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1. INTRODUÇÃO 

 

A sepse é uma falta de homeostase do corpo humano em resposta a uma 

infecção na corrente sanguínea (ICS) associada a um alto risco de letalidade 

(SINGER et al., 2016). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a sepse é 

um dos eventos adversos mais frequentes em instituições de saúde, o que afeta 

aproximadamente 30 milhões de pessoas no mundo, e 6 milhões delas vão a óbito 

(OMS, 2019). Isso fez com que a OMS recentemente classificasse a sepse como 

prioridade de saúde mundial (REINHART et al., 2017).   

Entre as ICS, as causadas por Enterobacterales produtoras de 

carbapenemases (EPC) são as que apresentam uma maior taxa de mortalidade em 

30 dias, quando comparadas com ICS causadas por outras bactérias. Em um estudo 

realizado por Sabino e colaboradores em 2019, foi constatado que pacientes com 

ICS por EPC tiveram uma mortalidade em 30 dias de 63,8% enquanto que em 

pacientes com ICS por outras bactérias a mortalidade em 30 dias foi de 33,4%. 

Estima-se que até 2050 a resistência aos antibióticos causará aproximadamente 300 

milhões de mortes precoces, com uma perda média de $100 trilhões para a 

economia global (O’NELL, 2014).  

As EPC mais frequentemente relatadas são a Klebsiella pneumoniae e a 

Escherichia coli (ORSI, G.B. et al., 2011), o que está de acordo com a epidemiologia 

do Brasil e da nossa instituição, na qual a Klebsiella pneumoniae produtora de 

carbapenemase do tipo KPC é a responsável por mais de 90% dos casos de EPC 

em hemoculturas (SABINO et al., 2019). 

A identificação rápida do patógeno causador da infecção pode ser 

determinante para a eficácia do tratamento. Estudos sugerem que a administração 

de antibióticos nas primeiras 3 horas da constatação da sepse implica em uma 

mortalidade até 14% menor quando comparada com aqueles que recebem 

antibiótico após 3 horas (SEYMOUR et al., 2017). Entretanto, as técnicas 

convencionais costumam levar de 48 à 72 horas para a liberação do laudo com a 

identificação e a susceptibilidade do microrganismo desde o momento que as 

hemoculturas se tornam positivas (VLEK; BONTEN; BOEL, 2012). 

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

Spectrometry (MS) é uma técnica usada para a identificação de microrganismos 
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através da detecção de um espectro de proteínas (MURRAY, 2010). A utilização do 

MALDI-TOF na rotina laboratorial contribui com a identificação mais rápida dos 

microrganismos em comparação aos métodos convencionais e assim pode contribuir 

com a diminuição do tempo para intervenção terapêutica mais efetiva (HUANG et al., 

2013).  

Com o auxílio deste equipamento, o desenvolvimento de novos métodos 

ainda mais rápidos de identificação de microrganismos já está sendo descrito na 

literatura (KOK et al., 2011; TANNER et al., 2017; SIMON et al., 2018). Porém, são 

métodos laboriosos e dispendiosos, com diversas etapas de processamento da 

amostra e com reagentes químicos que trazem riscos para o meio ambiente e a 

saúde dos trabalhadores de laboratório. Desta forma, é importante que continuem 

sendo pesquisadas novas técnicas de identificação rápida que sejam de fácil 

execução e gerem menos contaminantes ao ambiente, menos riscos ao operador e 

menos custos ao laboratório. 

Além da identificação rápida de microrganismos auxiliar na antecipação do 

diagnóstico laboratorial de bacteremias, a associação deste método com um teste 

de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) direto da hemocultura e de incubação 

por tempo reduzido tem demonstrado vantagens (TIMBROOK et al., 2017). Neste 

sentido, este trabalho objetivou desenvolver um método rápido de identificação de 

bactérias direto do frasco de hemocultura e associá-lo a um TSA rápido para 

otimizar a rotina de liberação dos laudos das hemoculturas no Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre. 

