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Resumo
As infecdes do trato urindrio (ITU) sao das patologias infeciosas mais frequentes entre as Infecoes
Relacionadas com os Cuidados de Salde, afetando sobretudo gravidas, idosos, diabéticos e doentes
hospitalizados. A urocultura constitui o método de referéncia para confirmagao diagndstica, sendo
essencial um processamento rigoroso para orientar a terapéutica antibiética e reduzir resisténcias.
0 d4cido hdrico é utilizado como conservante microbioldgico por inibir a replicacao bacteriana e manter a
concentracado inicial de microrganismos, contribuindo para evitar falsos positivos associados ao tempo
decorrido entre a colheita e o processamento laboratorial.
Este estudo, desenvolvido no Laboratdrio de Microbiologia do CHUSJ, teve como objetivo avaliar a
eficdcia de um novo meio de transporte com dcido bdrico na preservacao de amostras de urina,
comparando-o com o método convencional. Realizou-se um estudo prospetivo caso-controlo com
amostras pareadas de urina de 105 utentes das consultas de Obstetricia, Nefrologia e Urologia,
recolhidas entre marco e junho de 2025.
Como resultado, observou-se que 21 amostras nao apresentaram crescimento sem acido bdrico e em 35
com dacido. Em contrapartida, 83 evidenciaram crescimento nas amostras transportadas em frasco
convencional, em comparacao a 69 no frasco com conservante. . Em 37 houve reducao na variedade de
tipos de coldnias no frasco convencional e em 5 amostras no frasco com o conservante.
Conclui-se que o uso de tubos com acido bdrico permite melhor preservacao das caracteristicas
microbioldgicas da urina, garantindo resultados mais fidveis e diminuindo a necessidade de repeticoes

por contaminacao, com beneficios clinicos e laboratoriais significativos.

Palavras-chave: Urocultura; Infecao trato urinario; Acido bérico:Meio transporte urina; Conservacao

amostras.



Abstract

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common infectious conditions within Healthcare-
Associated Infections, affecting mainly pregnant women, older adults, individuals with diabetes, and
hospitalised patients. Urine culture remains the reference method for diagnostic confirmation, with
rigorous processing being essential to guide antibiotic therapy and reduce resistance.

Boric acid is used as a microbiological preservative as it inhibits bacterial replication and maintains the
initial concentration of microorganisms, thereby helping to avoid false positives related to the time
elapsed between sample collection and laboratory processing.

This study, carried out at the Microbiology Laboratory of CHUSJ, aimed to evaluate the efficacy of a new
transport medium containing boric acid in preserving urine samples, compared with the conventional
method. A prospective case-control study was conducted with paired urine samples from 105 patients
attending Obstetrics, Nephrology and Urology consultations between March and June 2025.

As aresult, it was observed that 21 samples showed no growth without boric acid and 35 with boric acid.
In contrast, 83 samples showed growth in the samples transported in a conventional bottle, compared to
69 in the bottle with preservative. In 37 samples, there was a reduction in the variety of colony types in
the conventional bottle and in 5 samples in the bottle with preservative.

In conclusion, the use of boric acid transport tubes allows better preservation of the microbiological
characteristics of urine, ensuring more reliable results and reducing the need for repeat collections due to

contamination, with significant clinical and laboratory benefits.

Keywords: Urine culture; Urinary tract infections; Boric acid; Urine transport medium; Sample

preservation
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Capitulo I: Estdgio

1. Caraterizacao do Local de Estagio

0 estdgio curricular inserido no 22 ano do Mestrado em Analises Clinicas e Satide Publica (ACSP) da
Escola Superior de Salde do Instituto Politécnico do Porto tem por objetivo consolidar conhecimentos
tedrico-praticos adquiridos no primeiro ano do mestrado e, consequentemente, o desenvolvimento de

competéncias em varias metodologias analiticas.

O Estdgio foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia do Servico de Patologia Clinica da CHUSJ, no

Porto, no periodo de outubro ajulho de 2025, no total de 450 horas.

0 Centro Hospitalar Universitario de Sao Joao configura-se como um dos principais hospitais do norte de
Portugal, atuando como centro polivalente de referéncia para o distrito do Porto. O Servico de Patologia
Clinica atua na area de Patologia Clinica e tem como objetivo contribuir para a prestacao de cuidados na
area da saude diferenciados, sendo constituido pelo Laboratdrio Central, Laboratdrio de Bioquimica,
Laboratdrio de Biopatologia, Laboratdrio de Hematologia, Laboratdrio de Imunologia e Laboratdrio de

Microbiologia.

O Laboratdrio de Microbiologia faz parte do servico de Patologia Clinica do CHUSJ e estd dividido em trés
grandes areas: entrada e processamento das amostras; identificacdo microbiana e testes de
suscetibilidade a antimicrobianos e, em uma sala separada, a drea onde é realizada a pesquisa de

Micobactérias.

1.1. Objetivos do Estdgio

Este Estagio teve como principal objetivo aprofundar conhecimentos e competéncias na area da
Microbiologia Clinica, e adquirir competéncias interpessoais através do acompanhamento da rotina
laboratorial de microbiologia, desde arececao das amostras e seu processamento, realizacao de exames
microbioldgicos de diversos produtos bioldgicos, interpretacao e valorizacao das culturas conforme o

produto e clinica do utente, realizacao de testes de identificacao e de suscetibilidade aos antimicrobianos.

2. Atividades Desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia Clinica
O Laboratério de Microbiologia Clinica desempenha um papel fundamental no diagndstico e
monitorizacao de doencas infeciosas. A seguir, sao descritas as principais atividades realizadas no

laboratdrio.
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2.1. Admissao de amostras bioldgicas

As amostras sao rececionadas no setor de entrada e processamento de amostras do Laboratério de
Microbiologia pelo técnico de cada servico. Sequidamente, sao registadas no sistema informatico
Clinidata por meio da leitura do cddigo de barras, para a impressao das etiquetas préprias ao servico,
podendo estas serem alteradas conforme necessdrio. As etiquetas sao coladas nos meios de cultura

correspondentes e acompanhadas do produto bioldgico respetivo.

Os meios de culturas etiquetados e produtos bioldgicos correspondentes sequem para a realizacao de
esfregacos para coloracao pela técnica de Gram, exame parasitoldgico, viroldgico e pesquisa de toxinas

nas fezes.

2.2.Realizacao do Exame Direto: Técnicas de coloracao

Foram realizados esfregacos de vdrios produtos bioldgicos e posterior coloracao pelo método de Gram.
Consiste numa técnica auxiliar destinada a visualizacao direta em microscépio 6tico daamostrabioldgica
disposta em camada nao espessa na lamina que é deixada para secar, para que apds ser corada pela

coloracao de Gram possa ser facilmente visualizada pelo médico. (1)

Por esta técnica, as bactérias sao divididas em dois grupos: Gram positivo e Gram negativo, tendo por
base a composicao da parede celular, conforme a Figura 1. As bactérias do tipo Gram positivo contém
uma camada espessa de peptidoglicano e acidos teicoicos que retém o corante cristal violeta, enquanto
que as bactérias Gram negativo possuem quantidade inferior de peptidoglicano e maior quantidade de

lipidos, possibilitando que o dlcool-acetona remova os lipideos e consequentemente o cristal violeta. (2)

% ", . -

i
.

TS

Bacterias Gram Positivas Bacterias Gram Negativas

Figura 1- Bactérias Gram positivo e Gram negativo (3)
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Neste processo, sao utilizados quatro reagentes sequencialmente: corante basico violeta cristal, Lugol

(solucao de iodo) que atua como um mordente, solucdo alcool-acetona que funciona como descorante

e, por fim, o corante Safranina que funciona como corante de contraste. (4)

Neste Laboratdrio a coloracao de Gram esta automatizada e € realizada no equipamento Previ® Color
Gram com capacidade até 30 laminas em simultaneo. A manutencao do equipamento é realizada

diariamente, onde os niveis dos reagentes sao verificados, e é efetuada uma limpeza com élcool 70%. (5)

2.3.Exame Cultural

A finalidade do exame cultural em microbiologia consiste em isolar e identificar microrganismos
presentes em produtos bioldgicos, como sangue, urina, secrecoes, fezes entre outros produtos.

Para o efeito, procede-se a sementeira dos produtos nos meios de cultura adequados, proporcionando

assim ambientes/nutrientes apropriados as necessidades nutricionais para o seu crescimento. (6)

2.3.1. Meios de Cultura
Os meios de cultura mais utilizados no LM podem ser classificados quanto ao seu estado fisico (liquido,
semi-sdlido ou sélido) e aos nutrientes contidos nos mesmos (seletivo, diferencial, enriquecimento). Os

diferentes tipos de meios e sua aplicabilidade estao melhor descritos no Anexo 1.

2.3.2. Técnicas de sementeiras

As técnicas de sementeira utilizadas variam consoante a finalidade e tipo de amostra a ser analisada,
sendo as mais usadas no LM as sementeiras quantitativas, por esgotamento, por rolamento e em toalha,
conforme expresso na Figura 2. (7) As descricdes de cada técnica podem ser melhor visualizadas no

anexo 2.

Figura 2 - Tipos de sementeira, da esquerda para a direita: quantitativa, por esgotamento, por rolamento e em toalha.
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2.4.Processamento de Produtos Bioldgicos
Os produtos bioldgicos recebidos no LM sao verificados ainda na triagem se estao em conformidade com

o pedido médico, assim como se foi colhido de forma apropriada e quantidade suficiente, uma vez que o

procedimento é padronizado conforme o produto em questao.

A inoculagao padrao vai do meio menos seletivo para o mais seletivo, e por ultimo o esfregaco do exame

cultural quando se utilizar a mesma ansa, ja que as laminas nao sao estéreis.

2.4.1. Urinas

As infecdes bacterianas mais frequentemente diagnosticadas sao as infecdes do trato urinario (ITU). O
diagndstico é realizado através da cultura da urina colhida apds assepsia e retencao urindria por jato
médio. As bactérias mais comumente associadas as ITU incluem a Escherichia Coli, Saphylococcus spp,

Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniaie, Enterococcus spp e Pseudomonas aeruginosa. (6)

Embora a colheita da urina por mic¢cao seja a mais comum, em doentes acamados ou impossibilitados de
alguma forma, a urina pode ser obtida por algaliacao, ureostromia, nefrostomia e puncao vesical ou

suprapubica.

