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Resumo

Um dos maiores obstdculos no diagndstico das infecdes protésicas é a falta de critérios de
infecao e de métodos de diagndstico standard. Estas infecdes apresentam sintomas muito
variados e o seu diagndstico pode ser dificultado pela formacao de biofilmes microbianos na
superficie dos implantes.

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao sistemdtica com meta-analise, para reunir
a informacao disponivel acerca da aplicacao da sonicacao no diagndstico de infecoes em
Dispositivos Cardiacos Eletrénicos Implantdveis.

Foram seguidas as orientacoes da metodologia PRISMA e realizada uma pesquisa avancada na
PubMed e Web of Science, que permitiu incluir na revisao 8 artigos, nos quais foi também
realizada meta-andlise.

Foi utilizado o QUADAS-2 para avaliar o risco de viés e calculadas medidas de efeito para avaliar
o viés de publicacao. A sensibilidade global do método foi de 0,823 (95% IC: 0,682-0,910) e a
especificidade de 0,632 (95% IC: 0,506-0,743). Estes resultados sugerem que a sonicacao pode
oferecer vantagens no diagndstico dessas infecdes. No entanto, é crucial interpretar os
resultados com cautela e considerar as recomendacoes do EHRA 201S.

Este estudo ressalta a importancia de abordagens de diagndstico mais eficazes para Infecdes
Associadas a dispositivos médicos implantaveis, visando melhorar a qualidade do tratamento e

minimizar os riscos associados a essas condi¢oes médicas desafiadoras.

Palavras-chave: Sonicacao; Infecoes Protésicas; Biofilmes; Dispositivos Cardiacos Eletrdnicos

Implantaveis; Diagndstico Microbioldgico.



Abstract

One of the biggest obstacles in diagnosing prosthetic infections is the lack of infection criteria and
standardized diagnostic methods. These infections present a wide range of symptoms, and their
diagnosis can be hampered by the formation of microbial biofilms on the surface of implants.
The aim of this study was to carry out a systematic review with meta-analysis to gather available
information on the use of sonication in the diagnosis of infections in Implantable Electronic
Cardiac Devices.

The PRISMA methodology guidelines were followed, and an advanced search was carried out in
PubMed and Web of Science, which enabled 8 articles to be included in the review, in which a
meta-analysis was also carried out.

QUADAS-2 was used to assess the risk of bias and effect measures were calculated to assess
publication bias. The overall sensitivity of the method was 0.823 (95% Cl: 0.682-0.910) and the
specificity was 0.632 (95% Cl: 0.506-0.743). These results suggest that sonication may offer
advantages in diagnosing these infections. However, it is crucial to interpret the results with
caution and consider the recommendations of the EHRA 2019.

This study highlights the importance of more effective diagnostic approaches for implantable
medical device-associated infections in order to improve the quality of treatment and minimize

the risks associated with these challenging medical conditions.

Keywords: Sonication; Implant Associated Infections; Cardiac Implantable Electronic Devices;

Biofilms; Microbiological Diagnosis.
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1. Introducao
11.  Infegbes Protésicas

Definem-se como Dispositivos Médicos Implantdveis (DMI) aqueles que sao introduzidos no
corpo humano (parcial ou totalmente) com o objetivo de permanecerem implantados durante
pelo menos 30 dias, podendo ser removidos apenas com intervencao médica ou cirdrgica (1).
Estes dispositivos tém sido um recurso cada vez mais importante na resolucao de varias
patologias, podendo ser aplicados a areas como a ortopedia, cardiologia, medicina dentaria,
cirurgia plastica e reconstrutiva, entre outras (2). Nos paises desenvolvidos, estima-se que 6%
da populacao ja colocou um DMI para recuperar capacidades fisicas ou aumentar a qualidade de
vida e longevidade (3). Alguns exemplos incluem préteses valvulares, pacemakers, stents
vasculares, préteses articulares, lentes intraoculares artificias, implantes cocleares e elétrodos

de estimulagao cerebral profunda (4).

Os constantes avancos nas técnicas de esterilizacdao e assepsia tém aumentado
significativamente a seguranca dos procedimentos cirdrgicos, no entanto, as infecoes
associadas a colocacao de proteses e implantes continuam a ser um grave problema de saude
publica e apresentam grande morbilidade e peso econdmico (5,6). As Infecdes Protésicas (IPs)
podem estar na origem de dor crénica, provocar infecoes sistémicas dificeis de tratar e obrigar a
cirurgias de revisao para substituicdo da prdtese e remocao dos tecidos infetados (2). A
mortalidade associada as IPs é diretamente condicionada pelo tipo de implante, sendo que os
implantes intravasculares apresentam o maior risco. Estima-se que a Endocardite Infeciosa (El)
associada a colocacao de préteses valvulares apresente a maior taxa de mortalidade, podendo
ser superior a 25% (7). A tendéncia é que estes nimeros venham a aumentar significativamente
nos préximos anos devido ao envelhecimento da populacao e aumento das comorbilidades
subjacentes (4,7). A hipétese da formacao de biofilmes microbianos na superficie dos DMI pode

explicar o aumento das IPs (7,8).

O diagndstico das infecoes relacionadas com a formacao de biofilme é desafiante, uma vez que
os microrganismos aderem as superficies (implantes, 6rgaos, 0ssos, tecidos) e raramente se
encontram em circulacao na corrente sanguinea. Assim, a sua detecao é dificil em amostras
obtidas por métodos menos invasivos tais como hemoculturas, drenagens do local de infecao ou

amostras de liquido sinovial (2,8). A administracdo de antibioterapia antes da colheita das



amostras hioldgicas reduz também a sensibilidade no isolamento do(s) microrganismo(s)

etioldgico(s) dainfecao (9).

Quando organizadas sob a forma de biofilme as bactérias adquirem resisténcia aos antibidticos
e as defesas do hospedeiro. A inflamacao e os danos tecidulares causados pela cirurgia e pela
implantacao de um corpo estranho aumentam a suscetibilidade para a colonizacao por

microrganismos oportunistas. Assim, o tratamento das IPs é também complexo (10).

Nos ultimos anos, tém sido realizados vdrios estudos com o objetivo de encontrar métodos de
diagndstico mais rdpidos e sensiveis, e tratamentos mais eficazes para estes doentes (8,9,11).
Uma das técnicas com mais destaque no estudo de IPs é a sonicacao do implante, apds a sua
remocao cirdrgica (9,12). Esta técnica tem vindo a ser implementada na rotina laboratorial
principalmente para o estudo de Infecdes Osteoarticulares (I0) (12,13). No entanto, existem
estudos que descrevem a sua aplicacao a varios tipos de DMI, como por exemplo: préteses
fonatdrias (14), implantes cocleares (15), implantes mamadrios (16,17), cateteres venosos e

geniturindrios (18), implantes espinhais (19) e implantes cerebrais (20,21).

Neste contexto, este trabalho pretende avaliar a utilidade da técnica de sonicagao no diagndstico

de infecdes associadas a Dispositivos Cardiacos Eletrénicos Implantaveis (DCEls).

De forma a compreender se a implementacao desta técnica tem vantagens no diagndstico em
Microbiologia Clinica é fundamental discutir varios fatores e a sua possivel influéncia nos
resultados obtidos. Assim, é essencial avaliar a relacao custo-beneficio e evitar o desperdicio de

recursos, sem perder de vista o objetivo de melhorar o diagndstico.

No estudo de IPs, 0 papel do hospedeiro é de grande importancia. E necessario avaliar o historial
clinico de cada doente, esclarecendo a influéncia da utilizacao de antibioterapia, das razoes para
aremocao da prétese, do niumero de cirurgias de revisao a que ja foi submetido e do seu estado
imunoldgico. Assim, é necessario estabelecer critérios que ajudem a clarificar em que casos a
sonicacao deve ser aplicada. E aindaimportante conhecer as condicdes pré-analiticas ideais para
as amostras (como acondicionamento e tempo de espera até ao processamento) e saber como
adaptar o protocolo de acordo com a prdtese a ser analisada. Por fim, é indispensavel
compreender a dinamica dos biofilmes bacterianos, de forma a otimizar a técnica para a sua
remocao. Estudos publicados na literatura indicam que a sonicacdo pode causar alteracoes
bioquimicas e estruturais nos microrganismos (22). Deve ser clarificado de que forma estas

alteracoes podem afetar a sua correta identificacao e a selecao de antibiéticos adequados.



1.2. Ateoria daformacao de biofilme

A formacao de biofilme é um processo complexo que envolve varias etapas, durante as quais
ocorre a transicao das bactérias da sua forma livre (planctdnica) para a forma séssil, capaz de
formar biofilme (23). Os microrganismos que se organizam desta forma possuem mecanismos
especificos que Ihes permitem aderir a superficies, desenvolver uma comunidade envolvida por
uma matriz extracelular, criando um ecossistema préprio, e por fim desprenderem-se do biofilme
e colonizarem novos locais (24). Este mecanismo de protecao foi uma das estratégias evolutivas
desenvolvidas por algumas espécies de bactérias, permitindo-lhes lidar com as agressdes do
sistema imunitdrio do hospedeiro, de antibidticos e de outros fatores hostis do ambiente. Todo
este processo € influenciado pelas condicoes externas de temperatura e pH, por forcas
gravitacionais e hidrodinamicas, pela natureza da superficie a ser colonizada e ainda por certas

moléculas de sinalizacao (23).

A hipdtese de que as bactérias se organizam preferencialmente na forma de biofilmes nem
sempre foi aceite pela comunidade médica. No entanto, com a evolu¢ao dos métodos de
observacao, rapidamente se percebeu que 0s microrganismos que causam infecdes associadas
a dispositivos médicos e outras infecdes crénicas crescem desta forma (25). Os biofilmes
bacterianos comecaram entdo a ser associados a colonizacao de pacemakers e préteses
ortopédicas, e consequentemente a osteomielite (26). E ainda a outras infecdes crénicas tais
como a tuberculose (12), a fibrose quistica (25) e feridas cutaneas crénicas (24). Hoje em dia,

estima-se que a formacao de biofilme esteja presente em 80% das infecdes microbianas (27).

O ciclo de formacao de um biofilme bacteriano pode, atualmente, ser resumido em 5 etapas:
adesao reversivel, adesao irreversivel, colonizacdo, maturacao e dispersao (23,24). Este

processo esta descrito na Figura 1.
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Figura 1- Etapas da formacao de biofilme numa superficie (Adaptado de Rather et al, 2021(23))



Inicialmente, as bactérias sao atraidas para as superficies por interacoes eletrostaticas e
hidrofdbicas, aderindo-se a estas por ligacdes frageis e reversiveis, através dos seus polos.
Posteriormente, alteram a sua orientacao para se fixarem, irreversivelmente, a superficie. Neste
processo intervém varias moléculas importantes, responsdveis pela transformacao das células
plancténicas em células sésseis. O c-di-GMP é uma molécula de sinalizagao intracelular que inibe
a motilidade bacteriana (facilitada pelos flagelos) e aumenta a producao de Substancia
Polimérica Extracelular (SPE). Através de estruturas presentes na membrana celular, as
bactérias conseguem detetar a presenca da superficie. Assim, a cada evento de adesao é
secretado mais c-di-GMP, levando a que mais células bacterianas adiram irreversivelmente a

superficie (23).

Posteriormente, apds o processo de adesao e, devido as elevadas quantidades de c-di-GMP, o
numero de células bacterianas e a quantidade de SPE aumentam, levando a formacao de
microcoldnias através da adesao célula a célula (23,28). O SPE desempenha um papel
fundamental na maturacao do biofilme, pois, além de participar na fase de adesao, estabiliza a
estrutura tridimensional, mantendo as células unidas e protegendo-as das agressées do meio

exterior (23).

Um biofilme maduro pode adquirir uma estrutura em “formato de cogumelo”, onde se cria um
ecossistema proprio e em constante mudanca. Dentro desta estrutura comecam a formar-se
subpopulacdes com base na densidade de células bacterianas, nutrientes disponiveis, oxigénio e
gradientes quimicos. Assim, as bactérias organizam-se de acordo com a sua aerotolerancia e a
taxa de metabolismo. Nesta fase, o biofilme é entao constituido por uma mistura heterogénea de
células (planctdnicas, sésseis e células mortas), diferentes tipos de moléculas de sinalizacao,

canais de agua, lipidos, polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (23,24,29).

