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Resumo

O presente Relatério encontra-se dividido em dois capitulos. O primeiro aborda os
conhecimentos e competéncias adquiridas e desenvolvidas no ambito do estdgio curricular, no
Setor de Microhiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, e o caso clinico-laboratorial ai
encontrado. O segundo integra a Scoping Review realizada sobre a Nocardiose cutanea em
individuos portadores do Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

0 estdgio curricular teve como principal objetivo aprofundar a formacao na area da Microbiologia
Clinica, bem como fornecer ferramentas para o desempenho de um papel importante na
promocao da saude publica, prevencao da doenca, no diagndstico, terapéutica e controlo de
doencas infeciosas.

A Scoping Review sistematiza conhecimentos sobre a prevaléncia de Nocardiose cutanea em
doentes com HIV, como consequéncia da imunossupressao a que estao sujeitos, suas
manifestacoes clinicas, diversidade de metodologias clinico-laboratoriais utilizadas para o
diagndstico e terapéutica.

A Nocardiose revelou ser mais comum em homens, estabelecendo-se umarelacao com o uso de
drogas intravenosas. Os sintomas da doenca incluem lesdes na pele e sintomas sistémicos. O
diagndstico é desafiador devido a diversidade de métodos utilizados. A falta de uma abordagem
integrada e de equipas multidisciplinares constitui um problema. O tratamento envolve
antibiéticos, sendo a terapia prolongada recomendada em casos graves. E necessaria para
padronizar diretrizes de diagndstico e tratamento. A sistematizacao do conhecimento produzido
pelas investigacoes é fulcral para o aprofundar do conhecimento, assim como orientar a
investigacao de forma a melhorar o diagndstico e a terapéutica, aumentando assim a qualidade

de vida dos doentes com HIV que contrairam a infecao por Nocardia.

Palavras-chave: infecao Nocardia, pele, HIV, sindrome imunodeficiéncia humana.



Abstract

The present report is divided in two chapters. The first one discusses the knowledge and skills
acquired and developed during the internship in the Microbiology Department of the Unilabs
Central Laboratoryin Porto, as well as the clinical-laboratory case encountered there. The second
includes the Scoping Review conducted on Cutaneous Nocardiosis in individuals with Human
Immunodeficiency Virus (HIV).

The primary objective of the internship was to deepen training in Clinical Microbiology and provide
tools for playing a crucial role in public health promotion, disease prevention, diagnosis, therapy,
and infectious disease control.

The Scoping Review synthesizes knowledge about the prevalence of Cutaneous Nocardiosis in
HIV patients due to theirimmunosuppressed condition, its clinical manifestations, the diversity of
clinical-laboratory methods used for diagnosis and therapy.

Nocardiosis was found to be more common in men, with a connection to intravenous drug use.
Symptoms of the disease include skin lesions and systemic symptoms. Diagnosis is challenging
due to the variety of methods used. The lack of an integrated approach and multidisciplinary
teams is a problem. Treatment involves antibiotics, with prolonged therapy recommended for
severe cases. Standardizing diagnostic and treatment guidelines are necessary. Systematizing
the knowledge produced by research is essential for deepening understanding and guiding
further research to improve diagnosis and therapy, thereby enhancing the quality of life for HIV

patients who contract Nocardia infection.

Keywords: Nocardiainfection; skin; HIV; immunologic deficiency syndromes.



Organizacao do Relatdrio

Este Relatdrio descreve a componente do estdgio realizada no Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, incluindo o estudo de um caso clinico-laboratorial, e a
componente de Scoping Review sobre Nocardiose cutanea. Estas duas componentes estao

organizadas em dois capitulos:

- Capitulo I - contextualiza o estdgio, objetivos, metodologias apreendidas e praticadas no
Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, e apresenta o caso
clinico-laboratorial realizado de identificacao da Nocardia;

- Capitulo Il — integra a Scoping Review sobre Nocardiose cutanea em individuos
portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV, do inglés Human

immunodeficiency virus).
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Capitulo | - Relatdrio de Estdgio

1. Introducao

1.1. Instituicao e contextualizacao do estagio

O presente relatdrio foi elaborado no ambito da unidade curricular de Estdgio do curso de
Mestrado em Analises Clinicas e Saldde Publica, do ramo de especializacao em Microbiologia e
Saude Publica. O estdgio teve a duracao de quatro meses consecutivos, compreendidos entre
novembro de 2022 e fevereiro de 2023, no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do
Porto da Unilabs.

A Unilabs é uma empresa multinacional, lider no diagndstico laboratorial e a sua histdria tem mais
de 50 anos. E constituida por laboratdrios certificados e acreditados, operacionais 24 horas por
dia, 365 dias por ano, com a tecnologia mais inovadora e profissionais altamente qualificados. Foi
adquirida pela Maersk, uma empresa dinamarquesa, aquando a aquisicao de 100% dos
laboratdrios Carlos Torres. Em Portugal dispoem de mais de 900 Unidades de Colheita de

amostras bioldgicas.

1.2. Objetivos do Estdgio
Este estdgio teve como objetivos adquirir conhecimentos gerais e aprofundados na area de
Microbiologia Clinica; desenvolver a capacidade de execucao das metodologias implementadas
na rotina do laboratdrio; adquirir conhecimentos relativos as metodologias utilizadas para a
identificacao de microrganismos e realizacao de testes de suscetibilidade; interpretar e
compreender os resultados obtidos e a sua validacao bem como integrar a rotina de

funcionamento de um laboratdrio de Microbiologia Clinica.



2. Diagnéstico Laboratorial em Microbiologia Clinica

As infecdes bactérianas bem como as multiresisténcias possuem um elevado impacto na Satide
Publica de todo 0 mundo tratando-se de um problema emergente (1). Considerando o facto de
serem das principais causas de mortalidade e morbilidade, é essencial conter o foco de infecao,
interromper a cadeia de transmissao, e proteger o hospedeiro do agente infecioso(1). Deste modo,
o diagndstico célere e rigoroso assume um papel fundamental na resposta em tempo dtil. O
laboratdrio de Microbiologia é responsavel pela andlise bacterioldgica, viroldgica, parasitoldgica
e micoldgica de diversos produtos bioldgicos como urina, fezes, expectoracao, exsudados
(genitais e purulentos), esperma, entre outros.

Dada a dimensao do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs e o elevado volume de amostras
recebidas diariamente, os equipamentos automatizados existentes no Setor de Microbiologia,
como Maldi-TOF, VITEK, WalkAway e Sysmex UF-5000 constituem uma mais valia
contribuindo para a maior eficacia e eficiéncia da resposta dada por este. Tratando-se de um
laboratdrio de elevado risco bioldgico é obrigatdrio existirem sistemas de ventilacao que
previnem a contaminacao do espaco e dos técnicos do mesmo. Deste modo, a Camara de Fluxo
Laminar é o local apropriado para a manipulacao das amostras bioldgicas de elevado risco
bioldgico (2).

Aolongo deste Relatdrio de Estdgio serao descritos os circuitos implementados no laboratdrio de
Microbiologia desde a entrada da amostra até emissao do resultado. De forma a garantir a
qualidade dos resultados obtidos é fundamental a existéncia no laboratdrio de um sistema de

Gestao da Qualidade.

