability to detect gram-negative bacteria species of interest to
our study (Pseudononas aeruginosa, Acinetobacter bawmannii, Stenotrophonmonas maltophilia,
Escherichia coli, Kiebsiella pnewmonie, Serratia marcescens), two genera of gram-negative
bacteria (Enterobacterales and Proteus spp.) and 17 B-lactamase enconding genes: blasyyy,
bFaCT_)(_M, bFﬂKpc, b}'ﬂsm, b]ﬂml, bJTaGEs, bia\.rlm, meIM: fﬂaspm, bFaNDM fﬂﬂsm, b}'ﬂlw, b}'aomz},
bFaoxgm, Iwag)( Ads, bFao)CASL and b?aox_q_:,s.
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The MALDI-TOF and the detection of the molecular genes were performed twice
daily (morning and afternoon), seven days a week, and all results were communicated
on the same day to the researcher of this study. This notification process coming from
the laboratory was performed 24 h a day, seven days a week throughout the intervention
period only. The antimicrobial stewardship team for this study was composed of two
infectious diseases physicians. One of them who received a real-time notification of ICUs
patients with positive blood cultures containing gram-negative bacteria rapidly provided
the information to prescribers. Then, antimicrobial therapy was managed according to
the blood culture results and evidence-based antibiotic recommendations available within
institutional guideline [13] and international literature [14,15]. Empirical therapy was
defined as antibiotic administration before pathogen identification. Carbapenem resistance
was defined as gram-negative microorganisms resistant to imipenem and/or meropenem.

2.3. Data Collection

We collected data on demographic characteristics, clinical conditions at admission, mi-
crobiology data, antibiotic therapy, the severity of illness based on SAPS 3 at ICU admission
and PITT score on the day of bacteremia, reason of hospital admission, and antimicrobial
empiric therapy prescribed. Infection-related characteristics collected included source,
causative paﬂwgen, and suscepﬁbility data. The source of bacteremia was determined
according to the definitions published by the Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) [16]. Data from antibiotics used was described as days of therapy (DOT) [4,17].

2.4, Outcomes

The outcomes evaluated included 30-day all-cause mortality, hospital and ICUs length
of stay after blood culture positivity, time to identification of Gram stain, MALDI-TOFE,
PCR and antibiotic susceptibility test (TSA) from bottles following blood culture positivity
(furnaround time, TAT), antimicrobial consumption (DOT/1000 days present), and costs.

The length of ICU and hospital stay was measured from positive blood culture date
until death or ICU/ hospital discharge.

Antimicrobial days of therapy (DOT) were collected for all antibacterial agents admin-
istered during the maximum twenty-one inpatients days post-culture collection or end of
treatment. It was expressed as DOT per 1000 days present. DOT per 1000 days present was
calculated as the sum of the days on therapy for all systemic antibiotics, normalized per
1000 days present.

Antimicrobial costs were calculated based on drug acquisition costs by the pharmacy
department for each drug. We calculated the costs in local currency, but for the analysis,
we made the conversion to United States dollar (quotation of 12 May 2022).

2.5. Statistical Analysis

We calculated the sample size considering an absolute difference of 36% between the
groups regarding the mortality outcome as described by Timbrook (6) and considering
a statistical power of 80% and a statistical significance of 5%, and we found a need for
44 patients in each group.

Descripﬁve statistics were performed for all continuous (median, IQR) and categorical
(number, percent) data. Continuous variables were compared using the Student’s {-test or
the Mann-Whitney U test where appropriate, and categorical variables were compared
usi.ng Pearson’s chi—squane test and Fisher’s exact test, if appropriate. Univariate and
multivariate analyses were performed with SPS5 for Windows, version 27.0 (5PSS Inc.,
Chicago, IL, USA), and a two-tailed p value of 0.05 was considered statistically significant.