A sementeira adequada para este produto €, geralmente, quantitativa, utilizando ansa calibrada de 1uL
em agar CLED, podendo também ser realizada em agar GS com ansa de 10pL, por esgotamento. Caso
exista suspeita clinica de infecao fungica, acrescenta-se o meio SB semeado sequndo 0s mesmos

critérios do agar CLED. (7)

Todos os meios de cultura inoculados com urina sao incubados em estufa para posterior avaliacao do
crescimento microbiano. O meio de cultura CLED é incubado em estufa com atmosfera de oxigénio (0,)
a 352C+2 9C, enquanto que o meio de cultura GS é incubado em estufa a 35 2C+2 2C com didxido de

carbono (CO,). Jd 0 meio SB é incubado a 252C+2 °C.

24.2. Fezes
As amostras de fezes sao amplamente utilizadas no diagndstico de infecdes do trato gastrointestinal,
geralmente causadas por Campylobacter spp. Salmonella spp. Shigella spp. Escherichia Colj

Clostridium perfringens e Clostridium difficile. Contudo, devido a elevada diversidade microbiana



presente neste tipo de amostras, a utilizacao de meios de cultura seletivos é fundamental paraisolar o
agente etioldgico. (6)

As amostras chegam ao LM a em meio de transporte Cary-Blair modificado, que proporciona melhor
tamponamento e conservacao das espécies entéricas. Este meio inibe o crescimento exacerbado de
Enterobacteriaceae e permite a preservacao de agentes patogénicos como Shigella spp. e Salmonella

spp. e Vibrio spp., favorecendo a estabilidade microbioldgica durante o transporte.

O procedimento de sementeira inicia-se com a homogeneizacao do produto contido no meio de
transporte ETM. Seguidamente, sao dispersas 2 a 3 gotas da amostra com o auxilio de uma pipeta
Pasteur estéril e realiza-se a sementeira por esgotamento com a ansa de 10puL nos meios MKC e SS, que
saoincubados em estufa a 35 2C+2 2C. Quando semeado o meio CAM (paraisolamento de Campylobacter
spp.), a incubacao deve ocorrer em atmosfera microaerofilica, em jarra, na estufa a 35 °C+2 °C. Os
restantes meios seletivos sao incubados em estufa com atmosfera enriquecida com CO,. Quando é
solicitada a pesquisa de Yersinia spp., sdo semeados dois meios YER, sendo um incubado a 37°C (a
35°C+2 °(C) e 0 outro a temperatura ambiente. No caso de estudo micoldgico, se solicitado, ¢ semeado em

SB com ansa de 10uL, por esgotamento, sequida de incubacao a 25°C+2 °C.

a) Pesquisa de toxinas

Quando é solicitada a pesquisa de Clostridium spp., o procedimento tem inicio no LM, onde se prepara
num tubo tipo Eppendorf, a misturade 2mL do reagente VIDAS® CDAB a qual se adiciona com o auxilio
de uma ansa, uma pequena quantidade da amostra fecal. Apds a homogeneizacao, a amostra €

encaminhada para o Laboratdrio de Imunologia para analise.

b) Pesquisa de adenovirus e Rotavirus

A pesquisa de Adenovirus é realizada quando ha suspeita de enterite viral em crian¢as comidade inferior
a2 anos. Ja a pesquisa de Rotavirus é indicada em casos de suspeita de gastroenterite viral em criancas
até 5 anos de idade. O exame consiste num teste imunocromatogrdfico. O kit comercial utilizadono LM é

o Combi-Strip ®, que permite a detecao de antigenios virais na amostra de fezes.

Pararealizar o teste adicionou-se 14 gotas da solu¢ao tampao a um tubo previamente identificado. Com
0 auxilio de uma ansa calibrada de 10uL adiciona-se uma pequena porcao da amostra fecal ao tubo. A

mistura é homogeneizada e a tira-reagente é emergida na solucao, durante 10 minutos. A leitura do
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resultado baseia-se na presenca/auséncia de linhas de reacao que indicam a positividade para cada um

dos virus testados, conforme pode ser observado na figura 3. (8)

Combi-Strip

=
Dilution
buffer

Results

Adeno Rota Negative
Positive Positive

\ 1 "_‘ i1
@) m= Control line ‘i-l Control line i

Testline
10 minutes W= Testline

L
i |

Figura 3 - Procedimento do kit Combi-Strip (8)

Sample -

=

a) Exame Parasitoldgico

Com as amostras que deram entrada no setor no dia anterior e com auxilio darespetiva folha de trabalho,
no inicio de cada amanha procedeu-se a realizacao do exame parasitoldgico através do método de

concentracdo por sedimentacao.

Inicialmente, num tubo identificado é adicionado 10mL de formol a 10% ao qual se junta uma pequena
quantidade de amostra fecal com auxilio de uma ansa estéril. A mistura é homogeneizada e deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds esse periodo, a suspensao é filtrada com
gaze, utilizando um funil e transferida para outro tubo. Em seguida, adicionou-se NaCl até perfazer um
volume total de 15mL e a amostra é centrifugada a 500 rpm por 10 minutos. Depois, o sobrenadante é

cuidadosamente decantado, deixando aproximadamente 2 mL de sedimento.

Este processo é repetido - com nova adicao de NaCl e centrifugacgao - até que o sobrenadante obtido se
apresente translicido. Para finalizar, acrescenta-se 4mL de éter etilico a suspensao, que é novamente

centrifugada e, por fim, procede-se a decantacao do sobrenadante contendo o éter.

Concluido o processo de concentracao, realiza-se o esfregaco do sedimento para pesquisa de
Cryptosporidium spp., utilizando a coloracao de kinyoun modificada para posterior visualizagao

microscépica pelo médico.
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2.4.3. Hemoculturas
As hemoculturas sao solicitadas pelo médico quando ha suspeita de bacteremia ou septicemia (6). Apés
serem colhidas sao colocadas no equipamento BD BACTEC FX (Figura 4), localizado no Laboratdrio
Central situado em outro piso. Os equipamentos sao verificados a cada hora e as garrafas de hemocultura

positivas sao imediatamente encaminhadas para o Laboratdrio de Microbiologia, tendo prioridade no

processamento de sementeira.

O processo decorre inicialmente com o uso dos frascos de hemocultura conforme a figura 5, onde os
principais frascos utilizados correspondem ao da garrafa com a etiqueta azul que é usada para pesquisa
de bactérias aerdbias e a da etiqueta roxa para anaerdbios. Estas sao incubadas no BD BACTEC™FX que,
através da detecao de fluorescéncia, determina se a amostra € positiva ou nao. As amostras positivas
sao levadas imediatamente ao LM paraidentificacao. O primeiro passo consiste em desinfetar atampae
agitar a garrafa, a sequir insere-se a agulha de transferéncia e pinga-se duas gotas no meio GS para
realizar a sementeira e uma gota na lamina para o esfregaco. A placa segue para incubacao a 35 2C+2
por 24h.

Figura 4- Equipamento BD BACTEC™ FX Figura 5- Frascos de Hemocultura
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2.4.4. Zaragatoas
As zaragatoas recebidas no LM sao provenientes predominantemente de exsudado nasal, vaginal, retal,
endocervical e purulento. O processamento inicia-se pelo rolamento da zaragatoa no meio apropriado,
seguido da sementeira por esgotamento. Para o efeito, cada tipo de amostra requer meios de cultura
especificos, de acordo com o agente microbiano suspeito, garantindo a correta identificacao eisolamento
do agente:

a) Exsudado nasal: utilizado para pesquisa de Staphylococcus aureus meticilino-resistente,

semeado nos meios GS e MSA.

b) Exsudado vaginal: destinado a pesquisa de Streptococcus do grupo B (S. agalactiae), semeado no

meio Granada.

c) Exsudado retal: semeado nos meios CARB/OXA e MacConkey, indicado para pacientes com

resultado positivo para Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase.

d) Exsudado endocervical: semeado nos meios GS e GC, acompanhado da preparacao de lamina

para exame microscaopico.

e) Exsudado purulento: semeado nos meios GS, MacConkey e MAS.

2.4.5. Secrecoes bronquicas

O exame de secre¢oes bronquicas € solicitado quando ha suspeita de infecao do trato respiratario,
causada principalmente por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus Influenzae, Klebsiella
pneumoniae, e outras bactérias Gram negativo nao fermentadoras.

A colheita deve ser feita, preferencialmente de escarro sem saliva. Contudo, quando a secrecao nao é
homogénea, deve-se selecionar a por¢ao com maior quantidade de secrecao e presenca de sangue. A
sementeira é realizada por esgotamento nos meios de cultura GS, GC e MacConkey, com ansa de 10pL,
acrescido de um esfregaco para ser corada pelo método de Gram. Quando solicitado, semeia-se também
em MSA (fibrose quistica), SB (pesquisa micoldgica), BCYE e GVPC (Legionella spp). As placas semeadas
sao incubadas em estufa com atmosfera capnofilica a 35 2C+2 2C com excecao do meio SB, que deve ser

ac25eC+2C

No caso dos Lavados bronquicos e alveolares, os meios de cultura utilizados, 0os microrganismos alvo e
as indicacoes clinicas sao os mesmos das secrecoes brénquicas. A diferenca consiste no método de

sementeira que, neste caso, é quantitativo.
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2.4.6. Liquido Cefalorraquidiano

O Liquido Cefalorraquidiano (LCR) é um fluido estéril do sistema nervoso central, de elevada relevancia
clinica no diagndstico de meningite, principalmente causada por Neisseria meningitidis e Streptococcus
pneumoniae (6). O protocolo laboratorial requer um volume minimo de 5mL de LCR, o qual deve ser
centrifugado a 2500 rpm durante 15 minutos, com o objetivo de obter um concentrado de

aproximadamente 3 mL para aumentar a sensibilidade da analise.

Para o exame cultural, sao utilizados o caldo BHI e os meios sélidos GS e GC, nos quais a sementeira é
realizada por esgotamento com ansa de 10puL. Através de uma pipeta de Pasteur estéril,inoculam-se em
média 2 gotas do concentrado em cada placa e deposita-se uma gota numa lamina, que nao deve ser
espalhada, destinada a coloracao de Gram. Apds a sementeira, as placas devem ser incubadas com a
tampa voltada para cima, para permitir a secagem adequada do indculo. Os meios sélidos sequem as
condicdes de incubacao especificas do protocolo implementado (Anexo 1), enquanto o BHI é incubado em

estufa a 35 2C+2 °C em atmosfera enriquecida em oxigénio.

2.4.7. Liquidos bioldgicos
Os liquidos bioldgicos mais frequentemente recebidos no LM incluem o liquido pleural, liquido ascitico e

liquido pericdrdico. Ocasionalmente, € também recebido liquido articular.

Entre os microrganismos patogénicos mais frequentemente isolados nestas amostras destacam-se
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus (liquido pleural e ascitico), bem como

Staphylococcus aureus (liquido pericardico).