2.1. Etapas Laboratoriais
As etapas laboratoriais sao constituidas por 3 fases que a sequir se descrevem: Pré-analitica,
Analitica e Pds-analitica. A fase Pré-analitica tem inicio na requisicao médica e envolve todos os
procedimentos até a fase Analitica. Nesta fase, os profissionais executam as técnicas analiticas
a fim de obter um resultado que serd validado e dado como terminado na fase Pds-analitica De
realcar que é nafase analitica que se procedem as etapas mais criticas da andlise laboratorial. Por
este motivo, merecem uma atencao especial e redobrada por parte dos sistemas de Gestao da
Qualidade, de forma a que sejam estabelecidos procedimentos padronizados para cada uma

destas fases.



2.1.1. Fase Pré-analitica
A fase pré-analitica diz respeito aos procedimentos realizados desde a requisicao dos exames
até ao envio das amostras para o respetivo laboratdrio onde serd realizada a fase analitica(3). No
Setor da Triagem do Laboratério Central do Porto da Unilabs, as amostras provenientes dos
varios postos de colheita, amplamente distribuidos por todo o pais, sao rececionados de acordo
com os requisitos expressos nas instrucoes de trabalho para esta fase. Sao verificadas as
informacoes clinicas e identificacao do doente bem como o tipo de andlise que consta na
requisicao médica, os respetivos recipientes de colheita e os requisitos para o transporte que
garanta a qualidade da amostra. Sequidamente sao encaminhados para os varios setores do

laboratdrio (3).

2.1.2. Fase Analitica
Aquando a chegada dos produtos encaminhados pela Triagem ao Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, procede-se a divisao dos mesmos por categorias: urinas
tipo 2 que sequirao para a bancada onde esta instalado o equipamento Sysmex UC e os produtos
com pedidos de Exame Microbioldgico. Apds esta divisao, realiza-se o Exame Laboratorial que
inclui a analise macroscdpica, em que é feito o registo do aspeto e aparéncia das amostras, se
relevante (volume; cor; turvacdo; entre outros relevantes), e seguidamente o Exame
Microscapico através do Exame Direto e do Exame Cultural. Apds serem efetuados todos os
procedimentos para a detecao e identificacdo do microrganismo presente nas amostras
bioldgicas bem como a realizagao dos testes de suscetibilidade a antibidticos, os resultados do

estudo microbioldgico das amostras prosseguem para a drea da validacao.

2.1.3. Fase Pds-analitica
No Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, os médicos e
farmacéuticos sao responsaveis pelo processo de valicao os resultados obtidos, tendo por base
0 controlo de todo o processo analitico e a histdria clinica expressa sobre o doente. O
processamento dos resultados deve ser efetuado no tempo estipulado previamente e
comunicados ao doente em tempo util.
Tratando-se também esta fase uma etapa decisiva no processo de andlise clinica, é

extremamente importante assegurar a precisao e exatidao dos resultados.



2.2. Gestao da qualidade

Atualmente, os laboratdrios de Microbiologia tém uma maior importancia dada a emergéncia
constante de novos microrganismos, bem como o aumento das resisténcias aos
antimicrobianos. Deste modo, é extremamente relevante que os laboratdrios assegurem as
medidas de controlo da qualidade para que os resultados obtidos sejam rigorosos (3). Com o
intuito de avaliar sistemas especificos dos servicos de saude, a Organizacao Internacional para a
Normalizacao (ISO) desenvolveu sistemas de gestdao da qualidade baseados em normas e
englobando toda a estrutura organizacional, responsabilidades, procedimentos, processos e
recursos (3). De destacar a norma ISO 9001 pela qual todos os laboratdrios nacionais e
internacionais tém de se reger na implementacao e certificacao de um sistema de gestao da
qualidade para os laboratdrios clinicos (4). Ha dreas no laboratdrio que anorma IS0 9001 nao estd
expandida e pela sua importancia estao desenvolvidas outras normas como a ISO 17025
(Requisitos gerais para a competéncia de laboratdrios de ensaio e calibracao) e a 1SO 15189
(Requisitos para a qualidade e competéncia de laboratdrios clinicos) (4).

No grupo Unilabs, a garantia do Sistema de Controlo de Qualidade (SCQ) cumpre os requisitos
expectaveis. Este é um conjunto de atividades/procedimentos implementados de forma a
controlar os processos do laboratério desde a fase pré-analitica até a fase pds-analitica,
garantindo desta forma que os resultados obtidos sao fidedignos (3). No Laboratdrio Central do
Porto da Unilabs, particularmente no Setor de Microbiologia, sao implementados dois tipos de
Controlo de Qualidade: a Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ), e o Controlo de Qualidade Interno
(CQI).

Em suma, a Gestao da Qualidade Laboratorial deve contemplar o controlo de qualidade interno e

externo, de forma a monitorizar e garantir a qualidade dos procedimentos e resultados obtidos

(3).

2.2.1. Avaliacao Externa Qualidade
Os resultados da Avaliacao Externa de Qualidade (AEQ) sao uma ferramenta concebida com o
objetivo de corroborar a utilidade dos controlos internos de um laboratdrio. Esta forma de
avaliacao é disponibilizada por varios fornecedores e permite avaliar o desempenho analitico das
diferentes metodologias do laboratdrio, tendo por comparacao resultados padronizados. As

amostras fornecidas pelas entidades externas de referéncia e avaliacao externa de qualidade, de



natureza desconhecida, sao enviadas para o Laboratdrio, neste caso para o Setor de
Microbiologia do Laboratério Central do Porto da Unilabs, para procederem a sua analise. Os
resultados obtidos da analise dessas amostras sao enviados de volta para a entidade de
avaliacao externa de modo que este possa, por comparagao com os resultados esperados avaliar
a qualidade de desempenho do Setor, assim obtidos por outros laboratdrios (4). Nesta drea da
Microbiologia existem varios programas de avaliacao de controlo da qualidade externa, que tém
como objetivo garantir a exatidao e precisao dos resultados laboratoriais através da comparacao
desses com resultados obtidos por diferentes laboratdrios. Destacam-se: 1) National External
Quality Assessment Scheme (NEQAS,); 2) Programa Nacional de Avaliacao Externa da Qualidade
Laboratorial (PNAEQ) coordenado pelo Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge; 3)
External Quality Assessment Scheme (EQAS); 4) Randox Internacional Quality Assessment
Scheme (RIQAS).

Ao longo do meu estdgio tive a oportunidade de visualizar a aplicacdao do programa NEQAS e
PNAEQ-INSA, no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, bem como
compreender aimportancia destes para o bom funcionamento do laboratdrio dado que permitem
que se detetem variacoes ou imprecisoes nos seus métodos, podendo desta forma corrigi-los e

por sua vez melhorar a qualidade dos resultados.

