CRISTHIENI RODRIGUES

Avaliacao do consumo de antimicrobianos e do tempo de
tratamento na sepse hospitalar comparando a utilizacao
da reaciao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
a hemocultura convencional para identificacao do
agente etiologico: ensaio clinico aleatorizado

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtencdo do titulo

de Doutor em Ciéncias
Programa de Cardiologia

Orientadora: Dr*. Tania Mara Varejao Strabelli

Sao Paulo
2018



Dados Internacionais de Catalogac¢éo na Publicagéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducéo autorizada pelo autor

Rodri gues, Cri sthieni

Aval i acdo do consunb de antim crobi anos e do
tenpo de tratamento na sepse hospital ar conparando
a utilizacdo da reacdo em cadei a da polinerase (PCR)
em tenpo real & henocul tura convencional para
identificacdo do agente etiologico : ensaio clinico
al eatorizado / Cristhieni Rodrigues. -- Sdo Paul o,
2018.

Tese(dout or ado) - - Facul dade de Medici na da
Uni ver si dade de Sdo Paul o.

Programa de Cardi ol ogi a.

Orientadora: Tania Mara Varejdo Strabelli.

Descritores: 1.Sepse 2.Anti-infecciosos
3.Bacteriem a 4. Henocul tura

USP/ FM DBD- 135/ 18

Responsavel: Katia Maria Bruno Ferreira - CRB-8/6008




“Aqueles que passam por nos, ndo vao sos, nao
nos deixam sos. Deixam um pouco de si, levam

um pouco de nos.”

Antoine de Saint-Exupéry



Aos meus pais, Alberto e Gloria por me
ensinarem a ser forte e perseverante em todos

os momentos da minha vida.

As minhas irmds, Evelyn e Lucilene por
estarem presentes, compreensivas e parceiras

durante cada fase desta jornada.

Ao meu esposo, Durval e aos meus filhos Pedro
e Lucas por compreenderem minha auséncia e

1luminarem minha vida.

A Deus, por estar sempre ao meu lado,

emanando muita Luz e protecao.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Dra. Tania Mara Varejio Strabelli, pelo apoio, incentivo
e principalmente pela amizade que soube respeitar e me guiar durante todas as fases

deste projeto.

Ao amigo Rinaldo Focaccia Siciliano pela inestimada colaboragdo durante

todas as etapas deste estudo.

Aos amigos da Unidade de Controle de Infec¢do Hospitalar do Instituto do
Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, Rogério Zeigler, Suzi Franga Neres, Dirceu Carrara, Hayle Thays, Roselaine e

Denise Blini pela colaboragao e paciéncia nos momentos mais dificeis.
Ao Prof. Dr. David E. Uip pelos ensinamentos e apoio profissional e pessoal.

Ao Dr. Moacyr Roberto Cuce Nobre pelos ensinamentos em epidemiologia

clinica.

A Prof. Dra. Ludhmila Hajjar pela colaboragdo e auxilio na elaboragdo dos

artigos cientificos.

As amigas Dra. Liliane Kopel, Dra. Claudia Yanet San Martin de Bernoche,
Dra. Milena Frota Macatrao Costa e Silvia Vidal Campos pelo inestimavel auxilio na

inclusdo e avaliacdo clinica dos pacientes.

A todos os enfermeiros € médicos da Unidade Coronariana e da Unidade de
Terapia Intensiva do Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulopelo auxilio durante a realizacdo deste projeto.

Aos amigos do Laboratorio de Biologia Molecular e de microbiologia da
Divisdo de Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo: Hélio Caiaffa Filho, Luciane de Carvalho Sarahyba da
Silva, Cecilia Eugenia Charbel, Ana Paula de Paula Rosa Passetti, Dra. Flavia Rossi e

Maria Renata Gomes pela disposi¢ao e profissionalismo durante todo o estudo.



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta publicagéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servigo de Biblioteca e Documentagao.
Guia de apresentagdo de dissertagbes, teses e monografias.

Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 32 ed. Sdo Paulo: Divisdo
de Biblioteca e Documentacgdes; 2011.

Abreviatura dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.




SUMARIO

Lista de abreviaturas e siglas
Lista de tabelas

Lista de figuras

Lista de quadros

Resumo

Abstract

1 INTRODUGAO ..ottt ettt et et e e et e et et et et e et e eae et eeaeeeeeee e 1
1.1 Relevancia do Uso de Antimicrobianos na SePSe .........cceeeeeeriviieeerniieeeenninenenn. 2
1.2 Detecgdo e Identificagdo de Micro-organismos no Sangue .............ccceeeeeeeneen.. 7
1.3 Relevancia e Impacto do Uso de Antimicrobianos na Pratica Médica............. 11
L4 JUSHTICAIVA. ...ueiiieiiiiie ettt e e ettt e e e et e e e entbeeeeenbeaeeas 13
2 OBIETIVOS ... eiiiieeetieeeeee ettt e e e e e e et tee e e e e e e e e e e e s eeeeeeseeeaaraeeeeesseeeerraanns 14
2 B o 4111 5 (0 J USSP UP TP RPN 15
2.2 SECUNAATIOS ...evviieeeiiiieeeeiitiee e ettt e e e ettt e e e eiateeeesebaeeeessbteeeeenssseeeeassaeeaeennnees 15
3 METODOS ...ttt ettt ettt st ettt et 16
3.1 Desenho do EStUdO .....cc.uiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 17
3.2 Local, Periodo € Populacao..........cooccuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 17
3.3 Aspectos Eticos, Registros e Recursos Financeiros ...............cococoevevevruennnne.. 17
3.4 Critérios de INCIUSAO .......vvviiiiiiiiie e 18
3.5  Critérios de EXCIUSAO .......eviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 18
3.6 Selecao dos Pacientes € Randomizagao .............eeeveeeeeeciiiiiiiieeeeeeeiciiiieeeeeenen. 19
3.7  Categorizacdo dOS GIUPOS......cuvviieeeiiiiieeeiiiieeeeiieeeeerttteeeesrreeeeeneaeeeeeennneeeens 20
3.8 Selecdo da Terapia Antimicrobiana Empirica.........cccocceveeeeviiiieeenniniieeenneeenn. 22
3.9 DEIINIGOES ...veeeieeeeeeiiiiiiiiee e e e e eeecite et e e e e e e et e e e e e e e e e e e eattbaaeeeeeeeeeennaaraaaeaaaeans 23
3.9.1  Terapias antimiCrODIANAS ..........ccceurireeriuiiieeriiiieeeeiiieeeessreeeeeenereeeeeennneeeens 23
3.9.2  Bactérias MUlIITESISIENTES. ......cceerririiieeriiiieeeeiiiieeeeiieeeeeieeeeeeeareeeeeeaeeees 24
3.9.3  Critérios diagndsticoS da SEPSE .....vvvreerrurirreeriiiiieeeeiiiieeeeiireeeeeeerreeeeeeneeess 25
3.10 Coleta e Processamento das AMOSLIaS..........eeeeerviieeeriiiieeeniiiieeeeiieeeeeineeeas 26
3.10.1  HeMOCUITUIAS .....eeeiiiiiiiieeeiiiee et et e et ee e e e e e eenaeee s 26
3.10.2 Teste molecular (PCR-MUIIPIEX).....ccccvrrieeiiiiiiieniiiieeeiiee e, 27
3.11 Registro dos Dados CINICOS .......cceeruiiieeriiiiieeeiiieeeeiieeeeeriieeeeeeireee e 28
3.12 Avaliadores Cegados .......couuuiuiiiiiiiiiiieeiiiiee ettt e et e e e 29
3.13 Mensuragdo do Consumo de Antimicrobianos ............ccccvvveeeeeeeericivvveeeeeennnn. 30
3.14 Custo dos ANtiMICIODIANOS ........eeeeeiriiieeeiiiiieeeeiieeeeeiteeeeerireeeeeereeeeeennaeeens 30
3.15 Tempo de SEGUIMENLO ......ceeeviiviiieeiiiiiieeeiiiiee ettt e ettt e e e et eeeeeeraeeeeeenaeeens 30
3.16 ANAliSE EStatiStiCa.....ccceiuiiiiiiiiiiie ettt et 31
4 RESULTADOS ....coevvttttiieeeeeeeeeeettieeeeeeeeeeeeetttaeeeeeeeeeeaataaeeeeeesseessaaaeeeeesseerrsrannns 32
4.1 Distribuicao dos Pacientes Avaliados para Inclusdo no Estudo....................... 33

4.2 Caracteristicas Gerais dos Pacientes EStudadosS......ccovevveeeeeeimieeeeiieeeeeeieaeeeen, 34



4.3 Dados MiCroDIOIOZICOS .....uuveeeeiiiiieeeiiiiieeeeiiiee e e ettt e ettt e e e eitaee e e eeaaee e e e 36
4.4 Avaliacdo dos Pacientes com Deteccao e Identificagdo Microbioldgica

no Grupo Intervengdo e Grupo Controle...........cccueeeeeiiiiieeniiiieeeeiiiee e 38
4.4.1  Dados MiCrobIOIOZICOS ....ccceiuuriiiiiiiiiieeeeiiiie et et e e 38
4.42  Sitios de INFECCAO ....uvvvviiiiiieeeeeciiie e e 39
4.43  Analise do tratamento antimicrobiano .............cccceeeeevviieeeriiireeenniieeeenenn 39
4.4.4  Ajuste da terapia antimicrobiana €mpiriCa ........c..eeeeeevveeeerrivieeeennniieeeeennn 40
4.4.5 Consumo dos antimicrobianos no grupo intervengao € no grupo
COMETOLE ...ttt ettt ettt e et e e st e e sabeeenas 41
4.4.6  Custo direto dos antimicrobianos utilizados no tratamento no grupo
INtervengao € grupo CONLIOLE.........oevviiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 43
4.4.7  Evolugao clinica e laboratorial...............cccoeeiuviiiiiiiieiiiiieeee e, 44
4.5 Analise de SODIevida .......c..eeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 45
5 DISCUSSAOD .uuuiiiieieeiieeeee et ettt et e ettt e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeee s e e eeeeaaeeees 47
5.1 Limitagdes do EStUdO......cccciiiiiiiiiiiiiiiec e 55
6 CONCLUSOES ... .cciiiieetttieeeeee e eeeteee e e e e e e e teeeeeeeeseeee s aaeeeeeeseeeestraaeeeeesseenns 56
T ANEXOS. cceitttieee ettt ettt e et e e e e e e e eeeeea e —aaaaraaan 58
8 REFERENCIAS ...uutiiiiiiiieiiitenite ettt ettt ettt et ettt e e saneens 76

APENDICES ...ttt e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eaaaeeeeaaas 91



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACCP - American College of Chest Physicians

APACHE II - Acute physiologic assessment and chronic health evaluation I1
CAPPesq - Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CDC - Centers for Disease Control and Prevention

DLC-HC-FMUSP - Divisdao de Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

DNA - Acido desoxirribonucleico

DOT - Dia de terapia

DP - Desvio padrao

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

FAPESP - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
FiO; - Frag@o inspirada de O>

IC 95% - Intervalo de confianca de 95%

IC - Insuficiéncia cardiaca

IDSA - Infectious Diseases Society of America

I1Q - Intervalo inter-quartil

InCor HC-FMUSP - Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo

MALDI-TOF - Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
OMS - Organizacao Mundial da Saude

PCR RTm - Reacdo da polimerase em cadeia em tempo real multiplex
SCCM - Society of Critical Care Medicine

SF - LightCycler® SeptiFast

SHEA - Society for Healthcare Epidemiology of America

SOFA - Sequential organ failure assessment

SRIS - Sindrome da resposta inflamatoria sistémica

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido

UCIH - Unidade de controle de infec¢do hospitalar

UTI - Unidade de terapia intensiva



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8§ -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

LISTA DE TABELAS

Estudos comparativos de terapia antimicrobiana empirica
adequada e inadequada Na SEPSE........eeeeereiriiieeriiiieeeeiee e

Estudos comparando a mortalidade na sepse com a estratégia de
descalonamento antimicrobiano ............ceeevvuveeriieeiiiieeniie e

Principais métodos moleculares comercialmente disponiveis
para deteccdo rapida de micro-organismos no SaNGUE............cceeeeenneee.

Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos
pacientes incluidos no grupo intervengdo e grupo controle...................

Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapia antimicrobiana
empirica utilizada nos pacientes incluidos no grupo intervengao
€ GIUPO CONLTOLC ...vviieeniiiiieeeiiiiie e ettt et e e et e e e eeaaee s

Descrigao da terapia antimicrobiana empirica inicial no grupo
intervengao € grupo CONLIOle .......coouviiiieriiiiiieeiiiieeeee e

Ajuste da terapia antimicrobiana empirica inicial no grupo
Intervencao € N0 grupo CONLIOLE .....c.eevvieniiiiiiiiniiiiiceiecniceee e

Consumo dos antimicrobianos em DOT por 1000 pacientes-dia
durante os primeiros 14 dias de tratamento dos pacientes do
grupo intervencao € grupo CONLIOIE .......ccuvveeeeriiiiieeiiiiee e

Custo dos antimicrobianos em reais (R$) durante o tratamento
dos pacientes no grupo intervengdo e grupo controle (até¢ 14

Evolucdo clinica e laboratorial no grupo intervencdo e grupo
COMETOLC. ..ttt eiie ettt et e et e et e e

Descricdo dos resultados dos avaliadores independentes e
cegados realizada no final do estudo ...........ceeeviiiiieeniiiiiiiiiiee e,



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Comparacdo entre os tempos para liberagdo do resultado dos
principais métodos moleculares comparado a hemocultura
CONVENCIONAL ...ttt

Figura 2 - Fluxograma do eStudo..........ccccueiiriiiiniiiiniiieiieeeiee e

Figura 3 - Protocolo de terapia antimicrobiana empirica para pacientes com
SEPSE hOSPILAAT.....cciiiiiieeiiiii e

Figura 4 - Fluxograma da distribuicdo dos pacientes com suspeita de sepse
hospitalar avaliados para inclusdo no estudo no periodo de 2012



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Critérios diagnosticos da sepse de acordo com a ACCP/SCCM............. 25
Quadro 2 - Bactérias detectadas pelo LightCycler® SeptiFast Test...........ccouee....... 27

Quadro 3 - Descricdo dos resultados pareados da hemocultura e do teste
molecular (SF) em 174 amostras utilizadas para o célculo da
acuracia do método molecular.............ooccviiiiiiiiiiiiniiiieee e 36

Quadro 4 - Descrigdo dos micro-organismos identificados nas 56 amostras
positivas dos pacientes incluidos no estudo..........ccceeevviieeiniiiiieennnnnnnn. 37

Quadro 5 - Micro-organismos identificados pelo teste molecular (SF) no
grupo intervencao e pela hemocultura no grupo controle....................... 38

Quadro 6 - Resultado das principais publicagdes referentes ao LightCycler®
SeptiFast Test comparado a hemocultura .............cccceeeeiiiiiiieniiiieeeee, 49



RESUMO

Rodrigues C. Avaliagdo do consumo de antimicrobianos e do tempo de tratamento
na sepse hospitalar comparando a utilizagdo da rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real a hemocultura convencional para identificagdo do agente
etiologico: ensaio clinico aleatorizado [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2018.