  



6 

 

  

2. JUSTIFICATIVA 

 

A diminuição do tempo para liberação dos resultados de hemoculturas 

positivas pela identificação do microrganismo e perfil de suscetibilidade aos 

antimicrobianos é essencial para a otimização do diagnóstico e para o adequado 

tratamento de pacientes com infecções de corrente sanguínea. O aumento global 

das infecções por Enterobacterales produtoras de carbapenemases é alarmante e 

representa uma ameaça crescente à prestação de cuidados de saúde e à segurança 

do paciente. Atualmente, o método de identificação de bactérias e o resultado do 

TSA levam em média 48 a 72 horas. Devido à gravidade das ICS, se faz necessário 

o desenvolvimento de métodos de diagnóstico rápido que consigam realizar a 

identificação bacteriana e determinar seu perfil de suscetibilidade ainda no primeiro 

dia de positividade do frasco de hemocultura. Sendo assim, o laboratório clínico 

pode informar mais rapidamente o resultado à equipe médica e com isto auxiliar na 

escolha do tratamento mais eficaz e adequado para o paciente e, desta forma, 

contribuir significativamente para o diagnóstico e tratamento precoces de infecções 

de corrente sanguínea por Enterobacterales produtoras de carbapenemases.  

Diferentemente da maioria dos estudos realizados no âmbito da pesquisa, 

nosso estudo foi realizado com amostras clínicas enviadas para exames de rotina e 

analisadas em tempo real no mesmo dia da positividade do frasco, com a inclusão 

de amostras de pacientes tanto adultos quanto pediátricos. A maioria dos estudos 

disponíveis que realizam a identificação bacteriana rápida com MALDI-TOF 

utilizaram o equipamento Byotiper® (Bruker Daltonics,  Bremen, Germany), enquanto 

em nosso trabalho utilizamos o equipamento Vitek MS® (Biomèrieux, França). Além 

disso, poucos estudos trazem a identificação rápida acompanhada do TSA rápido. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Sepse 

 

O sistema circulatório é estéril, porém, pode ser invadido por bactérias e, 

normalmente, o próprio organismo se encarrega de destruí-las sem provocar 

qualquer manifestação clínica ao indivíduo, o que caracteriza o termo bacteremia. 

Entretanto, quando o sistema imune encontra-se debilitado ou quando há um foco 

infeccioso com presença de bactérias virulentas, essas podem invadir a corrente 

sanguínea e se proliferar gerando sinais e sintomas de infecção ao paciente, que 

costumam ser graves, e o termo usado é septicemia ou sepse (TRABULSI, 2015; 

TORTORA, FUNKE, CASE, 2003). 

Na sepse, o organismo produz mediadores inflamatórios que produzem febre 

ou hipotermia, taquicardia, taquipnéia e o aumento ou diminuição de células 

sanguíneas, sendo fatores importantes para a determinação da Síndrome da 

Resposta Inflamatória Sistêmica - ou do inglês, Systemic Inflammatory Response 

Syndrome (SIRS) de acordo com o American College of Chest Physicians and the 

Society of Critical Care Medicine (1992). A SIRS, desde 1992, foi considerada um 

importante parâmetro para detectar a sepse em pacientes antes das hemoculturas 

se tornarem positivas, porém, seu critério ainda era limitado (KAUKONEN et al., 

2015), o que fez com que surgisse um novo consenso para definir o estágio de 

sepse em um paciente: Sepsis 3. 

A nova definição de sepse foi estabelecida seguindo o critério de Avaliação 

Sequencial de Falência de Órgãos Relacionados à Sepse (SOFA) o qual utiliza um 

somatório de pontos para determinar o quadro de sepse, e leva em consideração a 

pressão sanguínea, plaquetas, bilirrubina, catecolaminas e escala de Glasgow 

(SINGER, 2016). 

Os principais afetados pela sepse são pacientes internados em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTI), atingindo cerca de 30% desses pacientes em todo o mundo. 

A taxa de mortalidade em pacientes com sepse é maior do que em pacientes livres 

desta condição, variando de até 20% em países da Oceania, podendo chegar até os 

50% em países africanos (SAKR, 2018).  
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Além dos riscos de vida que cercam pacientes com sepse, mesmo aqueles 

que sobrevivem ao episódio levam consigo danos irreparáveis. Um estudo realizado 

por Iwashyna e colaboradores em 2012 mostrou uma relação em pacientes idosos 

que sobreviveram à sepse com novos comprometimentos cognitivos que levam à 

essa população a perda de independência para a realização de suas funções 

diárias. 

Embora os critérios para suspeitar de sepse e iniciar um tratamento rápido 

sejam imprescindíveis para aumentar as chances de vida do paciente, somente os 

resultados laboratoriais definem o patógeno e conduzem à terapia mais apropriada. 

 

3.2  Enterobacterales Resistentes aos Carbapenêmicos 

 

Nas últimas décadas, infecções hospitalares causadas por microrganismos 

multirresistentes têm causado um significativo aumento na morbidade e mortalidade 

em pacientes, assim como um importante impacto nos custos das internações.  