O processamento laboratorial segue protocolo semelhante ao utilizado para o LCR, iniciando-se com a
centrifugacao da amostra, de forma a obter um concentrado de aproximadamente 3mL. O meio liquido
utilizado é o Tioglicolato (inoculagao de aprox. 1mL), enquanto os meios sdlidos sao GS e MacConkey,
cuja sementeira é realizada por esgotamento com ansa de 10uL. No caso especifico do liquido articular,

a sementeira deve ser realizada em meio GC, tambhém por esgotamento com ansa de 10 pL.

Apds a sementeira, as placas devem permanecer com a tampa voltada para cima, permitindo a secagem

adequada do indculo. Por fim, prepara-se um esfregaco para coloragao de Gram.
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2.4.8. Cateter
Quando ha suspeita de infecao relacionada com cateter, é enviada ao LM a ponta do dispositivo para

diagndstico. Quando o tamanho deste é superior ao diametro da placa, deve ser cortado em placa de petri

estéril com o auxilio de um bisturi e uma ansa para dar suporte ao corte.

A sementeira (Anexo 2) é realizada por rolamento no meio GS, sendo posteriormente incubada em estufa

a 35 2C+2 °C, em atmosfera enriquecida em oxigénio.

2.4.9. Outros Produtos

2491 Fragmento de tecido
Os fragmentos de tecido, materiais de bidpsia ou valvulas cardiacas (p.ex. vdlvula mitral) devem ser
transferidos para o meio liquido Tioglicolato, quando o tamanho assim o permitir. Caso contrdrio, o

tioglicolato deve ser vertido diretamente no frasco de origem até cobrir completamente o fragmento.

Para exame micoldgico, procede-se adicionalmente a sementeira em caldo BHI. Apds a inoculagao, as

amostras sao incubadas em estufa a 35 2C+2 2C em atmosfera com oxigénio.

2.4.9.2. Pus
Este produto é inoculado no meio liquido tioglicolato, e semeado nos meios GS e MSA por esgotamento

comuma ansa de 10 pL. Em sequida, prepara-se um esfregaco para coloracao de Gram.

2.4.93. Leite materno

O leite materno proveniente do banco de leite pode ser recebido em duas condicbes: antes da
pasteurizacao e apds a pasteurizacao. O principal objetivo desta analise é a detecao de microrganismos
patogénicos ou contaminantes que possam comprometer a seguranc¢a alimentar e clinica do leite
humano doado. No caso do leite pré-pasteurizado, procede-se a sementeira quantitativa nos meios GC,
MSA e MCK com ansa de 1pL. No leite pds-pasteurizado, a metodologia difere na adicao de 100pL do

leite em cada meio de cultura com o auxilio de uma pipeta estéril.
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2494. Placenta e liquido amnidtico:

As amostras de placenta e de liquido amnidtico sao analisadas com o intuito de identificar potenciais
agentesinfecciosos associados ainfecoes congénitas e complicacoes obstétricas. Estas amostra devem
ser divididas para que sejam semeados nos diferentes meios: caldo BHI (Incubado a 4 2C), caldo
tioglicolato, e 2 placas GS. Esta Ultimas, sao incubadas em diferentes temperatura: umaa42Ceoutraa

37 9C. A sementeira é efetuada por esgotamento com ansa de 10pL.

Considerando a diversidade de produtos bioldgicos recebidos neste laboratdrio, optou-se por apresentar
uma visao sistematizada e comparativa dos principais protocolos laboratoriais, associados as diferentes
amostras (Tabela 1). Cada tipo de amostra apresenta particularidades quanto aos microrganismos
patogénicos mais frequentemente implicados, meios de cultura indicados, métodos de sementeira e

condicOes de incubacao necessarias para maximizar a recuperacao bacteriana.

Tabela 1: Resumo dos principais produtos bioldgicos analisados no LM e processamento laboratorial associado

Produto biolégico  Microrganismos mais  Meios de Método de sementeira Condicoes de
frequentes cultura incubacao
Hemocultura Bactérias patogénicas Meio GS Esgotamento com ansa Estufaa352C+2
sistémicas (S. aureus, E. de10 uL 2C em atmosfera
coli, Enterococcus spp.) enriquecida em CO,
Zaragatoas (nasal, S.aureus MRSA, GS, MSA, Rolamento + 35°C+2°C,
vaginal, retal, Streptococcus agalactiae, = Granada, esgotamento condicoes
endocervical, K. pneumoniae KPC, CARB/OXA, especificas por
purulenta) N(:Z‘ISSEI’IB gonorrhgeae, MacConkey, meio
microrganismos diversos = GC, MAS
Secrecoes S. pneumoniae, H. GS, GC, Esgotamento com ansa Capnofilica,35°C +
brénquicas influenzae, K. MacConkey + de10 pL 29, SBa25+2
pneumoniae, Gram MSA, SB, oC
negativo nao BCYE, GVPC
fermentadores
Lavado Idénticos as secrecoes GS, GC, Quantitativo com ansa Idéntico as
brﬁnquico/alveolar brénquicas MacConkey + de10 pL secrecoes
meios brénquicas
adicionais
L|'quido N. meningitidis, S. BHI, GS, GC Esgotamento com ansa BHI em estufa com
cefalorraquidiano pneumoniae de 10 pL; inoculacdo com  oxigénioa35°2C+2
(LCR) pipeta Pasteur 9C; meios sdlidos
segundo protocolo
L|'quidos biolégicos S. pneumoniae, S. aureus | Tioglicolato, Esgotamento com ansa 352C+2% em
(pleural, ascitico, GS, de10 uL;~1mL no atmosfera com
pericardico, MacConkey, Tioglicolato oxigénio
articular) GC_“"q”ido
articular)
Leite materno Microrganismos GC,MSA, Quantitativocomansade @ 35°C+2°C
(pré-pasteurizado) patogénicos e MacConkey TupL

contaminantes

"
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Leite materno Idénticos ao pré- GC,MSA, Inoculagao de 100 pL com | 35°eC+22°C
(pds-pasteurizado) ~Ppasteurizado MacConkey pipeta estéril
Placenta e liquido Agentes infecciosos BHI, Esgotamento com ansa BHI e GS incubados
amniodtico congénitos Tioglicolato, de10 pL a4°C; GStambém
GS a 37 °C; Tioglicolato
a35°Cz+2°C
Cateter (ponta) Microrganismos GS Rolamento da ponta 35¢2Ct2%em
associados a infecoes atmosfera com
relacionadas com cateter oxigénio
Fragmentos de Microrganismos Tioglicolato + Fragmento diretamente 352C+2°%Cem
tecido / bidpsia / associados ainfecoes BHI (micologia) = em Tioglicolato ou vertido = atmosfera com
valvula cardiaca teciduais no frasco de origem oxigénio
Pus Bactérias piégenas (S. Tioglicolato, Esgotamento com ansa 352C+2°C
aureus, estreptococos GS,MSA de 10 pL + esfregaco para
beta-hemoliticos) Gram
2.49.5. Microrganismos anaerdbios

As amostras sao recebhidas em meio de transporte apropriado (Port-F, Becton Dickinson) ou em seringas
que nao contenham bolhas, para que nao interfirano resultado esperado. As amostras sao semeadas nos
meios solidos SCS e SNVS e no caldo Schaedler + vit. K3 e é realizado ainda um esfregaco a ser corado
pela técnica de Gram. Caso seja detetado a presenca de bolhas na amostra, semeia-se apenas no caldo
Schaedler + vit. K3. Os meios semeados vao para a jarra de anaerobiose, que contém um indicador de
anaerobiose e |a permanecem por 3 dias. No fim do periodo indicado as amostras sao avaliadas tendo
em consideracao a coloracao apresentada pelo indicador de anaerobiose. Se este estiver branco entao
as condicoes de anaerobiose foram mantidas dentro da jarra. Se estiver azul, o processo deve ser

repetido, uma vez que € indicativo de presenca de oxigénio.

3. Area 2: Identificacdo microbiana e testes de suscetibilidade

Nesta drea sao realizados os testes de identificacao microbiana e a determinacao da suscetibilidade aos
antimicrobianos por meio de métodos manuais e automatizados. Em sequéncia a incubacao, é realizada
a avaliacao das placas pela equipe médica, onde nos casos em que ha crescimento bacteriano pode ser

solicitado diretamente a identificacao bacteriana no MALDI TOF ou uma repicagem.

3.1. Culturas
3.1.1. Culturas de urina: critérios de avaliacao
As culturas de urina sao avaliadas diariamente quanto ao crescimento bacteriano, considerando o tempo

de incubacao, a presenca de crescimento pela manha conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - Interpretacao das culturas de urina

Tempo de incubacao Crescimento Decisao
Sem crescimento Manter incubagao por mais 24 h

24 horas Cultura mista Manter incubacao por mais 24 h
<10* UFC/mL Manter incubacao por mais 24 h
>105 UFC/mL Identificacao e TSA
Sem crescimento Resultado negativo

48 horas Cultura mista Encaminhar para avaliacao médica
<10* UFC/mL Encaminhar para avaliagao médica
>10° UFC/mL Identificacdo e TSA

3.1.2. Culturas Micoldgicas

Na rotina da manha é realizada a analise das placas micoldgicas que foram semeadas no dia anterior.
Para isso, é impressa uma lista de trabalho para confirmacao de que todas da lista foram semeadas e
seguiram para a estufa. As placas que apresentarem crescimento seguem para avaliacao pela equipa
médica. Caso nao haja crescimento depois do tempo necessario de 7 dias em estufa, o resultado é dado

como negativo.

3.1.3. Culturas de rastreios

No inicio de cada manha, entre os varios procedimentos de rotina do LM, encontram-se as placas de
rastreio para avaliar o crescimento microbiano e, fundamentais para a detecdao precoce de
microrganismos com elevado impacto clinico. Dos quais se destacam o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina(MRSA) - um dos principais agentes de infecdes associadas a cuidados de satide
- e 0 Streptococcus agalactiae, cujo rastreio é essencial na protecao da saude materno-fetal.

a) Rastreio de MRSA

As amostras recebidas para rastreio de MRSA em zaragatoas nasais sao semeadas no meio MSA. A
utilizacao deste meio permite a diferenciacao baseada na fermentacao da manitol, apresentando
coloracao amarelada em casos positivos. As coldnias suspeitas sequem para identificacao no Maldi-

TOF.

b) Rastreio de Streptococcus agalactiae

O rastreio deste microrganismo em gestantes, entre as 35-37 semanas de gestacao, é recomendado
devido a associacao com infecdes neonatais graves (sépsis e meningite). A amostra — zaragatoa vaginal
— é semeada em meio Granada (altamente especifico), apresentando coloragao alaranjada caracteristica

em culturas positivas.