A sepse ¢ uma doenga de alta mortalidade e o uso adequado de antimicrobianos no
seu manuseio ¢ essencial na obtengdo de melhores resultados. O objetivo deste
estudo foi avaliar o consumo de antimicrobianos em pacientes com sepse hospitalar
com agente etioldogico identificado no sangue, comparando a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) - LightCycler® SeptiFast (SF) para a detec¢io rapida de micro-
organismos a hemocultura convencional nos primeiros 14 dias de tratamento. Os
objetivos secunddrios incluiram descrever o percentual de positividade e a
concordancia entre o teste molecular e a hemocultura, o tempo de internagdo
hospitalar, os custos diretos dos antimicrobianos utilizados ¢ a letalidade em 10 e 28
dias. Entre outubro de 2012 e maio de 2016, foram incluidos 200 pacientes adultos
com sepse hospitalar: 100 alocados no grupo intervencdo onde a terapia
antimicrobiana foi ajustada apos a identificagdo do micro-organismo pelo SF (dentro
de 6 a 12 horas) e 100 pacientes no grupo controle onde a terapia antimicrobiana foi
ajustada apos a identificagdo do microrganismo pela hemocultura (dentro de 48 a 72
horas). O consumo de antimicrobianos foi de 1429 (1071-2000) DOT por 1000
pacientes-dia no grupo intervencdo versus 1889 (1357-2563) DOT por 1000
pacientes-dia no grupo controle (p = 0.017). O SF apresentou positividade de 25,9%
enquanto a positividade da hemocultura foi de 22,9% (p = 0,452). O tempo de
descalonamento antimicrobiano foi de 8 horas (7-14) versus 54 horas (38-75) (p <
0,001), enquanto a mortalidade em 10 e 28 dias foi de 21% e 36,8% no grupo de
intervencdo versus 37% e 44% no grupo controle, (p = 0,710 e p = 0,632),
respectivamente. Nao houve diferenca no tempo de internagdo hospitalar e no custo
direto dos antimicrobianos utilizados nos dois grupos. A dura¢do média da terapia
antimicrobiana em dias foi menor no grupo intervengdo (12 + 5 versus 15 £ 4, p =
0,039) em comparagdo com o grupo controle.

Descritores: sepse; anti-infecciosos; bacteriemia; hemocultura



ABSTRACT

Rodrigues C. Evaluation of antimicrobial consumption in treatment of nosocomial
sepsis comparing polymerase chain reaction (PCR) in real time to the conventional
blood culture for etiologic agents identification: randomized clinical trial [thesis].
Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2018.

Sepsis is a high mortality disease. Appropriate use of antimicrobials is essential to
improve outcomes. The aim of the present study was to determine whether the use of
the multiplex polymerase chain reaction LightCycler® SeptiFast (SF) assay reduces
the antibiotic consumption through early de-escalation in patients with nosocomial
sepsis compared with conventional blood cultures (BC) in the first 14 days of
treatment. Secondary outcomes included the percentage of microorganisms identified
through SF and BC (in both groups), timing of antimicrobial de-escalation, length of
stay, direct costs of the antimicrobial drugs and mortality at 10 and 28 days. Between
October 2012 and May 2016 adult patients with nosocomial sepsis were randomized
in intervention group and control group: antimicrobial therapy was adjusted
following the identification of microorganisms by SF (within 6 to 12 hours) or BCs
(within 48 to 72 hours), respectively. A total of 200 patients were included (100 in
each group). The median antimicrobial consumption was 1429 (1071-2000)
DOT/1000 patients-day in the intervention group versus 1889 (1357-2563)
DOT/1000 patients-day in the control (p = 0.017). Microorganism identification was
25.9% versus 22.9% (p = 0.452), timing of antimicrobial de-escalation was 8 hours
(7-14) versus 54 hours (38-75) (p < 0.001) while the mortality rate at 10 and 28 days
was 21% and 36.8% in the intervention group versus 37% and 44% in the control
group, (p = 0.710 and p = 0.632), respectively. There was no difference in length of
stay and antimicrobial costs between groups. The mean duration of antimicrobial
therapy was lower in the SF group (12 = 5 vs. 15 £ 4, p = 0.039) comparing to BC
group. The use of a rapid molecular blood test resulted in a reduction in the
antimicrobial consumption and a more rapid de-escalation in patients with
nosocomial sepsis when compared to the standard management of blood culture.

Descriptors: sepsis; anti-infective agents, bacteremia; blood culture
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1.1 Relevancia do Uso de Antimicrobianos na Sepse

A sepse representa uma das principais causas de Obito em unidades de
terapia intensiva (UTI) ndo cardiaca no mundo'.

Nos Estados Unidos, o nlimero de sepse ultrapassa 750.000 casos por ano
e, apesar dos esforcos, a mortalidade permanece elevada, podendo atingir 50%-
75% dos pacientes!.

No Brasil, o estudo SPREAD publicado recentemente, relatou uma
incidéncia de sepse em unidades de terapia intensiva de 36.3/1000 pacientes-dia
com mortalidade de 55,7%. Neste estudo, a elevada mortalidade esteve associada
a baixa disponibilidade de recursos (p = 0.045) e a terapia utilizada (p = 0.006)>.
Taniguchi et al.’, em um estudo populacional utilizando um registro nacional com
dados de multiplas causas de morte entre 2002 e 2010, demonstraram o aumento
do niimero absoluto de 6bitos por sepse de 95.972 (9,8%) em 2002 para 186.712
obitos (16,5%) em 2010.

Além da elevada prevaléncia e morbiletalidade, os custos diretos
estimados em pacientes com sepse sdo cerca de seis vezes maiores quando
comparados a pacientes sem sepse, constituindo um preocupante problema para
os servigos de satde, em particular nos paises em desenvolvimento®. Sogayar et
al.’, descreveram em um estudo prospectivo com 524 pacientes com sepse em 21

unidades de terapia intensiva localizadas em hospitais publicos e privados do



INTRODUCAO - 3

Brasil, um custo médio total de US$ 9.632,00 (IC 95%: 8657-10672) por
paciente, sendo estes significantemente mais elevados em pacientes que
evoluiram a dbito (p < 0,001)°.

Nas ultimas duas décadas, varias estratégias tém sido utilizadas com o
objetivo de diminuir a mortalidade e melhorar a qualidade de vida apds o evento
sepse. Uma destas estratégias inclui o inicio precoce da terapia antimicrobiana
adequada (preferencialmente na primeira hora apds o reconhecimento clinico-
laboratorial da sepse). Estudos prévios demonstraram que o uso inadequado de
antimicrobianos nas primeiras 24 horas tem um efeito negativo na sobrevida dos

pacientes com sepse (Tabela 1).
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Kumar et al.’?, demonstraram em um estudo com 2731 pacientes com
diagnostico de choque séptico que, apds 6 horas do inicio da hipotensdo arterial, cada
hora de atraso na administracdo da terapia antimicrobiana adequada esteve associada
a uma diminuicdo estimada na sobrevida de 8%.

Assim, a escolha do esquema antimicrobiano empirico adequado para o
tratamento de um paciente em sepse devera contemplar os principais micro-
organismos envolvidos na infec¢do. Esta estratégia aumenta consideravelmente a
probabilidade de sucesso terapéutico, porém expde pacientes ao uso excessivo de
antimicrobianos de amplo espectro, com consequente aumento do seu consumo,
selecio de micro-organismos multirresistentes, reagdes adversas, interacdes
medicamentosas e elevacdo dos custos do tratamento !>,

Na tultima década, a proposta de ajuste no esquema antimicrobiano empirico
mais precocemente (descalonamento) tem surgido como uma importante estratégia
para melhorar o uso dos antibidticos nos servicos de saude. Varios estudos
demonstraram que o descalonamento ¢ uma alternativa segura e eficaz, promovendo

redu¢@o no consumo de antimicrobianos sem aumento da mortalidade nos pacientes

submetidos a esta estratégia (Tabela 2).
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A identificacdo do patdgeno responsavel pela sepse, especialmente no sangue,
¢ o principal elemento utilizado na pratica clinica para o descalonamento
antimicrobiano. No entanto, para garantir que esta estratégia seja segura e precoce, ¢
importante que a identificagdo do micro-organismo seja realizada com técnicas

laboratoriais mais rapidas, de boa acuricia, confiaveis e comercialmente disponiveis.

1.2 Deteccao e Identificacdo de Micro-organismos no Sangue

Até o momento, o “padrdo ouro” para a deteccdo de micro-organismos no
sangue baseia-se em exames de cultura (hemocultura). Apesar dos significantes
avangos no processamento laboratorial das hemoculturas, este método apresenta
varias limitacdes, incluindo baixa sensibilidade, baixa probabilidade pré-teste e
tempo prolongado para a identificacdio do micro-organismo (24 a 96 horas),
especialmente em pacientes em uso de antibidticos. Em geral, o percentual de
positividade da hemocultura ndo ultrapassa 5%-30% em pacientes com sepse,
dependendo da gravidade da doenca, da topografia da infec¢do e do uso de
antimicrobianos no momento da coleta. Estas limitagdes resultam no uso mais
prolongado de esquemas antimicrobianos inadequados ou de amplo espectro, com
descalonamento mais tardio e suas inevitaveis consequéncias.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas moleculares com a
capacidade de deteccdo e identificacdo mais rapida de micro-organismos no sangue,
representa uma importante estratégia para melhorar o uso dos antimicrobianos.
Alguns destes testes laboratoriais foram desenvolvidos para a identificagdo de micro-
organismos provenientes de frascos de hemoculturas positivas, outros sdo utilizados

para a detec¢do e identificagdo do micro-organismo em amostras de sangue total
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(sem necessidade de crescimento prévio do patdogeno). Muitos deles tém a
capacidade de deteccdo de genes de resisténcia a determinados antimicrobianos, mas
nenhum deles descarta a necessidade da realizagdo do perfil de sensibilidade aos

antibioticos (Tabela 3).
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Muitos destes métodos laboratoriais tém sensibilidade superior a
hemocultura, mas o principal beneficio ¢ a rapida liberagdo do resultado,
possibilitando um ajuste mais precoce e seguro da terapia antimicrobiana empirica

(Figura 1)*!.

Tempopara o resultado dos tesies moleculares Tempo para o resuliade dos testes moleculares
realizados em sangue total: realizados em amosiraspositivas de hemocultura:
- SeptiFast®: 6 —8 hotas -PNAFIZHE: 90 minutos
-VYOOE: & horas - Werigene®: 150 minutos
- SepsiTest®: 8-12 horas - Prove-Tt® Bepsis: 120 minutos
- MALDI-TOF LI3: 30 mingtos

‘ Tempo para resultado do teste > ‘ Termpo para resultado do teste >
Identificagiio completa do
Coleia da Positividade da e micro-orgariam o e perfil de
hemocultura hemoculiura sensibilidade
Q,‘ :
I %) 12-72 h 5 min 24-72 h
65
- Reconhecimento dainfecgio Oportunidade de alteragio do Adteragio daterapia antimicrobiana baseada
- Inicio da terapia antimicrobiana esguetm a antimicrobiano na identificagio microbioldgica e perfil de
et pitica em pirico senaibilidade

Figura 1 - Comparacio entre os tempos para liberacdo do resultado dos principais métodos
moleculares comparado a hemocultura convencional®!

Mac Vane et al.”

, demonstraram os beneficios da utilizagdo de um teste
molecular rapido (PCR-Multiplex - Film Array®) na identificagdo precoce de micro-
organismos realizados em baldes de hemocultura positivos comparados a
hemocultura convencional. O tempo médio para o inicio da terapia antimicrobiana
adequada foi menor com a utilizagdo do teste molecular quando comparado a

hemocultura (5 horas versus 13 horas - p <0,001) embora ndo tenha sido evidenciada

diferenca na mortalidade, tempo de internagdo em UTI e nos custos do tratamento.
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Stevenson et al.*’, publicaram em 2016 uma revisdo sistematica comparando
a hemocultura a trés testes moleculares (LightCycler®SeptiFast, SepsiTest® e
IRIDICA®BAC BSI) para a identificacio de micro-organismos no sangue. Neste
estudo, a terapia antimicrobiana também foi ajustada mais precocemente devido a
rapida identificagdo do micro-organismo pelos testes moleculares, mas ndo foi
evidenciado impacto significante na evolugdo, mortalidade e no tempo de internacao

nas unidades de terapia intensiva.

1.3 Relevancia e Impacto do Uso de Antimicrobianos na Pratica Médica

Os antimicrobianos representam uma das mais frequentes classes de
medicamentos utilizados no ambiente hospitalar e mais de 50% deles sdo utilizados
de forma inadequada, seja na indicagdo, posologia ou na duracdo da terapia
proposta®.

A prescrigdo inadequada de antimicrobianos expde o0s pacientes a
complica¢des sem beneficios terapéuticos que incluem reagdes adversas'*, selecdo de
bactérias multirresistentes'®> e o aparecimento de superinfec¢des por alteracio da
microbiota intestinal, principalmente pelo Clostridium difficile*.

No ambiente hospitalar, a utilizagdo dos antimicrobianos assume grande
importancia, pois representa a Unica classe de medicamentos que tem a capacidade
de afetar também individuos ndo expostos diretamente a eles, alterando e
repercutindo significativamente no microbioma hospitalar.

Dados internacionais de vigilancia epidemioldgica demonstram que a
emergéncia de micro-organismos resistentes responsaveis pelas infecgdes tanto de

origem comunitaria como hospitalar tem associag@o direta com a crescente utilizagao
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de antimicrobianos. Contrariamente a essa realidade, esforcos para o
desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos ndo sdo esperados para os
préoximos anos, causando grande preocupacdo no cendrio da satde publica mundial.

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) pontuou a resisténcia
antimicrobiana como um dos trés mais importantes problemas para a saude do
homem, colocando-a na mesma categoria das altera¢des climéticas e da pobreza®.

Na tultima década, entidades cientificas e governamentais internacionais
iniciaram estratégias para evitar o avan¢o da multirresisténcia através da implantagao
de programas de incentivo e promoc¢ao do uso adequado dos antimicrobianos.

Em 2013, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) publicou um
relatorio apontando os 18 principais patdgenos associados a resisténcia antimicrobiana
nos Estados Unidos: Clostridium difficile, enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, N. gonorrhoeae, Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa,
Campylobacter spp, Shigella spp e Salmonella ndo typhi, Candida spp resistentes a
fluconazol, Enterobactérias produtoras de [ lactamase de espectro estendido,
Enterococos spp resistentes a vancomicina, S. aureus resistentes a oxacilina,
Streptococcus pneumoniae, M. tuberculosis, Streptococcus do grupo A e B e S. aureus
resistentes a vancomicina. A estimativa ¢ que mais de dois milhdes de individuos sao
infectados anualmente por patogenos resistentes e que aproximadamente 23.000
evoluem para 6bito relacionado diretamente ao processo infeccioso™.

Em 2016, a Sociedade Americana de Doengas Infeciosas (IDSA) e a Sociedade
Americana de Epidemiologia em Satide (SHEA) recomendaram a utilizagdo de testes
moleculares rapidos na identificacdo de micro-organismos no sangue, objetivando um

ajuste mais precoce ¢ direcionado da terapia antimicrobiana®®.
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1.4 Justificativa

Estudos prévios demonstraram que os testes moleculares sdo capazes de
detectar e identificar, mais rapidamente que a hemocultura, o micro-organismo
responsavel pela infecgdo. Este fato possibilita que o esquema antimicrobiano
empirico seja ajustado mais precocemente, evitando seu uso desnecessario e suas
consequéncias. No entanto, ndo hd, até o momento, estudos que avaliaram o impacto
do uso destes novos métodos moleculares no consumo dos antimicrobianos no

tratamento da sepse hospitalar, justificando a realizagao deste estudo.