To identify im:le_'pende_'ntl:,fr associated with mortality at 30-day, a multivariate forward,
stepwise logistic regression analysis was performed with p < 0.05 to report. This was
preceded by conducting univariate analysis to determine variables to be included in the
multivariable model by Cox regression. Odds ratio (OR) with 95% confidence interval (CI)
were calculated.
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3. Results

Adult patients admitted in an ICU setting from March 2018 to May 2019 (pre-intervention
period) with a positive blood culture of gram-negative bacteria identified through Gram
stain were included and compared to patients with the same conditions during the period of
September 2020 to October 2021 (intervention period) (Figure 1). A total of 346 episodes of
bacteremia were evaluated for inclusion. After the defined inclusion criteria, 216 episodes
of bacteremia from 213 patients were included in the final analysis: 114 bacteremia from
112 patients in the pre-intervention period and 102 bacteremia from 101 patients in the
intervention period.

The groups analyzed in the two periods were similar, except for the severity where
we could note a larger SAPS3 in the intervention period, as well as the presence of BSI
secondary to pulmonary focus was more prevalent in the intervention period. The median
age of patients in the pre-intervention and intervention periods was 56 years (41-62)
and 59 years (47-69), p = 0.057, respectively, and males were more prevalent in both
periods. Most isolates in the pre-intervention period were primary BSIs (50.8%), followed
by abdominal (14.9%) and respiratory (11.4%) sources. In the intervention period, the
source of BSIs were primary (47.1%), followed by respiratory (27.5%) and urinary (8.8%).
Pathogen prevalence was similar in both periods, with K. pneumoniae being the most
prevalent bacteria (43% vs. 32.4%, p = 0.043). The distribution of microbiological isolates
was similar in both periods, except for the prevalence of F. aeruginosa where we noticed
a significant difference in the second period (6.1% vs. 21.6%; p = 0.002). In addition,
the rate of carbapenem—resistant Enterobacterales in both periods was similar, 24.6% vs.
15.7%, p = 0.14, respectively. In the intervention period, the CTX-M encoding gene was
the most common resistance gene detected (68.6%), followed by OXA (41.2%) and KPC
(27.4%) encoding genes. There were no VIM or IMP-encoding genes detected during the
study period and only one metallo-B-lactamase was identified (an NDM-encoding gene in
K. pnewmoniae). We also found a statistical difference during the intervention period when
we compared the empirical antimicrobial regimens based on three drugs. We evaluated the
mean duration of antimicrobial therapy that was significantly different (9.13 vs. 7.8 days;
p = 0.013) between periods; however, the median of both periods was identical (8 days).

Table 1 demonstrates patients’ demographic characteristics.

Table 1. Baseline patient characteristics, resistance genes detection, and empirical antimicrobial
therapy of patients.