2.2.2. Controlo de Qualidade Interno
0 Controlo de Qualidade Interno (CQI) consiste na implementacao de um conjunto de medidas
preventivas e corretivas que visam reduzir os erros e garantir a precisao e confiabilidade dos
resultados obtidos. E semelhante ao controlo de qualidade externo, contudo o material a ser
analisado é preparado, distribuido e os resultados avaliados dentro da prdpria instituicao (5). No
Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, é realizado mensalmente o
controlo de qualidade interno de todas as superficies do Setor hem como o controlo de ar do
mesmo. O controlo de superficies é feito utilizando um aplicador Count-Tact® e as respetivas
Placas Count-Tact®. Apds o periodo de incubacao de 48 horas a 37°C, as placas sao
inspecionadas e procede-se a identificacao das coldnias. Os resultados sao analisados e quando
é verificado um desvio em relacao ao esperado, procede-se a correcao das anomalias. Ja o
controlo de ar € feito utilizando placas de Gelose de Sangue que sao colocadas nos locais que se
pretende avaliar a qualidade do ar, durante cerca de 2 a 5 minutos e depois segue-se 0 mesmo
procedimento das placas de controlo de superficies (2). Para além destes controlos, também tive

a oportunidade de observar, a aplicacao do American Type Culture Collection (ATCC) que é uma



organizacao que recolhe, armazena e distribui um conjunto de padrdes bioldgicos para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos em laboratério bem como analisar a consisténcia dos
métodos laboratoriais. De salientar que o Laboratério Central do Porto da Unilabs utiliza os
materiais bioldgicos fornecidos pela entidade ATCC nas suas analises o que assegura a qualidade

dos resultados obtidos (6).

2.3. Exame Microbioldgico
Apds a rececao das amostras no Setor de Microbiologia, estas sao semeadas em diferentes
meios de cultura de acordo com o microrganismo que se pretende detetar. Para além disso, ha
também exames solicitados e determinados microrganismos que requerem apenas a realizacao
de Testes Imunocromatogrdficos, ou ainda como para a analise parasitoldgica através de

técnicas de microscopia 6tica.

2.3.1. Exame Direto
O Exame Direto em Microbiologia deve ser preconizado em todo o tipo de amostras bioldgicas
uma vez que permite avaliar inicialmente a qualidade das mesmas bem como a visualizacao e
identificacdo de microrganismos diretamente a partir da amostra (7). Dependendo do tipo de
amostra sao efetuadas diferentes tipos de colorac6es que permitirdo uma melhor visualizagao
do conteddo bioldgico. Este tipo de exame é importantissimo, uma vez que possibilita o
diagndstico de infecdes bactérianas, fungicas e parasitarias a partir da célere identificacao do

agente etioldgico causador da infecao (8).

2.3.1.1. Coloracoes
As coloracoes em Microbiologia sao técnicas usadas para corar as células dos microrganismos
de modo a que a sua visualizacao ao microscopio seja facilitada permitindo um diagndstico
preliminar do agente etioldgico causador da infecao. Baseiam-se na capacidade destas células
de absorver e reter corantes especificos nas diferentes estruturas das mesmas. Constituem um
método rdpido, econdmico e de execugao pouco complexa. A visualizacao do exame microscopio
realizado aos esfregacos corados, constitui um elevado grau de complexidade pelo que deve ser
realizado por técnicos especializados (9). Na rotina laboratorial em Microbiologia, a maioria das
amostras possui requisicao para pesquisa de bactérias pelo que existem varias coloracoes

especificas para este tipo de microrganismos.



2.3.1.2. Gram

A designacao da coloracao de Gram deve-se ao facto de ter sido Hans Christian Gram, que
desenvolveu esta técnica pela primeira vez em 1882, com o objetivo de identificar
microrganismos causadores de pneumonia (10). Esta é uma das técnicas de coloracao mais
usadas em Microbiologia que consiste na primeira abordagem para diferenciar bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (11).

Primeiramente utiliza-se o corante cristal violeta para coloracao da lamina. Depois € utilizado
uma solucao de iodo para fixar o corante, levando a formacao do complexo cristal violeta-iodo.
Apds este passo, o descolorante (acetona ou solvente de etanol) remove todo o corante da
lamina. Por fim, o corante Fucsina € utilizado para corar as bactérias Gram-negativas que
perderam a coloracao (10).

O principio desta coloracao baseia-se no facto das batérias Gram-positivas terem dcido teicdico
na sua constituicao e um elevado teor de peptidoglicano nas suas paredes celulares. Por esse
motivo impedem a saida do corante primario aquando a descoloracao da lamina. Assim, estas
retém o corante primdrio adquirindo a cor azul-violeta. Por outro lado, as bactérias Gram-

negativas sofrem descoloracao permanecendo com uma cor avermelhada.

2.3.1.3. Ziehl-Neelsen

A coloracao de Ziehl-Neelsen foi criada por Franz Ziehl e posteriormente melhorada por Friedrich
Neelsen, no final do século XIX (12). E utilizada para corar bactérias que ndo conseguem ser
coradas pelo método de Gram como é o caso das bactérias do género Mycobacteriume Nocardia.
Porém, existem bactérias que sao resistentes a esta coloracao sendo denominadas bacilos
alcool-dcido-resistentes (BAAR) devido ao alto teor de lipidos estruturais na parede celular que
causa uma elevada hidrofobicidade dificultando a acao dos corantes.

No processo de coloracao com Fucsina de Ziehl, todos os elementos celulares adquirem a cor
vermelha. Apds a descoloracao, com alcool, apenas os BAAR permanecem com a cor vermelha
pois todos os outros serao descorados e posteriormente corados pelo azul de metileno. A elevada
relevancia desta técnica, prende-se com o facto de a pesquisa de BAAR em amostras com
suspeita de Tuberculose, ser a primeira evidéncia de doenca permitindo desta forma o inicio do

tratamento enquanto se aguarda o resultado do Exame Cultural (13).



2.3.1.4. Auraminas
Coloracao usada para detetar diretamente micobactérias da Tuberculose, presentes em
amostras bioldgicas. O corante auramina estabelece ligacao com os acidos micdlicos presentes
na parede celular das bactérias, tornando-se fluorescente sob luz ultravioleta (UV). Deste modo,
as micobactérias serao visiveis ao microscépico UV com a coloracao amarela brilhante
esverdeado fluorescente contra um fundo escuro. Contudo, apesar desta coloracdao ser mais
rdpida e sensivel do que a coloracao de Ziehl-Neelsen, nao é especifica para micobactérias pelo

que é necessario efetuar a confirmacao sempre que hd um caso suspeito (11).

2.3.2. Exame Cultural
Apesar da relevancia do Exame Direto no diagndstico de doencas infeciosas, o Exame Cultural
constitui uma etapa fundamental para comprovar a identificacao do agente etioldgico. Este
exame baseia-se na cultura de amostras bioldgias em meios de cultura de acordo com as suas
caracteristicas hem como com o tipo de microrganismos em estudo. Para que ocorra crescimento
nesses meios é necessdrio que estes possuam caracteristicas especificas para cada tipo de
microrganismo. E extramente importante obter culturas puras de microrganismos para que a sua
identificacao seja facilitada tendo em conta as suas caracteristicas nao s6 morfoldgicas como

fisioldgicas (7).