2 OBJETIVOS
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2.1 Primario

Avaliar o consumo de antimicrobianos em pacientes com sepse hospitalar
com agente etiologico identificado no sangue, comparando um teste molecular de
deteccao rapida de micro-organismos (PCR multiplex em tempo real) a hemocultura

convencional nos primeiros 14 dias de tratamento.

2.2 Secundarios

- Descrever o percentual de positividade e a concordancia entre o teste
molecular e a hemocultura na identificacdio da etiologia da sepse
hospitalar.

- Descrever o tempo de internagdo hospitalar ap6s o tratamento da sepse nos
dois grupos.

- Descrever os custos diretos dos antimicrobianos utilizados nos dois
grupos.

- Descrever a letalidade em 10 e 28 dias nos dois grupos.



3 METODOS
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3.1 Desenho do Estudo

Ensaio clinico, aleatorizado, controlado.

3.2 Local, Periodo e Populacio

O estudo foi realizado no periodo de 15 de outubro de 2012 a 20 de maio de 2016
no Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo (InCor-HC-FMUSP). O InCor ¢ um hospital publico,
universitario, conveniado ao Sistema Unico de Saude com 535 leitos sendo 168 leitos de
unidade de terapia intensiva de alta complexidade, com 11.995 admissdes-ano, 4962
cirurgias-ano, especializado em cardiologia, pneumologia e cirurgias cardiacas e toracicas,

reconhecido internacionalmente como referéncia em transplante de coragdo e pulmio®’.

3.3 Aspectos Eticos, Registros e Recursos Financeiros

O protocolo do estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo A) foram submetidos a Comissdo Cientifica do Instituto do Coragdo e
aprovados pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HC-FMUSP), em sessdo de 24 de novembro de 2011 sob o nimero 0617/11
(Anexos B e C). As informagdes obtidas foram analisadas em conjunto e a identidade

dos participantes foi mantida em sigilo.
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O estudo foi registrado no ClinicalTrials.gov em 17 de outubro de 2011 sob o
identificador NCT 01450358.

O estudo foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) sob o nimero de identificagdo 2011/09865-9.

Os exames microbiologicos e de biologia molecular foram realizados nos
respectivos laboratérios da Divisdo de Laboratorio Central-HC-FMUSP sob o

numero de protocolo de pesquisa PR-901.

3.4 Critérios de Inclusao
- Pacientes maiores de 18 anos.
- Pacientes internados no InCor-HC-FMUSP ha mais 48 horas.
- Pacientes com suspeita clinica de infec¢do e com critérios clinicos e

laboratoriais de sepse detectados nas ultimas 24 horas de internagao.

3.5 Critérios de Exclusao
- Pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular com circulagdo
extracorporea nos ultimos 15 dias.
- Pacientes participantes em outro estudo intervencionista.
- Pacientes em uso de heparina endovenosa (inibidor do teste molecular).
- Pacientes em cuidados paliativos.
- Auséncia de preenchimento do termo de consentimento pelo paciente ou

responsavel legal.
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3.6 Selecao dos Pacientes e Randomizacao

A Unidade de Controle de Infec¢do Hospitalar (UCIH) do InCor é composta
por quatro médicos infectologistas que sdo responsaveis pela discussdo dos casos de
pacientes com indicagdo do uso de antimicrobianos no hospital por meio de visitas
didrias nas unidades de internacdo e terapia intensiva. Adicionalmente, os
antibioticos sdo liberados pela farmacia do hospital somente apos a autorizacdo de
um dos médicos da UCIH (via sistema informatizado ou telefone).

Os pacientes elegiveis para este estudo foram selecionados apds discussdo
com a equipe da UCIH conforme visita clinica didria. O médico responsavel pela
pesquisa era imediatamente informado e ap6s avaliacdo clinica decidia pela inclusao
ou ndo do paciente no estudo. Os pacientes foram incluidos em dias e horarios pré-
definidos: domingo a 5* feira das 20:00 horas até as 14:00 horas do dia seguinte. Esta
limitacdo de dias e hordrios estava vinculada ao funcionamento do laboratorio de
biologia molecular.

Quando o paciente era elegivel para o estudo, o protocolo era explicado ao
paciente ou seu responsavel e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido era
preenchido e assinado.

A seguir, as amostras de sangue eram coletadas (para a realizagcdo do teste
molecular e da hemocultura) e o esquema antimicrobiano empirico era
imediatamente iniciado (até 1 hora apos o diagndstico da sepse). O fluxograma da
realizacdo do estudo esta descrito na Figura 2.

Apos a coleta de exames e inicio do esquema antimicrobiano, os pacientes
eram randomizados em dois grupos: grupo intervengdo ou grupo controle. Foi

utilizado um programa informatizado para a geracdo da sequéncia randomica
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(Research Randomizer). A sequéncia randomica gerada foi colocada em envelopes

opacos, lacrados e armazenados em ordem sequencial antes do inicio do estudo.

Os envelopes opacos com o nimero de alocagdo estavam disponiveis na

Secdo de Biologia Molecular da DLC-HC-FMUSP, sendo a sua abertura realizada

pelo responsavel técnico do laboratorio somente apds a recep¢do do material

coletado para a realizagdo do teste molecular (Anexo D).

3.7 Categorizaciao dos Grupos

Grupo Intervencdo: neste grupo de pacientes o teste molecular para
deteccdo rapida de micro-organismos no sangue foi realizado e seu
resultado informado ao médico investigador (6-12 horas), que
imediatamente adequava o esquema antimicrobiano baseado no resultado
do exame molecular. Nos casos em que o resultado do teste foi negativo,
0 esquema antimicrobiano foi alterado conforme o resultado da
hemocultura ou das evolugdes clinica e laboratorial do paciente (48-72
horas).

Grupo Controle: para os pacientes randomizados neste grupo, o material
para o teste molecular foi armazenado para realizacdo posterior (final do
estudo), sendo o esquema antimicrobiano alterado pelo médico
investigador conforme o resultado da hemocultura ou da evolugao clinica

e laboratorial do paciente (48-72 horas).

Em ambos os grupos, a terapia de suporte (ventilagdo mecanica, utilizacdo de

drogas vasoativas, terapia de substituicdo renal, nutricdo e outros procedimentos) foi

decidida e conduzida pela equipe médica da unidade de internagao.
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Pacientes > 18 anos internados no InCor ha mais de 48
horas, com suspeita de sepse

Avaliagdo do paciente pelo investigador e inclusdo do
caso no estudo

Coleta de dois pares de hemocultura + cinco mililitros

de sangue para a realizacdo do teste molecular

Inicio imediato do esquema antimicrobiano empirico

(até 1 hora)

Encaminhamento das amostras de sangue para os

respectivos laboratorios

Recepgao da amostra de sangue no laboratdrio de
Biologia Molecular HC-FMUSP seguida da abertura do
envelope opaco com a identificacdo da randomizagdo do

paciente

Grupo Intervencao

resultado do teste
médico investigador

Realizagdo e liberacdo imediata do

molecular para o

Grupo Controle

Extragdo do DNA da amostra e
armazenamento do material

Teste molecular
positivo
- Adequar terapia
antimicrobiana

«— 6-12 horas «— 72 horas
Teste molecular Reavaliar terapia antimicrobiana
negativo conforme evolugdo clinica e laboratorial
- Manter terapia e adequar se necessario
antimicrobiana
<« 24 horas

Teste molecular
concordante com a
hemocultura

Teste molecular ‘

CIECOR AR Hemocultura positiva

Hemocultura negativa

Adequar terapia
antimicrobiana
conforme perfil de
sensibilidade

hemocultura
. - Adequar terapia Avaliar evolugdo clinica
Avaliar evolugao L . .
linica ¢ laboratorial antimicrobiana e laboratorial e adequar
¢ afiee ar ?eraoia ¢ conforme perfil de terapia antimicrobiana
u oy a ..
! >rap sensibilidade S€ necessario
antimicrobiana se
necessario

Figura 2 - Fluxograma do estudo
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3.8 Seleciio da Terapia Antimicrobiana Empirica
A selecdo da terapia antimicrobiana empirica inicial foi baseada nas
caracteristicas epidemiologicas da instituicdo, na topografia da infeccdo e na

gravidade da doenga (Figura 3).

Terapia antimicrobiana empirica
na sepse hospitalar

Infeccdo urinaria - Pneumonia Infeccao de pele ou
- Infecgdo da corrente sanguinea partes moles

- Infecgdo de sitio cirargico
- Foco indeterminado

- Foco abdominal

Meropenem ou
Aminoglicosideo
Associar antifiingico
se presenca de
condigdes de risco para
infecgao fungica*

Cefepima ou
Piperacilina/Tazobactam ou
Meropenem + Glicopeptideo

Sem uso prévio de Com uso prévio de
antimicrobianos antimicrobianos
Cefepima ou Meropenem + Polimixina B +
Piperacilina/Tazobactam ou Glicopeptideo + antifiingico*
Meropenem + Glicopeptideo

Associar antifingico se
presenca de condigdes de risco
para infecgao fungica*

*Terapia antifiingica

Condicdes de risco para infeccio fiingica: uso prévio de antimicrobianos, cateter
intravascular, colonizagdo por fungo em mais de um sitio, nutricdo parenteral,
neoplasia, quimioterapia, hemodidlise, ventilagdo mecanica, uso de corticoide.
Escolha do antifiingico:

- Sem uso prévio de imidazolico: fluconazol

- Com uso prévio de imidazolico: equinocandinas

Figura 3 - Protocolo de terapia antimicrobiana empirica para pacientes com sepse hospitalar
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Devido a alta incidéncia de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos nas
unidades de interna¢do onde o estudo foi realizado, a identificagdo deste patdgeno no
sangue por teste molecular ou hemocultura, apresentava como opgdo terapéutica a
terapia combinada com duas ou trés drogas, sendo uma delas o meropenem (o dobro da
dose convencional com infusdo em 30-40 minutos), conforme padronizado por protocolo
institucional.

Todas as alteragdes dos esquemas antimicrobianos foram realizadas pelo médico
responsavel pelo estudo incluindo posologia, associacdes e tempo de terapia
antimicrobiana.

Para diminuir a possibilidade de alteracdes do esquema antimicrobiano por
outros profissionais, o servico de farmacia era notificado diariamente sobre os pacientes
em seguimento e caso alteracdes fossem realizadas, o médico pesquisador era

imediatamente comunicado.

3.9 Definicoes
3.9.1 Terapias antimicrobianas

Terapia empirica: definida como o esquema antimicrobiano administrado antes
da identificagdo do patogeno responsavel pelo processo infeccioso. Neste estudo, sua
escolha foi baseada na caracteristica epidemiologica do hospital e nos dados clinicos e
laboratoriais do paciente levando-se em consideragdo a presenca de fatores de risco para
a colonizagdo por patdogenos multirresistentes.

Terapia adequada: definida quando no minimo uma droga efetiva estava
incluida ao esquema antimicrobiano empirico inicial conforme o micro-organismo

identificado pelo teste molecular ou hemocultura. Nos casos em que o patégeno foi
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identificado somente pelo teste molecular, portanto sem perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, considerou-se a terapia adequada somente quando 0s micro-organismos
identificados ndo apresentassem resisténcia documentada na instituicdo ou que o
paciente estivesse recebendo terapia antimicrobiana que contemplasse a
multirresisténcia. Exemplos: S. aureus identificado pelo método molecular e paciente em
uso de vancomicina ou identificacdo de enterobactérias em tratamento com meropenem
associado a aminoglicosideo e ou polimixina.

Descalonamento antimicrobiano: foi considerado descalonamento a alteragdo
do esquema antimicrobiano inicial de amplo espectro para um esquema antimicrobiano
de espectro restrito, baseada nos resultados do teste molecular ou da hemocultura.
Exemplo: suspensdo do antibidtico para S. aureus resistente a oxacilina ou bactérias
gram-negativo quando estes ndo fossem necessarios (ou por resultado da cultura ou por
razdes clinicas) ou substituicdo de uma droga por outra conforme o perfil de
sensibilidade*®.

Reescalonamento antimicrobiano: definidlo como o reinicio de um
antimicrobiano de amplo espectro devido piora clinica ap6s o descalonamento inicial.

Espectro de ac¢do dos antimicrobianos: a classificacdo de espectro de agdo foi
baseada no estudo de Kollef et al*, carbapenémico > cefalosporina 4* geracio >

piperacilina-tazobactam > quinolona > ceftazidima > ceftriaxona.

3.9.2 Bactérias multirresistentes
Foram consideradas bactérias multirresistentes:
- Bactérias gram-positivo: E. faecalis e E. faecium resistentes a vancomicina.
- Bactérias gram-negativo: enterobactérias, P. aeruginosa e A. baumanii

resistentes aos carbapenémicos.
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Foram considerados fatores de risco para colonizacdo/infec¢do por bactérias
multirresistentes: pacientes com internagao superior a 48 horas nos ultimos 90 dias, uso
prévio de antimicrobianos (até 90 dias), interna¢do atual superior a 5 dias, locais com
alta prevaléncia de patdgenos multirresistentes, pacientes provenientes de outros servigos

assistenciais de satde e imunossuprimidos’.

3.9.3 Ciritérios diagnosticos da sepse
Apesar das mudangas nos critérios diagnosticos da sepse publicadas em 2016
(Apéndice A)’!, optou-se por manter os critérios diagndsticos anteriores, respeitando

o desenho original do estudo que iniciou a coleta de dados em 2012 (Quadro 1).

Quadro 1 - Critérios diagnésticos da sepse de acordo com a ACCP/SCCM?>*

Sindrome da resposta inflamatoria sistémica: dois ou mais dos seguintes

- Temperatura > 38 °C ou < 36 °C

- Frequéncia cardiaca > 90 batimentos por minuto

- Frequéncia respiratoria > 20 incursdes por minuto ou PaCO; < 32 mmHg ou
ventilagdo mecénica

- Leucograma >12.000 ou < 4000 células por mm® ou > 10% de células imaturas

Sepse: Sindrome da resposta inflamatoéria sistémica associada a infec¢do ja
diagnosticada ou presumida

Sepse grave: sepse associada a pelo menos uma disfungdo organica (cardiovascular,
hepatica, renal, coagulacdo ou neuroldgica) ou hipoperfusdo (acidose lactica, oliglria
ou alteracdo aguda do nivel de consciéncia) ou hipotensdo (pressdo arterial sistolica <
90 mmHg ou queda superior a 40 mmHg da pressdo basal)

Choque séptico: sepse grave com utilizacdo de drogas vasoativas a despeito da
reposi¢@o volémica adequada

Sindrome de disfuncdo de multiplos orgdos: alteragdes organicas sistémicas graves
associadas a choque séptico culminando na insuficiéncia de multiplos 6rgaos

AACP: American College of Chest Physicians; SCCM: Society of Critical Care Medicine.
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3.10 Coleta e Processamento das Amostras

Foram coletadas amostras de sangue para a realizacgdo de ambos os
procedimentos (método molecular e hemocultura). Para a hemocultura foi
padronizada a coleta de dois pares sendo retirados 40 mililitros de sangue e
inoculados nos baldes de aerdbio e anaerdbio (8§ mL-10 mL por baldo). Para
pacientes em uso de cateter venoso central, um dos pares de hemocultura poderia ser
coletado do cateter, mas, sempre a outra amostra deveria ser proveniente da pungao
de um vaso sanguineo periférico. Para o teste molecular, foram coletados cinco
mililitros de sangue, da mesma pun¢do de uma das hemoculturas periféricas e

inoculados em um tubo com EDTA (Vacutainer®, Becton Dickison, UK).