Por fim, o c-di-GMP regula também a etapa de dispersao do biofilme. A sua diminuicao
intracelular ativa novamente os genes que conferem as bactérias o seu fenétipo planctonico,
como por exemplo, os genes envolvidos na formacao de flagelos (24,29). Outros fatores como a
temperatura e as alteracdes na concentracao de nutrientes e oxigénio podem também iniciar o
processo de dispersao. Assim, as células bacterianas desprendem-se da comunidade formada
dentro do biofilme e sao capazes de se fixar em novas superficies, reiniciando o processo de

colonizacao num novo local (24).



A formacao de biofilme envolve a regulacao de varios genes e é influenciada nao sé pelas
condicoes do meio, mas também pelas condi¢oes dentro da prépria comunidade, como ja foi
referido. Apesar do modelo descrito ser atualmente aceite, este possui algumas limitagoes. As
etapas da formacao de biofilme podem ser resumidas e generalizadas desta forma, porém, cada
espécie bacteriana possui caracteristicas unicas e diferentes mecanismos de regulagao.
Espécies como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus sao comumente utilizadas
para estudar este processo e 0s seus mecanismos estao bem descritos. No entanto, estes
estudos sao normalmente conduzidos in vitro, portanto, em condicées ideais para o
desenvolvimento bacteriano. Assim, fica por esclarecer a influéncia de diversos fatores que
acontecem in vivo, tais como o fluxo constante de novos microrganismos colonizadores, como
acontece com o hiofilme dentario ou em sistemas da induistria alimentar. E provavel que nestes
casos as varias etapas do desenvolvimento do biofilme ocorram constantemente e em

simultaneo (29).

A interacao dos biofilmes com o microbioma do hospedeiro também ainda nao estd bem
elucidada (29). Sabe-se que alguns microrganismos oportunistas tais como a Candida albicans
podem interferir nos biofilmes formados por certas bactérias, dando origem a biofilmes
polimicrobianos. Estas interacoes alteram os fatores de viruléncia e os padroes de
suscetibilidade aos antibidticos que as diferentes espécies apresentam (30). Na sua maioria, 0s
estudos sobre infecao bacteriana ou sobre a formacao de biofilme focam-se na dinamica de uma
Unica espécie. Atualmente, é relevante ter em conta a natureza polimicrobiana das doencas,

principalmente para o futuro da investigacao sobre os antimicrobianos (31).

0 modelo de formacao de biofilme descrito tem ainda outras limitagdes. Este nao considera a
grande variedade na arquitetura dos biofilmes observados na natureza, como por exemplo, a
existéncia de "tapetes microbianos”, que consistem em camadas horizontais formadas por
varias espécies de microrganismos, existindo principalmente em ambientes aqudticos extremos
como fontes de enxofre, nascentes termais e lagoas hipersalinas (29,32). Este modelo nao tem
também em conta a diversidade de formas de adesao e dispersao. Nao reflete os diferentes
mecanismos de adesao e dispersao de acordo com a motilidade das bactérias, nem a formacao

de biofilme na auséncia de uma superficie de adesao (29).

O aumento das resisténcias aos antimicrobianos constitui um tema emergente e de grande

preocupacao. Os biofilmes sao resistentes aos antibidticos, a desinfetantes, a fagocitose e ao



sistema imunitario do hospedeiro. A formacao de células bacterianas persistentes (que
permanecem na estrutura do biofilme na sua forma séssil), parece constituir uma das principais
linhas de defesa contra os antibidticos. Estas células apresentam um fendtipo especializado, que
se desenvolve em condicoes de stress desenvolvendo respostas adaptativas. As células
bacterianas persistentes limitam as suas necessidades nutritivas, o seu crescimento e a sua
atividade metabdlica, permanecendo num estado de “"dorméncia” e diminuindo a penetracao dos
antibidticos nas células. Apesar de serem fenotipicamente diferentes, estas células mantém a
sua capacidade de reproducao e dispersao. Assim quando as condicdes ideais se reestabelecem,
conseguem multiplicar-se e formar novos biofilmes. Outros fatores, como a presenca de enzimas
no SPE com capacidade de modificar os antibidticos, a presenca de bombas de efluxo, e os
diferentes mecanismos de expressao e regulacao génica existentes dentro do biofilme, também

contribuem para a resisténcia aos antibidticos (23).

1.3. Aformacado de biofilmes em dispositivos médicos

A colonizacao de DMI por bactérias produtoras de biofilme pode ser incluida no conceito de
Infec6es Associadas aos Cuidados de Satde (IACS) (33). Neste tipo de infecdes, pensa-se que a
contaminacao inicial tenha origem na pele dos doentes e profissionais de saude, em agua
contaminada ou outras fontes ambientais externas. Quando um biofilme se desenvolve nos
tecidos de um hospedeiro ou em dispositivos médicos é possivel que as células bacterianas que
se libertam causem infecao sistémica, principalmente num hospedeiro imunocomprometido

(9,24).

Os microrganismos relacionados com esta patologia sao muito variados e dependem
especificamente do local de infecdo. Ainda assim, espécies como S. epidermidis e S. aureus sao
comummente associadas aos biofilmes formados em dispositivos médicos e apontadas como
uma causa importante de IACS. A identificacao de bactérias Gram-negativo multirresistentes
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa esta a aumentar em Unidades de
Cuidados Continuados e de Cuidados Intensivos, sendo também uma causa frequente de
infecOes associadas a formacao de biofilme, principalmente com origem em cateteres urinarios

(4,9,34).

Como indicado anteriormente, a implementacao cirdrgica de um DMI predisp6e o hospedeiro a
colonizacao por microrganismos oportunistas e possivelmente a infe¢ao. O processo cirdrgico

leva ao contacto entre a superficie do dispositivo e a corrente sanguinea do doente,



desencadeando uma reacao do seu sistema imunitdrio e ativando os mecanismos de coagulacao

(4).

Parece haver uma relacao entre o risco da ocorréncia de trombose e o risco de infecao apds a
cirurgia. Assegurar um equilibrio hemostatico na bolsa subcutanea dos pacemakers, por
exemplo, tem demonstrado uma reducao das infecoes pds-operatdrias. A hipétese de que
formacao de codgulo aumenta a capacidade de aderéncia das bactérias pode explicar este
fenémeno. Consequentemente, a formacao de biofilme ativa a cascata da coagulacao,
aumentado a formacao de trombo. Mais concretamente, ja foi demonstrado que existe uma
ligacao dos recetores bacterianos a fibrina que reveste os DMI, produzida através dos
mecanismos de coagulacao do hospedeiro. O S. aureus, por exemplo, utiliza esta fibrina na matriz

do seu hiofilme (4).

A resposta inflamatdria do hospedeiro a implantacdao de um DMI causa danos no tecido
circundante. A presenca de um material estranho parece ativar o Sistema Complemento,
resultando numa infiltracao constante de células polimorfonucleares, no entanto, estas nao
conseguem fagocitar o elemento estranho. Este processo leva ao derramamento do contetdo
bactericida e citotoxico dos polimorfonucleares, resultando em inflamacao e destruicao local
persistente. O stress que é assim causado nas células do sistema imunitario reduz também a sua
eficacia contra as bactérias que se vao instalando no local. Os biofilmes tém um efeito
semelhante ao do corpo estranho nas células polimorfonucleares, pois devido a sua estrutura, 0s

macréfagos nao conseqguem fagocitar as bactérias que os compae (4,35).

Como descrito anteriormente, a etapa final da formacao de biofilme é a disseminacao das células
bacterianas. As bactérias que se desprendem do biofilme que coloniza um DMI podem causar
infecdo sistémica no hospedeiro. Se esta disseminacao ocorrer através da circulacao sanguinea,
pode rapidamente levar a choque séptico e a morte do doente. Este cendrio verifica-se mais
frequentemente no caso dos implantes intravasculares, ja referidos anteriormente como tendo a
maior taxa de mortalidade. No caso dos implantes extravasculares (como os osteoarticulares), a
infecdo é de progressao mais lenta e a disseminacao das células bacterianas pode ocorrer numa
fase mais tardia. Deste modo, as células bacterianas persistentes conseguem criar seletividade,
sobrevivendo a antibioterapia e ao sistemaimunitario do hospedeiro, levando a infecdes crénicas

latentes (4,35).



1.4. 0 diagndstico de infe¢oes protésicas

As IPs sao muitas vezes de natureza crénica e recidivante e os seus sintomas podem ser muito
variados (13). Assim, um dos maiores obstdculos no seu diagndstico e tratamento € a falta de

critérios de infecao e de métodos de diagndstico standard (4).

A Sindrome de Resposta Inflamatdria Sistémica (SRIS) consiste numa resposta desregulada do
sistema imunitario a um estimulo, que pode ser ou nao de origem infeciosa. Quando hd suspeita
de causa infeciosa pode adotar-se o termo sépsis. O diagndstico de SIRS pode ser feito pela
satisfacao de dois dos sequintes critérios: a) temperatura corporal superior a 38 °C ou inferior a
36 °C; b) taquicardia (ritmo cardiaco superior a 90 batimentos por minuto), Ritmo respiratdrio
anormal (taquipneia ou hiperventilacao); c) contagem anormal de leucdcitos (leucocitose,

leucopenia ou presenca de neutrdfilos em banda) (36,37).

Um paciente com manifestacdes que coincidem com os critérios de SRIS, e no qual a tnica origem
possivel de infecao é um DMI (ou seja, nao ha evidéncias clinicas de qualquer outro tipo de
infecao), pode encaixar numa possivel definicao de sépsis associada a um DMI. No entanto, esta
definicao pode implicar uma alta taxa de falsos positivos, levando a intervencées desnecessarias
e potencialmente prejudiciais. Além disso, em muitos casos as manifestacoes das IPs sao muito
subtis ou acontecem em doentes imunocomprometidos que nao tém a capacidade de formar

uma resposta completa de SRIS (4) .

Uma das maiores complicacdes em cirurgias de reconstrucao mamaria, por exemplo, é a
calcificacao da cdpsula do implante, que previamente se pensava ocorrer por causas nao
infeciosas, mas atualmente ja se sabe que pode acontecer devido a colonizacao microbiana (16).
0 mesmo se verifica em alguns casos de falha da fixacao das préteses osteoarticulares (38).

Estes casos muito subtis de infecao mascaram a verdadeira prevaléncia das IPs (4).

Apesar dos progressos que tém sido feitos no estudo destas infecdes, o seu diagndstico continua
a apresentar uma baixa sensibilidade, pelos desafios ja mencionados e devido a formacao de
biofilme (2). Atualmente, ndo existem marcadores especificos que indiquem a presenca de

biofilme, nem de infecdo associada a um DMI (4).

Alguns marcadores de infecao como a velocidade de sedimentacao eritrocitdria e a proteina C-
reativa (PCR), tém vindo a ser considerados no estudo de IPs, no entanto estes carecem de

especificidade e sao pouco tteis no diagndstico destes doentes (4).



As técnicas de imagiologia continuam a ser uma ferramenta Util no diagndstico de infecoes,

apesar das suas limitacdes e contraindicacdes (39).

A Tomografia por Emissao de Positroes (PET) pode ser utilizada na detecao de atividade
metabdlica através da utilizacao do 18FDG (18F-fluorodesoxiglicose) como contraste. Esta
substancia é administrada antes do exame e contém moléculas de glicose ligadas a atomos de
flior radioativo, que sao absorvidas pelas células tal como acontece normalmente com a glicose.
No entanto, este método nao é especifico para detetar infecao nem formacao de biofilme, uma
vez que algumas células inflamatdrias e cancerigenas também absorvem o 18FDG, mas é ditil

como ferramenta complementar de diagndstico (39).

Outra técnica que pode ser util no diagndstico de infecao é a marcacao de leucdcitos com
radiofarmacos e posterior andlise por Tomografia Computorizada (TC). Estes leucdcitos migram
normalmente para as areas onde ha infecao ou inflamacado, permitindo através da imagiologia
identificar estes focos e a sua extensao. Este método pode ser mais sensivel do que 0 18FDG em

casos de infecao crdnica por biofilmes com baixa atividade metabdlica (39,40).