2.3.2.1. Meios de cultura
Um meio de cultura fornece aos microrganismos nutrientes, vitaminas, fontes de energia e
fatores de crescimento necessdrios para o seu desenvolvimento. Tendo em conta as
caracteristicas dos meios de cultura, estes podem ser classificados em: nao-seletivos, seletivos,
diferenciais, de enriquecimento, sélidos e liquidos. Os meios nao-seletivos permitem o
crescimento da maioria dos microrganismos. Por outro lado, os meios de cultura seletivos
possuem na sua formula fatores que irdo inibir o desenvolvimento de determinados
microrganismos e contribuir para o crescimento de outros. Ja os meios de cultura diferenciais
contém na sua composicao fatores que possibilitam que determinados microrganismos
desenvolvam coldnias caracteristicas que sao diferenciadoras das formadas por outros. Para
além disso, os meios de enriquecimento sao muitos Uteis pois sao liquidos que fornecem os
nutrientes necessarios para os microrganismos crescerem. Este tipo de cultura é muito vantajoso
uma vez que permite o rapido crescimento de varios microrganismos e é também utilizado para

criopreservar espécies de bactérias, fungos e parasitas (2).



Na Tabela 2, dos Anexos, encontram-se descritas as caracteristicas e principios de todos os

meios de cultura utilizados no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs.

2.3.2.2. Sementeiras
De acordo com o tipo de microrganismo que se pretende inocular, recorre-se a diferentes
técnicas de sementeira. Estas dividlem-se em sementeiras em meio sélido em placa
(esgotamento por quadrantes, estria, gota e rolamento em placa), sementeiras em meio sélido
em tubo (em superficie e em profundidade) e sementeiras em meio liquido (inoculacao com ansa
e com pipeta) (8).
A sementeira por esgotamento por quadrantes é o tipo de sementeira mais utilizado em
Microbiologia uma vez que permite estimar o nimero de coldnias presentes na amostra inicial, ja
que permite a vizualizacao das coldnias de forma isolada no quarto quadrante facilitando assim
o0 estudo do microrganismo presente na amostra bioldgica. Nesta técnica deposita-se uma gota
deindculo numadas margens da placa e procede-se ao espalhamento da mesma seqgundo quatro
guadrantes, como mostra a Figura 1A (14).
Na sementeira por estria deposita-se uma gota do inéculo numa das margens da amostra e faz-
se uma estria longitudinal ao longo da zona central da placa. De sequida fazem-se variadas
estrias perpendicularmente cobrindo toda a placa (Figura 1B). Esta técnica de sementeira permite
a contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro (mL) (14).
Na sementeira por gota, comumente utilizada em amostras de Liquido Cefalo-Raquidiano (LCR),
sao depositadas trés gotas da amostra no meio de cultura, utilizando uma pipeta de Pasteur. Este
método utiliza a amostra concentrada o que facilita a detecao de qualquer tipo de crescimento
bactériano (Figura 1C) (14).
A sementeira por rolamento em placa é frequentemente utilizada para efetuar a andlise
microbioldgica de pontas de cateter centrais, periféricos, arteriais, umbilicais, de alimentacao
parentérica, entre outros (15). Trata-se de uma técnica semi-quantitativa, que se baseia em fazer
rolar o cateter sobre toda a placa do meio de cultura, com ajuda de uma ansa, assegurando que

todo o comprimento do cateter estd em contacto com este (Figura 1D) (15).



A B C D

Figura1- Técnicas de sementeiras utilizadas no Setor de Microbiologia do Lahoratdrio Central do Porto Unilabs. Sementeira
por: Quadrantes (A), Estria (B), Gota (C) e Rolamento em placa (D).

2.3.2.3. Amostras biolégicas
A diversidade de amostras bioldgicas recebidas num laboratdrio de Microbiologia espelha a
complexidade das infecdes e doencas que os individuos podem contrair. Entre as amostras mais
frequentes submetidas a analise encontram-se urina, fezes, exsudados do trato génito-urindrio,
do trato respiratdrio inferior e superior, de feridas superficiais e profundas, sangue, unhas e

tecidos, liquido cefalo-raquidiano, entre outros, que serao descritos sequidamente.

2.3.2.3.1. Urina

A urina é um fluido bioldgico estéril excretado pelos rins e eliminado do corpo através do sistema
urindrio. Possui um papel vital na eliminacao de substancias tdxicas para o organismo e as suas
caracteristica como a cor, odor e composicao, permitem fornecer informacoes sobre o estado de
satide dos individuos (16). As infe¢des urinarias sao um dos tipos de infecdes mais comuns nos
adultos, especialmente em mulheres (17). Existem diferentes tipos de exames a urina
destacando-se a urocultura, urina tipo 1 (EAS - exame dos Elementos Anormais do Sedimento
Urindrio) e tipo 2, citologia urindria, exame de 24 horas e teste rapido (combur).

Aquando a chegada da amostra de urina ao Setor de Microbiologia, é feita a andlise tipo 2 a todas
as urinas mesmo aquelas que apenas tém a requisicao para Exame Bacterioldgico. Esta andlise
é realizada nos equipamentos em série Sysmex UC, UF e UD. Todas as amostras que possuam
requisicao de Exame Bacterioldgico sao semeadas, normalmente utilizando o meio de cultura
CLED (18). Este é o exame utilizado para a identificacdo, quantificacdo e estudo de
microrganismos presentes na amostra que permite confirmar o diagndstico de infecao urinaria,

maioritariamente causada por bactérias.
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A valorizacao dos resultados tem em conta varios fatores estabelecidos, nomeadamente sexo,
idade, comorbilidades, terapéutica do doente bem como o historial clinico. Assim, analisando
todos estes fatores, os resultados obtidos podem ser considerados: a) Negativo, se o
crescimento na placa de cultura for inferior a 10° UCF/mL ; b) Cultura pura, a valorizar
clinicamente se o crescimento for 10* UCF/mL ; ¢) Positivo, se superior a 10° UCF/mL mas com
crescimento de mais do que uma espécie de microrganismos de dificilisolamento, polimicrobiano
e, normalmente, aconselha-se a repeticao da colheita em condicdes asépticas para confirmar o
resultado; d) Positivo, quando o crescimento observado é superior a 10° UCF/mL, sendo por isso
necessario realizar a identificacao do microrganismos e posterior antibiograma. Contudo, se se
tratar de uma colheita suprapubica, devera ser considerado qualquer tipo de crescimento,
independentemente da quantificacao.

As bactérias frequentemente responsaveis por infecdes urindrias sao a Escherichia coli, as
espécies de Klebsiella, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus e Proteus (19).
Relativamente aos fungos, a espécie mais frequentemente encontrada é a Candida albicans,

associada a processos de imunosupressao e em doentes sobre terapéutica antimicrobiana (20).