3.10.1 Hemoculturas

As hemoculturas foram processadas conforme método laboratorial
padronizado pelo laboratério de microbiologia (DLC-HC-FMUSP) utilizando-se o
sistema BACTEC FX (Becton Dickinson, USA) para aer6bios, anaerdbios e fungos.

Desde margo de 2015, a identificagdo de micro-organismos passou a ser
realizada pelo Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-
TOF)*. Os resultados das culturas foram checados diariamente no periodo da manha,
por meio de sistema informatizado, conforme rotina padronizada pelo laboratério de

microbiologia.
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3.10.2 Teste molecular (PCR-Multiplex)

Para a realizagio deste estudo, optou-se pelo LightCycler® SeptiFast Test
(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ), disponivel comercialmente no Brasil e
que consiste na realizagdo da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
multiplex (PCR RTm) capaz de detectar diretamente no sangue, sem incubagdo, o
material genético de 25 micro-organismos (Quadro 2).

A realizacdo da PCR RTm consistiu em trés etapas: (1) extragdo e purificagdo
do DNA do micro-organismo no sangue total, (2) amplificagdo da sequéncia do DNA
por PCR em tempo real em trés reacdes paralelas (bactérias gram positivos, gram
negativos e fungos), (3) deteccdo por sondas especificas de hibridizagdo e
identificacdo automatizada das espécies, com o tempo total de execucdo do teste em
aproximadamente 6 horas>*. Esse ensaio amplifica a regido do internal transcribed
spacer (ITS) entre as sequencias 16S e 23 S de bactérias gram negativo e gram

positivo de DNA ribossomal, e a sequéncia 18S e 5.8S de fungos.

Quadro 2 - Bactérias detectadas pelo LightCycler® SeptiFast Test>*

Bactérias Gram-positivos

Bactérias Gram-negativos

Fungos

Staphylococcus aureus
Staphylococcus coagulase
negativo”

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus spp **
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Escherichia coli

Klebsiella (oxytoca e
pneumoniae)

Serratia marcescens

Enterobacter (cloacae e
aerogenes)

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumanii
Stenotrophomonas maltophilia

Candida albicans
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida krusei
Aspergillus fumigatus

*: Staphylococcus coagulase negativo: S. hominis subsp. novobiosepticus, S. pasteuri, S. warneri,
S. cohnii subsp. urealyticum, S. hominis subsp. hominis, S. lugdunensis, S. cohnii subsp. cohnii, S.
capitis subsp. ureolyticus, S. capitis subsp. capitis, S. caprae, S. xylosus, S. saprophyticus. **:
Streptococcus spp: S. pyogenes, S. agalactiae, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. cristatus,
S. gordonii, S. intermedius, S. milleri, S. mitis, S. oralis, S. parasanguinis, S. mutans, S. salivarius,
S. thermophilus, S. vestibularis, S. viridans.
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A amostra de sangue total utilizada para a realizagdo da PCR-multiplex
(LightCycler® SeptiFast) foi armazenada em temperatura ambiente no maximo por 4
horas ou até 3 dias em refrigeracdo a 4°C ou por até 3 meses a -70 °C.

O processamento das amostras foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante (Apéndice B) utilizando o SeptiFast Lys Kit, o SeptiFast Prep Kit e o
Light-Cycler SeptiFast Kit. A extragdo do DNA foi realizada manualmente
utilizando-se o SeptiFast Prep KitMGRADE (Roche Diagnostics GmnH)™.

A andlise da PCR foi realizada pelo equipamento LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostic). Todos os insumos descartaveis e reagentes utilizados para o teste eram
MGRADE (livres de DNA).

Os micro-organismos contidos na lista da PCR-multiplex foram identificados
por meio dos picos caracteristicos reconhecidos por um software especifico (SIS,
Roche Diagnostics) e uma analise manual dos valores da temperatura de Melting
(Tm). O resultado do teste foi reportado negativo quando o controle interno foi

positivo e nenhum outro sinal foi detectado.

3.11 Registro dos Dados Clinicos

Um instrumento para coleta de dados foi utilizado para auxilio e organizagao
das informagdes pertinentes ao estudo (Anexo E).

Para todos os pacientes incluidos no estudo os seguintes dados foram
coletados: idade, sexo, diagnostico da internagdo, escore Acute Physiologic
Assessment and Chronic Health Evaluation II (APACHE 1II) °® nas primeiras 24

horas de internagdo na UTI. Para a avaliagdo da disfuncdo organica, o escore
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Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)’’ foi calculado diariamente apds a
inclusdo no estudo e até 96 horas de seguimento, escala de coma de Glasgow e
critérios diagnosticos de Sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS)®,
topografia da infecgdo conforme classificagio do CDC®’, presenca de
comorbidades, uso de drogas vasoativas, presenca de dispositivos e
procedimentos invasivos como cateter venoso central, ventilagdo mecanica, balao
intra-adrtico, presenca de marcapasso, dialise, tempo de internacdo hospitalar,
colonizagdo por patdgenos multirresistentes, uso e modificagdes do esquema de

antimicrobianos, dados microbiolégicos, alta ou obito.

3.12 Avaliadores Cegados

No final do estudo, trés médicos (dois infectologistas e um especialista em
terapia intensiva) avaliaram a evolugdo clinica e laboratorial dos pacientes
conforme as informag¢des fornecidas em uma ficha contendo dados dos pacientes
coletados na inclusdo e ap6s 96 horas de seguimento (Anexo F). Estes avaliadores
independentes foram mantidos as cegas em relagdo a alocagdo dos grupos, ao
resultado microbiologico e a terapia antimicrobiana. Eles categorizaram a
evolucdo do paciente como melhora clinica, piora clinica ou sem resposta clinica,

de acordo com critério individual.
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3.13 Mensuracao do Consumo de Antimicrobianos

Para este estudo, o consumo de antimicrobianos foi mensurado através do dia
de terapia (DOT) que consiste na mensuracdo direta do nimero de dias sob
terapéutica antimicrobiana®. Um DOT corresponde a administragdo de um tnico
agente em um determinado dia, independentemente do nimero de doses ou dosagem
administrada. Nos casos da associacdo de mais antimicrobianos, cada um equivale a
um DOT. Exemplo para o calculo do DOT: paciente em uso de vancomicina por 3
dias associado a meropenem por 7 dias tera um total de 10 DOT (3 DOT para
vancomicina + 7 DOT para meropenem). Pacientes com disfuncdo renal que ndo
utilizaram vancomicina diariamente, mas que apresentavam nivel sérico terapéutico
da droga foram considerados diariamente como um DOT. O denominador utilizado

foi de 1000 pacientes-dia.

3.14 Custo dos Antimicrobianos
Foi avaliado o custo direto do antimicrobiano conforme referéncia nacional

(gasto médio de tratamento por paciente em reais)®’.

3.15 Tempo de Seguimento
Os pacientes foram seguidos até 28 dias apos a inclusdo no estudo, ou até

alta, 6bito ou qual dos eventos tenha ocorrido primeiro.



METODOS - 31

3.16 Analise Estatistica

Para detectar uma diminuicdo no consumo de antimicrobianos mensurado
pelo DOT de 1000 DOT por 1000 pacientes-dia no grupo controle para 650 DOT por
1000 pacientes-dia no grupo interven¢do com um desvio padrao de 850, utilizou-se o
teste qui-quadrado de Pearson. Estimou-se uma amostra de 200 pacientes para um
poder estatistico de 80% e um erro tipo I de 0,05.

As varidveis categodricas de todos os pacientes incluidos no estudo foram
descritas de acordo com grupos utilizando frequéncias absolutas e relativas e
verificada a associagcdo com o uso de testes qui-quadrado de Pearson, testes exatos de
Fisher ou testes de razdo de verossimilhanga. As varidveis continuas foram
comparadas entre os grupos com o uso de testes t-Student ou testes U de Mann-
Whitney.

Os resultados foram expressos como médias (+ desvio padrao) ou medianas
(intervalo interquartil - IQR). A sobrevida em 10 e 28 dias foi estimada utilizando-se
a funcao Kaplan-Meier para cada grupo e comparadas entre os grupos utilizando-se o
teste log-rank.

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SPSS

versdao 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).



4 RESULTADOS
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4.1 Distribuicio dos Pacientes Avaliados para Inclusdo no Estudo

Entre outubro de 2012 a maio de 2016 foram avaliados 499 pacientes com
suspeita de sepse hospitalar, sendo que 200 (40%) preencheram os critérios de
inclusdo. Os pacientes foram randomizados em dois grupos: 100 alocados no grupo

interveng@o e 100 no grupo controle conforme descrito na Figura 4.

499 pacientes com suspeita de sepse

299 excluidos antes da randomizacdo

- Baixa expectativa de vida (n = 89)

- Uso de heparina endovenosa (n = 81)

- Pos-operatorio de cirurgia cardiaca (n = 75)

- Participagdo em outro protocolo (n = 23)

- Extravio de material (n = 17)

- Nao autorizado pelo paciente/familiar (n = 9)

- Inicio do antimicrobiano antes da coleta (n = 6)

200 pacientes randomizados

100 randomizados 100 randomizados
Grupo Intervencao Grupo Controle
[ [
6 excluidos por desvio de protocolo 10 excluidos por desvio de
(pacientes sem infec¢ao) protocolo (pacientes sem infecgao)
| |
94 incluidos para analise primaria 90 incluidos para analise primaria
| |
SF positivo Hemocultura positiva
N=19 N=25

Figura 4 - Fluxograma da distribuicio dos pacientes com suspeita de sepse hospitalar avaliados
para inclusio no estudo no periodo de 2012 a 2016
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4.2 Caracteristicas Gerais dos Pacientes Estudados

Para andlise, permaneceram no estudo 184 pacientes (92%), sendo 94
pacientes no grupo intervengdo e 90 no grupo controle. Os dois grupos mostraram-se
homogéneos considerando-se as caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e

a terapia antimicrobiana empirica, conforme demonstrado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes
incluidos no grupo intervenc¢io e grupo controle

Grupo Grupo
Variavel intervencio controle Valor p
n=9% n=90

Idade, anos 65 (56-74) 64 (55-72)  0,445%*
Idade > 65 anos — n (%) 47 (50,0%) 42 (46,7%)  0,651*
Sexo masculino — n (%) 69 (73,4%) 59 (65,6%)  0,247*
Comorbidades — n (%)

Diabetes mellitus 32 (34,0%) 33 (36,7%) 0,710*

Insuficiéncia renal cronica 56 (59,6%) 56 (62,2%)  0,713*

Insuficiéncia renal cronica dialitica 4 (4,3%) 7 (7,8%) 0,314*

Tabagismo 36 (38,3%) 32 (35,6%)  0,700*
Depuragio de creatinina < 30 mL/min/1.73m? 36 (38,3%) 40 (44,4%) 0,397*
IC classe funcional (NHYA) —n (%)

0 43 (45,7%) 29 (32,2%)

I 4 (4,3%) 12 (13,3%) 0.069*

11 5(5,3%) 10 (11,1%) ’

I 29 (30,9%) 29 (32,2%)

v 13 (13,8%) 10 (11,1%)
IC classe funcional >3(NHYA) —n (%) 42 (44,7%) 39 (43,3%)  0,854*
Fracdo de ejegdo 38 (25-56) 37 (25-55) 0,726**
Fragdo de ejecdo < 35% 47 (50,0) 45 (50,0) 1.000*
Causas da admissao hospitalar — n (%)

Insuficiéncia cardiaca 31 (33,0%) 42 (46,7%)

Arritmia cardiaca 9 (9,6%) 17 (18,9%)

Infarto agudo do miocardio 26 (27,7%) 17 (18,9%) 0,055%**

Infecgdo 9 (9,6%) 5 (5,6%)

Insuficiéncia coronariana 7 (7,4%) 3 (3,3%)

Outras causas 12 (12,8%) 6 (6,7%)
APACHE 11 16 (11-19)  15(10-19)  0,496**
Balao intra-adrtico 25 (27,0%) 17 (19,0%)  0,213*
Ventilagdo mecanica 46 (48,9%) 44 (48,9%)  0,995*
Tempo de internagdo antes da inclusio no estudo (dias) 16 (11-30) 18 (9-42)  0,848**
Internagdo em UTI na inclusdo do estudo - n (%) 84 (89,4%) 82(91,1%)  0,690%*

Tempo de internagdo na UTI antes da inclusdo
no estudo (dias)
IC: insuficiéncia cardiaca; NYHA: New York Heart Association; APACHE II: Acute Physiologic

Assessment and Chronic Health Evaluation II, *Teste qui-quadrado; ** Mann-Whitney; *** razdo de
verossimilhanga.

13(8-21)  12(7-27)  0,708**
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapia antimicrobiana
empirica utilizada nos pacientes incluidos no grupo intervencio e

grupo controle

Grupo Grupo
Variavel intervencio controle Valor p
n=9% n=90
Topografia da Infec¢ao 0.122%**
Infecgdo primaria da corrente sanguinea 38 (40.4%) 43 (47.8%)
;neeclérrrlli(ézia ndo associada a ventilagdo 20 (21.3%) 18 (20.0%)
Pneumonia associada a ventilagdo mecanica 15 (16.0%) 13 (14.4%)
Infecgdo de pele e partes moles 6 (6.4%) 2 (2.2%)
Infecgdo do trato urinario 6 (6.4%) 3 (3.3%)
Infecgdo intra-abdominal 1 (1.1%) 5 (5.6%)
Endocardite 2 (2.1%) 2 (2.2%)
Infecgdo do sitio cirirgico 0 (0%) 2 (2.2%)
Empiema pleural 2 (2.1%) 0 (0%)
Outros 2 (2.1%) 1 (1.1%)
Foco desconhecido 2 (2.1%) 1 (1.1%)
Sepse grave/choque séptico (Definigdo Sepse %3 o o o
2001) (88.3%) 71 (90%) 0.711
Sepse (Definig¢do Sepse 2016) 31(33.0%) 35 (38.9%) 0.403*
Choque séptico (Definigao Sepse 2016) 34 (36.2%) 37 (41.1%) 0,491*
Evolugao para hemodialise durante a sepse 36 (38.3%) 34 (37.8%) 0.942*
SOFA na inclusdo do estudo 8 (4-10) 8 (5-10) 0.441%*
Protéina C reativa mg/dL 154 (106-237) 168 (104-248) 0.473%%*
Lactato (mmol/L) 2 (1.6-2.7) 2.2 (1.6-3) 0.268**
Exposi¢@o de antimicrobiano na inclusdo do
sstudo, n %) 56 (59.6) 45 (50.0) 0.192*
Colonizagao prévi icro- i
Clmagi o pormicoarwmiones oy nesn  oder
Terapia antimicrobiana empirica 0.625%**
Fluori)quinolonas ou cefalosporinas de 3a. 6 (6.4%) 4 (4.4%)
geragio
Pip'eraci!ina-’tazobactam ou cefepima ou 24 (25.5%) 25 (27.8%)
aminoglicosideos
Meropenem ou polimixina ou tigeciclina) 63 (67.0%) 61 (67.8%)
Terapia antimicrobiana empirica para S.aureus
resistente a oxacilina (glicopeptideos, 89 (94.7%) 86 (95.6%) 1.000***
linezolida, daptomicina)
Meropenem empirico 58 (61.7%) 59 (65.6%) 0.587*
Esquema antimicrobiano empirico 0.848%**

1 antibiotico
2 antibioticos
3 antibidticos
> 4 antibidticos

6 (6.4%)

67 (71.3%)

16 (17.0%)
5 (5.3%)

4 (4.4%)

63 (70.0%)

19 (21.1%)
4 (4.4%)

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; *Teste qui-quadrado; ** Mann-Whitney; *** razdo de

verossimilhanga.
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4.3 Dados Microbiologicos

Foram analisadas 184 amostras de sangue, porém o laboratério de biologia
molecular detectou problemas técnicos em 10 amostras. Sendo assim, para calculo da
acuracia do método molecular, foram utilizadas somente as 174 amostras em que o
ensaio laboratorial foi realizado com sucesso.