A detecao de infecao através de hemoculturas pode ser dificil no caso das IPs. Os DMI
extravasculares tém uma vasta superficie que nao esta em contacto direto com a circulacao
sanguinea originando apenas infecao dos tecidos locais, para além disso, alguns biofilmes

conseguem persistir no local sem originar bacteriemia (2,4).

A cultura dos tecidos circundantes do DMI ou de fluidos (como liquido sinovial), apresentam
também baixa sensibilidade e os seus resultados podem nao ser representativos da populacao

bacteriana do biofilme (4).

As técnicas de multiplex PCRtém sido estudadas na tentativa de detetar genes de viruléncia, que
podem ser Uteis no diagndstico de infe¢oes associadas a biofilme, como por exemplo o operao
ica. Em algumas espécies de Staphylococcus o operao ica codifica um conjunto de genes que
regulam a producao do polissacarideo responsavel pela adesao célula-a-célula durante a
formacao do biofilme (41). No entanto, este método ndo contempla as espécies que nao sao
reguladas pelo operao ica. Além deste problema, as técnicas de biologia molecular, pela sua
elevada sensibilidade podem também levar a falsos positivos, particularmente no caso de

colonizacao benigna (4).



As células bacterianas planctdnicas, ao contrario das células sésseis associadas ao biofilme,
crescem mais facilmente em culturas por métodos convencionais, no entanto, estudar as
bactérias sésseis do biofilme pode ser de relevancia no diagndstico (42) . Nas técnicas estudadas
pararemover biofilme, o objetivo é desprender as células aderentes da sua estrutura multicelular,
desta forma a eficiéncia na recuperacao das bactérias e a sensibilidade da identificacao pode ser
aumentada (2). Varias técnicas tém sido testadas neste sentido, incluindo técnicas mecanicas
(como a sonicacao, agitacao por vortéx, tratamento com ondas de choque), bioquimicas
(tratamento com enzimas ou outras substancias com a capacidade de bloquear os mecanismos

de formacao de biofilme) e regulacao genética (42).

1.5. Atécnica de Sonicacao na Microbiologia Clinica

Atualmente, a utilizacao de ultrassons tem sido o recurso mais estudado pararecuperar bactérias
aderentes a varios tipos de implantes (42). Na técnica de sonicacao sao utilizadas ondas de
ultrassom de baixa frequéncia para desprender as células bacterianas do biofilme, de forma a

melhorar o crescimento bacteriano antes da cultura (2,43).

Os ultrassons de alta frequéncia sao ja amplamente utilizados na medicina para fins terapéuticos
e diagndsticos. As ondas de baixa frequéncia tém sido também utilizadas, além do estudo dos

biofilmes, para limpeza dos instrumentos médicos (42).

A utilizacao da sonicacao nao se restringe a medicina. A sua aplicacao estende-se a limpeza de
objetos (joalharia, maquinas de processamento de alimentos e farmacos), a utilizacdao em
laboratdrios e nas industrias de cosmética, lacticinios, farmacéutica, entre outras, para dissolver,
homogeneizar ou emulsificar solugdes, ou para lisar células e membranas permitindo libertar o

seu contetdo (44,45)

O principio da sonicacao parece basear-se num fendmeno denominado de cavitagcao acustica
(13). Quando se propagam num meio liquido, as ondas sonoras criam areas de baixa pressao e
alta pressao. Nas zonas de baixa pressao formam-se bolhas microscdpicas que de seguida
colapsam nas zonas de alta pressao, libertando uma grande quantidade de energia (46). Quando
um DMI é mergulhado num meio liquido e submetido a sonicacao, a agitacao causada pelas ondas
sonoras e a energia libertada na sua superficie causam uma acao semelhante a limpeza a vacuo,

sendo possivel libertar as células bacterianas aderidas a esta superficie (13).
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A frequéncia das ondas ultrassénicas afeta o tamanho das bolhas formadas e
consequentemente a energia libertada. A frequéncias mais baixas (20-40 kHz), formam-se
bolhas maiores gerando grandes quantidades de energia quando colapsam. A frequéncias mais
altas (512-580 kHz), formam-se bholhas menores que colapsam libertando menos energia. O
tempo de aplicacao das ondas afeta a viahilidade e a quantidade de células bacterianas

recuperadas (46).

Alguns estudos indicam que a frequéncia ideal para desalojar bactérias de um biofilme é entre 20
e 38 kHz, no entanto, com um tempo de exposi¢dao superior a 15 minutos a quantidade de
microrganismos recuperados comeca a diminuir significativamente (46). No diagndstico de 10
tém sido utilizadas frequéncias entre 40 e 60 kHz, com tempos de exposicao entre 1e 30 minutos

(47).

Como referido anteriormente, na Microbiologia Clinica a sonicacao tem sido aplicada
maioritariamente no estudo de 0 (13). Na literatura existem jd varios estudos sobre a sonicacao
de implantes osteoarticulares. Recentemente foi publicado um estudo de meta-anadlise, cujo
objetivo foi avaliar a precisao da sonicacao no estudo de |0 (sendo incluidas préteses articulares
da anca, joelho, ombro e cotovelo). Neste trabalho, os autores consideraram que a sonicagao das
proteses é favoravel no diagndstico deste tipo de infecoes, no entanto, alguns resultados sao

ainda inconsistentes e é necessario continuar a aperfeicoar o método (48).

Um trabalho semelhante foi também realizado acerca da aplicacao da sonicacao ao diagndstico
de infecdes no pds-operatdrio de neurocirurgias. Neste estudo foram sonicados drenos de
derivacao ventriculoperitoneal e derivacao ventricular externa, parafusos de fusao espinhal e
parafusos de fixacao utilizados em cranioplastias. Os resultados deste trabalho demonstraram
uma maior sensibilidade da sonicacao em relagao aos métodos convencionais (zaragatoas e
culturas de tecido). No entanto, a sonicacao demonstrou uma menor especificidade levando os
autores a concluir que esta é uma ferramenta util no estudo destas infecdes, e no futuro serd de
grande valor no campo da neurocirurgia, porém nao deve ser considerada ainda como método

tnico de diagndstico (43).

Os estudos sobre a aplicacao da sonicacao a outros tipos de DMI apresentam conclusoes
semelhantes aos trabalhos realizados nas areas de ortopedia e neurocirurgia. Um estudo-de-
caso sobre a colonizacao de um implante coclear por S. aureus descreveu que se obtiveram

melhores resultados através da sonicacao do implante do que pela amostra colhida por
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zaragatoa da superficie do mesmo (da qual se obteve muito pouco crescimento tendo sido
considerada a hiptese de contaminacao com a flora comensal da pele). Os autores consideram
que aformacao de biofilme explica estes resultados, bem como a observacao, durante a cirurgia,
de cdpsula fibrosa a volta do implante com tecido de granulacao e presenca de uma substancia
gelatinosa (15). Estudos sobre a sonicacdao de implantes mamdrios demonstram que a
colonizacao bacteriana destes implantes pode estar na origem da sua rejeicao e da formacao de
calcificacao capsular, e suportaram a maior sensibilidade da sonicacao em relacao as zaragatoas
e culturas de tecido (16,17). No entanto, ao contrdrio do que acontece com as 10, nao existem ainda
métodos de diagndstico standard nem critérios de infecao bem elucidados para os restantes
tipos de DMI. O desenho destes estudos implica também menor evidéncia cientifica, nao

existindo ainda estudos de revisao sistematica ou meta-analise acerca destes temas.

O método de sonicacao requer varias etapas desde aremocao cirurgicade um DMI até a obtencao
de culturas bacterianas. Este processo pode aumentar o risco de contaminacado, levando a
resultados falsamente positivos. Os longos periodos de incubacao sao também uma
desvantagem deste método, nao permitindo por vezes a obtencao de resultados em tempo dtil,

para iniciar a antibioterapia (2).

1.6. Outras técnicas para estudar biofilmes

Na tentativa de resolver as limitagcdes da sonicagao, outros métodos tém vindo a ser estudados.
As técnicas pararemocao de biofilme com base em substancias quimicas tém apresentado bons
resultados como é o caso do Ditiotreitol (DTT) e da N-acetilcisteina (NAC) (49). ODTT é um agente
redutor que tem a capacidade de desnaturar as proteinas rompendo as ligacoes dissulfureto. A
NAC é conhecida no tratamento de doencas respiratdrias devido as suas propriedades
mucoliticas e antioxidantes. No laboratdrio de microbiologia estes agentes ja sao utilizados em
algumas solugoes, para descontaminar e liquidificar amostras de expectoracao ou lavados
brénquicos. ANAC, por exemplo, em conjunto com o Hidréxido de Sddio € utilizada para melhorar

a sensibilidade da cultura para pesquisa de Mycobacterium tuberculosis (50,51).

Num estudo de comparacao entre a utilizacao de NAC, DTT e sonicacao no diagndstico de 10, os
autores consideraram que pela utilizacao da sonicacao e de DTT houve uma maior recuperacao
de microrganismos do que utilizando a NAC. O DTT apresentou vantagens em relagao a
sonicacao, pois € um método de execucao mais facil, requer menor manipulacao das amostras e

é menos dispendioso (50). Um estudo mais recente de meta-analise demonstra que o DDT e a
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sonicacao apresentam sensibilidades semelhantes no diagndstico destas infecoes. A escolha do
método deve ser feita considerando as condicoes de cada laboratdrio, o risco de contaminacgao

durante a manipulagao das amostras e o custo de cada método (49).

1.7. Odiagndstico de infecoes associadas aos DCEIs

Os DCEIs sao equipamentos médicos implantados com o objetivo de reqgular e/ou monitorizar o
ritmo cardiaco. Nesta categoria incluem-se os pacemakers, Cardioversores-Desfibrilhadores
Implantaveis (CDIs), Dispositivos de Terapia de Ressincronizacao Cardiaca (TRCs) e os

Registadores de Eventos Implantaveis (REls) (52,53).

Por norma, os DCEls sao constituidos por um gerador de pulsos elétricos e um ou mais
eletrocateteres que conectam o gerador ao interior das cavidades cardiacas, como se pode
observar na Figura 2(a) (52). Na Figura 2(b) encontram-se alguns exemplos dos diferentes tipos

de DCEIls existentes no mercado.

Pacemakers

Eletrocateteres =0

\5‘)& |

Gerador
b

Figura 2 - (a): Componentes dos DCEI; (b): Diferentes tipos de DCEls. (Adaptado de Medtronic Inc,, Disponivel em:
https://europe.medtronic.com/xd-en/healthcare-professionals/products.html: Data de acesso: 30/08/2023)

Os REls diferem dos restantes DCEIs, pois sao apenas equipamentos de diagndstico e nao
necessitam de eletrocateteres pois nao geram corrente elétrica. Estes possuem menores
dimensoes, sendo implantados na camada subcutanea através de uma pequena incisao na pele,
tratando-se de um procedimento rapido e pouco invasivo. O seu objetivo é monitorizar
continuamente o ritmo cardiaco e detetar arritmias, podendo permanecer implantados durante

3-5anos (53,54).

Atualmente, ja existem também pacemakers de tamanho reduzido que nao necessitam de
eletrocateteres, uma vez que sao diretamente implantados no miocardio, como por exemplo o

Medtronic Micra™ (55,56).
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Apesar de apresentarem caracteristicas semelhantes, os pacemakers, CDIs e TRCs sao
recomendados em diferentes patologias. Os pacemakers sao normalmente prescritos para
melhorar a qualidade de vida (57). Estes garantem uma normal hemodinamica estabelecendo um
ritmo estavel e resposta cardiaca adequada (52). Os CDIs pelo contrério, sao indicados em
doentes que sofrem de taquicardia ou fibrilagao ventricular, prevenindo eventos de morte subita
(57). Os TRCs incluem as vantagens dos pacemakers e podem também incluir as funcdes dos
CDIs (52). Adicionalmente, corrigem casos de dissincronia ventricular. Desta forma aliviam os

sintomas de insuficiéncia cardiaca (52,57).

O gerador de pulsos elétricos consiste num invélucro de metal, que contém a bateria, utilizada
para produzir corrente elétrica e um microprocessador que interpreta o ritmo cardiaco e controla
a producao dos impulsos. Por norma, os geradores sao implantados numa bolsa subcutanea ou
submuscular, na regido peitoral ou abdominal (52,56). Os eletrocateteres, que conectam o
gerador ao interior das cavidades cardiacas, consistem em cateteres transvenosos com
elétrodos de alta voltagem, que descarregam os impulsos do gerador diretamente no musculo
cardiaco. O seu numero e o local de fixacao no interior das cavidades variam de acordo com o tipo

de dispositivo e patologia a tratar (52).