13
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3.1.4. Subculturas

As subculturas podem ser realizadas a partir de meios liquidos ou e meios sélidos de acordo com a

natureza da amostra e o objetivo do ensaio, conforme a seguir se descreve.

a) Subculturas em meio liquido
Na inicio da rotina didria, procede-se a subcultura a partir dos meios liquidos, por forma a favorecer o
crescimento de microrganismo isoladas e posterior identificacdo. Em todos os casos a sementeira faz-
se por esgotamento com ansade 10uL. O procedimento varia consoante o meio semeado como expresso

na Tabela 3.

Tabela 3: Subculturas a partir de meios liquidos

Meio de origem Procedimento de subcultura Observacaes adicionais
Tioglicolato Agar GS ap6s 48 horas de Preparacao de lamina para coloracao de Gram
incubacao
Selenito Agar SS apés 24 horas de -
incubacao
Caldo BHI (LCR) Agar GS ap6s 24 horas de Se nao for LCR: incubar 5 dias antes da
incubacao subcultura. Amniético e placenta: incubar a 4 °C.

Preparar Esfregaco para coloracao de Gram

Caldo Schaedler + Vitamina  AgarSCS,SNVSe GSapésSdias  Preparacéo de lamina para coloracao de Gram
K3 (anaercbios) de incubacao

b) Em meio sélido

As placas em meio sélido sao avaliadas ao fim de 24h de incubacao pela equipa médica. Quando
solicitado, faz-se arepicagem de uma coldnia suspeita para um novo meio sélido com o objetivo de obter
crescimento isolado. Para isso, realiza-se a sementeira por esgotamento com ansa de 1uL a partir da

coldnia alvo.

3.2. Identificacao microbiana
Apds a obtencao de coldnias isoladas, inicia-se o processo de identificacao microbiana - etapa critica

para a caracterizacdo precisa do microrganismo em estudo.

14



P.PORTO
3.21. Vitek® MS PRIME

0 equipamento Vitek® MS PRIME (Figura 6) é amplamente

utilizado na rotina do LM por permitir identificar rapidamente

e de forma precisa os microrganismos ao nivel de familia,

género e espécie através da tecnologia MALDI-TOF (Matrix

Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-flight). (8)

Na pratica laboratorial, o procedimento consiste em:

1. Depositar,em cada poco do Vitek® MS-DS target
slide, uma pequena porc¢ao da coldnia a identificar.

2. Adicionar 1uL da matriz. Figura 6- Equipamento Vitek® MS PRIME (8)
3. Nocaso de coldnias fungicas, acrescenta-se ainda 0,5 pL de acido férmico antes da matriz.

Cada slide comporta até 16 amostras (uma em cada poco), sendo obrigatéria em cada ensaio ainclusao
do controlo de qualidade: depositar no poco central uma estirpe conhecida de E.coli. Caso esta etapa seja

ignorada, o equipamento nao prossegue com a identificacao.

Nos casos em que a identificagao do microrganismo ndo é conclusiva no Vitek® MS PRIME, a amostra

segue para analise complementar no Vitek®2.

3.2.2. Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA)

O Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA) é um passo essencial na rotina microbioldgica,
permitindo verificar se os microrganismos apresentam suscetibilidade ou resisténcia aos antibidticos.
No laboratdrio, este ensaio € realizado de forma automatizada, através do Vitek®2. Sempre que
necessario, podem ser realizados por metodologias manuais, recorrendo aos métodos Kirby Bauer, E-

Test e a prova de sensibilidade a colistina.

3.2.3. Vitek®2
0 Vitek®2 (Figura 7) constitui a primeira opcao para realizacao de TSA pela sua rapidez e precisdo. O
procedimento consiste em:
1. Preparar em um tubo de ensaio esterilizado, uma suspensao bacteriana em solucao saling,
ajustadaentre 0,55 a 0,65 na escalade McFarland. No caso das amostras fungicas, o ajuste deve

serde1,8a2,5 McFarland.
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2. Colocar a suspensao na primeira posicdo da cassete e na sequnda um tubo vazio.

3. Nocompartimento posterior da cassete inserir as cartas AST (antimicrobial susceptibility testing)
para bactérias ou YST para fungos, conforme a microrganismo identificado, na posicao dois, com

a haste metdlica inserida no tubo vazio. (6,9)

_—

e

Figura 7 - Equipamento Vitek®2 (9) Figura 8 - Cards e Rack para Vitek®2 (9)

O sistema regista automaticamente as amostras e processa os resultados. A cassete (Figura 8) pode ser

colocada no equipamento mesmo que ndo esteja completa.

0 equipamento utiliza colorimetria para calcular a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), fornecendo um

perfil detalhado de resisténcia ou sensibilidade.

3.2.4. TSA manual

Em casos especificos, ou quando solicitado pelo médico, recorre-se aos métodos manuais.

Os principais métodos utilizados sao o Kirby Bauer e o E-Test. Também realiza-se a prova de
suscetibilidade a colistina quando solicitado. Os meios utilizados sao o0 MHE ou o MHF, conforme as

necessidades nutricionais do microrganismo em estudo.

3.2.5. Método Kirby Bauer
Este método é também conhecido por método de difusao em placa e consiste no uso de discos de papel
impregnados com antibidticos de concentracao conhecida em placa semeada com o microrganismo em

estudo. O procedimento é realizado no periodo da tarde e consiste em:
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1. Fazeruma suspensao da coldnia 0,5 na escala de McFarland em uma solucao salina.

2. Prepararainoculacao da suspensao na placa pela sementeira em toalha.

3. Depositar a suspensao, com auxilio de uma pinga estéril, os quatro discos ou 2 E-Testes
invertidos por placa com distancia suficiente para que nao haja sobreposicao dos halos.

4. Incubar durante a noite.
5. Enviar para avaliagao médica no dia seguinte.

Os discos e e-testes utilizados sao predefinidos pela EUCAST conforme o microrganismo em estudo e
nao é possivel a determinacao da CMI por esse método, sendo qualitativo, onde é medido o halo de
inibicao formado ao redor de cada disco e quanto maior o halo formado, maior a sensibilidade a esse

antimicrobiano. (6,10)

3.2.6. Método E-Test
A técnica é semelhante ao método Kirby Bauer, mas com recurso a fitas impregnadas com gradiente de
antibidtico. Permite determinar quantitativamente a CMI através da observacao do halo de crescimento

em forma de gota.

3.2.7. Prova se sensibilidade a Colistina
Esta prova é realizada a pedido médico quando o microrganismo apresenta resisténcia a varios
antimicrobianos. O procedimento é constituido pelos sequintes passos:

1. Fazeruma suspensao a 0.5 na escala McFarland em solucdo salina.
2. Transferir 50puL da suspensao para o meio Mueller Hinton e agitar no vortex.

3. Fazer a microdiluicao na placa prépria que contém 12 pocos com quantidades crescentes do
antimicrobiano, em cada poco é acrescido 100 pL da solucao.

4. Incubar aplaca em atmosfera umida por 18 horas.
5. Enviar para avaliacao médica.

O objetivo consiste em verificar o crescimento bacteriano nas diferentes concentracées da colistina nos
pocos, com o intuito de determinar a concentracao minima necessdria para inibicao do crescimento do

microrganismo alvo no primeiro po¢o que nao apresentar crescimento.

A Tabela 4 apresenta uma comparacao entre os principais métodos de TSA, destacando as suas

caracteristicas, vantagens e limitagoes.
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Tabela 4: Comparacao dos métodos de TSA

Método

Vitek®2

Kirby Bauer

E-Test

Colistina

Principio

Automatizado, leitura
colorimétrica

Difusao em disco

Difusao em fita com
gradiente

Microdiluicao em placa

Resultado

CIM + perfil de resisténcia
completo

Halos de inibicao
(qualitativo)

CIM quantitativa

CIM da colistina

P.PORTO

Vantagens

Rapido, preciso, alta
capacidade

Simples, padronizado
(EUCAST)

Facil leitura, CIM
disponivel

Alta precisao para

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Limitacoes
Custo elevado,
depende das cartas
Nao calcula CIM

Mais caro que discos

Usado apenas em

3.2.8. Testes complementares

multirresist.

casos especificos

Na rotina laboratorial, existem ensaios adicionais que apesar de serem de simples execucao, sao

fundamentais para a confirmacao e diferenciacao de microrganismos. Estes podem ser melhor

ohservados na Tabela 5.

Tabela 5 — Testes Complementares em Microbiologia

Teste
Pesquisa de
Carbapenemases
(O.KN.V.L
RESIST-5)

Suscetibilidade a
Optoquina

Prova de Catalase

Prova de Oxidase

Provade
Coagulase

Amostra /

Microrganismo Alvo
Exsudado retal; detecao
de carbapenemases
(OXA-48,KPC, VIM,
NDM, IMP)
Suspeita de
Streptococcus
pneumoniae (coldnia o-
hemolitica)
Cocos Gram positivos

Bacilos Gram negativos

Suspeita de
Staphylococcus aureus

Principio do Método

Teste rapido
imunocromatografico

Disco de optoquina em meio
GS;incubacao a37°Cem
atmosfera capnofilica

Coldnia + perdxido de
hidrogénio a 3% em lamina

Coldnia + reagente
paradimetilfenildiamina em
papelfiltro

Coldnia em contacto com
plasma - acao da coagulase

Interpretacao do Resultado

Linha vermelha - positivo;
linha de controlo - validacao
do ensaio

Halo = 14 mm - positivo para
S. pneumoniae

Efervescéncia - catalase
positiva (Staphylococcus);
auséncia - catalase negativa
(Streptococcus,
Enterococcus)

Coloracao purpura - oxidase
positiva (Pseudomonas); sem
alteracao — oxidase negativa
(Enterobactérias)

Formacao de codgulo -
positivo para S. aureus
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4. Area 3: Micobactérias

As micobactérias do género Mycobacterium apresentam-se como bacilos dlcool-acidoresistentes.
Apesar de serem classificadas como Gram positivo, nao se coram pela coloracao de Gram devido a
resisténcia a solucoes alcool-dcidas, atribuivel a sua parede celular rica em acidos micdlicos. Sao
bactérias aerdbias estritas, de crescimento fastidioso, e incluem espécies estritamente patogénicas,
como Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium ulcerans e Mycobacterium

bovis.