O sucessivo aumento de genes de resistência contra antibióticos 

aminoglicosídeos, beta-lactâmicos e fluorquinolonas restringiu as opções de 

medicamentos de escolha aos carbapenêmicos para tratar infecções causadas por 

bacilos Gram-negativos (TZOUVELEKIS, 2012). Contudo, seu extenso uso nos 

últimos anos fez com que surgissem cada vez mais casos de bactérias resistentes a 

todas essas classes de antibióticos, incluindo os carbapenêmicos, através do 

mecanismo de produção de enzimas chamadas de carbapenemases, o que se 

tornou um problema de saúde pública em todo o mundo devido à escassez de 

opções para tratar essas infecções (MIRIAGOU, 2010). Como tratamento de escolha 

restaram as polimixinas, porém, não há uma dose padronizada para sua utilização, 

além de apresentarem grandes propriedades nefrotóxicas e neurotóxicas (VAN 

DUIN et al., 2013), 

Embora existam diversas enzimas carbapenemases, a Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase (KPC) tem sido associada com surtos de infecções por bactérias  

resistentes a múltiplos medicamentos em vários países, e é considerada a 

carbapenemase mais prevalente e clinicamente importante no Brasil (PEREIRA, 

2013) encontrada principalmente em cepas de Klebsiella pneumoniae (SABINO et 

al., 2019). 
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A resistência aos antibióticos é considerada uma das principais ameaças 

globais na atualidade, a qual impacta diretamente na saúde e na economia das 

nações, afetando toda a sociedade. Por isso, se faz necessário o controle e uso 

racional de antibióticos, a elaboração de novos medicamentos e métodos 

diagnósticos mais rápidos para a identificação do patógeno para que se possa 

controlar o aumento da resistência bacteriana e aumentar as chances de vida de 

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

 

 

3.3 Diagnóstico Laboratorial de Hemoculturas 

 

Em pacientes com suspeita de sepse, deve-se coletar pelo menos 40 ml de 

sangue e inocular em frascos de hemocultura a serem incubados em estufas à 37ºC 

à atmosfera ambiente ou em equipamentos automatizados, como o BacT/ALERT® 

3D (BioMérieux, França) ou o BACTEC® (BD Diagnostic Systems, USA). Esses 

equipamentos detectam por análises colorimétricas a presença de bactérias através 

da liberação de CO2 produzido ao consumir os nutrientes do meio de cultura 

presente nos frascos.  Após cinco dias de incubação, os frascos que não positivaram 

devem ser reportados como negativos (JORGENSEN et al., 1997). 

Quando as hemoculturas são detectadas como positivas, em um primeiro 

momento a identificação dos microrganismos é feita tradicionalmente através de 

métodos de coloração do material clínico que permitem a classificação morfológica 

por microscopia. Em seguida, são realizadas provas bioquímicas de identificação por 

métodos manuais ou automatizados que dependem do crescimento dos 

microrganismos em meios de cultura específicos, o que leva no mínimo 24 horas de 

incubação para a interpretação final.  

Técnicas moleculares têm sido aplicadas para acelerar a identificação de 

hemoculturas positivas, como hibridização in situ e tecnologia microarray. 

Entretanto, essas técnicas são limitadas ao número de patógenos que conseguem 

detectar, e requerem um custo muito elevado para uma rotina laboratorial (BHATTI 

et al., 2014; MULDREW, K.L., 2009).  

Outros métodos automatizados que independem de crescimento bacteriano 

têm ganhado espaço nos laboratórios por fornecerem um resultado mais preciso em 
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menos tempo (MALDONADO, ROBLEDO, 2017). Entre estes, destaca-se o Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight - Mass Spectrometry (MALDI-

TOF). O MALDI-TOF tem sido usado na identificação de fungos e bactérias de forma 

que após o subcultivo primário, uma colônia é preparada em uma lâmina do 

equipamento e através da ionização das moléculas e do tempo de voo, é feita a 

detecção das proteínas do microrganismo, este espectro de proteínas é comparado 

com um banco de amostras e o patógeno é identificado em poucos minutos (SENG, 

2009).  

Apesar do custo inicial alto para a aquisição do equipamento, o MALDI-TOF 

mostrou reduzir significativamente os custos anuais com reagentes comparados com 

os métodos tradicionais. Aliado à facilidade da técnica, rapidez para a liberação dos 

resultados e alta reprodutibilidade dos testes, o MALDI-TOF representa uma 

tecnologia inovadora e avançada que já está substituindo os métodos tradicionais 

em muitos laboratórios de rotina (TRAN, 2015; JANG, 2018). 