2.3.2.3.2. Fezes
As fezes sao constituidas por uma grande variedade de microrganismos que fazem parte da
microbiota natural do intestino grosso. Destacam-se as espécies de Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, Enterobacter, Escherichia, Staphylococcus, Streptococcus e
Candida (24). Contudo, quando se verifica um desiquilibrio imunitario, estes e outros
microrganismos podem causar infe¢oes. Deste modo é de extrema relevancia a andlise de
amostras de fezes dado que constitui um fator no diagndstico diferencial de doencas tais como
infecdes gastrointestinais. Esta andlise inclui Exame Cultural, macroscépico, microscopico,
bioquimico e imunoldgico (22). No Setor de Microbiologia do Laboratério Central do Porto da
Unilabs pesquisa-se por rotina os agentes Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp. e
Yersinia spp.. Primeiramente procede-se ao enriquecimento da amostra num Caldo Rappaport.
Seguidamente € feita a cultura das fezes tipicamente nos meios XLD, MacConkey e Campylosel
(quando ha suspeita de Campylobacter), Sabouraud (quando requisitado Exame Micoldgico).
Apds 24 horas de incubacao, o caldo de Rappaport é passado para um meio de cultura XLD. Por
outro lado, tamhém é recorrente a pesquisa em exsudados retais de Enterobactereaceae
produtoras de carbopenemases, em doentes hospitalizados e em cuidados de saude

continuados, como forma de travar a sua disseminacao. Para o estudo laboratorial utiliza-se o
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meio de cultura seletivo cromogénico, Brilliance CRE Agar que permite a rapida e facil detecao

destes agentes que formam coldnias azuis escuras.

2.3.2.3.3. Exsudados do trato génito-urinario
E possivel distinguir quatro tipos de produtos recebidos no Setor de Microbiologia: exsudado
endo-cervical, exsudado cervico-vaginal, exsudado uretral e esperma.
A pesquisa de Streptococcus agalactiae (grupo B) em grdvidas entre as 35 e as 37 semanas de
gestacao é comumento utilizado como forma de prevencao de uma possivel infecao do recém-
nascido durante o seu nascimento. Inicialmente efetua-se a inoculagao da amostra num meio
liquido de enriquecimento Todd Hewitt durante 24 horas. Apds este periodo recorre-se ao meio
de cultura cromogénico Agar Cromogénico Strepto B que através da formacao de coldnias
magentas/violetas permite a rapida e facil identificacao das coldnias desta bactéria (23).
Para o diagndstico de infecoes do aparelho genital, através dos exsudados genitais, pesquisa-se
por rotina microrganismos como Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e fungos,
principalmente Candida albicans. Utilizam-se os meios de cultura VCAT, Gelose de Sangue,
Gelose de Chocolate e Sabouraud.
A pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureaplasma spp. é feita com recurso ao kit Mycoplasma
IST 2 que permite nao s6 identificar como também testar a suscetibilidade aos antimicrobianos.
Este kit possui um frasco com meio de transporte (R1), um frasco de meio de cultura liofilizado
(R2) e uma tira pldstica com pocos para a identificagao dos microrganismos mencionados acima
bem como para a quantificacao bactériana e teste de sensibilidade para 9 antimicrobianos
liofilizados (Doxiciclina, Josamicina, Ofloxacina, Eritromicina, Tetraciclina, Ciprofloxacina,
Azitromicina, Claritromicina e Pristinamicina) (24). O meio de transporte contendo a amostra
bioldgica, apdés homogeneizacao, é transferido para o frasco R2. Seguidamente, 55ul do meio de
cultura sao colocados em cada poco do kit, que é selado com vaselina liquida estéril. A cultura é
incubada a 35+2°C, sendo feitas duas leituras: a primeira apds 24h e a segunda apds 48h de
incubacao. A presencade Ureaplasmaspp. e/ou Mycoplasma hominis, é verificada pelamudanca

de cor de amarelo para vermelho nos pocos de identificacao e quantificacao (24).

2.3.23.4. Exsudados do Trato respiratdrio superior
Os microrganismos mais frequentes causadores de infe¢oes no trato respiratdrio superior sao
Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus

e Streptococcus pneumoniae (25). Sao encontrados em exsudados nasais, auriculares e da
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orafaringe causando faringite, orofaringite, otite e sinusite. A infecao causada por estes
microrganismos é muito comum e pode ser encontrada em todas as faixas etarias (25). Contudo,
€ mais perigosa nos grupos de risco como nos idosos e criangas. De forma a realizar um
diagndstico célere do agente etioldgico da infecao, procede-se a cultura das amostras em meios
de cultura como Gelose de Sangue, Gelose de Chocolate e CLED.

Nas amostras nasais é frequente a pesquisa de Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina
(MRSA). Este facto deve-se a prevaléncia deste microrganismos associado a infecoes
nosocomiais que devem ser reduzidas e controladas (26). Para esta pesquisa recorre-se a um

meio de cultura cromogénico Brilliance MRSA 2 Agar (27).

2.3.2.3.5. Exsudados do Trato respiratdrio inferior

Tratando-se o Trato Respiratdrio Inferior de uma regiao estéril, as infecdes sao muito frequentes
e acarretam elevadas taxas de comorbilidades. Por este motivo, o diagndstico rapido e eficiente
do microrganismo causador da infecao permitirda um melhor progndstico, jd que podera ser
implementado o tratamento efetivo, e desta forma diminuir a resisténcia aos
antimicrobianos(28).

As secrecoes respiratdrias sao submetidas a um Exame Direto através da coloracao de Gram e
de Ziehl-Neelsen, e a um Exame Cultural utilizando os meios de cultura: Gelose de Chocolate,
Gelose de Sangue, MacConkey e Sabouraud (se requerido Exame Micoldgico). Neste tipo de
amostras os microrganismos frequentemente encontrados sao Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Proteus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,

Moraxella catarrhalis e Staphylococcus aureus (28).

2.3.2.3.6. Hemoculturas

Quando hd suspeita de umainfecdo na corrente sanguinea, o procedimento usado paraidentificar
o microrganismo causador dessa infecao é a Hemocultura (29). Isto deve-se ao facto do sangue
ser um produto bioldgico naturalmente estéril e porisso o surgimento de patogéneos no mesmo
levard a ocorréncia de umainfecao. A identificacao do agente etioldgico e arealizacao dos testes
de suscetibilidade aos antibidticos sao fundamentais para conduzir a uma terapia efetiva e
permitir um melhor progndstico (30).

0 volume de sangue recolhido para as garrafas especificas de hemocultura depende da faixa
etdria do doente (31). Para as criancas com idade inferior a 1 ano de idade procede-se a recolha

de pelo menos 1mL de sangue. Entre 0 1e 6 anos recolhe-se, por puncoes em sitios distintos, 1mL
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por ano de idade dividido por duas garrafas de hemocultura (32). No caso de se tratar de um
adulto é necessdrio recolher 20 mL de sangue de forma ainocular 2 garrafas (uma aeréhia e outra
anaerdhia) (29). Cada garrafa possui um sensor quimico que deteta a producao de CO, causada
pelo crescimento dos microrganismos que leva a alteracao da cor do meio presente na garrafa e
ao alerta de fluorescéncia no equipamento Bactalert da Biomérieux. Os niveis de fluorescéncia
sao medidos de 10 em 10 minutos e sempre que for detetado um aumento de CO: o equipamento
emite um alerta para que as garrafas sejam retiradas do mesmo. Sequidamente procede-se a
coloracao de Gram e o produto é semeado em Gelose de Sangue (33).