As principais complicacoes deste tipo de sistemas estao entao relacionadas com os
eletrocateteres ou com a bolsa subcutanea do gerador (56). Os eletrocateteres podem sofrer
deslocamentos mecanicos, quebras e desgaste levando a perda de comunica¢ao com o gerador.
Podem ainda potenciar o risco de endocardite ou causar oclusao venosa, obstruido o fluxo
sanguineo (56,58). A localizacao subcutanea do gerador pode também originar complicacées

como hematoma, erosao da pele sobre o dispositivo e infecao da bolsa subcutanea (56,59) .

De forma a atualizar o estado da arte acerca das infecdes associadas a DCEIs, a Sociedade
Europeia de Cardiologia (ESC do inglés European Society of Cardiology) criou em 2019 um
documento de consenso internacional, que reflete o esforco conjunto de varias organizacoes
para a definicao de normas gerais a aplicar na gestao destas infecdes: “European Heart Rhythm
Association (EHRA) consensus document on how to prevent, diagnose, and treat cardiac
implantable electronic device infections”. O objetivo deste documento é descrever o
conhecimento atual sobre o risco das infecdes associadas a DCEI e auxiliar os profissionais de
saude na tomada de decisao em relagao a sua prevencao, diagndstico e gestao, fornecendo

informacdes atualizadas sobre as estratégias mais recentes e mais eficazes (60).
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Asinfecoes associadas a DCEIs podem entao ser locais, como ainfecao local dabolsa subcutanea

do gerador, ou evoluir para infecao sistémica e/ou endocardite infeciosa (El) (60).

A Infecao da Bolsa Subcutanea (IBS) define-se como infecao local e limitada a bolsa do gerador,
com sinais de inflamacao que podem ser inicialmente ligeiros como eritema, aumento da
temperatura local e deformacGes no revestimento da bolsa (60,61). Estes sao sinais de uma
infecao indolente e de baixo grau. Apesar destes sinais e sintomas poderem variar, e serem de
dificil interpretacao, nao é aconselhdvel numa fase inicial recolher amostras do local de infecao.
Posteriormente, se houver adesao da pele ao equipamento e deiscéncia da ferida cirdrgica com
drenagem purulenta a IBS é clara. Pode ser entdao colhido material da bolsa para analise
microbioldgica. Se houver erosao da pele com consequente exposi¢cao do dispositivo, deve ser

considerada a sua contaminacao, independentemente dos resultados da microbiologia (60).

A IBS pode estar associada a infecao dos eletrocateteres, a infecées sistémicas associadas a
DCEIl e a El, no entanto, estas manifestacoes podem também ocorrer sem associacao da IBS. O
diagndstico destes casos € dificil uma vez que os sintomas sao muito inespecificos (febre,
arrepios, suores noturnos) e podem manifestar-se apenas depois de longos periodos apds a

implantagao de um DCEI (60).

Nao existem critérios standard para o diagndstico de endocardite associada aos DCEls (60). Os
critérios de Duke modificados (62) e os critérios de 2015 da ESC (63) tém sido aceites, no entanto
estes nao representam ferramentas standard nem estao validadas para estes casos especificos
deinfecao (60). A fim de aumentar a sensibilidade deste diagndstico,0 EHRA 2019 propde afusao

dos critérios de Duke modificados e da ESC, e ainda alguns critérios adicionais (60).

O EHRA 2019 define um diagndstico definitivo ou possivel de Infecao Associada a DCEIs ou El, e
asuarejeicao, através da satisfacao de Critérios Major (microbioldgicos e imagioldgicos) e outros

Critérios Minor. O algoritmo de diagndstico pode ser consultado no Anexo | (60).

A identificacao dos microrganismos causadores de infecao é fundamental para uma
antibioterapia eficaz. Assim, de acordo com o EHRA 2019, devem ser feitos esforcos para obter

culturas antes do inicio da antibioterapia (60).

A colheita de multiplas amostras de hemocultura, em diferentes intervalos de tempo, permite a
distincao entre bacteriemia transitdria e persistente, aumentando a sensibilidade do diagndstico.

Em casos de suspeita de IE e/ou hemoculturas consecutivamente negativas o aumento do seu
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tempo de incubacao e a utilizacao de métodos de biologia molecular podem ser Uteis na detecao

de microrganismos fastidiosos ou atipicos (60).

A colheita de zaragatoas, para cultura de material de drenagens ou fistulas, é desaconselhada
(60). A cultura através de zaragatoas nunca é recomendavel no diagnéstico de infecoes
associadas aos DMI pela sua baixa sensibilidade em comparacao com outros métodos, como a
cultura de tecidos, por exemplo. Além disso, estas amostras sao facilmente contaminadas com
microrganismos da flora comensal da pele, podendo levar a um diagndstico incorreto (2). Pelo
contrdrio, a cultura de tecidos é entdo incentivada (2,60). A colheita de amostras de tecido da

bolsa subcutanea é (til na identificacao bacteriana em casos de IBS (60).

Segundo o EHRA 2019, em casos com sinais de infecao, mas sem crescimento bacteriano apds 3
dias de incubacao, deve ser considerada a possibilidade de se tratar de um microrganismo de
crescimento fastidioso, como Propionibacterium acnes, por exemplo, e deve ser aumentado o
tempo de incubacdo. A sonicacao dos DCEI, dos eletrocateteres e do tecido adjacente, apds a
remocao do dispositivo, pode ser util nestes casos. No entanto, esta técnica ainda estd sob

observacao, podendo ser utilizada se os resultados forem interpretados cuidadosamente (60) .

Os métodos imagioldgicos sao também de grande importancia na monitorizacao dos doentes
com DCEI. A Ecocardiografia € o método de primeira linha para identificar o aparecimento de
vegetacdes (massas ou crescimentos anormais) nos eletrocateteres ou nas cavidades cardiacas.
Apés aidentificacao de umapossivel vegetacao deve ser feitauma avaliacao cuidadosa de forma
a descartar uma causa infeciosa e distinguir entre uma vegetacao bacteriana ou um trombo. A
realizacao de bidpsias transvenosas tem sido também uma ferramenta util para esta distincao

(60).

1.8. Objetivo

O presente estudo tem por objetivo a realizacao de uma revisao sistematica da literatura com
meta-andlise, que pretende reunir e avaliar a qualidade da informacao disponivel acerca da

utilizacao da sonicacao no diagndstico de infecdes associadas aos DCEls.
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2. Métodos

2.1. Critérios de elegibilidade e extracao de dados

Para conduzir este estudo foram sequidas as orientacdes da metodologia PRISMA (do inglés
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). A metodologia seguida
foi previamente registada no repositério de protocolos de pesquisa de revisoes sistematicas

Prosperocom o nimero de identificacao CRD42023444537.

De forma a identificar os estudos relevantes para esta revisao, foi realizada uma pesquisa
avancada nas bases de dados PubMede Web of Science utilizando variagoes das palavras-chave
definidas para este estudo. As formulas de pesquisa utilizadas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Fdrmulas de pesquisa utilizadas nas bases de dados PubMed e Web of Science

Base de Dados Formula de Pesquisa Resultados

("Sonication"[MeSH Terms] AND "Cardiac Surgical Procedures"[MeSH Terms]) OR
("Sonication"[MeSH Terms] AND "heart, artificial'[MeSH Terms]) OR

E ("Sonication"[MeSH Terms] AND "pacemaker, artificial'[MeSH Terms]) OR 43
S ("Biofilms"[MeSH Terms] AND "Cardiac Surgical Procedures’[MeSH Terms]) OR
Q. ('Biofilms"[MeSH Terms] AND "heart, artificial'[MeSH Terms]) OR ("Biofilms"[MeSH
Terms] AND "pacemaker, artificial’[MeSH Terms])
#1 (ALL=(Sonication) AND ALL=(Pacemaker)) OR (ALL=(Biofilm) AND 82
ALL=(Pacemaker))
# (ALL=(Sonication) AND ALL=(Artificial Heart)) OR (ALL=(Biofilm) AND 55
ALL=(Artificial Heart))
#3 (ALL=(Sonication) AND ALL=(Cardiac Implantable Devices)) OR (ALL=(Biofilm) 45
L AND ALL=( Cardiac Implantable Devices))
<
'% #4 (ALL=(Sonication) AND ALL=(Cardiac Electronic Devices)) OR (ALL=(Biofilm) 37
uLg AND ALL=(Cardiac Electronic Devices))
0
g #5 (ALL=(Sonication) AND ALL=(Cardiac Surgical Procedures)) OR (ALL=(Biofilm) 5
AND ALL=(Cardiac Surgical Procedures))
#6 {ALL=(Sonication) AND ALL=(Cardiac Resynchronization Therapy Devices)) OR 5
(ALL=(Biofilm) AND ALL=(Cardiac Resynchronization Therapy Devices))
#7 #10R #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 and Review Article (Exclude — Document 126

Types)

Na PubMed foram utilizados os termos MeSH (do inglés Medical Subject Headings), que
permitiram englobar na pesquisa 0 maximo de termos relevantes, alcan¢ando assim um maior
nimero de estudos. Com o mesmo propdsito, para a base de dados Web of Science, foram

incluidos na pesquisa alguns termos sinénimos.
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Esta pesquisa foi realizada a data de 31/07/2023. Os artigos obtidos por estas pesquisas foram
exportados para o software de gestao de referéncias bibliograficas Mendeley Reference
Manager, que permitiu eliminar automaticamente os artigos duplicados (que se encontravam nas

duas bases de dados).

De forma a garantir o rigor cientifico da revisao sistematica, foram definidos a priori os critérios

deinclusao e exclusao de artigos, de acordo com as normas PRISMA.

A selecao dos estudos elegiveis para este trabalho foi realizada por dois autores, de forma
independente, através da andlise do titulo e resumo dos artigos, sendo incluidos todos os registos
publicados nas bases de dados PubMed e Web of Science, escritos em inglés, portugués ou
espanhol, sem restricdes quanto a data de publicacdo, e cujo tema estava relacionado com a
questao em estudo. Apds a leitura dos titulos e resumos, foram ainda excluidos todos os registos
sobre estudos em modelos animais, artigos de revisao bibliografica, livros, artigos de opiniao e

artigos sobre ensaios in vitro.

Apés esta triagem, foi realizada uma analise do texto integral de todos os artigos, de forma a

incluir apenas os artigos que respeitassem os seguintes critérios:

e Estudos cujo principal objetivo é descrever os resultados obtidos pela utilizacao da técnica de
sonicagao para analise microbioldgica de DCEls, incluindo: pacemakers, CDIs, TRCs e REIs, e

0s seus respetivos eletrocateteres.

e Artigos que descrevessem o0s procedimentos utilizados desde a remocao cirurgica do
dispositivo até a sua analise no laboratdrio de microbiologia. Estes deveriam ainda descrever
a razao pela qual foi removido cada dispositivo, bem como as condi¢des clinicas de cada

doente estudado, incluindo-se:

o Remocao do dispositivo devido a existéncia de uma infecao local ou sistémica

conhecida;
o Remocao do dispositivo por suspeita de infecao ou colonizagao com manifestacoes
clinicas inespecificas;

o Remocao do dispositivo por outras razoes, nao relacionadas com a suspeita de
infecdo, como por exemplo para atualizacao do equipamento, por falhas no seu
funcionamento e para troca de bateria, sendo o dispositivo retirado analisado para

avaliar possivel colonizacao sem manifestacdes clinicas.
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e Artigos que descrevessem os procedimentos adotados no laboratdrio de microbiologia,
incluindo: protocolo de sonicacao utilizado; condicdes de incubacao das culturas; métodos
utilizados paraidentificacao dos microrganismos e critérios utilizados parainterpretacao dos

resultados.

e Estudos que que utilizassem os métodos tradicionais para cultura (em placa) e identificacao

dos microrganismos, excluindo-se os métodos moleculares.

e Artigos queincluissem ainformacao necessaria para calcular a sensibilidade e especificidade

ohservadas para o método de sonicacao.

Foram excluidos todos os artigos que nao relatam a utilizagao da intervencao de interesse, ou

seja, da sonicacao em DCEls retirados cirurgicamente, com o objetivo de diagnosticar infecao.