 

3.4 Identificação Rápida Associada ao TSA Rápido 

 

Além da identificação padronizada pelos fabricantes do MALDI-TOF 

(identificação a partir da colônia de 24 horas), diversas outras técnicas têm sido 

desenvolvidas para adiantar o resultado da identificação. Como exemplo podemos 

citar a subcultura em tempo curto (4-6 horas de incubação), técnicas moleculares e 

a identificação direta de frascos de hemocultura. (CALDERARO et al., 2019; 

VERROKEN et al., 2019; FARON, BUCHAN, LEDEBOER, 2017). As técnicas de 

identificação rápida permitem reduzir o tempo de liberação do exame em média em 

24 horas, o que permite adiantar a prescrição da terapia antimicrobiana baseada na 

espécie e, consequentemente, diminuir o tempo de terapia inadequada, de 

permanência hospitalar, bem como reduzir os custos das internações (LAGACE-

WIENS et al, 2012). 

As duas marcas fabricantes do MALDI-TOF padronizaram kits comerciais 

para realizar a identificação direto do frasco de hemoculturas: MALDI Sepsityper, 

desenvolvido pela Bruker Daltonics, e VITEK MS blood culture, desenvolvido pela 

Biomèrieux. Porém, até o momento, estes kits estão validados apenas para uso em 

pesquisa, não aceitos para o uso na clínica laboratorial. Além da não validação dos 
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kits na clínica, outro problema se encontra nos custos para aquisição destes itens. 

Por este motivo e para aumentar a sensibilidade dos testes, os laboratórios têm 

buscado desenvolver novos métodos “in house” de identificação direto do frasco de 

hemocultura (LUETHY, JOHNSON, 2019) 

A identificação rápida de microrganismos é uma alternativa importante para 

auxiliar no diagnóstico e antecipar o tratamento de pacientes com sepse. Entretanto, 

somente a identificação rápida sem o teste de sensibilidade rápido pode não ser tão 

impactante para o desfecho quanto a união dos dois testes (BEGANOVIC et al, 

2019).  

Foi o que Timbrook e colaboradores relataram em 2017 em um estudo que 

avaliou o efeito do diagnóstico rápido em resultados clínicos. Neste estudo, os 

autores avaliaram a identificação bacteriana rápida com a presença e com a 

ausência do TSA rápido e chegaram à conclusão de que o risco de mortalidade 

reduziu significativamente na presença do TSA rápido, mas não na ausência. Além 

disso, o tempo de permanência hospitalar também foi avaliado e demonstrou ser 

reduzido nestas condições. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver um método rápido para identificação de bactérias Gram-

negativas e associar à determinação do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 

diretamente dos frascos de hemocultura comparando com os métodos vigentes. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

● Avaliar o desempenho do Vitek MS® (Biomèrieux) para identificação bacteriana a 

partir de frascos de hemoculturas positivas em comparação ao método padrão na 

rotina assistencial; 
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● Determinar o perfil de suscetibilidade ao meropenem realizando o TSA diretamente 

dos frascos de hemocultura, pelo método de disco difusão, e comparar com o 

método padrão; 

 

● Avaliar o desempenho da concentração inibitória mínima (CIM) rápida para 

polimixina B em isolados que demonstrarem resistência ao meropenem, em 

comparação à CIM pelo método padrão de microdiluição em caldo, de acordo com 

EUCAST. 
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5. RESULTADOS 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A identificação e a determinação do teste de sensibilidade de forma rápida 

em hemoculturas positivas possui um grande impacto no tratamento do paciente, e 

portanto, é necessário que estas técnicas possam ser reprodutíveis e de fácil 

execução para que o laboratório clínico possa implantá-las na rotina assistencial. No 

nosso estudo, foi possível criar um fluxograma rápido no manejo de hemoculturas 

positivas a fim de obtermos a identificação e o perfil de sensibilidade destas 

bactérias no mesmo dia da positividade do frasco, reduzindo em média em dois dias 

o tempo de liberação do exame e auxiliando assim a equipe médica na escolha 

terapêutica mais adequada para o paciente. 

Nosso trabalho obteve resultados muito satisfatórios na concordância entre 

os métodos rápidos com os de referência, com protocolos que além de rápidos 

foram de baixo custo, de simples performance e com alta acurácia. Além do mais, 

depois da finalização deste estudo, nosso fluxograma foi implantado na rotina 

assistencial dos pacientes atendidos no Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 

trazendo benefícios à nossa Instituição. 
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