Cinquenta e seis (32%) das amostras resultaram positivas e 118 (68%) foram
negativas. A hemocultura apresentou positividade de 22.4% (39/174) enquanto a
positividade do teste molecular foi de 25.9% (45/174) (p = 0.452). A taxa de
concordancia entre o resultado das amostras positivas e negativas foi de 83.9%

(Quadro 3).

Quadro 3 - Descricio dos resultados pareados da hemocultura e do teste
molecular (SF) em 174 amostras utilizadas para o calculo da
acuracia do método molecular

Hemocultura

Positiva  Negativa >

Positivo 28 17 45
Teste molecular (SF) Negativo 11 118 129
) 39 135 174

SF: SeptiFast®; ¥: somatoria

A sensibilidade do teste molecular comparado a hemocultura foi de 72% (IC
95%: 55%-84%) e a especificidade de 87% (IC 95%: 80%-92%) com valor preditivo
positivo de 62% (IC 95%: 47%-76%) e valor preditivo negativo de 91% (IC 95%:
85%-95%).

Conforme descrito no Quadro 4, foram identificados 67 micro-organismos
entre as 56 amostras de sangue positivas, sendo 28 micro-organismos (41.8%)
detectados pelo teste molecular e hemocultura, 23 (34.3%) somente pelo teste

molecular e 16 (23.9%) somente pela hemocultura. Trés micro-organismos
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identificados na hemocultura ndo estavam incluidos na lista de identificagdo do teste

molecular (Morganella morganii, Burkholderia cepacea e Rothia spp).

Seis pacientes (3,3%) apresentaram hemocultura com identificagdo de

estafilococos coagulase negativo sendo considerados como contaminantes. Nas

amostras pareadas destes pacientes, o teste molecular resultou negativo. O resultado

do teste molecular no grupo controle foi obtido apenas no final do estudo.

Quadro 4 - Descricio dos micro-organismos identificados nas 56 amostras
positivas dos pacientes incluidos no estudo

Método de deteccio e identificacio

Micro-organismos Teste Teste molecular  Total
molecular Hemocultura e Hemocultura

Incluidos da lista da PCR
Bactérias gram-negativos

Enterobacter cloacae/aerogenes 5 - 4 9

Escherichia coli 2 - 1 3

Klebsiella pneumoniae/oxytoca 4 5 7 16

Serratia marcescens 1 - 1 2

Acinetobacter baumanii - 2 1 3

Pseudomonas aeruginosa 3 - 2 5

Stenotrophomonas maltophilia 1 - 2 3
Bactérias gram-positivos

Staphylococcus aureus 5 1 9 15

Staphylococcus coagulase negativo™ - 3 1 4

Streptococcus spp** 1 - - 1

Enterococcus faecalis - 1 - 1
Fungos

Candida albicans - 1 - 1

Aspergillus fumigatus 1 - - 1
Nao incluidos na lista da PCR

Morganella morganii - 1 - 1

Burkholderia cepacea - 1 - 1

Rothia spp - 1 - 1
Numero de micro-organismos 23 16 28 67
Numero de pacientes 17 11 28 56

*: Staphylococcus coagulase negativa: S. hominis subsp. novobiosepticus, S. pasteuri, S. warneri, S.
cohnii subsp. urealyticum, S. hominis subsp. hominis, S. lugdunensis, S. cohnii subsp. cohnii, S. capitis

subsp. ureolyticus, S. capitis subsp. capitis, S. caprae, S. xylosus, S. saprophyticus. **: Streptococcus
spp: S. pyogenes, S. agalactiae, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. cristatus, S. gordonii, S.
intermedius, S. milleri, S. mitis, S. oralis, S. parasanguinis, S. mutans, S. salivarius, S. thermophilus, S.

vestibularis, S. viridans.
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4.4 Avaliacao dos Pacientes com Deteccdo e Identificacio Microbioldgica no
Grupo Intervencio e Grupo Controle

4.4.1 Dados microbioldgicos

Para a comparagdo dos desfechos primarios e secundarios foram considerados
somente os casos em que houve identificagdo do agente etioldogico da infec¢do no
sangue [teste molecular positivo no grupo intervengdo (n = 19) e hemocultura
positiva no grupo controle (n = 25)].

Os micro-organismos identificados no grupo intervengao e no grupo controle

estao descritos no Quadro 5.

Quadro 5 - Micro-organismos identificados pelo teste molecular (SF) no grupo
intervencio e pela hemocultura no grupo controle

Micro-organismos Grupo intervencffo- Grupo control.e.
(Teste molecular positivo) (Hemocultura positiva)
Bactérias gram-negativo
Enterobacter cloacae/aerogenes 4 2
Escherichia coli 2 1
Klebsiella pneumoniae/oxytoca 4 7
Serratia marcescens 1 0
Acinetobacter baumanii | 2
Pseudomonas aeruginosa 4 1
Stenotrophomonas maltophilia 0 2
Morganella morganii* - |
Bactérias gram-positivo
Staphylococcus aureus 4 8
Coagulase negative staphylococci** 1 1
Rothia spp* - 1
Total micro-organismos identificados 21 26
Total de pacientes 19 25

* Micro-organismos nao incluidos na lista da PCR; ** O grupo de staphylococci inclui S. epidermidis e
S. haemolyticus.
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4.4.2 Sitios de infec¢ao

O principal sitio de infec¢do foi infec¢do primaria da corrente sanguinea, com
15 (79%) episoddios no grupo intervengdo e 16 (64%) no grupo controle. Pneumonia
foi o segundo foco de infec¢do mais comum em ambos os grupos, com 3 (16%)
episddios no grupo intervencdo e 5 (20%) no grupo controle. Endocardite foi
responsavel por 1 (5%) caso no grupo intervengdo e 2 (8%) casos no grupo controle.

No grupo controle, ocorreram 2 (8%) episodios de infec¢do intra-abdominal.

4.4.3 Analise do tratamento antimicrobiano

Em relacdo a selecdo do esquema antimicrobiano empirico, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p = 0.565). Dos 19 pacientes
no grupo intervengdo, 14 (74%) receberam terapia empirica com dois
antimicrobianos e 5 (26%) receberam trés ou mais antimicrobianos associados. No
grupo controle, 17 (68%) receberam dois antimicrobianos e 8 (32%) mais de duas

drogas associadas como terapia empirica inicial (Tabela 6).
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Tabela 6 - Descricio da terapia antimicrobiana empirica inicial no grupo
intervenc¢io e grupo controle

Grupo intervencio  Grupo controle
Todos (Teste molecular (Hemocultura

Antimicrobianos Pacientes positivo) positiva) Valorp
n=19 n =25
Meropenem 32 (73%) 15 (79%) 17 (68%) 0,468*
Piperacilina/Tazobactam 8 (18%) 2 (11%) 6 (24%) 0,710%*
Polimixina 10 (23%) 4 (21%) 6 (24%) > 0,999*
Amicacina 3 (7%) 2 (11%) 1 (4%) 0,570*
Sulfametoxazol-trimetoprim 4 (9%) 0 (0%) 4 (16%) 0,122*
Ciprofloxacina 2 (5%) 1 (5%) 1 (4%) > 0,999*
Ceftazidima/Cefepima 2 (5%) 1 (5%) 1 (4%) > 0,999*
Vancomicina 35 (80%) 14 (74%) 21 (84%) 0,467*
Teicoplanina 7 (16%) 5 (26%) 2 (8%) 0,210%*
Linezolida 2 (4%) 0 (0%) 2 (8%) 0,498*
Antifingicos 4 (10%) 1 (5%) 3 (12%) 0,622*
Esquema Antimicrobiano 0,565%*
Empirico, n (%)
1 antimicrobiano 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 antimicrobianos 31 (71%) 14 (74%) 17 (68%)
3 antimicrobianos 8 (18%) 4 (21%) 4 (16%)
> 3 antimicrobianos 5(11%) 1 (5%) 4 (16%)

*Teste exato de Fisher; ** Teste Mann-Whitney.

4.4.4 Ajuste da terapia antimicrobiana empirica

A terapia empirica inicial foi adequada em 76,5% dos casos no grupo
intervengdo e 75% no grupo controle, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos (p = 1.000). O mesmo resultado foi observado em
relacdo ao ajuste, descalonamento e necessidade de ampliagdo do esquema

antimicrobiano nos dois grupos (Tabela 12).
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Tabela 7 - Ajuste da terapia antimicrobiana empirica inicial no grupo
intervenc¢io e no grupo controle

Grupo intervencio  Grupo controle

(Teste molecular (Hemocultura
o o Valor p
positivo) positiva)
n=19 n =25
Terapia empirica adequada — n (%) 13 (76,5%) 18 (75,0%) 1.000*
Descalonamento antimicrobiano apo6s
resultado do teste molecular ou 17 (89,5%) 21 (84,0%) 0,700%*

hemocultura —n (%)

Necessidade de ampliagdo do esquema
antimicrobiano < 7 dias por piora 2 (10,5%) 7 (28,0%) 0,260%*
clinica e/ou laboratorial —n (%)

Tempo para o ajuste da terapia

o - *
antimicrobiana empirica em horas (11Q) s 54 (38-75) < 0,001
Durag@o da terapia antimicrobiana em "
dias, mediana (I1Q) 15 (11-15) 15 (15-16) 0,011
Duragdo da terapia antimicrobiana em 1245 1544 I —

dias, media (DP)

* Teste Mann-Whitney; ** Teste exato de Fisher; ***: teste t-student; 11Q: intervalo inter-quartil; DP:
desvio padrao.

4.4.5 Consumo dos antimicrobianos no grupo intervencio e no grupo controle
O consumo dos antimicrobianos utilizados no tratamento no grupo intervengao e

no grupo controle nos primeiros 14 dias de seguimento est4 descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Consumo dos antimicrobianos em DOT por 1000 pacientes-dia
durante os primeiros 14 dias de tratamento dos pacientes do grupo
intervenc¢iao e grupo controle

Grupo intervencio Grupo controle

Consumo dos antimicrobianos (Teste rpt-)lecular (Hem(?c-ultura Valor p
positivo) positiva)
n=19 n =25

DOT - todos antimicrobianos (IIQ) 1429 (1071-2000) 1889 (1357-2563) 0,017*
DOT - todos antimicrobianos com
espectro de agdo para bactérias gram- 71 (71-1000) 786 (354-1000) 0,013*
positivo
DOT - todos antimicrobianos com

espectro de agdo para bactérias gram- 1000 (786-1429) 1286 (536-1857) 0,427*
negativo

DOT - carbapenémicos 1000 (71-1000) 500 (214-1000) 0,038*

DOT: dia de terapia por 1000 pacientes-dia; * teste de Mann-Whitney; IIQ: intervalo inter-quartil.
Todos antimicrobianos com espectro de agdo para bactérias gram-negativo: carbapenémicos,
polimixinas, piperacilina/tazobactam, quinolonas, cefalosporinas, aminoglicosideo, tigeciclinas e
sulfametoxazol-trimetoprim. Todos antimicrobianos com espectro de agdo para bactérias gram-positivo:
glicopeptideos, oxacilina, linezolida e daptomicina.
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O consumo de todos os antimicrobianos utilizados no tratamento dos
pacientes com identificagdo microbiolégica mensurado pelo DOT foi menor e
estatisticamente significante no grupo interven¢do quando comparado ao grupo
controle [1429/1000 pacientes-dia versus 1889/1000 pacientes-dia (p = 0.017)],
assim como o consumo de antimicrobianos com espectro de acdo para bactérias
gram-positivo [71/1000 pacientes-dia versus 786/1000 pacientes-dia (p = 0.013)]. O
consumo de antimicrobianos com espectro de agdo para bactérias gram-negativo foi
semelhante entre os dois grupos [1000/1000 pacientes-dia versus 1286/1000
pacientes-dia (p = 0.427)], no entanto, o consumo de carbapenémicos foi maior e
estatisticamente significante no grupo intervencdo [1000/1000 pacientes-dia versus
500/1000 pacientes-dia (p = 0.038)].

Dos 19 pacientes no grupo intervengdo com teste molecular positivo, foram
identificadas 16 bactérias gram-negativo em 15 pacientes (quatro Enterobacter
cloacae/aerogenes, quatro Klebsiella pneumoniae/oxytoca, duas E. coli, uma
Serratia marcescens, quatro Pseudomonas aeruginosa, um Acinetobacter baumanir)
e cinco bactérias gram-positivo em quatro pacientes (quatro Staphylococcus aureus e
um Staphylococcus coagulase negativa). Dos 19 pacientes, 15 (79%) receberam
terapia empirica inicial com carbapenémico. Apds o resultado do teste molecular e da
hemocultura, somente em sete pacientes foi possivel compor um esquema
antimicrobiano final sem carbapenémico (quatro pela identificacdo de bactérias
gram-positivo e trés conforme perfil de sensibilidade) (Anexo G).

Dos 25 pacientes no grupo controle, foram identificadas 16 bactérias gram-
negativo em hemocultura (sete Klebsiella pneumoniae, duas Enterobacter aerogenes,

duas Acinetobacter baumanii, duas Stenotrophomonas maltophilia, uma E. coli, uma
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Morganella morganii, uma Pseudomonas aeruginosa) ¢ 10 bactérias gram-positivo
(oito Staphylococcus aureus, um Staphylococcus coagulase negativa e uma Rothia
spp). Dos 25 pacientes deste grupo, 17 (68%) iniciaram terapia empirica com
carbapenémico. Apo6s o resultado final da hemocultura, somente cinco pacientes
permaneceram em uso de carbapenémico conforme o resultado do perfil de

sensibilidade (Anexo H).

4.4.6 Custo direto dos antimicrobianos utilizados no tratamento no grupo
intervenc¢io e grupo controle
Nao houve diferenga estatisticamente significante no custo direto total dos
antimicrobianos utilizados nos dois grupos (p = 0,804). O custo direto do tratamento
para bactérias gram positivo foi menor no grupo intervencdo em relagdo ao grupo

controle (p = 0,004) (Tabela 9).

Tabela 9 - Custo dos antimicrobianos em reais (R$) durante o tratamento dos
pacientes no grupo intervencio e grupo controle (até 14 dias)

Grupo intervencio Grupo controle
Custo dos antimicrobianos (Teste rp(.)lecular (Hem(?c-ultura Valor p
positivo) positiva)
n=19 n =25
Tratamento para bactérias gram- 219 (109-1.645) 1645 (384-1.998)  0,004*

positivo #
Tratamento para bactérias gram-
negativo # #

Custo total (R$) do tratamento 8.921 (4.275-1.418)  7.769 (3.689-10.581)  0,804*

8.811 (721-9.886) 5.098 (2.033-8.960)  0,492*

# glicopeptideos, oxacilina, linezolida e daptomicina. # # carbapenémicos, polimixinas,
piperacilina/tazobactam, quinolonas, cefalosporinas, aminoglicosideo, tigeciclinas e sulfametoxazol-
trimetoprim. * Mann-Whitney.
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4.4.7 Evolucao clinica e laboratorial

Utilizando-se o escore SOFA para avaliacdo e seguimento das disfungdes
organicas, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante no A SOFA
(variacao do escore entre o dia da inclusdo no estudo e o quarto dia de seguimento),
no A Proteina C Reativa (variagdo da queda entre o dia da inclusdo no estudo e o
quarto dia de seguimento) assim como no tempo de internacdo e na letalidade

(Tabela 10).