. Pre-Intervention Intervention
Variable (N =114) (N=102) p-Value
Median age (range in years) 56 (41-62) 50 (47-69) 0.057 2
Males (%) 78 (68.4%) 65 (63.7%) 0466
End stage renal diseases requiring dialysis, N (%) 37(32.5%) 42 (41.2%) 0184t
Central venous catheter, N (%) 81(71.1%) 84 (82.4%) 0051t
SAPS3 (median, IQR) 56 (45-68) 64 (50-76) 0.0052
PITT bacteremia score = 6, N (%) 60 (52.6%) 62 (60.8%) 0.228°
ICU admission, N (%)
Severe acute respiratory syndrome SARS-CoV-2 0(0%) 45 (44.1%) <0.0001®
Gastrointestinal diseases 25(21.9%) 5(4.9%) 0.0003 0
Infectious diseases 26(21.9%) 8 (7.8%) 0.002k
Cerebrovascular diseases 16 (14%) 10 (10%) 034b
Trauma 13 (11.4%) 10 (10%) 0.7°b
Kidney diseases 8 (7%) 5 (5%) 0510
Cardiovascular diseases 5(4.4%) 5(5%) 0850
Metabolic diseases 3(2.6%) 1(1%) 0360
Others 19 (716.6%) 13 (13%) 033t
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. Pre-Intervention Intervention
Variable (N=114) (N=102) p-Value
Blood stream infection source, N (%)
Primary 58 (50.8%) 48 (47.1%) 0671F
Pulmonary 13 (11.4%) 28 (27.5%) 0.005
Urinary 9(7.9%) 9 (B.8%) 10P
Intra-abdominal 17 (14.9%) 7 (6.9%) 0.096 b
Skin and soft tissue 7(6.1%) 8 (7.8%) 0.823 b
Other sites 10 (8.7%) 2 (2.0%) 0.060°
N (%) of organisms isolated
K. pneumoniae 49 (43.0%) 33 (32.4%) 0043 b
E. coli 19 (16.6%) 13 (12.7%) 05360
A. baumannii 9 (7.8%) 17 (16.7%) 0.077b
B aeruginosa 7(6.1%) 22 (21.6%) 0.002b
Enterobacter spp. 5(13.1%) 5 (4.9%) 0.064 b
Others Enterobacterales 13 (11.4%) 8 (7.8%) 0515°
Others non fermentative 2(1.7%) 4(3.9%) 05800
N (%) Carbapenem-resistance (N = 76)
Enterobacterales 28 (24.6%) 16 (15.7%) 0141t
P aeruginosa 3(2.7%) 5 (5.0%) 0.602 P
A. baumannii 8(7.0%) 16 (15.7%) 0.071F
N (%) Genes Resistance (N = 51)
Mﬂ'c'['x_ M - 30 (686".-‘"0]
K. pneumoniae - 22
E. cali - 4
Enterobacter spp. - 2
P aeruginosa - 1
Burkholderia cepacia complex - 1
blaypc 14 (27.4%)
K. pneumoniae - 13
E. cali - 1
blapxa-23, Plaoxa-24, Waoxa st 21 (41.2%)
A. baumannii - 20
P aeruginosa - 1
SHV-enzy mes 5
K. pneumoniae - 5(9.8%)
blaNDM- 1
K. pneumoniae - 1(2.0%)
Empirical Antimicrobial regimen
Monotherapy 56 (49.1%) 50 (49.0%) 0,088 b
2 antibiotics 38 (33.3%) 48 (47.1%) 0.040°
3 antibiotics 20 (17.5%) 4(3.9%) 0.001 b
Duration of antimicrobial therapy (mean; days) 9.13 7.8 0.013 7

Data presented as N (%) or median, interquartile range (IQR). a = Mann-Whitmey, b = Pearson Chi-
Square, SAPS3—simplified acute physiology score 3, ICU—intensive care unit, CTX-M—Cefotaximase,
KPC—K. pneumoniae carbapenemase, OXA—oxacilinases, SHV—Sulfhydryl Variable, NDM—New Delhi
metallo- B-lactamase.

Our study did not demonstrate impact-related 30-day mortality between periods.
Hospital length of stay was significantly lower in the intervention period (44 days vs.
39 days; p = 0.005) as the ICU length of stay (17 days vs. 13 days; p = 0.033). The clinical
outcomes are summarized in Table 2.

The multivariate analysis of 30-day mortality identified only SARS5-CoV-2 as an inde-
pendent predictor as presented in Table 3.

The median of antimicrobial consumption over the 21 days post-culture collection was
1.381 DOT/1000 days present (IQR 1.103-2.251) in the pre—intervenﬁon period companed to
1.262 DOT /1000 days present (IQR 1.063-1.662) in the intervention period (p = 0.032) as
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shown in Table 4. When analyzing antibiotic consumption according to gram-negative or
gram-positive coverage, only the agents against gram-positive bacteria had a significant
reduced consumption in the intervention period, 475 (238-761) vs. 270 (139-467), p = 0.004,
respectively. Despite having performed an analysis of all gram-negative agents, no differ-
ence was noted between the periods (p = 0.067), but there was a statistical difference for
the specific consumption of carbapenem drugs between periods (p = 0.04). In addition,
ccmsideri.ng only the direct antimicrobial costs for all drugs, a lower cost was noted for
gram-positive bacteria coverage drugs and for carbapenem drugs in the intervention group.

Table 2. Clinical outcomes of patients included in the study.

Characteristic Pre-Intervention Intervention Val
Median, IQR N=114 N=102 p-Vvalue
30-day mortality 20 (25%) 36 (35%) 01150
Hospital LOS 44 (20-59) 39 (14-48) 0.0052
ICU LOS 17 (7-22) 13 (3-16) 0.0332

a = Mann—Whitney, b = Pearson Chi-Square, ICU—Intensive care unit, LOS—Length of stay.