Todo o processo de seriacdo dos artigos a incluir nesta revisao encontra-se esquematizado num
diagrama de fluxo proposto pelo PRISMA, que pode ser encontrado na sec¢ao dos resultados

(Figura 3).

Aos artigos incluidos nesta revisao sistematica, ap6s aplicacao dos critérios de inclusao e

exclusao, foi também realizada meta-andlise.

A informacao obtida pela analise detalhada de cada artigo foi extraida para um documento do
Microsoft® Excel. Foi registado: o titulo, autor e ano de publicacao de cada artigo; grupos de
doentes e de dispositivos estudados; o protocolo de sonicacao utilizado; os métodos
convencionais que foram comparados com a sonicacao; os resultados e limitagcdes de cada

estudo.

2.2. Avaliacao da qualidade

Para estimar o risco de viés dos estudos considerados elegiveis recorreu-se a ferramenta
QUADAS-2 (do inglés Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2) (64). Esta
metodologia avalia quatro dominios (selecao dos doentes, teste indice, padrao de referéncia e
fluxo de doentes), quanto ao risco de viés e a aplicabilidade do teste (para os primeiros trés
dominios). O teste indice corresponde entdo ao método de sonicacao. O padrao de referéncia foi
considerado como uma correta definicao de infecao (IBS ou El) ou a sua auséncia, segundo os
critérios do EHRA 2019. Esta avaliacao foi realizada por dois autores, de forma independente,

sendo as inconsisténcias resolvidas através de consenso.
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0 Viés de Publicacao foi avaliado através do desenho dos graficos em funil, pelo Software R,
separadamente para a sensibilidade de para a especificidade, de acordo com o método Trim and
Fill (65), de forma a avaliar a simetria dos estudos incluidos e o nimero de estudos omissos, se

aplicavel.

2.3. Analise estatistica

Foram calculadas medidas de efeito para os resultados obtidos (sensibilidade e especificidade).
Os resultados dos verdadeiros-positivos, falsos-positivos, verdadeiros-negativos e falsos-
negativos, foram organizados num ficheiro Excel e convertidos para o Software R, onde foram
realizados os calculos de sensibilidade e especificidade do método de sonicacao para detetar
infecdes associadas aos DCEI. Se algum dos resultados foi equivalente a O o valor 0,5 foi
adicionado. Foi calculada a sensibilidade e especificidade para cada estudo, apresentando-se os
resultados nos graficos de floresta gerados pelo Software R (66). Para estimar um valor médio
para a sensibilidade e especificidade, a partir dos estudos individuais, foi utilizado um modelo
bivariado (67). A heterogeneidade entre estudos foi avaliada pela estatistica I? (68). Os Intervalos
de Confianca (IC) foram calculados através do Software R utilizando o ajustamento de Knapp and

Hartung para meta-andlises com um pequeno nimero de estudos (69).

Através dos valores de sensibilidade e taxa de falsos positivos, foi tracada a curva SROC (do
inglés summary receiver operating characteristic), para avaliar o desempenho da sonicacao no

diagndstico de Infecdes Associadas a DCEls (70).
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3. Resultados

As pesquisas avancadas nas bases de dados selecionadas permitiram encontrar 169 registos.

Destes, 43 foram localizados através da PubMed e 126 pela Web of Science.

Na Figura 3 encontra-se uma adaptacao do diagrama proposto pelo PRISMA, que descreve o

processo de selecao dos estudos.

Registos identificados através de bases de dados = 169
Pubmed = 43
Web of Science = 126

o]
Fig)
53
e
o
=
= Duplicados excluidos pelo Mendeley = 16
]
L=
Registos apds a exclusdo dos duplicados = 153
Registos removidos pela analise do
Registos removidos pela leitura titulo e resumo = 135
integral = 10 Estudos ndo relacionados com o tema = 130
Estudos que ndo utilizaram sonicacéo = 4 Artigos de revisdo = 2
Casos de estudo =2 Estudos em modelos animais = 2
=
g)n Estudos in vitro = 1 Estudos in vitro = 1
0 . T
E Artigos de opinido =1
Estudos que utilizaram métodos de
identificagdo ndo incluidos no estudo =1
Estudos com resultados omissos = 1
Registos incluidos na revisdo sistematica =8
o]
=
=
o
L=

Registos incluidos na meta-andlise = 8

Figura 3 - Esquerna PRISMA do processo de selecdo dos estudos

Dos 169 artigos encontrados, foram eliminados pelo software Mendeley 16 duplicados. Durante
o processo de triagem dos artigos, foram analisados cuidadosamente os seus titulos e resumos,
excluindo-se assim 130 registos por nao estarem relacionados com o tema em questao. Foram
ainda excluidos 2 artigos de revisao, 2 estudos em modelos animais e 1 estudo in vitro. Em 18
artigos foirealizada uma andlise do texto integral, a partir da qual se excluiram 10 artigos: 1estudo
in vitro; 1 artigo de opiniao; 4 estudos nos quais nao foi utilizada a técnica de sonicacao ou esta

nao foi utilizada em DCEls; 2 casos de estudo; 1 artigo que nao utilizava os métodos de cultura
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tradicionais (em placa) apds a sonicacao dos implantes; 1 artigo no qual nao foi possivel aceder

aos resultados da sonicacao para todos os doentes.

Assim, apds serem aplicados todos os critérios de inclusao e exclusao, foram abrangidos na

revisao sistematica da literatura 8 artigos, nos quais foi também realizada meta-analise.

Na presente revisao sistemadtica da literatura foram incluidos 8 artigos cientificos que tém o
objetivo comum de estudar o potencial da técnica de sonicacao para melhorar o diagndstico de

infecdes associadas a DCEls.

3.1. Caracterizacao dos doentes e DCEIs incluidos nos estudos

Os doentes estudados foram entdo distribuidos em 3 grupos: doentes com IBS, doentes com El e
doentes sem sinais de infecao. Foram considerados no grupo dos doentes com IBS, todos os
doentes estudados, que apresentavam sinais compativeis com os critérios para um diagndstico
definitivo de IBS, de acordo com os critérios do EHRA 2019, descritos anteriormente. Da mesma
forma, foram incluidos os doentes com critérios para um diagndstico definitivo de El. No grupo
dos doentes sem infecao, foram abrangidos apenas individuos que nao apresentavam nenhum

sinal ou sintoma que pudesse ser incluido nos critérios de IBS, El, ou Infecao Associada a DCEls.

Na Tabela 2 estao enumerados os doentes estudados em cada artigo, as suas caracteristicas de

infecdo e o tipo de dispositivos estudados.

Tabela 2 - Estudos incluidos no trabalho e respetivos doentes e amostras estudadas

Grupos de doentes estudados Amostras de DCEIs incluidas
Autor, Ano de publicacao Doentes Doentes Doentessem | . CDIs IRCs —
com IBS com El infecao

Olsen et al., 2022 (71) 50 60 N 68 21 21 -
El-Ashry etal., 2021 (72) 12 7 33 48 4 - -
Oliva et al., 2018 (73) 29 2 - 28 3 - -
Inacio et al., 2015 (74) M 41 68 72 n - -
Rohacek et al., 2014 (75) 14 22 - 14 2 1 -
Oliva et al., 2013 (76) 18 2 20 34 4 - 2
Mason etal., 2010 (77) 16 - 66 46 36 - -
Rohacek et al., 2010 (78) 4 2 15 68 53 - -

IBS — Infecdo da Bolsa Subcutanea
El — Endocardite Infeciosa

1— 2 destes doentes tamhbém apresentavam IBS.
2 — Estes doentes também apresentavam IBS
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Foram estudados no total 535 doentes, destes 154 apresentavam IBS, 79 apresentavam El e
302 retiraram o dispositivo por outras razdes nao relacionadas com infecao, tais como falhas de
funcionamento, atualizacao ou bateria insuficiente. Dois artigos relataram que alguns doentes
desenvolveram El apés IBS (74,75). No estudo de Rohacek et al. de 2014, foram analisados 2
pacemakers do mesmo doente, retirados em momentos diferentes durante a conducao do

estudo devido a reinfecao, tendo sido por isso estudados 17 dispositivos em 16 doentes (75).

Todos os artigos indicaram o tipo de DCEI removido em cada doente, tendo sido estudados 378

pacemakers,134 CDIs, 22 TRCs e 2 REls.
Em todos os estudos foi descrita a antibioterapia realizada antes da remocao do equipamento.

3.2. Metodologia de diagnéstico laboratorial

Nos artigos estudados foi entao comparada a cultura do fluido obtido através da sonicacao do
dispositivo com os métodos convencionais (cultura de zaragatoas, culturas de tecido e

hemoculturas).

Em todos os estudos, foi realizada a recolha intraoperatdria de zaragatoas da bolsa do gerador.
As zaragotas foram colocadas em meios de transporte, de modo a conservar a viabilidade das
bactérias até chegarem ao laboratdrio de microbiologia. Posteriormente, as amostras foram
inoculadas nos meios de cultura tradicionais e incubadas em aerobiose durante 48h e em
anaerobiose (durante 5 ou 14 dias nos diferentes artigos). Dois estudos nao reportaram qual o

meio de transporte utilizado para estas amostras, nem o protocolo de incubacao utilizado (73,77).

Ao contrario do que se verificou com as amostras em zaragatoas, metade dos estudos incluidos
nao realizou a colheita de tecidos para cultura (73,75,76,78). Nos restantes estudos foram
colhidas amostras da capsula fibrosa da bolsa do gerador. Estas amostras foram incubadas em
meios de enriquecimento, e posteriormente foi realizada a cultura em meios sdélidos que foram

também incubados em aerobiose e anaerobiose (71,72,74,77).

Todos os estudos realizaram ainda a recolha de hemoculturas, exceto o estudo de El-Ashry et
al, 2021 (72). Foram realizadas vérias colheitas, pré e pds-operatdrias, tal como indicado pelo

EHRA 2019 (60). Estas amostras foram tamhém incubadas em aerobiose e anaerobiose.

Todos os estudos incluidos na revisao obtiveram um maior nimero de culturas positivas através
da sonicacdo, em comparacao com a cultura de zaragatoas, culturas de tecido e hemoculturas,

quando estas foram realizadas. O artigo de Olsen et al, 2022 descreve um maior nimero de
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hemoculturas positivas, em relagcao as amostras analisadas por sonicagcao, mas apenas no caso

dos doentes com infecao sistémica (71).

3.2.1. Condicoes de colheita e transporte das amostras

Os dispositivos estudados foram removidos cirurgicamente e, com os devidos cuidados de
assepsia, colocados em recipientes esterilizados e com tampa hermética, submergidos numa
solucao de NaCl a 0,9% ou em Solucao de Ringer. O estudo de Oliva et al, 2013 nao descreveu as
caracteristicas do recipiente e solucao de transporte utilizado. No entanto, é indicado que todas
as amostras chegaram ao laboratdrio em menos de 3 horas e foram de imediato incubadas em

TSB (doinglés Trypticase Soy Broth) (76).

Apenas dois artigos, EI-Ashry et al, 2021 e Inacio et al., 2015 (72,74), indicam que as amostras
foram sonicadas num periodo maximo de 6 horas apds a sua remocao cirdrgica. Os restantes
estudos, referem apenas o tempo de transporte das amostras até ao laboratdrio (entre 3 e 24h),
a excecao do estudo de Olsen et al,, 2022 (71) que indica que as amostras foram mantidas a 5°C
e processadas em 48h, ou em 72h (quando extraidas fora do horario de servico do laboratdrio de

microbiologia, verificando-se em 25% das amostras).

3.2.2. Protocolo de sonicacao

Os recipientes contendo os dispositivos removidos foram processados de acordo com o método
VSV (Vértex-Sonicagao-Vartex) (79) , que consiste em realizar etapas de agitacao por vdrtex
antes e depois da etapa de sonicacao. O estudo de Mason et al, 2010 nao mencionou no seu
procedimento as etapas de agitacao por vértex (77). Em alguns estudos, foi realizada ainda uma
etapa extra de centrifugacao para concentrar o fluido proveniente da sonicacao, sendo inoculado

apenas o sedimento obtido na centrifugacao (73-75).