4.1.Tipos de amostras
As amostras com suspeita de Infeccao por micobactérias que dao entrada no LM podem ser divididas

em dois tipos:

e Amostras nao estéreis, frequentemente contaminadas por flora de rdpido crescimento:
expectoracao, lavados gastricos, urina, fezes, aspirados e lavados bronquicos e

broncoalveolares, bidpsias, pele, entre outras.

e Amostras estéreis: sangue, fluidos corporais e medula dssea.

Para cada admissao sao impressas listas de trabalho, verificando-se todas as amostras que deram
entrada no dia anterior e o volume das amostras para posterior processamento. Incluindo digestao,

descontaminacao e concentracao.

42. Descontaminagao e concentracao

A descontaminacao tem como finalidade preservar as micobactérias ao impedir que as bactérias da flora
normal existente na amostra crescam de forma célere, uma vez que as micobactérias sao fastidiosas. As
amostras estéreis, como o LCR, nao necessitam desta etapa e podem ser semeadas diretamente em GS
no dia em que sao rececionadas, e se no dia posterior continuarem estéreis no momento da

descontaminacao de rotina.

0 processo de descontaminacao utiliza-se o kit BD BBL Mycoprep, que contém uma solucao de N-acetil-
L-cisteina-Hidréxido de sédio (NALC-NaOH), onde o NaOH age como descontaminante e o NALC como

agente mucolitico para que as micobactérias possam ser libertadas do muco ao fluidificar a amostra.
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Na camara de fluxo laminar, 5 mL da amostra é transferido para um tubo de 50 mL de capacidade , é
acrescentado a esta a solucao de descontaminacao (MycoPrep) em igual medida. Caso a amostra tenha
volume superior a 10 mL, deve-se realizar centrifugacdo para concentracao da amostra. No caso de
amostras de fezes, deve-se suspender1g de fezes em 5 mL do meio 7H9 e agitar no vértex por segundos
antes de seguir para a descontaminacao. As misturas devem ser agitadas durante 15 minutos. O passo
seguinte consiste em interromper a descontaminagao apés 15 minutos do inicio da reacao, onde é
adicionado uma solucao tampao de fosfato até perfazer o volume de 50 mL. Em sequida as amostras
sao centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 02C e depois decantadas cuidadosamente todo o

sobrenadante. Para ressuspender o sedimento, adicionou-se entao 1 mL de tampao.

4.3. Inoculacdao em meios de cultura

Para ainoculagao de amostras nos meios de cultura deve-se adicionar, de forma asséptica a cada tubo
BBL MGIT 0,8 mL de PANTA (mistura de antimicrobianos para inibicdo do crescimento de outros
microrganismos, e promover o crescimento das micobactérias. Posteriormente é adicionado 0,5 mL da

suspensao da amostra concentrada apds a descontaminacao.

Caso a amostra seja proveniente de colheita invasiva como hidpsia, LCR, liquidos corporais, lavados
brénquicos e broncoalveolares, deve-se inocular também um meio sdlido de LWJ. Caso seja uma
amostra de hidpsia de pele, deve-se inocular os tubos em duplicado e colocar um MGIT eum LWJ emuma

estufaa25°C.

Em sequida, os tubos MGIT que contém um composto fluorescente sensivel a presenca de oxigénio, sao
inseridos no equipamento BD BACTEC™ MGIT 9S00™, onde permanece em incubacao por 42 dias. A

leitura é feita automaticamente a cada 60 minutos, onde é emitido um alerta caso aamostra seja positiva.

4.4. Preparacao de laminas para exame direto
Para cada amostra devem ser realizados dois esfregacos em lamina para exame direto que devem ser

fixadas dentro camara de fluxo e coradas conforme a técnica necessaria:

1. Coloracao Auramina — detecao de bacilos dlcool-acido resistentes por fluorescéncia. Leitura
realizada pela médica.
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2. Coloracao Kinyoun - mais especifica que a Auramina, porém menos sensivel; realizada caso a
amostra ou a lamina Auramina seja positiva.

Na suspeita de M. tuberculosis: realizar teste imunocromatogrdfico, que se for positivo, proceder ao

antibiograma com estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida.

A primeiralaminarecebe a coloragao Auramina que tem a finalidade de detetar, através da fluorescéncia,
os bacilos que sao alcool-acido resistentes. A leitura das laminas é feita pela médica. Caso a amostra
inoculada no meio MGIT ou a lamina corada por Auramina configurem-se como positivos, é feita a
coloracao de Kinyoun na outra lamina, sendo esta mais especifica que a Auramina, porém menos
sensivel. Caso haja suspeita de Mycobacterium tuberculosis, faz-se um teste imunocromatografico.
Caso seja positivo, faz-se o antibiograma com estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol e

pirazinamida.

5. Controlo de Qualidade
No LM é realizado o controlo de qualidade interno e externo para assegurar a fiabilidade dos resultados

e subsequentemente do diagndstico.

No controlo interno, sao utilizadas estirpes de referéncia ATCC, testadas como as amostras em estudo.
Esta pratica permite confirmar que as metodologias e equipamentos utilizados estao a funcionar

corretamente e produzem resultados consistentes.

Quanto ao controlo de qualidade, realiza-se o programa NEQAS (National External Quality Assessment
Service), em que mensalmente os laboratdrios participantes recebem as amostras padronizadas para

serem analisadas e comparadas interlaboratorialmente. (12,13)

6. Biosseguranca

A biosseguranca é essencial para prevenir, minimizar e até mesmo eliminar riscos associados ao
manuseamento de produtos biolégicos no LM. Neste sequimento, estao implementadas as boas praticas
laboratoriais a sequir destacadas:

e Utilizacao correta e adequada de EPI’s;
e Desinfeccao regular das bancadas de trabalho;

e Higienizacao correta das maos;
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e Processamento das amostras bioldgicas dentro de camaras de fluxo laminar, as quais seguem
um cronograma obrigatdrio de desinfecao duas vezes por dia. (14)
Relativamente a gestao de residuos, estes sao devidamente separados conforme a classificagao em
grupos:
e Grupos lell: sao descartados em contentores com saco preto;

e Grupollll, classificados como residuos hospitalares de risco bioldgico: sao descartado em
contentor com saco branco;

e Perfurocortantes: sao acondicionados em contentores rigidos especificos, sequindo
obrigatoriamente para incineragao.

22



P.PORTO [
Capitulo Il - Estudo de Caso: Estudo comparativo entre o meio de transporte utilizado para exame

microbiolégico de urina com novo meio de transporte com dcido barico.

1. Introducao

As infecdes do trato urinario (ITU) representam uma das condicdes infeciosas mais prevalentes dentre
as IRAS (Infecbes Relacionadas a Assisténcia a Saide), que constituem as infecbes adquiridas
posteriormente a admissao hospitalar. Os grupos mais afetados abrangem as gestantes, idosos,
diabéticos e pacientes hospitalizados. Os principais sintomas indicativos de ITU sao disuria, incontinéncia
urindria e hematdria. O exame inicial para triagem é a urindlise, caso os parametros bioquimicos e
microscopicos somados aos sintomas indiquem a possibilidade de uma ITU, da-se prosseguimento para

aurocultura (15,16).

As ITU tém um impacto clinico e econdmico consideravel, pois a auséncia de diagndstico correto pode
conduzir aterapéuticainadequada, resisténcia bacteriana e aumento da morbilidade (17). Um diagndstico
laboratorial rigoroso €, por isso, essencial para orientar a terapéutica antibidtica e evitar custos

desnecessadrios.

1.1. Diagndstico de ITU

A identificacao correta das ITU é determinante para orientar a terapéutica, requerendo técnicas
laboratoriais seguras que possibilitem a detecao célere e exata do microrganismo responsavel. Neste
contexto, importa reconhecer quais os agentes patogénicos mais frequentemente implicados e os sinais
clinicos que justificam a realizacao de exames complementares. Destacam-se como uropatdgenos
mais frequentes a E. colie Enterococcus spp que tendem a agir como contaminantes (18). Os principais
sintomas sugestivos de ITU sdo a urgéncia urindria, distria, hematdria e dor lombar (15). Os exames
laboratoriais mais comumente solicitados apds andlise dos sintomas sao a urinalise, analise bioquimica

e microscdpica, embora estes possam apresentar alteracao em patologias distintas (15).

A urocultura apresenta um importante papel na confirmacao do diagndstico,contudo é mais demorado,
uma vez que depende do crescimento bacteriano. Para o resultado ser positivo deve apresentar uma
concentracdo bacteriana superior a 10 unidades formadoras de coldnias por mililitro (10°UFC/mL). O
material utilizado para esta analise é a urina que deve ser colhida corretamente para evitar contaminacgao

bacteriana (17).
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1.2. Desafios e implicacdes da contaminacgao na precisao diagndstica de ITU

O diagnéstico preciso das infecdes do trato urinario (ITU) é essencial para a prescricao racional de
antibidticos, evitando resisténcia bacteriana, efeitos adversos e custos desnecessdrios em satide (19).
Vdrios fatores podem comprometer a fiabilidade dos resultados laboratoriais, nomeadamente a
contaminacao da amostra quer pela microbiota urogenital durante a colheita, quer pelo crescimento
bacteriano resultante de atraso no transporte ou armazenamento inadequado (17, 20). Estas situacdes
podem originar falsos positivos, interferindo na selecao dos antimicrobianos e favorecendo terapias
inadequadas ou uso desnecessario de antibidticos, pelo que se impde a utilizacao de estratégias que

preservem a integridade das amostras e assegurem resultados fidedignos (21).

Desta forma, compreender e mitigar os fatores que influenciam a contaminacao é fundamental para
melhorar a precisao diagndstica de ITU, garantindo que as decisoes clinicas sejam baseadas em dados
laboratoriais fidedignos e contribuindo para a sequranca do doente (21). Neste sentido, torna-se
essencial a utilizacao de estratégias laboratoriais que preservem a composicao microbiana original
desde a colheita até ao processamento. O acido bdrico pode ser utilizado na microbiologia para preservar
e manter a qualidade da amostra de urina para a realizacao de cultura, uma vez que, além de inibir a
replicacdao bacteriana, permite manter a quantidade de microrganismos presentes no momento da
colheita. As principais problematicas associadas a contaminacgao bacteriana na uroculturas resultam do
tempo decorrido entre a colheita e o processamento no laboratdrio, situacao em que a utilizacao de
tubos com acido bdrico atua simultaneamente na estabilizacao da carga microbiana e na reducao de

falsos positivos, preservando a composicao original da amostra (17, 22).