As espécies de microrganismos frequentemente encontrados em hemoculturas sao

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitis e Escherichia coli(34).

2.3.2.3.7. Cateteres
A andlise microbioldgica de pontas de catéter inseridas em acessos venosos ou arteriais do
doente tem como objetivo detetar a presenca de microrganismos e descobrir a possivel origem
da infecdao. As amostras devem ser semeadas em meio de Gelose de Sangue. Os resultados

obtidos devem ter em conta os resultados da hemocultura do doente (30).

2.3.2.3.8. Tecidos e exsudados de feridas superficiais e profundas

Dado que a flora comensal da pele pode interferir nos resultados obtidos do Exame Cultural de
exsudados de feridas superficiais, € fundamental ter em consideracao aspetos como a histdria
clinica do doente, o local e as condicdes em que foi realizada a colheita, o Exame Direto —
coloracao de Gram, e o tipo de microrganismos identificados. Para além da coloragao de Gram
procede-se também ao Exame Cultural nos meios de cultura Gelose de Sangue, MacConkey e
Manitol Salt Agar.

Tratando-se de exsudados provenientes de feridas profundas é de extrema importancia
valorizar qualquer tipo de crescimento microbioldgico, uma vez que foram colhidos de forma
asséptica durante procedimentos cirtirgicos ou bidpsias (30). Assim, realiza-se o Exame Direto
através da coloragao de Gram bem como o Exame Cultural, onde se semeia a amostraem Gelose

de Sangue, MacConkey e Caldo de Soja.

2.3.2.3.9. Liquidos de Cavidades Naturais
Os liquidos provenientes do pericdrdio, da pleura, da zona peritoneal, sinovial/articular e Liquido

Cefalo-Raquidiano (LCR) sao examinados através da coloracdo de Gram e da cultura em meios
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como a Gelose de Chocolate, a Gelose de Sangue, MacConkey e Caldo de Soja. Sendo o LCR um
fluido bioldgico intimamente relacionado com o Sistema Nervoso Central (SNC) e com as
meninges, é de fulcral efetuar a andlise microbioldgica com rigor e rapidez (35). Primeiramente
devemregistar-se as caracteristicas macroscépias do produto como a cor, aturvacao e o volume.
Seguidamente fazem-se duas laminas com a coloracao de Gram e procede-se a inoculacao do
produto, pelo método de sementeira por gota, em meios como a Gelose de Sangue e a Gelose de

Chocolate numa atmosfera de aerohiose durante 24 horas a 37°C.

2.3.2.3.10. Unha, pele e cabelo
A queratina presente na pele, cabelos e unhas pode ser infetada por fungos tais como
Trichophyton spp. Microsporum sp. e Epidermophyton sp. provocando micoses
superficiais/dermatofitoses. De forma a descobrir a etiologia da infecdo, sao recolhidos
fragmentos de unha, pele ou cabelo que seguem para analise micoldgica no Setor de
Microbiologia do Laboratério Central do Porto da Unilabs(31). Primeiramente, o Exame
Microscadpio direto sem coloracao é realizado com recurso a uma solucao de Hidroxido de
Potdssio, indicada para a pesquisa de fungos especialmente filamentosos (36). Esta solucao tem
a capacidade de facilitar a andlise microscdpica uma vez que dissolve o muco e a queratina (37).
O meio de cultura utilizado é o meio duplo Mycoline ,que é um meio de transporte que possui dois
meios: uma face possui Sabouraud, Gentamicina e Cloranfenicol e a outra face contém

Sabouraud, Gentamicina e Actidiona (38).

2.4.Identificacao de Microrganismos
Diferentes microrganismos possuem diferentes morfologias e formas de agregacao. De acordo
com o tipo de morfologia mais comum, é possivel identificar mais facilmente o tipo de
microrganismos. No Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabsda Unilabs,
tive oportuniadde de observar as sequintes morfologias de bactérias e fungos: cocos,
cocobacilos, bacilos, filamentosos, helicoidais e vibrios. Relativamente as formas de agregacao,
0S microrganismos podem agregar-se adquirindo formas caracteristicas como staphylococcos,
streptobacillos, streptococcos, diplobacillos, diplococcos, tetradas entre outras. Ainspecao visual

das coldnias é fundamental para uma identificacao prévia dos microrganismos uma vez que,
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estes dao origem a coldnias com caracteristicas proprias tais como a forma, a elevacao, o tipo de

bordos, 0 tamanho, a textura, a pigmentacao, a opacidade/transparéncia (2).
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Figura 2 - Diferentes morfologias e formas de agregacdo dos microrganismos (2).

2.41.1. MALDIBiotyper™

0 MALDI-TOF revolucionou a identificacdo bactériana na Ultima década. E considerado uma
tecnologia muito promissora dado que produz resultados num curto periodo de tempo
(aproximadamente 6 minutos). E um método preciso e possui um baixo custo (39). Deste modo,
constitui uma mais valia para os laboratdrios de Microbiologia que se deparam diariamente com
um elevado volume de microrganismos a identificar.

O MALDI-TOF baseia-se em espectrometria de massa que estabelece a relacdo massa/carga
das proteinas constituintes das bactérias (39). Primeiramente as amostras devem ser semeadas
em meios de cultura sdlidos e incubadas a 36+1°C durante 18 a 24 horas até se verificar
crescimento dos microrganismos. Seguidamente, procede-se a selecao de uma coldnia que é
espalhada num dos pocos da placa do MALDI-TOF. Adiciona-se matriz em todos os pocos e
Bactérial Test Standard (BTS), no tltimo poco disponivel da placa servindo este como um controlo
interno. Apds inserir amesma no equipamento, este inicia o processo de identificacao. Através da
ionizacao das proteinas ribossomais da bactéria, o tempo necessario para que essas proteinas

ionizadas voem para o detetor, determina a razao massa-carga das proteinas, e aintensidade do
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sinal fornece o espetro de massa (padrao). O espectro de massa obtido é observado, e por
comparacao com a Biblioteca de espécies, o equipamento tem a capacidade de identificar a

espécie. De acordo com o score obtido, atribui-se um grau de confianca ao resultado obtido (40).

2.4.2. Testes de Identificacao Presuntivos
Os Testes de ldentificacao Presuntivos sao testes realizados a priori no laboratério de
Microbiologia de forma a auxiliar a identificacao dos microrganismos presentes nas amostras
biolégicas. Permite averiguar a presenca desses microrganismos através da ocorréncia de
determinadas reac6es quimicas e colorimétricas. Sao testes rapidos e de facil execucao contudo,
é importante realcar que o seu resultado tem de ser sempre confirmado através de métodos de

identificacao definitivos(41).