Na Tabela 3 estao descritas as etapas realizadas bem como as condi¢6es de agitacao, sonicacao

e incubacao, dos diferentes protocolos utilizados em cada estudo.
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Tabela 3 - Protocolos de sonicacao utilizados nos diferentes estudos

Autor, Ano de publicacao V1 TS FS V2  Inéculo CC Aerob. Anaerob.
Olsen et al., 2022 (71) 30s 1min 40kHz 30s 02mL n.d. 5d. 5d.
El-Ashry et al., 2021 (T2) 30s 1min 40kHz 30s 01mL n.d. n.d. n.d.

Oliva etal., 2018 (73) 30s 5min 40kHz 30s n.d. 3200 rpm,15min 37°C,10d. 37°C,10d.
Inacio et al., 2015 (74) 30s 5min  40kHz 30s O1mL  2500rpm,5min 37°C, 7d. 37°C,14d.

Rohacek etal.,, 2014 (75) 30s nd. 40kHz 30s OAmL 3200rpm,20 min 37°C, 7d. 37°C, 7d.

Oliva etal., 2013 (76) 30s 5min >20kHz 30s O0O5mL n.d. 37°C,5d. 37°C,5d.
Mason etal., 2010 (77) nd. 5min 40kHz nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
Rohaceketal, 2010 (78) 30s 1min 40kHz 30s 01mL n.d. 37°C, 7d. 37°C, 7d.

V1 - Tempo de vértex pré-sonicacao em seqgundos;

TS — Tempo de sonicacao em minutos;

FS — Frequéncia de sonicacdo em kHz;

V2 — Tempo de vértex p6s-sonicacdo em segundos;

Inéculo — Quantidade em mL de fluido proveniente da sonicagao inoculado;

C.C.— Etapa extra de concentragao do indculo por centrifugagao, em rpm (rotagdes por minuto);
Aerob. — Tempo e temperatura de incubacao em aerobiose;

Anaerob. — Tempo e temperatura de incubacdo em anaerobiose;

n.d. — Informacao sobre a etapa nao foi descrita no artigo ou a etapa nao foi aplicada;

Todos os artigos descreveram a inoculacao do fluido sonicado em meios de cultura sélidos que
foram incubados em aerobiose e anaerobiose. Alguns autores indicaram a temperatura e tempo

de incubacao utilizados, tal como se encontra na Tabela 3.

No estudo de Oliva et al, 2013 (76), como descrito anteriormente, foi realizada uma pré-
incubacao durante 24h a 37°C em TSB. Apds esta incubacao a solucao de TSB foi removida, foi

adicionada Solucao de Ringer e de seguida realizada a sonicacao.

Em metade dos estudos (71,74,75,78), foi descrita ainda ainoculacdo durante 10-14 dias do fluido
sonicado num caldo de Tioglicolato, um meio de enriquecimento que favorece o crescimento de

microrganismos aerdhios, anaerdhios estritos e de crescimento fastidioso (80).

3.2.3. Identificacao microbiana e Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

O crescimento bacteriano obtido pela inoculacao do fluido sonicado foi entao avaliado por
diferentes técnicas de identificacao. Foram também realizados Testes de Suscetibilidade aos
Antibidticos (TSA) para as estirpesisoladas. Os métodos utilizados em cada artigo encontram-se

na Tahela 4.
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Tabela 4 - Métodos utilizados para identificacdo das estirpes isoladas e TSA

Autor, Ano de publicacao Identificacao TSA
Olsen et al., 2022 (71) MALDI-TOF MS n.d.

El-Ashry et al., 2021 (72) Coloragao de Gram e Métodos bioquimicos Método de Kirby—Bauer
Oliva etal., 2018 (73) Métodos convencionais VITEK®2 System
Inacio et al., 2015 (74) Coloragao de Gram e Métodos bioquimicos Métodos “Standard”

Rohacek et al., 2014 (75) Métodos convencionais n.d.

Oliva et al., 2013 (76) VITEK®2 System VITEK®2 System
Mason et al., 2010 (77) n.d. n.d.
Rohacek et al., 2010 (78) Métodos convencionais n.d.

TSA - Testes de Suscetibilidade aos Antibidticos
n.d. — Informacdo sobre a etapa nao foi descrita no artigo ou a etapa nao foi aplicada.

0 método utilizado para identificar os microrganismos isolados nao foi mencionado no artigo de
Mason et al., 2010. A técnica de MALDI-TOF MS (do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) foi utilizada no estudo de Olsen et al, 2022. Neste
estudo foi também comparada sensibilidade da técnica Next-Generation-Sequencing (NGS) para
identificacao dos microrganismos. Um estudo utilizou o equipamento automatico VITEK®2
System (76), para realizar a identificacdo dos microrganismos. Os estudos de E/-Ashry et al,
2021 e Inacio et al.,, 2015 descreveram a utilizagcao dos métodos convencionais de identificacao,
tais como a realizacao de esfregacos corados pelo método de Gram e testes bioquimicos (72),
tais como os testes da catalase e DNAse, a capacidade de fermentacao da lactose e de hidrolisar
a esculina, e o perfil hemolitico (a0, B ou y-hemdlise) (74). Os restantes 3 artigos nao

especificaram os métodos convencionais utilizados (73,75,78).

A informacao quanto a metodologia utilizada para a realizacao do TSA é escassa nos estudos
incluidos. Os estudos de Oliva et al., 2013 e 2018 (73,76) utilizaram o equipamento VITEK®2
System. O estudo de EI-Ashry et al, 2021(72) utilizou 0 método difusao em disco de Kirby—Bauer.
0 artigo de Inacio et al, 2015 indicou que foram utilizados métodos standard de microbiologia,
mas sem especificar a metodologia aplicada (74). Os restantes artigos ndo descrevem a

utilizacao de qualquer método para realizar TSA.

Quanto as espécies identificadas com mais frequéncia existe grande concordancia entre os
estudos incluidos. As frequéncias relativas dos microrganismos identificados encontram-se na

Tabela 5. Estas identificacdes incluem os resultados obtidos para todos os doentes incluidos em
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cada estudo (com e sem infecdo). No estudo de Olsen, et al, 2022 nao foi possivel isolar os
resultados dos microrganismos obtidos apenas por sonicacao do dispositivo. Assim, os
resultados apresentados incluem as espécies identificadas por MALDI-TOF MS e por NGS, em

culturas de tecidos e zaragatoas da bolsa do gerador, hemoculturas e do fluido sonicado (71).
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Tabela 5 - Frequéncia relativa dos microrganismos identificados em cada estudo

SCN BGN
Autor, Ano de publicacao S Outras @ S.aureus P.acmes P Klebsiella A Outras . sop.
epidermidis  espécies® aeruginosa Spp. baumannii espécies? i i
Olsenetal, 2022 (71)! 2273% 545% @ 2818% 818% 454% 545% 9,09%
El-Ashryetal, 2021(72) 2885% 962% 0% 192% 769%> 0% 5771% 0% 0%
Olivaetal, 2018(73) 6553% n91% 397% 0% 529% 0% 529% 0%
Inacioetal, 2015(74) 2651% 723% 0% 24% 362% 362% 964% 12% 0%
Rohacek etal, 2014 (75) 25% 50%°%  125% 0% 0% 0%
Olivaetal, 2013 (76) 40% 15% 25% 0% 375% 125% 0% 125% 25% 0%
Mason etal, 2010 (77) 365% 61% 61% 488% 853% 0% 0%
Rohacek etal, 2010 (78) 124% 082% 2231% 082% 0% 0%

SCN — Staphylococcus coagulase negativa;
BGN —Bacilos Gramnegativo;

'—Microrganismos identificados (por MALDI-TOF MS ou NGS) em culturas de tecidos, zaragatoas da bolsa do gerador, hemoculturas e culturas do fluido sonicado;

2— S.homins, S. hemoliticus, 5. capitis, S. lugdunensis;

Corynebacterium Enterococcus Streptococcus

spp.
818%
192%
0%
1084%
0%
0%
0%

082%

QOutros

Sem

Microrganismos* crescimento

272%
192%
0%
481%
625%
125%
244%

413%8

3— Escherichia coli Servatia marcescens, Proteus mirabilis, Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter spp, Chryseobacteriumindologenes, Brevundimonas spp, Serratiamarcescens;

4— Kytococcus schroeteri Gordonia terrae, Candida albicans, Micrococus spp., Bacillus cereus, Peptostreptococcus spp., Finegoldia spp.;
5—Uma cultura (192 %) foi polimicrobiana com crescimento em simultaneo de Proteus mirabilis;

6 Duas culturas (12,5 %) foram polimicrobianas, uma delas com arescimento em simuttaneo de P. acnes e outra de P. aeruginosa;
7—Uma cultura (6,25 %) foi polimicrobiana com crescimento em simultaneo de SCN;

8_ Uma cultura (0,82 %) foi polimicrobiana, no entanto, os autores nao espedificaram as espécies identificadas;

545%
4231%
10%
3012%
625%
325%
6829%

5868%

28



Os cocos Gram positivo foram as espécies mais identificadas em todos os estudos, com excecao
do estudo de Rohacek et al, 2010, em que a espécie mais comum foi P. acnes, seguindo-se entao

das espécies de Staphylococcus coagulase-negativo (SCN).

Em trés estudos S. aureus foi a bactéria mais identificada (71,75,77). As espécies de SCN foram
as mais frequentes em 4 estudos (72-74,76), com predominio de S. epidermidis. Outras espécies

como S. hominis, S. haemolyticus e S. capitis foram também frequentes.

Os bacilos Gram-negativo, tais como P. aeruginosa, Klebsiella spp., Corynebacterium spp,

Acinetobacter baumannii, foram também isolados, porém com menos frequéncia.

3.2.4. Avaliacao da contaminacao da amostra

Em 3 artigos foi descrita a utilizacao de controlos negativos, com o objetivo de excluir a hipétese

de contaminacao durante o processamento das amostras (72,76,78).

No estudo de El-Ashry et al, 2021, foram utilizados como controlos negativos 5 DCEls estéreis.
Da mesma forma, incluiram-se 7 amostras no estudo de Oliva et al, 2013. Estes dispositivos
foram processados da mesma forma que as amostras de DCEls retiradas dos doentes e nao foi

detetado crescimento bacteriano em nenhum destes controlos (72,76).

No estudo de Rohacek et al, 2010, foram incluidos controlos negativos ao longo de todo o periodo
em que decorreu o estudo. Além de excluir a contaminacao durante o processamento no
laboratdrio de microbiologia, estes tinham também como objetivo avaliar a possibilidade de
contaminacao ambiental das amostras durante a sua remocao cirdrgica. A cada 5 dispositivos
retirados de doentes, foi exposto um dispositivo estéril no bloco operatdrio durante todo o
periodo da cirurgia. Desta forma foram colhidas no total 26 amostras de controlo negativo. O
armazenamento, transporte e processamento destas amostras e das amostras dos doentes
foram realizados da mesma forma. Numa destas amostras foi detetado um crescimento
equivalente a 30 UFC/mL de SCN. Neste estudo, o valor de cut-off definido para um resultado
positivo por sonicacao é de >10 UFC/mL, sendo assim, a amostra com crescimento equivalente a
30 UFC/mL foi considerada positiva. Nas restantes 25 amostras nao houve crescimento

bacteriano (78).
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3.3. Avaliacao da qualidade

A avaliacao da qualidade dos estudos incluidos foi entao realizada através da ferramenta
QUADAS-2. Foi avaliado o risco de viés quanto aos dominios: Selecao de doentes; Teste indice;

Padrao de Referéncia; Fluxo de doentes. A aplicabilidade foi avaliada quanto aos primeiros 3

dominios.
Bai Alt | t
Fluxo de Doentes BBaixo D Alto Oincerto

o
@
=
2 Padrdo de Referéncia
2
=}
Q
aQ
=] Teste ndice
=
2
Q
a

Selecdo dos doentes

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Proporgéio de estudos com Risco de Viés Baixo, Alto ou Incerto  Proporgdo de estudos com nivel de preocupagao Baixo, Alto ou
incerto quanto a Aplicabilidade

Figura 4 - Distribuicdo dos estudos de acordo com os dominios do QUADAS-2
(A esquerda encontra-se a distribuicdo quanto a avaliacao do risco e a direita da preocupacao quanto a aplicabilidade)

Quanto a Selecao dos doentes, foi considerado que todos os estudos apresentam baixo risco de
viés, a excecao do artigo de Olsen et. al, 2022, uma vez que este apresenta critérios de exclusao

pouco explicitos, tendo sido por isso classificado como Alto Risco de Viés.