Table 3. Univariate and multivariate analysis of the risk factors of 30-day mortality in patients
included in the study.

Univariate Analysis

Death
Variable No Yes HR (CI 95%) p-Value
(N =151) (N = 65)
Pre intervention, N 49 (43%) 65 (57%)
Intervention, N 34 (33.3%) 68 (66.6%) 1.38 (0.97-1.95) 0.072
SARS-CoV-2, N 9 (20%) 36 (80%) 174 (1.17-2.59) 0.006
SAPS3 (median, IQR) 51 (45-67) 62 (30-74) 1.01 (1.00-1.02) 0.083
Gastrointestinal diseases, N 17 (56.6%) 13 (43.3%) 1.18 (0.85-1.64) 0.333
Infectious diseases, N 12 (14.5%) 22 (16.5%) 0.83 (0.52-1.32) 0.432
Blood stream infection source: pulmonary, N 18 (43.9%) 23 (56.1%) 1.39 (1.07-1.80) 0.036
?‘5"““‘_“‘ isolated: 11 (37.9%) 18 (62.1%) 1.38 (1.09-1.74) 0.002
! aeruginosa
Multivariate analysis
OR CI95% p-value
SARS-CoV-2 1.4 (1.02-2.29) 0.036
Blood stream infection source: pulmonary 1.75 (0.87-3.51) 0.113
Organism isolated: 1.26 (0.56-2.83) 0573

P. aerugiosa

HR: Hazard Ratio; OR: Odds Ratio; Cl: confidence intervals.

The median time to positivity (TTP) for the index blood culture was 11 h 53 min
(9 h 47 min-17 h 26 min) vs. 12 h 29 min (10 h 07 min-18 h 18 min) and not significant
between periods (p = 0.302), as shown in Table 5. However, in the second period the
performance of MALDI-TOF directly from blood culture significantly reduced the me-
dian time of identification from 26 h 31 min (20 h 33 min-33 h 42 min) to 9 h 31 min
(6 h 28 min-15 h 10 min) with a statistically significant difference. In addition, the TAT
between TTP and Gram stain and AST were lower in the intervention group. Figure 2
demonstrate TAT between periods.
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Table 4. Antimicrobial consumption in DOT per 1000 days present and costs following culture

collection (21 days).

Antimicrobial Consumption

and Cost Pre-Intervention Intervention p-Value Percent of Change
Consumption
(DOT/1000 days present, median, IQR)
N=114 N=102
All antimicrobials 1.381 1.262 00322
(1.103-2.251) (1.063-1.662)
o . ) . N=114 N=102
Anhmmrohu:’laic:; 5;am—negatn e 1.281 1172 0.067 2
m (1.004-1.775) (1.006-1.427)
Antimicrobial for gram-positive N=52 N=43 0.004 3
bacteria 475 (238-761) 270 (139-467) :
N=76 N=72 AN 2
Carbapenems 836 (504-1056) 543 (301-991) 0.040
- . N=45 N=40 a
Colistin/ Poly myxin B 722 (390-932) 881 (462-1001) 0.299
e . N=3 N=8 a
Ceftazidime/ avibactam 031 (725-1022) 911 (823-940) 0.865
Costs
(Sum USD)
- . N=114 N=102
3 oy,
All antimicrobials $23,037.60 $31,126.05 0.30 +30%
. L . N=114 N=102
Gram-negative antimicrobials $23,331.30 $30,332.30 0.283 +33%
", . . N=52 N=43 o
Gram-positive antimicrobials $627.00 $202.68 0.008 —78%
N=76 N=72 1o
Carbapenems $6003.20 $3038.63 0.039 —34%
_— . N=45 N=40
Colistin/ Polymyxin B $5450.26 $3030.88 0.067 —47%
- N N=3 MN=8 }
Ceftazidime/ avibactam $4471.50 $19,949.77 0.008 +346%

Antimicrobial for gram-negative bacteria coverage: carbapenem, colistin/ polymyxin B, ciprofloxacin/ levofloxacin,
amikacin, ceftriaxone, piperacillin/tazobactam, tigecycline, ceftazidime, cefepime, ceftazidime /avibactam, gen-
tamycin. Antimicrobial for gram-positive bacteria coverage: oxacillin, vancomycin, and linezolid. Carbapenem:
imipenem, meropenem and ertapenem. a: Mann-Whitney test, IQR—interquartile range, DOT—Days of therapy.
USD = United States dollars.