Tabela 10 - Evolucdo clinica e laboratorial no grupo intervencdo e grupo

controle
Grupo Grupo
intervencio controle
Variavel (Teste molecular (Hemocultura  Valor p
positivo) positiva)
n=19 n=25
Tempo de internagdo hospitalar em dias, (11Q) 20 (10-40) 17 (9-31) 0,317**
A SOFA , 2(0-3) 2(0-3) 0,266%*
A Proteina C Reativa 88,20 +84,47 90,38 +65,03  0,721%**
Letalidade:
- 10 dias 4 (21,1%) 4 (16%) 0,710*
- 28 dias 7 (36,8%) 11 (44%) 0,632%
- Hospitalar durante internagdo 8 (42,1%) 16 (64%) 0,149*

1IQ: interval interquantil; * Pearson Chi-Square; ** Mann-Whitney; *** teste t-student

A avaliacdo da evolucdo clinica e laboratorial dos pacientes conforme
informacdes fornecidas por uma ficha clinica (Anexo E) foi realizada por trés
médicos independentes e cegados, classificando a evolugdo dos pacientes como
melhora clinica, piora clinica ou quadro clinico inalterado. Para esta andlise foram
excluidos dois pacientes no grupo interven¢do e um paciente no grupo controle, pois
evoluiram a Obito antes do 4° dia de seguimento. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos intervencdo e controle (p = 0,701),

conforme descrito na Tabela 11.
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Tabela 11 - Descricio dos resultados dos avaliadores independentes e cegados
realizada no final do estudo

Grupo Grupo
intervencio controle
(Teste molecular  (Hemocultura  Valor p
positivo) positiva)
n=17 n=24
Resultado dos Avaliadores independentes
e cegados
- Melhora clinica/laboratorial 12 (71%) 17 (71%) 0,701
- Piora clinica/laboratorial 1 (6%) 3 (12%)
- Inalterado 4 (23%) 4 (17%)

4.5 Analise de Sobrevida
Nao houve diferenga estatisticamente significante no tempo de sobrevida dos

pacientes nos grupos intervengao e controle no seguimento até 28 dias (Graficos 1 e 2).

Grafico 1 - Estimativas por Kaplan Meier do tempo de sobrevida em 28 dias
dos pacientes no grupo intervencio com teste molecular positivo e
no grupo controle com hemocultura positiva
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Grafico 2 - Estimativas por Kaplan Meier do tempo de sobrevida em 28 dias
de todos os pacientes no Grupo intervenc¢io e grupo controle
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Este estudo foi desenhado com o objetivo de demonstrar como um teste
laboratorial novo, destinado a detec¢do e identificacdo répida de micro-organismos
no sangue, pode ser utilizado na rotina clinica, modificando conceitos prévios sobre
o uso de antimicrobianos na sepse.

Classicamente, os esquemas antimicrobianos empiricos utilizados em
pacientes com sepse sdo compostos por antibidticos de amplo espectro com a
finalidade de abranger precocemente todos os provaveis patdogenos envolvidos no
processo infeccioso. O uso de antimicrobianos inadequados administrados nas
primeiras horas do tratamento da sepse estd relacionado a elevadas taxas de
mortalidade nesta populagdo!!%2. Geralmente, o ajuste da terapia antimicrobiana em
pacientes com sepse, em especial o descalonamento, estd vinculado a identificagdo
do micro-organismo.

Na pratica clinica, quando o patdégeno responsavel pela sepse ndo ¢
identificado, o esquema antimicrobiano raramente ¢ descalonado, independente da
boa evolugdo clinica e laboratorial. Em muitas situacdes, a falta de informacao sobre
0 micro-organismo responsavel pela infec¢ao associada a gravidade do evento sepse,
resulta na ampliagdo precoce do esquema antimicrobiano empirico, especialmente
nos casos onde nao ha uma resposta imediata a terapia utilizada. Diante deste fato, o
uso de técnicas laboratoriais mais sensiveis e rapidas que a hemocultura

convencional utilizada para a detec¢do e identificacdo de micro-organismos no
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sangue, exerceria importante papel no ajuste mais adequado e seguro dos
antimicrobianos, resultando em beneficio individual e coletivo, especialmente na
prevengio da multirresisténcia®'?.

Este estudo utilizou uma técnica molecular realizada em sangue total,
disponivel comercialmente no Brasil (LightCycler® SeptiFast), que consiste na
deteccao e identificagdo do DNA de bactérias e fungos por meio da reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (PCR-multiplex). A presente casuistica demonstrou
uma taxa de detecgdo de micro-organismos semelhante entre os dois métodos
utilizados: 25,9% pelo teste molecular e 22,4% pela hemocultura (p = 0,452) com
sensibilidade de 72% (IC 95%: 55%-84%) e especificidade de 87% (IC 95%: 80%-
92%). Em comparagdo a estudos publicados anteriormente, que tinham por objetivo
demonstrar a acuracia deste método molecular, os resultados obtidos foram
semelhantes (Quadro 6). Em uma metanalise publicada recentemente por Dark et

al.®, a sensibilidade observada foi de 68% (IC 95%: 63%-73%) e a especificidade de

86% (IC 95%: 84%-89%).

Quadro 6 - Resultado das principais publicacdes referentes ao LightCycler®
SeptiFast Test comparado a hemocultura

Hemocultura

Ano Autores paciljn tes posi/tiva SF IZ(?/(S) 1)t1v0 S E
(%)

2008 Louie et al.® 200 22% 23% 56% 89%
2009 Dierkes et al.% 77 23% 27% 61%  83%
2009 Westh et al.® 359 13% 25% 68% 75%
2010 Tsalik ef al.®® 263 25% 20% 61% 93%
2013 Herne ef al.®’ 144 21% 34% 88%  99%
2015 Ortiz Ibarra ef al.®® 86 15% 31% 69%  65%
2016 Ding et al.®’ 67 34% 48% 80% 69%

SF: SeptiFast®; S: sensibilidade; E: especificidade
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A associacdo do teste molecular a hemocultura ocasionou um aumento na taxa
de identificacdo do micro-organismo responsavel pela sepse de 22,4% para 32,2%.
Considerando-se o grande niimero de casos de sepse ao redor do mundo, este aumento
na identificacdo microbioldgica associado a um resultado mais rapido podera ter um
impacto positivo no uso mais adequado e direcionado dos antimicrobianos,
contribuindo estrategicamente nos programas de gerenciamento de antimicrobianos*.

Yanagihara et al.’’ e Pasqualini ef al.”' descreveram que a detec¢do de micro-
organismos pelo LightCycler® SeptiFast (SF) foi superior a hemocultura quando as
amostras foram coletadas na vigéncia de antimicrobianos. Este achado deve-se ao
fato de que a deteccdo de patdgenos na hemocultura esté restrita a presenca de micro-
organismos viaveis no sangue, diferente do teste molecular que tem a capacidade de
detectar a presenca de DNA ndo vidvel de micro-organismos’?>. Varios estudos
interrogam a valorizagdo da presenga de DNA de micro-organismos no sangue como
responsavel pelo processo infeccioso. Para minimizar a possibilidade de o teste
molecular ser positivo e ndo expressar o agente infeccioso, os pacientes selecionados
neste estudo preenchiam no minimo dois critérios de SIRS e tinham foco infeccioso
suspeito. Mesmo com estes cuidados, 16 pacientes foram excluidos da amostra apds
a randomizagdo, pois o diagnodstico de infec¢do foi descartado apds reavaliagdo
clinica e laboratorial.

Apesar de diversos estudos relatarem uma positividade superior do SF em
relacdo a hemocultura em pacientes em uso prévio de antimicrobianos, este fato ndo
foi observado no presente estudo (p = 0,452). Por outro lado, o uso dos dois testes
(molecular e hemocultura) identificou, adicionalmente, 23 micro-organismos em 17

pacientes com sepse.
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A discordancia observada na deteccdo e identificagdo entre os dois métodos

utilizados foi descrita em estudos prévios®>>*

e parece ter associagdo com a presenca
de inibidores da PCR incluindo mioglobina, IgG, coldgeno, heparina ou algumas
substancias antivirais, além da auséncia de alguns micro-organismos na lista de
deteccdo do proprio LightCycler® SeptiFast.”?

Nos ultimos anos, programas de gerenciamento de antimicrobianos tém
estimulado o uso de métodos moleculares como um dos mais promissores pilares
para a prescrigdo mais adequada e segura dos antimicrobianos na pratica médica*®. O
principal motivo ¢ a rapida deteccdo do patdgeno responsavel pela infeccdo e,
consequentemente, o ajuste mais precoce do esquema antimicrobiano empirico,
evitando o uso prolongado de antibidticos de amplo espectro. No presente estudo, a
detec¢do mais precoce do micro-organismo pelo teste molecular permitiu o ajuste da
antibioticoterapia 46 horas antes no grupo SF positivo, levando a redugdo do tempo
total de uso de antibidticos quando comparado ao grupo controle hemocultura
positiva (12,5 + 5 versus 15 + 4 dias p = 0,039).

Estudos prévios sobre descalonamento demonstraram que esta estratégia ¢
segura, mesmo em pacientes com quadro infeccioso grave!”!®. No entanto, estes
estudos foram realizados com descalonamento direcionado pela identificagdo do
patégeno conforme o resultado de exames de cultura.

Tabah et al.”, publicaram em 2016 uma revisdo sistematica incluindo dois
ensaios clinicos randomizados e 12 estudos de coorte (n = 2461 pacientes) avaliando
o descalonamento antimicrobiano em varias populagdes (neutropénicos, UTI, sepse

grave, choque séptico) evidenciando uma taxa de descalonamento de 35%-81%. A

maior incidéncia de descalonamento foi observada nos casos com documentagdo
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microbiologica, nos pacientes com terapia empirica inicial adequada, baixos escore
de gravidade e com sinais de melhora clinica no momento do resultado das culturas.
O descalonamento ndo reduziu o tempo de internagdo, os custos do tratamento
antimicrobiano, o tempo total em dias de terapia antimicrobiana, mas mostrou um
efeito protetor na mortalidade. A identificacio de patdégenos multirresistentes,
infec¢des polimicrobianas, infecgdes multiplas e infec¢des com alto risco de ndo
identificacdo do micro-organismo (como topografia intra-abdominal) estiveram
associadas a um baixo indice de descalonamento antimicrobiano.

Até o momento, ndo foram publicados estudos na literatura que avaliassem o
descalonamento antimicrobiano precoce baseado na identificagdo microbiologica por
um teste molecular rdpido, independente da gravidade, topografia de infeccdo ou
micro-organismo identificado. No presente estudo, o descalonamento no grupo
intervencdo com SF positivo foi realizado logo apds a primeira dose do esquema
antimicrobiano empirico, antes de qualquer evidéncia de resposta ao tratamento,
independente da gravidade ou da topografia da infec¢do. A evolugdo dos pacientes
ndo foi diferente entre os grupos, sugerindo que esta pratica, embora pouco descrita
na literatura, seja segura’®. Além disso, a necessidade de ampliagdo do esquema
antimicrobiano ap6s o descalonamento, por piora clinica ou laboratorial e o tempo de
internacao hospitalar foi similar nos dois grupos.

Quanto a andlise de sobrevida, ndo foi observada diferenga estatisticamente
significante entre os dois grupos estudados. Estudos publicados anteriormente
mostraram uma tendéncia na diminui¢do da mortalidade com a estratégia de
descalonamento. Recente metdnalise publicada com 23 estudos demonstrou que o
descalonamento antimicrobiano ndo esteve associado a um aumento na mortalidade,

mesmo em pacientes graves*®,
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A hipoétese inicial de que o descalonamento precoce direcionado pela rapida
identificacdo do micro-organismo responsavel pela sepse influenciaria no consumo
de antibidticos nesta populagdo foi confirmada pelo presente estudo.

O consumo de todos os antimicrobianos utilizados no tratamento da sepse,
nos grupos onde o micro-organismo foi identificado, foi 24% menor no grupo
intervencdo SF positivo quando comparado ao grupo controle com hemocultura
positiva (DOT 1429/1000 pacientes-dia versus 1889/1000 pacientes-dia p = 0,017).
Ao analisar o consumo dos antimicrobianos somente com cobertura para bactérias
gram-positivo, também foi observada significante diminuicdo do seu uso (DOT
71/1000 pacientes-dia versus 786/1000 pacientes-dia p = 0,013). Este fato esteve
associado a rapida suspensdo destes antimicrobianos apds a identificagdo de bactérias
gram-negativo no sangue pelo teste molecular.

Por outro lado, o consumo de antimicrobianos para bactérias gram-negativo
ndo apresentou diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos (DOT
1071/1000 pacientes-dia versus 1286/1000 pacientes-dia p = 0,427). Nestes
pacientes, o esquema antimicrobiano era geralmente composto pela associagdo de
duas ou mais drogas sinérgicas, estratégia utilizada no grupo do presente estudo
devido ao alto risco de infeccdo por enterobactérias multirresistentes nesta
populagdo. Nos casos em que a hemocultura concomitante foi positiva, o ajuste
antimicrobiano foi realizado conforme o perfil de sensibilidade. Dos 15 pacientes
onde o teste molecular rapido identificou bactérias gram-negativo, nove (60%)
receberam terapia antimicrobiana combinada. Este fato deve ter contribuido para a
auséncia de diferenca de consumo entre os dois grupos, independentemente da

identificacdo mais precoce do agente pelo teste molecular.
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Recentemente, novos testes moleculares rapidos com capacidade de
deteccdo de genes de resisténcia, especialmente para bactérias gram-negativo,
como os genes de carbapenemase blaOXA-48, blaVIM, blaIMP, blaNDM e
blaKPC, tornaram-se comercialmente disponiveis. Esses testes podem limitar o
uso de esquemas antimicrobianos empiricos com multiplas drogas, especialmente
na demora no resultado ou na auséncia dos testes de sensibilidade®!-”>.

Classicamente, o uso mais restrito de antimicrobianos diminuiria a pressao
seletiva sobre o microbioma reduzindo consequentemente a emergéncia de
patogenos multirresistentes. O presente estudo ndo foi desenhado com o objetivo
de detectar impacto na prevencao da resisténcia aos antimicrobianos. No entanto,
o ajuste precoce da terapia antimicrobiana com consequente diminui¢do do seu
uso ¢ uma das mais importantes estratégias globais na prevencdo da
multirresisténcia bacteriana’®.

Até o momento, este estudo foi o primeiro a avaliar o consumo de
antimicrobianos usando um teste molecular rdpido para o diagndstico
microbioldgico precoce na sepse hospitalar. Os presentes resultados refor¢gam a
ideia de que esta possa ser uma ferramenta util e promissora no manejo do
tratamento da sepse, diminuindo o uso desnecessdrio e inadequado dos

antibiodticos e suas consequéncias, melhorando a qualidade e a seguranga da

assisténcia ao paciente.
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5.1 Limitacoes do Estudo

A casuistica relativamente pequena de casos positivos tanto pela detec¢do dos
micro-organismos pelo teste molecular como pela hemocultura limitou uma analise
estatistica mais robusta em relagdo aos desfechos secundarios além da realizagdo do
estudo incluir um tnico centro de cardiologia de referéncia, podendo comprometer a
generalizac¢do dos achados presentes, frente a uma populagao diferenciada.