Apesar da utilizacao generalizada de meios de transporte contendo acido bdrico, existem lacunas no
conhecimento relativamente a sua eficdcia na preservacao da integridade das amostras de urina em
diferentes condicoes de transporte e armazenamento. Desta forma, o presente estudo tem como
finalidade avaliar o desempenho de um novo meio de transporte de urina contendo dcido bdrico na
preservacao daintegridade das amostras e nareducao da contaminacao bacteriana durante o transporte

e armazenamento, fornecendo evidéncias cientificas que suportem boas praticas laboratoriais.

2. Objetivo
Objetivo principal
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e Avaliar o desempenho de um novo meio de transporte com dcido bdrico na preservacao de

amostras de urina para exame microbioldgico, comparando com o meio de transporte

atualmente utilizado.
Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia de contaminagao bacteriana em amostras transportadas com e sem acido

bérico.

e Determinar a mais valia do novo meio na manutencdo quantitativa e qualitativa do crescimento

bacteriano ao longo do tempo.

e Analisar a aceitabilidade do novo procedimento pelos utentes, através de questiondrio.

3. Métodos

3.1.Tipo de estudo
Foi realizado um estudo ohservacional analitico com amostras pareadas de urina provenientes de

utentes do CHUSI.

3.2. Populacao e Amostra

A amostra total estudada inclui 104 utentes, correspondendo a 208 amostras de urina provenientes de
utentes das consultas de Obstetricia, Nefrologia e Urologia admitidas no LM entre marco e junho de
2025, uma vez que as culturas de urina de utentes dessas consultas apresentam maior grau de
contaminacao quando comparado aos outros setores. Fizeram parte os utentes comidade entre 20 e 69
anos e foram excluidos pacientes hospitalizados. Em contrapartida, nao foi possivel avaliar o

crescimento de 2 amostras pareadas, uma vez que estas chegaram ao LM derramadas.

3.3. Procedimentos

3.3.1. Procedimento de colheita e transporte
Foi distribuido amostragem cada participante 1kit (Anexo 3) constituido por:

e 1frasco estéril para colheita de urina,
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e 1tubo com dcido bérico,

e instrucdes escritas sobre o procedimento de colheita e transferéncia da amostra (anexo 4),
e (questionario sobre a aplicabilidade do novo procedimento a ser implantado (anexo 5),

e termo de consentimento informado (anexo 6) e

e Informacdes sobre o estudo (anexo 7).

As amostras foram acondicionadas em saco plastico individual, contendo o tubo com acido bérico e o
frasco de urina, ambos devidamente identificados com a mesma etiqueta do utente, sendo

posteriormente encaminhadas para o LM.

3.3.2 Processamento laboratorial
No LM, apds arececao das amostras pareadas, seguiu-se o respetivo processamento de acordo com as
normas estabelecidas no Manual de Procedimentos:

e As amostras foram semeadas em CLED, utilizando a técnica de sementeira quantitativa com

ansa calibradade 1pL.
e Asplacas foramincubadas a 35 + 2 °C, em atmosfera aerdhia, com leitura ao fim de 24h e 48h.

e Ainterpretacao sequiu os critérios do Manual de Procedimentos do LM e normas internacionais

de microbiologia clinica.

e Nos casos de crescimento significativo (>10° UFC/mL), procedeu-se com os procedimentos

internos implementados para a identificagao microbiana.

Os dados foram registados em tabela conforme o Anexo 8 e posteriormente compilados numa base

Microsoft Excel® prdpria para o estudo.

3.3.3. Variaveis analisadas
e C(rescimento bacteriano (se este esteve ausente, reduzido, ou se apresentou crescimento
significativo.
e Nivel de aceitacao do procedimento pelos utentes (questionario aplicado), para determinar se

este utente faria parte do estudo ou nao.
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3.4. Etica

O presente estudo, integrado no Laboratdrio de Microbiologia do servico de Patologia foi aprovado pela

Comissao de ética da ULSS..

3.5. Tratamento estatistico
Os dados recolhidos foram sistematicamente organizados numa base, permitindo o registo detalhado de

todas as varidveis consideradas, nomeadamente sexo, idade e crescimento bacteriano.

Posteriormente, foram analisados através de estatistica descritiva, comparando a performance dos dois
métodos de transporte. O software utilizado foi o Pycharm com cddigo escrito em Python. O nivel de

significancia adotado é o padrao de o = 0.05 (5%).

4. Resultados

A amostra incluiu 104 participantes, com predominio do sexo feminino (82,7%; n = 86) em relacao ao
masculino (17,3%; n = 18), e maior representacao do setor de Obstetricia (Tabela 6). A idade média foi de
32,4 anos (DP=9,1), variando entre 18 e 65 anos. A Figura 9 ilustra graficamente a distribuicao etdria por
sexo, confirmando a maior representatividade feminina e evidenciando que a maioria dos participantes
se situa no grupo etario jovem-adulto.

Sexo

|y
/M

Count

Figura 9: Distribuicao da idade por sexo
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Através da Tabela 6, podemos observar uma distribuicdo heterogénea da idade: 24 utentes (22,8%)

tinham entre 20-29 anos de idade, 53 (50,4%) entre 30-39 anos, 17 (16,1%) entre 40-49 anos, 7 (6,6%)

de 50-59 anos, 2 (1,9%) entre 60-69 anos, e 2 utentes nao tiveram a idade registada.

Tabela 6- Distribuicao dos utentes por servico, sexo e faixa etaria

Servico Sexo 2029 30-39 40-49 50-59 60-69 Nao Total
anos anos anos anos anos registado n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Obstetrici Homens 0 0 0 0 0 0 0
a Mulheres 22(20.9) 49 (46.6) 6(5.7) 0 0 2(1.9) 79(75.2)
Urologia Homens 1(0.95) 0 1(0.95) 1(0.95) 0 0 3(2.8)
Mulheres 0 0 0 1(0.95) 1(0.95) 0 2(1.9)
Nefrologi Homens 1(0.95) 2(1.9) 9(8.5) 3(2.8) 1(0.95) 0 16 (15.2)
a Mulheres 0 2(1.9) 1(0.95) 2(1.9) 0 0 5(4.7)
Total 24(22.8) 53(50.4) 17(16.) 7(6.6) 2(1.9) 2(1.9) 105

Para avaliar o crescimento bacteriano nas diferentes condigdes em estudo, as 24 h e 48h, as contagens
bacterianas foram classificadas em cinco categorias ordinais: 0 = auséncia; 1= <103 2=103-10*3=10*-
10°; 4 =>10° UFC/mL. Pela andlise da Figura 9, verifica-se que, no transporte convencional, as médias
foram consistentemente mais elevadas, traduzindo maior crescimento bacteriano. Contrariamente, nas
amostras com acido bdrico, os valores permaneceram estaveis e expressivamente mais baixos.

Podemos constatar existir maior preservacao da floranas amostras com dcido bdrico ao longo do tempo.
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Figura 10 — Evolugao temporal do crescimento bacteriano
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A Figura 10 representa a evolugao temporal do crescimento bacteriano, comparando as duas condi¢oes.
Observa-se que ao longo de 24h para 48h, 0o aumento das categorias de UFC foi muito mais acentuado

nas amostras sem acido bdrico, enquanto as amostras com dcido bdrico mantiveram valores

praticamente constantes, confirmando que o aditivo limita a progressao do crescimento ao longo das 48

horas.

>10°r
—e— Sem &cido bérico
—e— Com éacido bérico

104-10°f

Categorias de UFC

10°-104F

3 1 1
<10 = 48h

Tempo de incubagao

Figura 11 — Evolucao das categorias médias de UFC ao longo do tempo

Para analisar a dispersao de valores, procedeu-se a representacao por boxplots das categorias de UFC
(Figura 12). Observa-se que as amostras sem acido bdrico exibem medianas mais elevadas e maior
amplitude interquartil, sugerindo maior variabilidade e tendéncia para crescimento excessivo. Ja nas
amostras com acido hdrico, os valores concentram-se nas categorias mais baixas, confirmando a funcao

estabilizadora do conservante.

>105F

104-10°|

Condigéo
I Sem &cido bérico
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103104

Categoria UFC

<103

a8h
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Figura 12: Boxplots comparativos de UFC por condicao e tempo
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Apds a andlise grafica apresentada na Figura 11, torna-se evidente a diferenca de distribuicao das
categorias de UFC entre as amostras sem e com dcido bdrico. Para confirmar estatisticamente estas

observacoes visuais, procedeu-se a aplicacao de testes nao paramétricos, nomeadamente o teste de

Wilcoxon, cujos resultados se encontram resumidos na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados do teste de Wilcoxon (pares sem vs. com dcido bdrico)

Tempo n w p r (efeito) Média Média
sem com

24h 96 1,0 <0,001 0,856 2,17 0,88

48h 95 0,0 <0,001 0,849 2,64 0,92

Podemos constatar existir diferencas altamente significativas entre as duas condicées em ambos o0s
tempos avaliados. No entanto, para melhor compreender a relevancia clinica destas diferencas, foi ainda
necessario avaliar a ocorréncia de falsos positivos através do teste de McNemar, apresentado na Tabela

8.

Tabela 8 — Resultados do teste de McNemar

Tempo Estatistica p Observacao

24h 7.2 0,0074 Menor taxa de falsos
positivos com dcido
hérico

48h 15,6 0,00012 Diferenca ainda mais
acentuada

Os resultados obtidos confirmam que a preservagao com dcido bdrico reduz de forma significativa o
numero de falsos positivos, reforcando a utilidade pratica do conservante no contexto laboratorial e
clinico. Para aprofundar a andlise e identificar fatores associados ao crescimento bacteriano, foi
posteriormente ajustado um modelo de regressao ordinal, cujos resultados sao apresentados na Tabela

9.
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Tabela 9 — Resultados do modelo de regressao ordinal

Variavel

Condicao (com acido bérico)

Tempo (48h vs 24h)

Idade

Sexo (feminino)

Coef.

-0,426
+0,723
-0,034

+2124

SE

0,193
0,157
0,013

0,742

0,027
<0,001
0,008

0,004

P.PORTO [

OR

0,65
2,06
0,97

8,36

IC95% OR
0,44-0,96
152-279
0,95-0,99

2,01-347

Os dados revelam que a condicao com acido hdrico se associa a uma reducao significativa do risco de

progressao para categorias superiores (OR = 0,65; 1C95%: 0,44-0,96; p = 0,027), confirmando o efeito

protetor do conservante. Em contrapartida, o tempo de 48h constitui um fator de risco, aumentando mais

do dobro a probabilidade de se observar maior crescimento bacteriano (OR = 2,06; 1C95%: 1,52-2,79;

p < 0,001). Aidade apresenta-se como fator protetor ligeiro, com diminuicao de cerca de 3% no risco por

cada ano adicional (OR = 0,97;1C95%: 0,95-0,99; p = 0,008). Ja o sexo feminino associa-se a um risco

substancialmente superior de crescimento bacteriano (OR = 8,36; IC95%: 2,01-34,7; p = 0,004), o que

pode refletir a maior predisposicao das mulheres para infecdes urinarias devido a fatores anatémicos e

fisioldgicos.