Table 5. Turnaround time (TAT) comparison between pre-intervention and intervention period.

Turnaround Time (TAT)

Pre-Intervention Intervention

(Hours, Minutes) N=114 N=102 p-Value
e . 11 h 53 min 12 h 29 min
Time to positivity (TTP), median, (IQR) (9 h 47 min-17 h 26 min) (10 h 07 min-18 h 18 mim) 0.302°
Time between TTP and Gram stain, median, (IQR) (1h 302;:;%5":;0 min) a7 r?':n}l; %1T;nmin} <0.0012
" P . . 26 h 31 min 9h 31 min a
Time between TTP and MALDETOE median, (IQR) 5,1, 33" min 33 h 42 min) (6 1 28 min-15 h 10 min) <0.001
Time between TTP and PCR, median, (IQR) Ohs i?i%g‘;‘;a min)
Time between TTP and AST, median, (IQR) 54114 min 481 28 min 0.005°

(44 h 49 min—67 h 12 min) (36 h 33 min-57 h 47 min)

a:  Mann-Whitney

test,

IQR—interquartile range, MALDI-TOF—matrix-assisted laser desorption

ionization—Time of Flight matrix assay, TAT—turnaround time, TTP—time to positivity, AST—antimicrobial

susceptibility test.
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Figure 2. TAT: Turnaround time between pre-intervention and intervention period. (a): GRAM: time
from bacteria detection until Gram stain. (b): MALDI-TOF: time from bacteria detection until MALDI-
TOE (¢): PCR: time from bacteria detection until PCR for the intervention group only. (d): AST: time
from bacteria detection until antimicrobial susceptibility test. *: Mann-Whitney test.

4. Discussion

We conducted a pre- and post-intervention study to evaluate its influence on clinical
and economic outcomes. Our initial objective was to verify whether the implementation
of MALDI-TOF in our hospital had brought benefits in terms of clinical outcomes. Thus,
we started collecting data without intervention. During this period, we observed that the
microbiology laboratory, despite having the MALDI-TOE waited the 24-h incubation period
for bacteria identification. Therefore, after identifying the species directly from bottles of
positive blood culture, we started to perform this technique during the intervention period,
in addition to a rapid communication to the prescribing physician and the detection of
resistance genes [11,12,18].

In our study, rapid organism identification and susceptibility reporting with real-time
antimicrobial stewardship efforts were not associated with a significant reduction in all-
cause 30-day mortality, but it was statistically significant for the hospital and ICU LOS and
for direct antimicrobial costs.

Perez and colleagues [19] conducted a pre-post quasi-experimental study integrating
MALDLTOF organism identification plus antimicrobial stewardship in patients with gram-
negative bacteremia. Like our study, they demonstrated a non-significant reduction in
mortality (10.7% vs. 5.6%, p= 0.19). However, they demonstrated statistically significant
reductions in length of hospitalization (11.9 vs. 9.3 days, p = 0.01) and total hospital
costs ($45,709 vs 526,126, p = 0.009). Mortality benefits may be difficult in pre- and post-
intervention studies where confounding factors cannot been controlled. In a systematic
review and meta-analysis of 31 studies, RDT was associated with a decreased mortality
risk and LOS, as well as improved time to effective therapy, compared with conventional
microbiologic methods. However, they found that mortality risk decreased significantly
with RDT in the presence of antimicrobial stewardship, (OR, 0.64; 95% CI (0.51-0.79)) with
ASP vs. (OR, 0.72; 95% CI (0.46-1.12)) without ASP [4]. In a recent review published by the
Cochrane Library, including six trials with 1638 participants, the results showed that the
benefits of RDT have not demonstrated to improve mortality [9].