2.4.21. TestedaOxidase
O teste da oxidase permite distinguir os microrganismos que possuem a enzima citocromo
oxidase e que por isso sao denominados por oxidase positivos, daqueles que nao possuem essa
enzima. Sao exemplos de bactérias oxidase positivas as espécies Neisseria, Moraxella,
Campylobacter e Pausteurella. Para além disso, todas as espécies de Pseudomonas e Neisseria
sao oxidase positivas com excecao de algumas como P. luteola, P. viridiflava entre outras (42).
Este teste utiliza um reagente, tetra-metil-p-fenilenodiamina dihidrocloreto, como um doador
artificial de eletrées para citocromo c. Assim, quando este reagente é oxidado pelo citocromo c,
muda de incolor para azul-escuro ou para um composto de cor purpura (43). Deste modo, é
possivel averiguar de forma rdpida se os microrganismos em estudo sao oxidase positivos e

assim distingui-los.

2.4.2.2. TestedaCatalase
A catalase é uma enzima encontrada na maioria dos organismos aerdbios, que catalisa a
decomposicao do perdxido de hidrogénio em dgua e oxigénio (44). A libertacao de oxigénio é
verificada pela formacao de bolhas (45). O teste da catalase é fundamental para distinguir
bactérias catalase positivas de negativas bem como para diferenciar bactérias aerdbias de
anaerdbias obrigatdrias (46). E til para classificar microrganismos pertencentes ao género

Streptococcus catalase negativa de outros cocos como Staphylococcus spp. (45).
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2.4.2.3. KitBD BBL DrySlide™ Nitrocefin
O kit BD BBL DrySlide™ Nitrocefin é utilizado para a detecao rapida e qualitativa de
microrganismos Produtores de Beta-lactamases (47). Quando o substrato, Nitrocefina, é
exposto a uma coldnia produtora de beta-lactamases, este sofre uma mudanca de cor amarela
para rosa. Se nao estiver na presenca deste tipo de microrganismos o substrato da cassete

permanecerd de cor amarela (48).

2.5. Antibiogramas
Os antibiogramas enumeram a proporcao de microrganismos suscetiveis a determinados
antibidticos, numa determinada concentracao e durante um periodo de tempo (49). Estes sao
extremamente Uteis para o fornecimento de orientacGes para a terapéutica antimicrobiana
empirica em situacoes de elevadas resisténcias aos antibidticos e para a monotorizacao de

alteracdes nas resisténcias ao longo do tempo (49).

2.5.1. MicroScan WalkAway 96 plus
O MicroScan WalkAway é um equipamento totalmente automatizado que serve para identificar
microrganismos, bem como avaliar a sua suscetibilidade a antibidticos através de duas
metodologias: Colorimétrica e Fluorimétrica (50). Utiliza concentracdes inibitGrias minimas (MIC
- concentracao mais baixa de antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do
microrganismo) para a detecdo de resisténcia antimicrobiana. Possui um conjunto de painéis
(microplacas) de 96 pocos que contém antibidticos para determinar a suscetibilidade a
antibidticos de isolados bactérianos (51). Estes painéis necessitam de ser inicialmente incubados
no aparelho para haver crescimento bactériano nos pocos dos painéis (cada um com um
antibidtico diferente e com diferentes concentracdes) (6). Apesar de ter a capacidade de
identificar bactérias Gram-negativas fermentadoras e nao-fermentadoras, cocos Gram-
postivos e Listeria, Anaerdbios, Leveduras e microrganismos fastidiosos como é o caso da
Neisseria e do Haemophilus (50). Contudo, no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do

Porto da Unilabs esta valéncia nao é usada.
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2.5.2. Vitek
0 VITEK 2 é um sistema automatizado utilizado no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central
do Porto da Unilabs para a identificacao de microrganismos e testes de suscetibilidade a
antibidticos. O sistema encontra-se disponivel em trés formatos que diferem a nivel de
capacidade de automacao: VITEK 2 compacto, VITEK 2 e VITEK 2 XL. Todos eles possuem as
mesmas cartas colorimétricos que sao incubadas e posteriormente automaticamente
interpretadas (52). Existem 2 tipos de cartas: de identificacdo e de suscetibilidade (53). A
suspensao bactériana é inoculada nestas cartas, Unicas para cada amostra, que possuem varios
pocos com concentracoes crescentes de varios antibidticos. O crescimento do microrganismo é
monitorizado continuamente pelo aparelho através damedicao de turvacao por fluorescéncia. Os
resultados obtidos sao comparados com valores padrao que permitem a identificacao precisa do
microrganismo em causa, bem como da concentragao inibitGria minima (CMI) de um antibidtico.
Este aparelho possui uma vantagem em comparagao com outros equipamentos de identificacao
microbiana que consiste no facto de medir vdrios parametros num sg isolado, tratando-se de
uma medi¢ao continua ao longo do tempo. Esta caracteristica confere beneficios para o
laboratdrio de Microbiologia uma vez que torna o processo de identificacao e de antibiograma

mais célere, mais rentdvel e preciso (54).

2.5.3. Testes de difusao em disco

O teste de difusao em disco ou ensaio Kirby-Bauer, é um teste quantitativo vulgarmente utilizado
nos Laboratdrios de Microbiologia com o intuito de avaliar a suscetibilidade de microrganismos a
determinados antibidticos. E um teste acessivel e de elevada precisao (55). Para inocular os
microrganismos € utilizado o meio de cultura Mueller-Hinton. No entanto, se se tratarem de
microrganismos fastidiosos é necessario recorrer a um meio de Mueller-Hinton com 5%(v/v) de
sangue de cavalo. Assim, o indculo deve ser espalhado uniformemente em trés direcoes por toda
a placa (56). Seguidamente sao colocados os discos impregnados em antibi6ticos na placa de
forma espacada para que nao haja sobreposicao dos halos e seja possivel a correta medicao dos
mesmos (57). Apds aincubacao de 16 a 20 horas a 35°C, os halos de inibicao devem ser medidos
utilizando um instrumento de medicdo rigoroso e preciso (56). Os diametros obtidos devem ser
interpretados com base nas regras do European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing — EUCAST (58).
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2.5.4. Gradiente de Concentracao

Para arealizacao deste teste é utilizado uma tira de plastico fina, inerte e nao porosa em vez dos
discos anteriormente mencionados. O E-test combina dois principios: diluicao e difusao para
testes de suscetibilidade a antibidticos. Permite assim a quantificacao direta da suscetibilidade
antimicrobiana apesar de recorrer a um gradiente pré-definido, estavel e continuo de
concentragao de antibidticos. A tira do E-test possui de um lado uma escala de leitura do MIC em
ug/mL e do outro a identificacao do antibidtico utilizado. Apds o periodo de incubacao, é possivel
visualizar uma elipse de inibicao simétrica dos dois lados da tira. Assim, é possivel ler o valor do

MIC através da escala e proceder a sua interpretacao (59).