Relativamente a aceitacdo do procedimento pelos utentes, os resultados do questiondrio (Tabela 10)

revelam elevada taxa de adesao e percecao de clareza nas instrucoes.

Tabela10 - Resultados do questionario de aceitacao do novo meio de transporte com acido bdrico

SITUACAO

Mudanca do
método
Clareza das
instrucoes
Dificuldade de

execucao

IGUAL
%
457

23,8

20,9

MAIS FACIL

257

62,8

%

58

MAIS DIFICIL
%
19,0

47

10,4

NAO PERCEBERAM

%
47

47

47
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Do total de participantes, 45,7% (n=48) consideraram que o método de recolha de urina se manteve
inalterado, enquanto que 25,8 % (n = 27) acharam o novo procedimento mais simples, 19,0 % (n = 20)
consideraram-no mais dificil e 4,7 % (n = 5) afirmaram nao ter compreendido a mudanca. Relativamente
aclarezadasinstrucdes, 23,8% (n=25) consideraram-nas similares ao método anterior, 62,8%(66) mais
claras, 4,7% (n=5) acharam-nas mais confusas e e em igual niimero, expressaram nao as ter entendido.
Quanto a dificuldade na execucao darecolha da urina, 58% (n=61) referiram nenhuma dificuldade, 20,9%
(n=22) acharam-na similar ao procedimento habitual, 10,4%(n=11) expressaram alguma dificuldade.

Apenas 4,7%(n=5) nao perceberam as instrucdes e nao transferiram a urina para o tubo com acido bérico.

A andlise global destes parametros evidencia boa aceitacao do novo método, demonstrando que este
novo procedimento é viavel e facil de implementar na pratica clinica.

5. Discussao
A caracterizacao sociodemografica da amostra, marcada pela predominancia das mulheres e pela

elevada representacao de utentes da Obstetricia, é consistente com a epidemiologia das infecdes do
trato urindrio. Estas afetam sobretudo mulheres em idade fértil, conforme relatado em inquéritos

nacionais de vigilancia).(23)

O presente estudo demonstrou que o transporte de urina em tubos contendo acido bdrico reduziu
significativamente a contaminacao bacteriana, preservando melhor a quantidade e diversidade de
coldnias quando comparado ao método tradicional. Estes resultados sao concordantes com outros
estudos (24, 25) que referem a eficacia do dcido bérico na estabilizacao da flora bacteriana por periodos
de 24 a 48 horas, evitando a multiplicacao excessiva de contaminantes e assegurando maior fiabilidade

dos resultados laboratoriais.

Verificou-se ainda uma reducao expressiva de falsos positivos - 0,9% contra 12,4 % verificados no
transporte convencional, p<0,01 - o que evidencia uma reducao clinicamente importante. Este resultado
refor¢a a importancia de métodos de preservacao adequados para garantir a fiabilidade da urocultura,
uma vez que falsos positivos podem conduzir a terapéuticas desnecessarias e a aumento da resisténcia
antimicrobiana, conforme ja documentado em estudos nacionais e internacionais. Em Portugal, num
estudo realizado no Centro Hospitalar Universitdrio de Lisboa (26), observou-se que a utilizacdo de
conservantes como o dcido bdrico contribuiu para a reducao de falsos positivos em uroculturas,
sobretudo quando o tempo de transporte ultrapassava as 4 horas recomendadas. De forma semelhante,

Ferreira e colaboradores (2021) (27), verificaram uma reducao significativa na variabilidade de colénias
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em amostras transportadas em condi¢oes nao refrigeradas, quando preservadas com acido bdrico. A
nivel internacionalmente, os resultados obtidos sao corroborados por outros estudos: um estudo
multicéntrico no Reino Unido demonstrou que a adicao de dcido bérico manteve a estabilidade bacteriana
por até 48 horas, sem comprometer a identificacdo microbioldgica (28). De igual modo, o estudo
desenvolvido por Martins e colaboradores (2017) (29) demonstrou uma reducao de 35% no niimero de
amostras descartadas por contaminagao apds a implementacao de kits de colheita com conservante, e
Ben-David e colaboradores (17) verificaram que, apds a introducao de recipientes com acido bérico, a
positividade de culturas no intervalo 4-24 h desceu de 30,4 % para 24,0% (OR 0,80; 95 % Cl1 0,67-0,94;
p=0,008).Do ponto de vista clinico, a diminuicao de falsos positivos traduz-se em menor probabilidade
de prescricao empirica de antibidticos, contribuindo para um uso mais criterioso destes farmacos e para
a mitigacao do fendmeno de resisténcia bacteriana, como evidenciado em estudos recentes onde

tratamentos foram iniciados mesmo sem confirmacao microbioldgica ou clinica (30).

Além disso, a possibilidade de transporte seguro por periodos mais longos oferece uma vantagem
logistica relevante para unidades periféricas ou com recursos limitados, alinhando-se com conclusées

de estudos canadenses e escandinavos sobre melhoria da rede de cuidados de satide rurais (31, 32).

O tempo decorrido entre a colheita da urina e a entrada do produto no LM pode ser facilmente explicado
no estudo em questao, uma vez que todos os utentes que participaram eram oriundos das consultas que
recebiam o kit e traziam o material em dias distintos. Contudo, a presenca de dcido bdrico em contacto
com as amostras de urina confere a capacidade de inibir a replicacao bacteriana, mantendo a carga

microbiana existente ou praticamente existente no momento da colheita.

O acido hdrico atua como conservante e preserva as amostras de urina de forma similar as amostras
gue nao contém &cido bérico mesmo sob refrigeracao por 24 horas (22). Apesar de idealmente o tempo
madximo da coleta da urina até a entrada no LM seja de 4 horas, muitas das vezes esse tempo nao pode
ser respeitado seja pela tempo tempo que o paciente demora de casa até o hospital, ou até mesmo pela
logistica interna hospitalar e demandas administrativas que podem prolongar o tempo de espera do

material até seu destino final.

Neste estudo, 15,2% (n=16) das culturas de urina neste estudo foram positivas, com crescimento >10°
UFC/mL. Em 82,8% (n=87) observou-se discrepancia nos resultados entre as amostras que foram
transportadas e conservadas com dcido bdrico em relacao as amostras padrao que chegam ao LM
atualmente. Pode-se observar nao sé a reducao na quantidade de colénias em 44,7%(n=47), mas

também a reducgdo na variedade de tipos de coldnias 14,2%(15) e até mesmo sua auséncia 14,2%(15).
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A estabilizacao do crescimento bacteriano observada nas amostras com acido bdrico, mesmo apds 48h,

confirma a sua capacidade de manter a carga microbiana préxima da recolha inicial.

A andlise multivariada (Tabela 12) reforcou estes achados, evidenciando que o dcido hdrico reduz em
35% a probabilidade de aumento nas categorias de crescimento, enquanto o tempo de 48h duplica esse

risco.

Adicionalmente, observou-se que a idade mais avancada se associa a menor crescimento bacteriano e
que o sexo feminino apresentou maior risco de positividade, em consonancia com a epidemiologia

conhecida das infecdes urindrias.

Apesar das evidéncias positivas, persistem algumas limitacbes, nomeadamente, o numero
relativamente reduzido de participantes e a inclusao de apenas uma instituicao hospitalar, a curta
duracao temporal do estudo e a auséncia de andlise clinica mais detalhada. Fatores que podem restringir
a generalizacdo dos resultados. No entanto, e de acordo com Larsen et al. (2020) (33), mesmo estudos
de curta duracao sao relevantes para validar praticas laboratoriais, especialmente quando demonstram

impacto imediato na reducao de contaminacoes.

Futuros trabalhos multicéntricos e com periodos de seguimento alargados serao essenciais para
confirmar a robustez destas conclusdes e avaliar o impacto econdmico em larga escala, tal como

sugerido por meta-andlises recentes (33).

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo confirmam a utilidade do acido bérico como aditivo no
meio de transporte de urina, constituindo uma solucao pratica e eficaz, por melhorar de forma
mensurdvel a qualidade das uroculturas, reduzir o nimero de falsos positivos e possibilitar uma gestao
mais racional da antibioterapia, com beneficios clinicos, econédmicos e logisticos que merecem ampla

implementacao.

Relativamente a aceitacao do novo procedimento pelos utilizadores, a maioria considerou o processo
simples e de facil execucao. Esta adesao é essencial, pois a correta colheita e transporte das amostras
influencia diretamente a qualidade dos resultados. O estudo portugués desenvolvido em contexto
hospitalar (34) reforca que a simplificacdo das instrucdes de colheita reduz erros e melhora a adesao dos

doentes.
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6. Conclusao

Este estudo apresentou algumas limitagcdes, uma vez que a origem dos pacientes foi limitada a apenas
trés departamentos (Obstetricia, Urologia e Nefrologia) que foram escolhidos com base na maior
contaminacao de amostras evidenciadas anteriormente pelo LM. O tempo decorrido entre a entrega dos
kits e o processamento das amostras foi de apenas quatro meses. Os dados clinicos e histdrico dos
pacientes também nao foram analisados. Além disso, nem todos os registros continham o horario do

processamento das amostras, apesar de conter o horario da colheita da urina.

Contudo, é significativo que as urinas transportadas em tubo com &cido bdrico apresentaram melhor
performance no que tange a preservacao das caracteristicas presentes no momento da colheita da urina,
principalmente em relacao a reducao na quantidade de coldnias encontradas, na sua variabilidade e até

mesmo auséncia na presenca do dcido bdrico.

Sendo assim, a introducao do tubo de acido bdrico nos transportes da urina trara indmeros beneficios
caso seja implementado nao s6 para o LM, mas também para o CHUSJ e os utentes, onde para além de
resultados mais precisos e confidveis, tem-se ainda a reducao de Insumos necessarios para realizacao
daurocultura,umavez que repeticoes de colheita por amostra contaminada serao reduzidas. Além disso,
sabe-se que esta andlise é frequentemente solicitada quando ha suspeita de Infecao do trato urindrio e
0 progndstico pode ser adiado caso o utente tenha que refazer a colheita da urina, o que pode acarretar

no agravamento da Infecao ou até mesmo na prescricao de antibiético antes que o TSA seja realizado.