Despite the benefit of reduced mortality being the most important outcome, unfor-
tunately our study was also unable to demonstrate such benefit, most likely due to the
severity of patients hospitalized in intensive care units where the aggravating bloodstream
infection is certainly a risk factor for mortality. The first case of COVID-19 in Brazil was
detected in March 2020, in the city of Sao Paulo, and our hospital became a reference for the
care of COVID-19 with all beds destined for COVID-19. Then, the study was mterrupted,
only returning from September 2020. During the intervention period, we experienced the
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appearance of SARS-CoV-2 in our ICUs [20,21], which certainly contributed to the greater
severity of patients (see SAPS 3) and did not influence the reduction of mortality. Univariate
analysis also showed a higher prevalence of pulmonary bloodstream and F. aeruginosa as
the most prevalent agent in the intervention period. It is correlated with the scenario of
higher prevalence of SARS-CoV-2 where the lung is the target organ and can result in sec-
ondary infections. Indeed, P aeruginosa showed more prevalent in the intervention period
since bacteremia of pulmonary focus is also associated with SARS-CoV-2, as described by
Rouze et al. [22]. We pointed out that during this period, no outbreaks by this agent were
identified and both did not remain independent risk factors in the multivariate analysis.
However, when the other outcomes of hospital and ICU length of stay were analyzed, the
intervention was beneficial.

Regarding the isolated nﬁcroorganisms, although K. pmeumoniae and A. baumannii sp.
showed stability in two periods, we noted an increase in the prevalence of P aeruginosa
in the intervention period. This fact can be explained by the COVID-19 pandemic, where
several studies have also shown an increase in BSI by F. aeruginosa [23]. On the other hand,
carbapenem resistance was not statistically different in both periods, both for Enterobac-
terales and for non-fermenting bacilli.

The resistance rate for Enterobacterales represents a real challenge for empiric treat-
ment decisions in ICUs since more than one-third of gram-negative bacteria were found to
be resistant to the carbapenem (20.37%, n = 44/216). Brazilian data show that carbapenem-
resistant K. pneumoniae is the most prevalent pathogen causing BSls in adults in ICUs [23].
Therefore, empiric combination antibiotic therapy is a reality.

As reported in a Brazilian poi.nt prevalenoe survey, results cn::‘mi.n(o1 from five ICUs
showed a high prevalence of antimicrobial use highlighting the high proportion of combina-
tion therapy (51%) to deal with the high rate of MDROs in this setting [24]. Our results from
rapid molecular tests performed on blood cultures flagged positive during the intervention
period showed a high prevalence of microbiological isolates producers of ESBL (68.6%),
oxacilinases (41.2%), and KPC (27.4%). Knowledge of the resistance mechanism before the
susceptibility test is a very useful point-of-care and highly recommended tool that certainly
contributes to the de-escalation and adjustment of the antimicrobial regimen [3,15,19,25]. It
remains to be seen what the long-term impact will be of reducing bacterial resistance.

Considering the economic outcomes, we noted a general reduction in antimicrobial
consumption. This was due to the reduction of antimicrobial consumption of gram posi-
tives, obviously, because our intervention significantly influenced the discontinuation of
unnecessary antimicrobials related to vancomyein. An explanation for this is because a
prompt pathogen communication and discussion of streamlining therapy certainly improve
treatment considering real-time results that enhance the ICU physician’s ability to adjust
antimicrobial therapy sooner.

We chose to analyze the consumption and costs of carbapenems, polymyxins and
ceftazidime—avibactam because these antimicrobials are the most empirically used in our
multidrug resistance scenario, and we found a significant reduction in the consumption of
carbapenems. This can be explained by the higher prevalence of susceptible P. aeruginosa.
Although this microorganism was more prevalent, there was no change in susceptibility
profile since only 3.7% of P. aeruginosa isolates were resistant to carbapenems.