Quanto ao Teste indice, foi atribuido a todos os estudos Alto Risco de Viés, uma vez que, este nao
foi aplicado de forma cega. Ou seja, a sonicacao foi realizada com conhecimento das

caracteristicas de infecao dos doentes.

O Padrao de Referéncia nao introduziu viés nos resultados, uma vez que obedece a critérios hem
definidos, classificando corretamente a condicao alvo, e sendo aplicado em todos os artigos sem

conhecimento dos resultados da sonicacao.

0 mesmo se verificou quanto ao dominio fluxo de doentes. Todos os doentes foram incluidos na
andlise, recebendo o mesmo Padrao de Referéncia. As intervencdes realizadas antes da
sonicacao estao bem clarificadas e foram corretamente aplicadas apds a classificacao pelo

Padrao de Referéncia.

O nivel de preocupacao quanto a aplicabilidade do teste, considerou-se Baixo em relacao ao
Teste indice para todos os estudos. Os estudos de Oliva et al. de 2018 e de 2013, foram

considerados como apresentando um Alto Nivel de Preocupacao quanto a Aplicabilidade do teste
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no dominio de Selecao dos Doentes, uma vez que nao descrevem apropriadamente as suas
condicdes clinicas (valores seroldgicos, comorbilidades subjacentes, cirurgias de revisao e
infecdes anteriores). O estudo de Oliva et al, 2018 foi considerado como Incerto no Nivel de
Preocupacao quanto a Aplicabilidade em relacao ao Padrao de Referéncia, uma vez que nao
especifica devidamente os critérios de infecao utilizados para diagnosticar os doentes com IBS.
Os restantes artigos foram classificados como Baixo nivel de preocupacao quanto a

aplicabilidade do Padrao de Referéncia e Selecao dos Doentes.

Assim, avaliando os dominios do QUADAS-2 quanto ao risco de viés e aplicabilidade, foram
considerados 3 dos artigos incluidos como estudos de Alto Risco (71,73,76). No dominio do Teste

indice todos os artigos foram considerados como Alto Risco de Viés.

Foram tracados os graficos em funil pelo Software R, de forma a avaliar o viés de publicacao.
Quanto a sensibilidade o p-value do teste de simetria foi de 0,582, de acordo com o respetivo

grafico em funil demonstrado na Figura 5. Nenhum estudo omisso foi identificado.

o -
o 4 e ;'; )
5 b |
E © fie
(2] { i
584 /"0
o © [} y
] |
N
S |/ o
- : ;
o T T T 1
04 08 1.2
Proporgao

Figura 5 - Grafico em funil baseado nos valores da sensibilidade
(p-value do teste de simetria= 0,582)
(Estudos omissos identificados: O)

Quanto a especificidade obteve-se um p-value de 0,586 para o teste de simetria, de acordo com

o grafico em funil demonstrado na Figura 6. Novamente, nenhum estudo omisso foi identificado.
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Figura 6 - Grafico em funil baseado nos valores da especificidade
{p-value do teste de simetria= 0,586)
(Estudos omissos identificados: O)

3.4. Meta-analise

Os dados em termos de sensibilidade e especificidade foram calculados para cada estudo, e os

resultados apresentam-se nas Figuras 7 e 8, respetivamente.

Os valores da sensibilidade variaram entre 0,52 (95% IC: 0,43-0,61) e 0,95 (95% IC: 0,75-0,99).

Estes valores foram observados por Olsen et al,, 2022 e EI-Ashry et al, 2021, respetivamente.

Olsen et al., 2022 f——f 0.52[0.43, 0.61]
El-Ashry et al., 2021 f— 0.95[0.75, 0.99]
Oliva et al., 2018 [ 0.90[0.75, 0.97]
Inacio et al., 2015 . 0.73[0.48, 0.89]
Rohacek et al., 2014 ] 0.94[0.72, 0.99]
Oliva et al., 2013 —a 0.90[0.70, 0.97]
Mason et al., 2010 | 0.88[0.64, 0.97]
Rohacek et al., 2010 ——8—— 0.67 [0.30, 0.90]
T 1T 1
0.30 0.65 0.99

Figura 7 - Gréfico de floresta para a sensibilidade da sonica¢do nos estudos incluidos.
(0 valor da sensibilidade estd indicado pelos quadrados. A linha horizontal representa o intervalo de confianca a 95%).
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A sensibilidade global do método de sonicacao foi de 0,823 (95% IC: 0,682-0,910), com um
12=14,3%.

Os valores da especificidade variaram entre 0,49 (95%1C: 0,37-0,60) e 0,83 (95%IC: 0,73-0,90).

Estes valores foram observados por Inacio et al., 2015 e Mason et al., 2010, respetivamente.

Olsenetal,h 2022 +—®&— 0.50[0.05, 0.95]
El-Ashry et al., 2021 —a— 0.64[0.47,0.78]
Olivaetal., 2018 +———=&—— 0.50[0.05, 0.95]
Inacio et al., 2015 . 0.49[0.37, 0.60]
Rohacek et al., 2014 —8——— 0.50[0.05, 0.95]
Oliva et al., 2013 b 0.60[0.39, 0.78]
Mason et al., 2010 - 0.83[0.73, 0.90]
Rohacek et al., 2010 - 0.62[0.53, 0.70]
T T T
0.05 0.50 0.95

Figura 8 - Gréfico de floresta para a especificidade da sonicacao nos estudos incluidos.
(0 valor da especificidade estd indicado pelos quadrados. A linha horizontal representa o intervalo de confianca a 95%)

A especificidade global foi de 0,632 (95% IC: 0,506-0,743).

Foram ainda realizados novamente os cdlculos alterando algumas variaveis, para perceber se

estas podem terimpacto na sensibilidade e especificidade do método.

Para avaliar o impacto dos 3 estudos considerados de maior risco, a partir da andlise da
ferramenta QUADAS-2, estes foram removidos da andlise, a fim de calcular as estimativas de
sensibilidade e especificidade sem recurso a estes estudos. E importante realcar que nesta

avaliacao, o dominio do Teste indice nao foi considerado.

Os resultados obtidos foram de: 0,841(95% IC: 0,704-0,922) para a sensibilidade e 0,662 (95%
IC: 0,510-0,786) para a especificidade, com um I> de 0%.

Ajustando um novo modelo, de forma aincluir as amostras de controlo negativo analisadas em 3
estudos (72,76,78), obteve-se uma sensibilidade de 0,824 (95% IC: 0,682-0,910) especificidade
de 0,669 (95% IC: 0,506-0,743), com um I de 12,2%.

Através dos resultados obtidos para a sensibilidade do método e a taxa de falsos positivos, foi
tracada a curva SROC para os estudos incluidos, pelo Software R. A curva SROC associada ao

modelo bivariado, encontra-se apresentada na Figura S.
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Figura 9 - Curva SROC para o método de sonicacao
(O circulo representa a estimativa global, e a elipse a regido a 95% de confianca para a sensibilidade e especificidade médias)

A drea parcial obtida sob a curva SROC, para o método de sonicacao é de 0,754.
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4. Discussao

A maior dificuldade no diagndstico de infecdes associadas a DMI é a falta de métodos de

diagndstico standard e de critérios bem definidos de infecao (4).

Com a introdu¢ao do documento de consenso EHRA 2019, a definicao de critérios e a distincao
entre os diferentes tipos de Infecao Associada a DCEls tornou-se mais simples, uma vez que
permitiu estabelecer um consenso quanto ao algoritmo de diagndstico a sequir (60). No presente
estudo, os doentes foram divididos em trés grupos (doentes com IBS, doentes com El e doentes
sem sinais de infecao) de acordo estes critérios. No entanto, nenhum dos 8 artigos incluidos nesta
revisao faz referéncia ao EHRA 2019 e 6 destes artigos foram publicados anteriormente ao

documento de consenso.

Nos estudos incluidos a infecao foi avaliada como El pelos critérios de Duke modificados, e como
IBS, através da presenca de caracteristicas que se encontravam bem descritas nos artigos,
permitindo assim abranger estes doentes nos critérios EHRA 2019. Apenas um artigo de Oliva et
al, 2018, nao descreveu as manifestacoes dos doentes com IBS e apenas referenciou os critérios
de Duke. Por este motivo, foi considerado que este estudo apresentou Nivel de Preocupacao

Incerto quanto a Aplicabilidade, em relacao ao Padrao de Referéncia, sequndo o QUADAS-2.

Segundo o EHRA 2019, as zaragatoas sao pouco aconselhadas devido a sua baixa sensibilidade
e especificidade, no entanto, por serem um método pouco invasivo, este continua a ser utilizado
(60). Em todos os estudos, foi realizada a recolha intraoperatdria de zaragatoas da bolsa do
gerador. A cultura de tecidos, no entanto, apenas foi realizada em metade dos estudos, apesar de
esta ser aconselhada para confirmar a presenca de infecao bacteriana nos tecidos adjacentes ao
gerador (60). Ainda assim, todos os estudos incluidos obtiveram um maior niimero de culturas

positivas através da sonicacao.

A colheita de vdrios sets de hemoculturas é altamente aconselhada na monitorizacao destes
doentes (60). No entanto, apenas o artigo de Olsen et al,, 2022 descreve um maior nimero de
hemoculturas positivas, em relacao as amostras analisadas por sonica¢ao, e apenas no caso dos
doentes com infecao sistémica (71). Estes resultados sao concordantes com os conceitos de El e
IBS. A IBS é uma forma de infecdo local, limitada a bolsa do gerador, que pode nao se disseminar
através do sistema vascular, nao evoluindo para infecao sistémica, principalmente quando

associada a formacao de biofilme (2,60).
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A formacao de biofilme e a realizacao de antibioterapia pode ainda explicar a baixa sensibilidade
obtida pelos métodos convencionais (75,77). A capacidade de formacao de biofilme das espécies
isoladas foi apoiada pelo estudo de Oliva et al., 2018, que concluiu também que a utilizacao prévia
de antibioterapia nao afetou esta capacidade nem a precisao do método de sonicacao. Estas

conclusdes foram corroboradas por outros estudos incluidos neste trabalho (71,77).

Nao existem protocolos definidos quanto a solucdo de transporte/enriquecimento, ao tempo
madximo de armazenamento da amostra até a sonicacao, e a temperatura de armazenamento. No
entanto, todos os estudos incluidos utilizaram diferentes solucdes (solucao salina, solucao de
Ringer e TSB), considerando a importancia de manter a viabilidade das bactérias até ao
processamento da amostra. Os tempos de incubacao utilizados nos estudos incluidos nao vao
ao encontro das recomendacdes do EHRA 2019 (48-72 h em aerobiose e anaerobiose). No
entanto, em alguns estudos foi aumentado o tempo de incubacao para 14 dias, de forma a
aumentar a taxa de recuperacao de microrganismos de crescimento fastidioso, tal como

aconselhado (60).

Relativamente aos meios de cultura utilizados nao foi possivel analisar se foram os
aconselhados, devido a omissao dessa informacao na maior parte dos artigos. Contudo, estes
estudos foram realizados em laboratdrios de microbiologia de hospitais e clinicas que sequem
guidelines para a realizacao de culturas, permitindo o crescimento dos microrganismos mais

frequentes neste tipo de amostras.

Quanto aos métodos utilizados para identificacao dos microrganismos apds a sonicacao, ha
informacao omissa em alguns estudos. No estudo de Olsen et al,, 2022, o artigo incluido com a
data de publicacao mais recente, foi utilizada a técnica de MALDI-TOF MS, introduzida nos
ultimos anos na rotina laboratorial da microbiologia e sendo possivel que nos préximos anos se
torne o gold standard da identificacao microbiana (71). No entanto, a divergéncia nos métodos de
identificacao utilizados nao foi considerada como uma limitacao deste estudo, uma vez que o

objetivo era avaliar a performance da sonicacao no diagnostico de Infecdes Associadas a DCEls

As frequéncias dos microrganismos identificados nos estudos incluidos sao concordantes com
o0s descritos como mais frequentemente associados a Infecées Associadas a DCEls segundo o
EHRA 2019 (em 70-90% dos casos sao bactérias Gram-positivo, das quais 37% SCN e 30,8% S.

aureus, enquanto bactérias Gram-negativo apenas sao isoladas em 8,9% dos casos).
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Os microrganismos mais frequentemente isolados fazem parte da flora comensal da pele, ou da
cavidade oral e nasal, sustentando a teoria de que a contaminacao dos DCEls pode ocorrer
durante a sua implantacao (72,78). Alguns destes microrganismos sao também de crescimento
fastidioso, tais como o P. acnes, que num dos estudos foi a espécie mais isolada (75), podendo
originar infecao indolente e sem sintomatologia, contribuindo para o aumento de resultados

falsos positivos detetados pela sonicacao (20).