Durante o estudo, observou-se que o LightCycler® SeptiFast, apresentava
consideraveis dificuldades técnicas incluindo a necessidade da realizagdo de vérias
etapas laboratoriais assim como cuidados para a preven¢do da contaminagdo das
amostras durante todo o processo, necessitando de uma grande estrutura de area
fisica e de equipe bem treinada. Além da dificuldade técnica descrita acima, para
cada bateria de amostra processada, era necessdria a realizagdo de um controle
interno para validagdo do método para bactérias gram-negativo, gram-positivo e
fungos. Na maioria dos casos, devido ao desenho do estudo, somente a amostra de
um Unico paciente era processada, inviabilizando a disponibilidade de recursos
técnicos e financeiros para a utilizagdo do SF na rotina laboratorial. Na ocasido, o SF
era o Unico método laboratorial disponivel no Brasil e que atendia ao escopo do
presente trabalho. Outra dificuldade foi a indisponibilidade do laboratorio de biologia
molecular 24 horas por dia, limitando a realizacdo do exame nos finais de semana e
no periodo noturno.

A auséncia de detec¢do de genes de resisténcia pelo SF, especialmente para
bactérias gram-negativo resultou no uso de esquemas antimicrobianos com multiplas
drogas e mais complexos podendo representar um grande problema na era da

multirresisténcia.
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O uso de um teste molecular de detecgdo rapida de micro-organismos no
sangue (PCR multiplex em tempo real) em pacientes com sepse
hospitalar reduziu em 24 % o consumo total de antimicrobianos quando
comparado ao uso da hemocultura convencional.

A positividade do teste molecular (SF) foi similar a da hemocultura
(25,9% versus 22,9% p = 0,452) com concordancia de 83,9%.

O tempo de internacdo hospitalar em dias foi semelhante no grupo
intervengdo e no grupo controle quando o agente etiologico foi
identificado (p = 0,317).

O custo total do tratamento antimicrobiano foi similar no grupo
intervengdo e no grupo controle quando o agente etiologico foi
identificado (p = 0,804).

Nao houve diferenca estatisticamente significante na letalidade em 10 e
28 dias no grupo intervencdo e no grupo controle quando o agente

etiologico foi identificado.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
HC - FMUSP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

L Dados de Identificacio do Sujeito da Pesquisa ou Responsavel Legal

Nome:

Documento de identidade o™ Sexor UM IF

Data de nascimento:

Endereco: i
Bairro: Cidade: Fatado:
Cep: Telefone: { ) Celular:( )

Responsve] legal:
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, efc.):

Documento de identidade o™ Sexor UM IF

Data de nascitento:

Endereco: i
Bairro: Cidade: Fatado:
Cep: Telefone: { ) Celular: ()
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
HC - FMUSP

Dados sobre a Pesquisa Cientifica

a) Titulo do Projeto de Pesquisa
“Avaliacio do consumo de antimicrobianos e do tempo de tratamento na sepse hospitalar

comparando a utilizacio da reacdo da Polimerase em Cadeia em Tempo Real Multiplex a
hemocultura convencional para identificacio do agente etiologico. Ensaio Clinico
Aleatorizado™.

b) Pesquisador Responsavel: Dra. Tania Mara Varejio Strabelli]
- Cargo / Fungio: diretora da Umidade de Controle de Infecgio Hospitalar do Instituto do
Coracio do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de sio Paulo
(InCor-HC-FMUSP).
- Inserigdo no Conselho Regional de Medicina n®: 48217

c) Pesquisador Executante: Dra. Cristhieni Rodrigues
- Cargo / Funcdo: médica da Unidade de Controle de Infeccio Hospitalar do Instituto do
Coragido do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de s3o0 Paule
{InCor-HC-FMUSP).
- Inserigdo no Conselho Regional de Medicina n®: 79099

d) Avaliacio do risco da Pesquisa

[ Risco minimo
[ Risco baixo
&| Risco médio
[ Risco maior

e) Duracio da Pesguisa
Vinte e quatro meses

Avaliacdo do risco da Pesquisa

[] Risco minimo
[] Risco baixo

M Risco médio
[J Risco maior




ANEXOS - 61

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
HC - FMUSP

III. Explicacbes do Pesquisador ao individuo ou seu representante legal sobre a pesguisa

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo clinico para avaliar um novo
exame laboratorial que auxiliara no diagnostico de infecpdes graves no sangue (sepse).

Este documento, chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido possui
informagdes importantes e detalhadas que ajudardo vocé a decidir sobre a sua participagio neste
estudo.

Leia cuidadosamente este documento e sinta-se a vontade em fazer quantas perguntas
quiser a respeito de sua participacio ao médico do estudo ou aos membros da equipe de pesquisa.

Vocé s0 deve assinar este termo apds ter lido e compreendido os motivos pelo qual este
estudo esta sendo realizado e ter conhecimento dos riscos, beneficios e procedimentos que serfio
realizados durante a pesquisa.

A sua participacio neste estudo € voluntaria. Apds ter entendido, e caso vocg concorde em
participar, serd solicitado que vocé assine este documento. Este documento serd assinado e datado

em duas vias. Uma via ficard com o médico do estudo e a outra serd entregue a voce.

a) Justificativa e objetivos da pesquisa

A sepse € uma infeccio grave no sangue com grande possibilidade de morte,
principalmente quando o tratamento com antibidticos demora a ser iniciado (mais de seis horas). O
motive que nos leva a estudar esta doenca € a possibilidade de identificarmos mais rapidamente o
seu agente causador, atraves de um novo exame laboratorial, proporcionando wm tratamento
correto mais rapido, modificando provavelmente a historia natural desta doenga.

Atualmente o exame laboratorial utilizado para a identificacio do agente causador desta
infecgdo € a cultura de sangue, cujo resultado pode demorar até 96 horas para identificar qual a
bactéria ou fungo que esta causando 3 infecgdo. Este nove exame laboratorial tem a capacidade de
identificar o agente cansador da infecqdo em aproximadamente 6 horas, dimimuindo as chances de
erTo no tratamento com antibidticos nestes pacientes.

O objetivo desta pesquisa € avaliar o consumo de antibidticos, o tempo de tratamento e a
evolugio clinica dos pacientes com sepse afraves da utilizagio deste novo exame laboratorial

comparando-o ao exame que temos disponivel no momento (cultura de sangue).
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Panlo
HC - FMUSP

b) Descricio dos procedimentos que serdo realizados

Os pacientes que participardo do estudo realizario 0s mesmos exames que 0s pacientes que
ndo participario desta pesquisa exceto por uma coleta adicional de 5 mililitros de sangue para a
realizacio deste novo teste laboratorial Esta pesquisa apresentard dois grupos de pacientes que
serdo sorteados em grupo [ e grupo I1. O tratamento inicial com antibidticos sera o mesmo nos dots
grupos. Nos pacientes sorteados para o grupo [, o antibidtico podera ser alterado conforme o
resultado deste novo exame laboratorial (que ocomrera mais rapidamente, uma vez que este teste €
rapido). JA os pacientes sorteados para o grupo II terdo seus antibidticos direcionados pela cultura
de sangue seguindo as recomendacdes ja existentes no hospital. O resultado do teste coletado do
grupo II serd divulgado somente no final do estudo.

Todos os pacientes do estudo serfio acompanhados pelo médico pesquisador até a alta
hospitalar on 28 dias apos a entrada no estudo.

c) Beneficios esperados, Riscos e possiveis Desconfortos

Este novo exame laboratorial além de ser mais rapido, parece identificar um nimero maior

de bactérias e fungos nos pacientes com sepse, quando comparado 3 cultura de sangue. No
entanto, hio ha estudos anteriores que modifiquem o tratamento de pacientes com sepse conforme
o resultado obtido através deste exame laboratorial, nio sendo possivel garantir quais os reais
beneficios que serdo obtidos pelos pacientes no final desta pesquisa.

Entretanto, acreditamos que a identificagio mais rapida do agente cansador da infecgdo
possa auxiliar no uso adequado dos antibitticos, incluindo menor tempo de uso, menores efeitos
colaterais, & menor tempo de internacio, melhorando assim evolugio clinica dos pacientes

acometidos por esta infeccio.

d) Garantia de esclarecimentos antes e durante o esiudo
O medico do estudo Ihe informara imediatamente sobre quaisquer descobertas relacionadas

a esfa pesquisa clinica que possam ter importincia para voce. Voce terd acesso aos resultados dos

seus exames em qualquer etapa do estudo e podera tirar suas dividas com o médico responsavel.
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
HC - FMUSP

Pode ocorrer que o médico do estudo ao receber novas informagfes ou por algum outro
motivo, considere que & importante para voce, que sua participacio na pesquisa seja encerrada.
Neste caso, o médico lhe explicarid o motivo e se assegurard que seu tratamento médico seja
adequadamente mantido, sem possibilidades de prejuizo algum. De qualquer forma, o estudo s6
serd interrompido apos revisdo e acordo do Comité de Etica em Pesquisa que aprovou este estudo,
a ndo ser que problemas sérios de seguranga com a utilizacio deste teste laboratorial ocorram e

requeiram sua interrupgio imediata.

) Custos e pagamentos para a participacio no estudo

Vocé nio terd custo algum para participar deste estudo. Todos os gastos relacionados ao
estudo serdo pagos pela Fundagio de Amparo 3 Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP).

A sua parfictpacio neste estudo € voluntaria e nio havera nenhum tipo de pagamento pela
sua participacio.

f) Esclarecimentos adicionais dos pesquisadores

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo colocam-se a disposicio para esclarecer, a
gualquer momento, eventuais dividas sobre os procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
partictpacio neste estudo.

O médico e a equipe do estudo tomar3o todas as medidas necessarias para evitar que vocg
sofra algum dano durante sua participagio neste estudo. Caso vocé soffa qualquer dano resultante
da sua participacio nesta pesquisa, imediato ou tardio, esperado ou nfo, sera oferecido tratamento
medico adequado a vocg.

Enfatizamos que, voce tem o direito de se retirar a qualquer momento do estudo, sem que
1530 resulte em transtornos ou prejuizo no seu tratamento.

O medico do estudo e toda equipe tomardo todos os cuidados necessarios para manter seu
sipilo e privacidade em relagio aos dados confidenciais (aqueles que identifiquem wocé
pessoalmente) envolvidos durante a realizaco deste estudo. Vocé nfo serd identificado (2) em
nenhmuma publicacdo que possa resultar esta pesquisa.
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
HC - FMUSP

g) Enderecos e telefones dos responsaveis pelo seguimento do estudo

Este estudo serd conduzido pela Dra. Cristhieni Rodrigues, médica infectologista, assistente
da Unidade de Controle de Infecgio Hospitalar do Instituto do Coragio do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo (InCor-HC-FMUSP). Em caso de dividas
sobre o estudo, vocé poder enfrar em contato com a Dra. Cristhieni Rodrigues na Unidade de
Controle de Infecgio Hospitalar localizada no 2°. andar do Bloco I do InCor-HC-FMUSP ou pelo
telefone (11) 26615358,

h) Observagdes Complementares

Caso vocé tenha alguma consideracio ou diuvida sobre a ética desta pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar
— telefone: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 ou pelo e-mail:
cappesq@henet usp.br.

IV. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Eu,
RG fui informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira
clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que em gqualquer momento da pesquisa poderei
solicitar novas informagdes tendo a liberdade de permanecer ou me retirar do estudo, sem prejuizo

algum. Fui comunicado (a) de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciass. Tambem sei
que, caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Confirmo que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e concordo
em participar deste estudo e a divulgar os resultados provenientes desta pesquisa.

Aszsinatura do sujeito da pesquiza ou responsdvel legal Assinatura do pesquisador

380 Paulo, Sao Paulo,
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Anexo B - Aprovacio da Comissio de Etica e Pesquisa para Analise de Projetos

de Pesquisa (CAPPesq)
ree Hospital das Clinicas da FMUSP
kb Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa

CAPPesq

N° Protocolo: 0617/11

Titulo: AVALIACAC DO CONSUMO DE ANTIMICROBIANOCS E DO TEMPO DE
TRATAMENTO NA SEPSE HOSPITALAR COMPARANDO A UTILIZAGAQC DA REACAO
DA POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL MULTIPLEX A HEMOCULTURA,
CONVENCIONAL PARA IDENTIICACAO DO AGENTE ETIOLOGICO. ENSAIO
CLNICO ALEATORIZADO.

Pesquisador Responsavel: Tania Mara Vargjdo Strabell

Pesquisador Executante: cristhieni rodrigues

Co-autores: Roberta Ferreira Mariano, Cecilia E. Charbel, Fidvia Rossi, Luciane
de C. Sarahyba da Silva, Alberto Jose da Siva Duarte, Maria Renata G.
Franco, Helio H. Caiaffa Filho.

Deparfamento: COMISSAC CIENTIFICA DO INCOR

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -

m

CAPPesq da Diretoric Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade d
Medicina da Universidade de $ac Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA nc
sessdo datada de 23/11/2011, o protocolo acima.

A CAPPesqg em obediéncia & Resolug@o CNS 194/94, solicita co
pesquisador [a) s eloboragdo de relatdrio parcial e final.

Mo caso de relatdrio parcial é necessario infermar o fempo

previsto para a conclusGo do protocolo e breve resumo dos resultados
obtidos.

/| Eoordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
,/Projetos de Pesquisa - CAPPesq
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Anexo C - Prorrogacio da Comissio de Ktica e Pesquisa para Anilise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq)

A Hospital das Clinicas da FMUSP 255541 \03%
o Comissan do Etica para Andlise de Projetos de Peaquisa
Gl

M® Frodocobo: O] 5711

Thila: Avaloodo do conims di anlimicrobiongs & do hempo de mafamenho no eose
hassiolor compamnoa 0 ulizogsa da eocdo do Polmeness e Cockaia e Tempa Raal
Wufiplex & Ramacullun comvancignal poro identiicacdo Do ogenle alickdgco. Eraoo
Chinico Alsoioripads.,

Pesguisodor Resporsdvel Tana Mo Wored o Seobed

Fasguiteder Exacubanle: Cristhss Fodngues

Finolkdsde Acasdmica Coulorado

Discigline: Coadiaingia

D parhamenia; COMIESAC CIEMTTRCA DO nCor

& Cominds o Elicn poen Andbe di Prajlcs de Posquiso - CAPPE] 0o
Ciratorn Cinica oo Hospdhal dos Cinkcm do Foouickiads oa Mecicing oo Univenidode de
Sho Poulo, APROVOU f TOMOU CIENCIA no seasBo dofooo oe 2000002004, dojy)
decurmaniali] anais mensanedo|s):

«Cota doloda oe 08/03/14- solichogde de prorogogdo para
ldsmina do edvuda para merge de 20018, Reloideie Porclol ¢ Comunicodo que o
adlisda ded lede de Dovimode do aleno Crisfhlenl Rodrigues fendo come
afienladana a Dea, Tania Mo Varejdo Snabell

Em conlomidaode com o Besclugto CHE n© 400013 - CO0E 00 Seiduin oo
@) desarvolver o profeho conlome delreado: b)) slobonr & opreserior selaldnios poncio
& fnal eaprerania docdol wiziades pels CEP. o guolouer mamenice d] morler am
orguien 3ok wao g, e 5 angd GO pedquisa. canhenda fchas individuols & fodos as
o=mas documenias recomerdodos pele CEF: e ancominngr o8 reeadhados pam
pubbco oo, Com o oo Créaditds 005 pEsQUSaCOIEs OROCOCas B 90 e Erich
perficisanha do peofbo: T pefilicor peonie oo CEF nlemopodo do propsio oo o rdao
Pl oo dos ey kaccs