We observed an increase in the total cost of antimicrobials. There was an increase in the
costs of antimicrobials for gram negatives and in the specific cost of ceftazidime-avibactam.
Cost reduction was noted for gram positives, carbapenems, and pol}'myxins antimicrobials.
Our total cost analysis was not lower during the intervention period due to the introduction
and standardization of ceftazidime-avibactam in 2020, a novel beta-lactamase inhibitor used
for the treatment of carbapenem-resistant Enterobacterales that is a very expensive drug
in our country and was not available in the pre-intervention period. The polymyxin class
showed no reduction in consumption, but demonstrated a reduction in the cost resulting
from the use of polymyxin B in the intervention period, which is a cheaper molecule
than colistin.
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Decreasing the turnaround time (TAT) of microbiological results seems to improve
outcomes, especially in those related to antimicrobial use, as it could promote a faster
escalation or de-escalation of the antibiotic treatment [6,8,19]. In our study, the median TAT
of the MALDI-TOF results, performed directly from positive-flagged blood cultures, was
one day quicker compared with the pre—inter\-'ention study group (26 h 31 minvs. 9 h 31 min,
p < 0.001). Our study also reinforces that performing MALDI-TOF directly from positive
blood cultures is safe and reduces TAT. Considering that many microbiology laboratories
have the MALDI-TOF MS methodology, the procedure described in our study to carry out
the identification of microorganisms directly from the positive blood culture sample must
be routinely performed and incorporated in order to have a positive impact on decisions
therapeutics. We also demonstrated a reduction in the median time of bacterial detection
and reporting of antimicrobial susceptibility (AST) results in the intervention period (54 h
14 min vs. 48 h 28 min, p = 0.005) most likely due to the intervention of the researcher in
the previous stages of bacterial identification. Munson et al. demonstrated that the Gram
stain results reported by telephone to the clinician had an even greater influence on the
antibiotic regimen than antimicrobial susceptibility testing [26]. This issue reinforces the
importance of effective and real-time communication of positive blood culture from Gram
staining, which is a simple, inexpensive method, available in any microbiology laboratory.
Although the incorporation of the detection of resistance genes is a costly strategy, it is
currently necessary for decision-making. In the scenario of multidrug resistance due to
the e[::oia':lem.icilcig}«r of MDROs, detection of resistance genes in direct multiplex PCR may
advocate the investment [27,28].

Our study has some limitations. It was a quasi-experimental study that utilized a
convenience sample and therefore lacked randomization. The best methodology to evaluate
the effectiveness of health interventions at a population level is interrupted time series
studies, which are widely used to evaluate therapeutic measures. However, as we were
surprised by the COVID-19 pandem ic, it might have contributed to a heterogeneity of the
sample in the intervention period where patients were more severe due to SARS-CoV-2
infection, so that the multivariate analysis showed it as the only predictor of mortality.
This may have been an important factor for not having found lower mortality in the
intervention period.

We also did not measure the impact of RDT on the time it took to change empiric
therapy between periods as this is already widely covered in the literature. As an interven-
tion plan, we introduced, concurrently, the MALDI-TOF and genes detection directly from
blood cultures plus antimicrobial stewardship communication, thus m.aking it difficult to
delineate the impact of each individual intervention. As pointed out by Doern, there is a
confounding role of active antimicrobial stewardship intervention in evaluating outcomes
after the implementation of RDTs, as using a paired intervention limits the ability to deter-
mine the degree to which each component individually contributes to clinical outcomes [29].
Another limitation was that we did not correlate genotypic results with phenotypic results
of isolated microorganisms, and we did not calculate the indirect costs related to the shorter
length of hospital stay.

The main strength of our study is to show that a same-day strategy for the communica-
tion of MALDI-TOF and molecular resistance genes pathogen results directly from positive
blood cultures bottles to the prescriber’s physician at [CUs would represent another op-
portunity to increase the appropriateness of empirical antibiotic therapy, even though in a
setting with a high prevalence of MDROs.

We pointed out that our intervention showed no impact on 30 days-mortality, but
demonstrated an impact on hospital and ICU length of stay, as well as antimicrobials
consumption and costs. We did demonstrate that TAT could be improved when using
MALDI-TOF directly from positive-flagged blood cultures combined with a strategy of
stewardship program. Incorporating knowledge of resistance genes before susceptibility
testing adds value and information for safe decision making that can result in direct and in-
direct benefits related to the economic burden of antibiotic overuse and bacterial resistance.
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More studies are needed with a larger sample size, longer evaluation time and com-
paring similar populations without COVID-19 bias to better analyze the mortality outcome.
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