Por fim, a preservacao da urina desde o momento da colheita até seu processamento pelo LM deve ser
priorizada para que o objetivo principal da cultura da urina seja atingido através de resultados precisos e

entregues em tempo habil aos utentes.
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Anexos

Anexo 1- Meios de Cultura
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Podem ser classificados conforme as condi¢des nutricionais disponiveis no meio e o estado fisico no

qual se sencontram.

Meio de cultura Tipo de meio

Agar MacConkey seletivo e diferencial
Agar Manitol seletivo e diferencial
Agar SS seletivo e diferencial
Agar Sangue diferencial e enriquecido
Agar Cled diferencial

Caldo Brain Heart diferencial e enriquecido
Infusion (BHI)

Agar Chocolate diferencial e enriquecido

Aplicacoes

enterobhactérias

identificar bactérias fermentadoras de manitol
como a Staphylococcus aureus

Inibir o crescimento de bactérias Gram positivas
para identificacao de Salmonella e Shigella

promover o crescimento de bactérias que
carecem de nutrientes adicionais que sao
encontrados no sangue. Ex: Streptococcus spp e
Staphylococcus spp.

isolar e diferenciar bactérias presentes em
amostras de urina. Ex: Escherichia coli, Klebsiella
spp, Enterobacter spp, Proteus spp,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa.

cultivar bactérias fastidiosas ou exigentes. Ex:
Enterobactérias, Streptococcus, Pneumococcus,
bactérias nao fermentadoras, leveduras e
fungos

cultivar bactérias que necessitam de condicoes
especificas para o seu crescimento. Ex: Neisseria
gonorrhoeae e meningitidis, Haemophilus
influenzae.
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Agar Sabouraud

Tipo de meio

Meio seletivo

Meio diferencial

Meio de
enriquecimento

Meio sdlido

Meio semi-sdlido

Meio liquido

P.PORTO [

seletivo ou enriquecido cultivar fungos e leveduras, possui pH dcido que
inibe o crescimento da maioria das bactérias. Ex:
dermatophytes
Aplicacoes

Atua na inibicao do crescimento de microrganismos especificos em detrimento
do crescimento de outros, onde sao adicionados ao meio substancias com
propriedades inibitdrias, assim como sais hiliares e azida sddica. (5)

Possibilita o crescimento de espécies diferentes, porém o ambiente viabiliza a
diferenciacao das espécies através da andlise de suas caracteristicas
morfoldgicas ou bioquimicas. (5)

E o meio adequado para isolamento de microrganismos com exigéncia
nutricional, uma vez que possibilita o crescimento do microrganismo patégeno
mesmo que este se encontre em baixa quantidade, contudo tem baixa
seletividade. (5)

A quantidade de agar presente nesse meio é superior, conferindo ao mesmo uma
consisténcia gelatinosa. (5)

Tem uma quantidade de agar inferior ao sélido, o que possibilita a dispersao dos
microrganismos no meio. (5)

Seu uso é direcionado para amostras com baixa quantidade de microrganismos
disponiveis. (5)
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Anexo 2 - Técnicas de Sementeira

Sementeira quantitativa: tem como finalidade a quantificacao do nimero de coldnias (UV=FC). Com o
auxilio de uma ansa estéril faz-se arecolha da amostra a serinoculada, onde é feita um estria longitudinal
de cima para baixo. Com movimentos em zig-zag, inicia-se as estrias da parte mais concentrada

(superior) até a menos concentrada (inferior).

Sementeira por esgotamento: E realizada para obtenc&o de colénias isoladas. Com o auxilio de uma ansa
estéril faz-se a recolha da amostra a ser inoculada na parte superior no meio de cultura. Em seguida, a
partir do concentrado que foi depositado, prossegue-se com estrias em zig-zag em trés quadrantes

distintos.

Sementeira por rolamento: consiste em uma técnica semi-quantitativa para pesquisa de
microrganismos contidos em cateter central. O cateter é posicionado sob o meio de cultura, onde com o

auxilio de uma ansa estéril é realizado movimentos de forma a cobrir toda a superficie do meio.

Sementeira em toalha: realizada com o objetivo de obter uma suspensao bacteriana uniformemente em

meio de cultura sdlido. Paraisso, apds realizada a suspensao, deve-se mergulhar a zaragatoa namesma
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e semear toda a extensao do meio de cultura, em tres direcoes distintas, além de realizar um movimento

circular em toda a borda do meio, com o objetivo de selar a placa.
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Anexo 3 - KIT entregue aos utentes
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Anexo 4 - Procedimento de colheita/transferéncia da amostra

| Servigo de Patologia Clinica

E UNIDADE COLHEITAS
SAQ [0OAO
InstrucSes a fornecer ao paciente

1- Nio remova a etiqueta protetora na tampa do recipiente: existe uma agulha
sob o rérulo, PERIGO DE PEB!‘URACAO!

2- Desenrosque a tampa do contentor. Nio coloque as miaos dentro da
embalagem ouna tampa.

3- Recolher a primeira urina da manhi ou seguir as indicagdes do médico. Nio
urine dentro do compartimento da agulha.

4- Feche o recipiente corretamente, enroscando a tampa. Entregue ao
profissional de satde.

T ey i
o BT SRER £ G 0T Paem TA XD B3 7 COOF g0 o M e At Werwee de gt
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DE SAUDE

\\; Servigo de Patologa Clinica 'J'
g UNIDADE COLHEITAS
SAOIOAO | |
Instrugoes a fornecer ao paciente
5- Retire a etiqueta protetora da tampa do recipiente, certifique-se de que nio

ha presenga de urina no compartimento da agulha o que poderia gerar salpicos
indesejados. Por favor inserir o tubo totalmente.

6- Aguarde até que o tubo atinja o volume correto de wrina e depois retire-o do
adaptador do contentor. ldentifique a amostra com os dados do paciente.

7- Volte a aplicar a etiqueta de protegao na tampa do recipiente. Apds utilizagio

BT

8- No cato de tubo de entaio com conservante , inverter cuidadosamente 58
vezes apds a recolha para obter mistura homoginea da urina e conservante.

1=} :
i

Y e e

]
o NS & G LA T 3T 0 CHE g e s s W T8
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Anexo 5 - Questiondrio entregue aos utentes

1. Quala suaopinido em relagdo a este método de recolha de urina?

P.PORTO

Questionario novo procedimento urinas

m! ficil Pouco dificil Igual Algo mais facil | Muito mais facil
2. As instrugdes de recolha estavam claras?
Algomais | Muito mais
Nada claras Pouco claras Igual Garas daa
3. Teve alguma dificuldade na execugio darecolha?
Alguma Menos Nenhuma
Muita dificukiade | o6 ccMade Igual dificuldade | dificuldade

4. Tem alguma sugesio a fazer?

&5
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Anexo 6 - Consentimento de cada participante

| CONSENTIMENTOINFORMADO, ESCLARECIDOELIVRE i

pmmvxsncac&o cLiNICA
e o S Vs 1900 Harg g

& S g 2000 Govsl 208 Fertaiens 0

SAO JOAO

( Designagio de Estudo (dotiogrofods exportugeds) )
Estudo Comparativo entre melo de transporte utiizado para exame microbiologico de wina, com novo melo de
transporte com Acido bérico.

Confirmo que expliquei ao participante/ representante legal, de forma adequada ¢ compreensivel o investigogoo
referida, os beneficics os riscos e possivels complicages associodos & sua realizogdo

Informagio escritaemanexo: || Nso Sim  (N°de piginas )

0 investigador responsivel

Name: Wane Jessica Pereira Mendonga ramos Data: 10 / 01 /zmm&j
acipniay )

L.

rﬂnﬁﬁm&hm >

Nome:

BI/CCn® ——

Participante/ Representante legal

-Compreend! a explicacio que me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar os objetivos, o métodos,
oz beneficios previstos, es riscos potenciais, eventual desconforto e pelitica de acessoa registes clinicos.

-Saolicitei todas as informagbes de que necessitel, sabendo que o esclarecimento é fundamental para uma boa decisso.
-Fui informado da possibilidade de livremente recusar ou abandonar a todo o tempo a participagio no estudo, sem
que isso possa ter como efeito qualguer prejulzo na assisténcia que me é prestada.

- Declaronio ter sido inclufdo em nenhum outro projeto de investigacio nos tltimes tris meses.

-Cancordo cam a participagio neste estudo, de acordo com os esclarecimentos que me foram prestados, como cons-
ta neste documento, do qual me foi entregue wma cdpia.

Nome (Pas/Repeesentonte ogal, so aptiedvel);
Bl/CCn®: 7 Grau de parentesco:
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Anexo 7 - Informacao ao participante

Identificacao do estudo: Estudo comparativo entre o meio de transporte utilizado para exame

microbiolégico de urina com novo meio de transporte com acido hdrico.
Investigador responsavel: Wene Jessica Pereira Mendonca Ramos: 10230052@ess.ipp.pt
Profissional Elo de Ligacao ULS SAO JOAO: anacm.castro@ulssjoao.min-saude.pt

Encarregado da Protecao de Dados: Dr. Paulo Silva, epd@ulssjoao.min-saude.pt

0 estudo intitulado: Estudo comparativo entre o meio de transporte utilizado para exame microbioldgico
de urina com novo meio de transporte com acido bdrico, tem como objetivo identificar se o novo meio de
transporte implementado traz beneficios em relacao ao método utilizado anteriormente. Consiste em
contaminacao no novo método. Os dados pessoais utilizados serao idade e sexo. Os beneficios
consistem em proporcionar aos utentes um método de transporte mais eficaz, a fim de reduzir a
necessidade de nova colheita de urina para exame microbioldgico, os resultados serao entregues em
tempo mais habil (uma vez que nao serd necessdria uma nova colheita) e consequentemente economia
de consumiveis ao hospital. Nao hd riscos associados, a participacao no estudo é voluntdria e pode ser
interrompida quando o participante decidir, sem que haja qualquer comprometimento em relacao ao seu
tratamento e relacionamento com seu médico. O profissional Elo de Ligacio ULS SAO JOAO
(anacm.castro@ulssjoao.min-saude.pt) é o seu contacto preferencial, caso exista a necessidade de
contacto para esclarecer quaisquer dividas, follow-up ou se desejar retirar o consentimento. E garantido
a privacidade e confidencialidade dos seus dados pessoais, que serao conservados pelo periodo de até 1

ano (um ano).

O direito de reclamacao a Autoridade de Controlo é assegurado, caso considere que os seus dados nao
estdo a ser objeto de tratamento legitimo, pode, a todo 0o momento, apresentar uma reclamacao junto da

autoridade competente, a Comissao Nacional de Protecao de Dados (www.cnpd.pt).
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Anexo 8 - Registo dos resultados obtidos
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