CAPPERD, 26 de Margo de 2014

o LS "":L..r'.':if:i At
i Peol. . Alfrede José Manaur

e I = el Coordenados
jijl* Cermrimfe de Biea pae Andlie de
whk O Lo Projedos de Pesgulsa - CAPPesg

Foua 07, CrAhD Pras Or CAMpon, Z25 - Priglc i ADTENETAZAN - 5 ander - LB 0203010 - S Paus - 50
B5 11 2861- 7685 - 5 1 1 26615443 nemaie 16, 17, 18 | marc sl bt b usp b
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Anexo D - Envelopes de randomizacio




ANEXOS - 68

Anexo E - Instrumento de coleta de dados

Grupo:( )01 ()l
Mimero:
INSTREUMENT O PARA COLETA DE DADOS Diata:
Horario:
DADOS GERAISDOPACIENTE - ADAMISSAQOHOSPITALAR
1. Nome: Fegistro:
2. Data d= Wascimento: Idade: Sexo: (1 )masculmo (2) f=mmino
3. Data da mtermacio no Incor: Unidade de mtermacio na admissdo: ( YUTI { JENF ( JPS

Se UTI data:

4. Causa da mtermacio:

A

Doencas assoctadas:

( JHAS ( )Dislipidemia ( )Doengacoronarizna ( )J[AMprévio ( ) Doenga valvar

( JICC - Classefuncional (NYHA):( )L { MI( JII ( )IV Fragio degjegio: %
-Perfil: ( JA ()B()C ()L

( ) Tabagisme ( )DPOC ( )IRC nipdizlinea ( ) IRC dialitica — tipo:

( ) Dizbetes () Outres

DADOS DA INTERNACAO

A) DISPOSITIVOSEPROCEDIMENTOS INVASIVOSDURANIE A INTERNACAO

([ ) Cateter venosocentral () VentilagSio mecinica () Sondavesical de demora

() Balo mtra-aortico ([ ) Swan-Ganz ( ) Procedmentos hemodmamicoes
() Hemodiglise () Diglize peritoneal
( ) Sondanascenteral () MNutrigo parenteral

() Transfusdo de sangue ouhemoederivados

( ) Cirurgia — Especificar: Datar

([ ) Dutres Procedimentos mvasivos:

E) DADOSCLINICOS PREVIOS A INCLUSAQNO ESTUDO

6. SeUTI: Apachell: ( ) NE. Risco de obito: Y
7.  Pressdo arterial: mmHg  Pressdo arterial méadia: mmHg
8. Usode dropas vasoativas: ( JN ( )5
- Especificar: Dose: MegEzmin
- Especificar: Dose: MegKg/min
- Especificar: Daose: MegKgmin
9. Usode vasodilatadores: ( )N ()8
- Especificar: Diose:
- Especificar: Daose:

- Especificar: Dose:
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10. Uso de munossupressores:( 38 ( J N Qual:
11. Infeccdo nos tltmes 13 dizs: (N) (5)

- Topografia da infecgio:

- hdicro-organismoizolado: ( )N () 5 Data: /[

- Uso de antimicrobianos: ( )N () 5:
Qual: Imicie:  /  /  Teémmmo: _ / /  Total:  diss
Qual: Imicio:  /  /  Témmmer /7  Total:  diss
Qual: Inicie:  /  / Témmmer /7 Total:  diss
Ozl Imicte:  /  / Témme: [/ /  Total:  dias

12. Celonizagie por micro-organisme multirresistente: ( )N )5

Especificar: Fluido

Especificar: Fluido

Eszpecificar: Fluido

DADOSDURANTEA INCLUSAQNOESTUDO {viltimas 24 horas)

[ 1Febre (=38°C) OU ( ) Hipotarmia (< 36 °C)

{ ) Fraguéncia cardiaca > 90 batimsntes por minuto

{ ) Frequéncia respiratoda > 20 incursdes porminute OU ) PaCO2 < 32 mmHg ou ventilagio mecinica
{ ) Leucoprama =12.000 OU ( )= 4000 células por mm® OU { )= 10% de células imaturas

{ ) Sepse: 3EIS associada 8 infacgdo ja disgnosticada ou preasumida

{ ) Sepse grave: sepsaassociada a pelo manes umadisfimgdo oreanica (cardiovascular, hepatica, renal coagulagdo
ou neureldgica) ou hipoparfusio {acidoss lactica, oligiria ou alteragio agnda do nivel d= conscigneia) ou
hipotensdo (prassio arterial sistolica < 90 mmHg ou quada suparior a 40 mmHg da prassio basal)

{ ) Choguea saptico: sapsa gravecomutilizacio da drogas wasoativas a daspsito da raposigio wolémica adagquada

{ ) Sindromads dishmgio damultiplos orgios: altemgdas orginicas sistdmicas pravas associadasa chogue saptico
culminando na insuficidncia de multiplos orgdos

13 Febre{ )3 ( )N Hipotermiz{ )3 ( )N Escala de coma de Glasgow: (3-13)
14. HipotensZo arterial ( )5 ()N PressZo arterial: mmHg
13, Necessidade de ventilacio mvasiva:
{ )MNio: ( ) Arambiente ( ) Catetermascarar  lminute ( ) Ventilagfo mecinica nio mvasiva
{ ) Sim, micio: Fi02 %
() Sim, manutengdoe de ventilacdo anterior:  FiD2: %
16, Estatma: ( )8 ()N Qual: dose:
17. Necessidade de ( ) alteragio ou ( ) micie de drogas vaseativas: ()N ()5
- Especificar: Daose: MegFg/mm
- Especificar: Daose: MegEzg/mn

- Especificar: Dage: MegEg/mn
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18. MNecessidade de suspensZo de vasedilatadores: ( ) semuseprévie ()N ()8

- Especificar: Dose:
- Especificar: Dosze:
19, Necessidads d= corticdide: ( YN ( )8 Qual:
Dose:

20. Uszo de antimicrobizno no momente da inclusdio nosstde: ( YN ()3

Especificar:

-

21. Hemograma: a) Hb: gidl B)Ht: % o) Lencoprama: mm3
Diferencial: d) Plaquetas: mm3

22, Uréia: Creatinma: ETEF: PCR:

23, Lactato arterial: Gasometria arterizl: pH:  p02 pCO2: Bie:

24, S0OFA: Diada melusdo: Apos 96 h: ( ) MNZo calculado

DADOS DEINFECCAQ

) Foco mfeccioso: Data:

Ezquema sntimicrebiane prescrito:

Antibiotice Dzta do Inicio e Hota Dazta do Términe & Hora Total Obs
- h e h ) dims
- W __ - h | _ diss
- h e h ) dims
T - w7 T - h | diss
- W e h | dims
T - w7 T - h | __ diss
- W e h | dims
T - w7 T - h | diss
- W e h | dims
- h e h ) dies
- W __ - h | _ diss
- k- h ] di=s
- W __ - h | _ diss
- k- h ] di=s
- W __ - h | _ diss
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b) Espécimes colstados para cultura:
- Sangue:
z) Periférica ([ )Mo coleteda () Sim: numero o baldo:

Horada coleta:

Bacterioscopia: ( ) Negativa ( ) Posttiva: Data: | !/ Homx
b) Central { ) Mo coletada () Sm: nimero o balio: Horada coleta:
Bacterioscopia: ( ) Negativa ( ) Positiva: Datax /7  Hor
Fesultado fmal: ( )Negativa ( ) Positiva: Datzz /|  Herx
Ohbservacbes:

- Urna: { ) Nioceletada ( ) Stm: Data: Fesultado:

- Cateterss: [ ) NEocoletada ( ) Sim: Data: Resultado:

- Secregio respiratoria: ( ) Nipcoletada ( ) Sim: Data: Resultzdo:
Outros:{ )N ( )5 Especificar: Data:

Resultado:

GRUPOI:

Micro-crganismo identificado pelo PCE:( )N ( )8
Especificar:

Troca de esquema antimicrobiane direcionade pelo PCR:( )N ()5

Especificar:

Troca de esquema antimicrobiane direcionado pela hemocultura ( )N () 5

Especificar:

Micto-organismo identificade em outre fluide corporee: ( )5 ( )N Data:

Fluido: Micro-organizmo:

Outra troca de esquema antimicrebiane: ( )N () 8

Motivo:

-Date da coleta do PCE: ! Hora da coleta: h T ] ]
-Data do resultadas PCR: ! Hora doresultado: h smpo: mm
-Data da entradado PCErno lab: ! Hora entrada h -
-Data doresultado PCR: ' Hora doresultada: h Tempo: mm

- Descalonado antibidtico pelo PCE: { )M ( )5 Temma: _—
-Data: ! Hora: h pe

- Bacterioscopia dahemoculbura: { ) MNegativo ( ) Positivo: Data: Hora: h

-Data da iberacio do resultads final da hemoculbora:

Tempo: rmiln
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GRUPOII:
Micro-organismo identificade nz hemocultura: { )N ()8
(Qual:
Troca de esquema antimicrobizne direcionado pela hemoeulturz: ( )N () 8
Especificar:

Micro-organismo identificade em outro fluide corporse: ( )5 ()N Datz [

Fluido: Micto-otganismo:

Ontra troca de esquema antmicrobizne: ( )N ()8

Motive:
- Bacterioscopia dahemocultora: { ) MNegativo { ) Positive: Data Hora: h
- Descalonado antibidtico pela Bacterioscopiar ( )M { )5 Data: / Hora: h
Tempa: ity
-Data da liberagio do resultado final da hemocultura: /
-Resultade:
- Descalonado antibidtico pela Hemocultura: { )1 ( 15 Data: [ Hora: h
Tempa: rrln

23, Diarréia por C. difficile: ( )N ()8
26. Desfecho: ( ) Alta hospitalar () Alta do seguimento (28 dias) ( ) Obitoate 28 dias ( ) Obito apds 28 dizs

Cansa:

Diata:
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Anexo F - Ficha de evolucido clinica e laboratorial utilizada para a analise dos
avaliadores médicos apos o término do estudo

Paciente mimero: 92 [ Idade: 74 anos | Sexo: feminino Internagiio em UTI: sim

Motivo da mternacdo: ICC descompensada + Tragueobronquite | Apache: 20

Comorbidades: HAS +ICC-CF III + IRC ndo dialitica

Inclusio no estudo: choque seéptico Topografia da mnfecgio: Pneumonia associada a ventilagdo
mecinica

Dados clinicos e laboratoriais do paciente:

43 horas antes da Dia da inclusao no 96 horas apos inclusao
inclusdo no estudo estudo no estudo
T. axilarnas ultimas 24h =37 8°C Nio Nio Nio
T.axilarnas iltimas 24h <36 °C IET) JRET Nao
Hipotensdo arterial:
P. arterial sistolica (PAs) <90 mmHg OU MNio Nao Nao
Diminuigio da PAs de base > 4 lmmHg OU Mao Nao Nao
P.arterisl média (PAm)<ou 70 mmHz Nio Sim Nio
Uso d= drogas vascativas:
Diobutamina (%) 3im: 3 megke/min (%) Bim: 5 megkg/min (%) Bim: 5 megkg/'min
Noradrenalina () Nio (3) 3im: 0,2 megkgmin () Nio
Ventilagio mecinica: { )N ()3 (%) Sm (%) Stm (%) Stm
Qual: { )InvasivaFiQy % (X) Invaziva Fi0, 33 % (X) Invasiva Fi0; 60 % (X) Invasiva Fi0,; 40 %
{ ) Nioinvasiva et N T A ez Ty, 129
Soplmentesi 02 por . mascl Relagio pO2F102: 440 Relagde pO2F102: 132 Relagio pO2Fi02: 192
Felagio Pa0,Fidy:
Dados labomtoriais:
-Leucograma 3110 (74%M) 3920 (B43a0) 3740 (B1%N)
-Plagustas 172.000 243000 259000
- Bilirrubinas totais 0,5 mgidl 0,5 mg/dl Nio realizado
- Lactato arterial 14 mg/dl 21 mgdl Nao realizado
- Creatinina 2,7 mg/dl 2.8 mg/dl 34 mg/dl
- Proteina C reativa 134 mgdl 166 mg/dl 126 mg/dl
SOFA - 10 ]

Parecer do avaliador:
a) ( ) Paciente com melhora do quadro clinico e ou laboratorial
b) ( ) Paciente com piora do quadro clinico e ou laboratorial
c) ( ) Paciente com manutengéo do quadro clinico e ou laboratorial {inalterado)
d) ( ) Impossivel avaliagcdo com os dados clinicos e laboratonais formecidos e desejo mais dadosa

respeito do paciente. Especificar.

Data: / !
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Apéndice A - Critérios diagnosticos da Sepse conforme a Society of Critical Care
Medicine (SCCM) e a European Society of Critical Care Medicine
(ESICM) - 2016

Sepse: Suspeita de infec¢do associada ao aumento de 2 ou mais pontos no escore SOFA

Choque séptico: Sepse associada a presenga de hipotensdo com necessidade de drogas

vasopressoras para a manuten¢do da pressdo arterial média > 65 mm Hg + lactato > 2 mmol/L

mesmo apoés reposi¢do volémica adequada

Pontuacio SOFA

0 1 2 3 4
Respiratorio:
PAOJFiOs (mmHg) >400 <400 <300 <200 <100
Renal:
Creatinina (mg/dl) <12 12-1,9 2,0-3,4 <35’f)(; ;41;3 dia 0 nil/ dia
Diurese
Hepético: >12
Bilirrubina mg/dl) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6-11,9
Cardiovascular: Sem PAM <70 Dopamina <5 Dopamina > 5 Dopamina > 15
PAM e drogas hipotensao Dobutamina NA<0,1 NA> 0,1
Hematolégico: >150.000  <150.000 < 100.000 <50.000 <20.000
Plaquetas
Neurolégico:
Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6

PAM: pressao arterial média; Dopamina, NA= noradrenalina/adrenalina (dose: mcg/Kg/min)
SOFA: Sepsis-related Organ Failure Assessment
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Apéndice B - LightCycler® SeptiFast

Método: deteccao de DNA bacteriano e fingico por PCR em tempo real.

Principio: lise mecanica, purificacdo e amplificacdio do DNA alvo em trés reagdes
paralelas (bactérias Gram positivos, Gram negativos e Fungos) para detecg¢do e
identificacdo de micro-organismos por sondas de hibridizag¢do especificas. Produgado
de resultados através da analise de picos de dissociacao.

Apos extracdo do DNA, a regido ITS ¢ amplificada por PCR Real-time
utilizando Taq “hot start” e detectada por sonda HybProbe marcadas com
fluorescéncia. A diferenciacdo das espécies bacterianas e fiingicas sdo determinadas
pela temperatura de Melting efetuando uma andlise da curva de dissociagao.

Descricao da Técnica

Preparo das amostras e controles, extracdo, validacdo da corrida e interpretagdo dos
resultados foram realizados conforme orientacdo do fabricante.
Fabricante
Roche Molecular Diagnostics
Kits
1. Septifast Lys Kit Mgrade - Cat n® 04404432001
Conservacao: Temperatura ambiente na Sala Septifast
2. Septifast Prep Kit Mgrade - Cat n° 04404459001
Conservagao: Temperatura ambiente na Sala Septifast
3. LightCycler Septifast Kit - Cat n° 04469046001
Conservacao: Refrigerador 001/30 e 0011/002 temperatura -15° a -25°C
4. Controle de extragdo (Sangue de carneiro contaminado com S.aureus)
Preparo manual

Conservacao: Freezer 002/001 -70° a -90°
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Exemplos de amostras positivas pela técnica da PCR

Curva de Dissociacio

Acinetobacter baumannii
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