O protocolo de sonicacao utilizado foi semelhante em todos os estudos e esta de acordo com as
instrucdes de uso do BactoSonic (Bandelin GmbH, Berlin, Germany), o modelo de sonicador
utilizado na maior parte dos estudos, que aconselha uma frequéncia de 40 kHz, entre 1-15
minutos (81). Num estudo que teve como objetivo definir a frequéncia ideal de sonicacao para
recuperacao bacteriana, as conclusdes foram de 35 a 40 kHz, durante 7 minutos para espécies

como S. aureus, P. aeruginosa, E. colie E. faecalis (82).

No presente trabalho a sonicacdao demonstrou uma sensibilidade de 0,823 (95% IC: 0,682-
0,910) e especificidade de 0,632 (95% IC: 0,506-0,743), no diagnéstico de infecbes associadas
a DCEls. O facto da especificidade nao ser muito elevada, corrobora as recomendacgoes do EHRA
2019, que refere que os resultados obtidos através da sonicacao devem ser cuidadosamente
interpretados (60). Estes resultados sao também concordantes com os estudos anteriores
acerca da utilizacao da sonicacao no campo da ortopedia e neurocirurgia (43,48). No estudo de
Peng G etal, 2023, relativo ao diagndstico de 10 foi obtido um valor elevado para a especificidade:
0,96 (95% Cl: 0,95-0,96). Este pode ser explicado pela definicao de valores de cut-off mais
baixos no diagndstico destas infecdes (48). No presente estudo nao foram avaliados valores de
cut-off e os resultados das culturas foram interpretados qualitativamente. Ainda assim, no
diagnastico de 10, foi descrito um alto nivel de heterogeneidade entre estudos, devido a alguns
resultados inconsistentes (48). No estudo de Apostolakis et al, 2020 a especificidade da
sonicac¢ao no diagndstico de infecdes de drenos de derivacao ventricular externa foi de 0,571
(95% Cl: 0,230-0,856), levando os autores a considerar que este método nao deve ser aplicado

isoladamente na avaliacao destas infecdes (43).

A sensibilidade calculada para este método, cujo valor foi de 0,823 (95% IC: 0,682-0,910),
demonstra que a sua utilizacao oferece vantagens no diagndstico de infecdes associadas a

DCEls.
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Tracando a curva SROC para o método de sonicacao obteve-se uma drea parcial sob a curva de
0,754.Segundo o modelo utilizado, a drea parcial sob a curva deve situar-se entre 0,5 e 1. Quando
mais préxima a curva estiver do canto superior esquerdo do grafico, maior a performance do teste
(adreadeve aproximar-se de 1) (67). Assim, podemos também inferir uma performance aceitdvel

deste método de diagndstico na detecao da condicao em estudo (83).

0 viés de publicacao deste estudo foi avaliado através da construcao de grdficos em funil, de
acordo com a sensibilidade e especificidade. Este método permite fazer uma avaliacao subjetiva
quanto a possibilidade de viés entre os resultados obtidos pela presente meta-analise e os
resultados de estudos nao publicados ou excluidos (65). 0 método Trim and Fill foi aplicado para
identificar os estudos omissos, sendo que, nenhum estudo omisso foi encontrado por esta

metodologia o que indica a auséncia de viés de publicacao neste estudo.

Pela analise visual dos grdficos em funil podemos inferir que existe uma distribuicao
relativamente simétrica dos resultados. Na sua maioria os pontos situaram-se no topo do grafico
e junto ao eixo central. Podemos ver que existem alguns pontos isolados, correspondentes aos
estudos com uma amostragem menor (mais préximos da base do gréfico) ou com menor
sensibilidade (mais a esquerda no caso do gréfico para a sensibilidade). Ainda assim, o p-value do
teste de simetria foi de 0,582 para a sensibilidade e 0,586 para a especificidade, demonstrando
que nao hd evidencia estatistica significativa de assimetria nos resultados dos estudos incluidos,
quanto a sensibilidade e a especificidade, o que vai ao encontro ao observado através do método

Trim and Fill.

A heterogeneidade entre estudos foi também baixa (>=14,3%), o que demostra a robustez da
meta-analise realizada. Da mesma forma, a andlise de sensibilidade realizada sem os estudos
identificados como sendo de maior risco revelou estimativas globais que pouco diferem das

estimativas obtidas a partir da totalidade dos estudos.

Através da exclusao dos 3 estudos considerados como Alto Risco, através da ferramenta
QUADAS-2 os valores subiram para 0.841(95% IC: 0.704-0.922) no caso da sensibilidade e para
0.662 (95% IC: 0.510-0.786) para a especificidade, com um 12 de 0%. Demonstrando que estes

tiveram um impacto significativo na estimativa global.

Os cdlculos realizados ap6s ainclusao das amostras dos controlos negativos utilizados alteraram
ligeiramente os valores de sensibilidade e especificidade. O nimero de amostras de controlo

incluidas foi reduzido, pelo que o efeito na estimativa global quando se adicionam estas amostras
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nao foi significativo. O valor observado para a especificidade nao foi muito elevado, 0.669 (95%
IC: 0.506-0.743) uma vez que, de todas as amostras de controlo adicionadas, apenas uma teve

crescimento.

O presente trabalho apresenta, no entanto, varias limitacoes. Tal como indicado no capitulo de
avaliacao da qualidade, nenhum dos estudos utilizou uma amostragem cega de doentes. O
conhecimento da condicao prévia dos doentes estudados pode introduzir viés na interpretacao
dos resultados (64). No entanto, na maior parte dos estudos incluidos, nao foi feita uma distincao
dos resultados obtidos para os 3 grupos distintos de doentes, assim nao foi possivel avaliar se
existe variacao nos resultados de acordo com as caracteristicas do doente em estudo, nem

comparar os microrganismos identificados em cada caso.

Apesar do objetivo deste trabalho consistir no estudo da recuperacao dos microrganismos
através da sonicacao, foram também descritos os métodos utilizados pararealizacao de TSAem
cada estudo, uma vez que estes resultados sao importantes para o tratamento dos doentes. A
informacao obtida quanto aos métodos utilizados pararealizacao de TSA e os resultados obtidos
foi muito escassa, uma vez que metade dos estudos nao relataram o método utilizado. Esta
informacao seria também importante, uma vez que, sabemos que microrganismos organizados

sobre a forma de biofilme alteram os seus padrdes de resisténcia (30).
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5. Conclusao

O presente trabalho permitiu consolidar a informacao disponivel na literatura quanto a utilidade

da sonicacao no diagndstico de Infecdes Associadas a DCEls.

Complementando o trabalho de revisao sistemdtica com a realizacao de uma meta-analise,
através do cadlculo de medidas de efeito, da avaliacao da heterogeneidade da amostra e da

identificacao de fontes de viés, foi possivel aumentar a robustez do estudo.

Assim, é possivel afirmar que a sonicacao aumenta a sensibilidade do diagndstico de Infecdes
Associadas a DCEls, permitindo aumentar a taxa de recuperacao de microrganismos quando
comparada com os métodos convencionais de cultura. No entanto, a especificidade deste
método é reduzida, por isso os resultados devem ser interpretados de forma cuidadosa e em

paralelo com outros parametros analiticos.

No diagndstico destas infecdes, as manifestacdes e o historial clinico dos doentes sao de grande
importancia. Assim, é necessario haver cooperacao entre as vdrias equipas envolvidas no
diagndstico. Devem ser seguidas as recomendacdes do novo documento de consenso EHRA
2019, que aconselha a que o diagndstico seja feito tendo em conta as manifestacdes clinicas do
doente, a avaliagao através de métodos imagioldgicos, microbioldgicos, laboratoriais (avaliando
marcadores de infecao local e sistémica) e ainda dos fatores que podem predispor o doente ao

aparecimento de infecao.

Mais estudos sao necessarios para aprimorar os métodos de diagndstico, chegar aum consenso
naeleicao do algoritmo laboratorial standard para este tipo de infecoes e compreender melhor as
caracteristicas das Infecoes Associadas a DCEls, visando um diagndstico mais preciso e

tratamento eficaz dessas condicoes.
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Anexo 1 — Recomendacdes para o diagndstico de Infecao Associada a DCEls e/ou El,
segundo o EHRA 2019

Conceitos definidos por consenso:

Diagndstico definitivo de IBS:
e Abolsado gerador apresenta:
o Inchaco;
Eritema;
Aumento de temperatura;
Dor;

1

Um ou mais dos seguintes sinais:

o O O O

= Exsudado purulento/ formacao de trato sinusal;
= Deformacao da bolsa, aderéncia dos tecidos ao dispositivo e possivel erosao
cutanea;
= Exposicao do gerador ou dos eletrocateteres proximais.
Diagnéstico definitivo de Infecao Associada a DCEIs ou El:
e Umadas sequintes condicoes:
o Presencade 2 Critérios Major:
o Presencade 1Critério Majore 3 Critérios Minor.
Possivel Infecao Associada a DCEIs ou El:
e Umadas seguintes condicoes:
o Presencade 1Critério Majore um Critério Minor:
o Presenca de 3 Critérios Minor.
Rejeicao de Infecao Associada a DCEIs ou El:

e Pacientes que nao apresentam nenhum dos critérios indicados anteriormente.

Critérios Major:

Microbiologia:
A- Hemoculturas positivas paramicrorganismos tipicos de Infecoes Associadas a DCEls e/ou IE
(espécies de SCN, S. aureus);
B- Isolamento de microrganismos consistentes com El em duas hemoculturas distintas;
o Umadas seguintes condicoes:
» Espécies de Streptococcus do grupo viridans, S. gallactycus (S. bovis),
bactérias do grupo HACEK (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenellae Kingella), S. aureus;
= Espécies de Enterococcus adquiridas na comunidade, na auséncia de um foco
primdrio de infecao
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C- Isolamento de microrganismos consistentes com El em hemoculturas persistentemente
positivas:
o 2oumais hemoculturas positivas colhidas com mais de 12 horas de diferenca;
o 3 hemoculturas positivas ou a maioria (se colhidas mais do que 4), com a primeira e
ultima amostras colhidas com mais do que 1hora diferenca;
o Uma tnica hemocultura positiva para Coxiella burnetii ou titulo de anticorpos IgG de
fase>1:800
Imagiologia
D- Ecocardiograma positivo para:
o Infecao Associada a DCEls
= Critérios clinicos de IBS
= Formacao de vegetacoes nos eletrocateteres
o Elafetando as valvulas
= Formacao de vegetacoes
= Abcesso, pseudoaneurisma ou fistulas intracardiacas
= Perfuracao das valvulas ou aneurisma
= Deiscéncia parcial das valvulas prostéticas
E- Detecao de atividade anormal na holsa/gerador, eletrocateteres ou valvulas por um dos
seguintes métodos:
o PETouTCcom18FDG
o TCouSPECT com leucdcitos marcados com radiofdrmacos
F- Detecao de vazamento paravalvular por TC

Critérios Minor:

a- Condicoes cardiacas de predisposicao a infecao ou utilizacao de drogas injetaveis;

b- Febre (temperatura >382C);

c- Fendmenos vasculares (incluindo aqueles detetaveis apenas por imagiologia): embolia
arterial, embolia pulmonar, aneurisma infecioso, hemorragia intracraniana, hemorragias
conjuntivas e lesoes de Janeway:

d- Uma das sequintes evidéncias microbioldgicas:

o Hemoculturas positivas que nao encaixam nos Critérios Major:

o Evidéncias seroldgicas de infecao ativa por um microrganismo consistente com El;

o Culturas positivas de amostras da bolsa do gerador ou de eletrocateteres extraidos
de uma bolsa subcutanea sem sinais de infecao.
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