2.6.Pesquisa de Anaerdbios

Os microrganismos anaerdbios fazem parte da microbiota humana. Contudo, podem tornar-se
patogéneos oportunistas em determinadas circunstancias como por exemplo aquando a
obstrucao do transito gastrointestinal. Existem quatro locais principais de infecao por
anaerdbios, sao eles as dreas pleuropulmonares, intra-abdominal, genital feminina e infecdes na
pele e nos tecidos moles. As amostras para a pesquisa deste tipo de microrganismos incluem
fluidos estéreis como sangue, liquido pleural, sinovial, LCR, amostras provenientes de cirurgias
ou de hidpsias, fluidos recolhidos através de puncao pulmonar e pus de abcessos. O digandstico
laboratorial deste tipo de amostras € feito por Exame Macroscapico, pela coloracao de Gram e
pelo Exame Cultural. Assim, o isolamento de anaerdbios deve ser feito num meio de Gelose
Sangue. As amostras devem ser incubadas entre 35°C e 37°C numa atmosfera de anaerobiose,
criada através de caixas com sacos geradores de anaerobiose (60).

Para a identificacao destes microrganismos é de extrema importancia garantir que a cultura se
encontra pura bem como se deve inocular em simultaneo uma placa de controlo aerdbio e esta

deve permanecer estéril (60).

2.7. Pesquisa de Micoplasma e Ureaplasma
As bactérias dos géneros Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. Sao organismos comensais que
colonizam a mucosa do trato urogenital e estao associados a infecdes do trato genital (61). Estes
microrganismos nao possuem parede celular e nao sao visiveis através da coloracao de Gram

dificultando a sua identificacao. O ureaplasma diferencia-se do micoplasma pela lise
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caracteristica da ureia utilizando como substrato metabdlico para gerar ATP. Contrariamente ao
micoplasma, o ureaplasma nao possui hexoquinase nem arginima deiminase nao podendo, por
isso, usar glicose ou arginina no seu metabolismo (62).

As espécies mais relevantes sao Mycoplasma hominis (causadora de endometrite, salpingite e
vaginite nao especifica (63)), Mycoplasma genitalia e Ureaplasma urealyticum (responsavel no
homem pela uretrite e nas gravidas por corioamnionite e rutura prematura das membranas com
risco de infecao neonatal (62)). Deste modo, a ocorréncia destes microrganismos estdo
relacionados com a doenca uroginecoldgica (64). De forma a identificar o agente etiolGgico
destas infeces, existem no mercado varios kits de diagndstico. No Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabsda Unilabs o kit usado paraidentificacao das espécies de
M. hominis e o U. urealyticume suscetibilidade a antibiéticos, € o Mycoplasma IST 2. As amostras
bioldgicas sao inicialmente misturadas com os reagentes do kit e incubadas durante 24 a 48
horas auma temperatura entre 36°C e 38°C. Apds o periodo de incubacao se a cor do meio sofrer
alteracao de amarelo para cor de rosa, o resultado é considerado positivo para M. hominis ou U.
urealyticum e ocorre devido ao aumento de pH provocado pelo crescimento do microrganismo.
Para além disso, a mudanca e intensidade de cor também fornece um indice de resisténcia

antimicrobiana (65).

2.8.Testes imunocromatograficos

Os testes imunocromatograficos sao utilizados na rotina do Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabs uma vez que fornecem resultados num curto periodo de
tempo e nao requerem recursos complexos para os realizar (66). Contudo, a leitura do resultado
obtido depende da medicao visual, método com alguma subjetividade, pelo que deve ser feito
com proficiéncia. O resultado obtido é assim semi-quantitativo.

Os testes baseiam-se no principio imunocromatografico que funciona através da difusao de
anticorpos desidratados ao longo da tira de teste. Assim, o resultado é positivo quando se verifica
ligacao do complexo anticorpo/antigénio formando-se uma banda de cor na tira. Por outro lado,
se nao se verificar esta ligacao nao aparecerd a banda colorida na tira sendo por isso o resultado
negativo. Para além destas bandas existe em todos os testes a banda controlo que aparecera
sempre que a migracao for realizada de forma correta, e que funciona como controlo interno do

teste (67).
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Dado o aumento daincidéncia de Organismos Produtores de Carbapenemases, e tratando-se de
um problema de Saude Publica a nivel mundial, ¢ imensamente importante identificar este tipo de
microrganismos em tempo Util para conter a sua disseminacao (68). Para este efeito, existe um
teste imunocromatogrdfico, o teste 0.K.N.V.I. RESIST-5 que pertence a gama Coris BioConcept
RESIST de antimicrohianos e que é usado por rotina no Setor de Microbiologia do Laboratdrio
Central do Porto da Unilabs quando hd suspeita de Enterobactérias Carbapenemresistentes.
Apds 15 minutos € possivel observar o resultado obtido nas cassetes: se possuir apenas uma
banda no controlo, o resultado sera negativo mas se possuir banda também nos outros
parametros o resultado serd positivo (68).

Para além do teste supra mencionado, sao relizados rotineiramente no Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabs, o teste BinaxNOWTM Strept A para a detecao
quantitativa do antigéneo do grupo A Streptococcus pyogenes a partir de exsudados nasais bem

como testes imunocromatograficos para Helicobacter Pylorie Rotavirus em amostras de fezes.

2.9. Parasitologia

As doencas causadas por parasitas foram, ao longo de muitos anos, atribuidas a pessoas
oriundas de paises em desenvolvimento, que viviam em locais pobres, sem condic6es de higiene
e se encontravam imunocomprometidas devido a terem doencas como a Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (69). Contudo, também em paises desenvolvidos existem
infecdes parasitdrias, maioritamente devido ao elevado fluxo migratdrio. Os parasitas podem ser
transmitidos de vdrias formas, nomeadamente por via oral, mucosa, sexual ou através da pele
(70). As espécies de parasitas mais comuns, encontradas no continente Europeu sao Giardia
lamblia, Cryptosporidium spp. e Enterobius vermicularis (71).

Um parasita é um organismo vivo que vive no interior ou exterior do corpo de um hospedeiro e é
a partir dele que retira a sua alimentacao e todas as suas necessidades. Os parasitas com valor
clinico sao os protozodrios, os helmintas e algumas espécies de artrépodes. De forma a detetar o
agente etioldgico da doenca parasitdria, sao analisados diferentes tipos de amostras hioldgicas
(72). No Setor de Microbiologia, analisam-se somente amostras de fezes e exsudados genitais
para a pesquisa de parasitas utilizando um microscdpio 6tico. De realcar que a maioria dos
Laboratdrios de Microbiologia da Europa estao dependentes de um microscdpio para efetuar a
andlise parasitoldgica das amostras bioldgicas. O facto do continente Europeu possuir uma baixa

incidéncia de infecdes parasitoldgicas contribui para um diagndstico mais moroso e dificil (69).
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0 Exame Macroscadpico e Microscépio das fezes constitui uma etapa relevante do diagndstico de
infecdes intestinais causadas por parasitas (73). 0 Exame Macroscépio consiste na observacao
da amostra fresca e pesquisa visual de formas parasitarias como por exemplo a presenca de
larvas visiveis a olho nu (de Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis entre outros). Apés a
andlise macroscdpica, procede-se a preparacao da mesma para ser visualizada ao microscépio.
Utiliza-se o kit ParasiTrap® que possibilita a correta desintegracao e suspensao daamostra (74).
Para além desta preparacao, antes de visualizar uma gota da amostra ao microscdpio, é
adicionado uma solucao salina para que figue menos concentrada e seja possivel visualizar
melhor a amostra (75). As espécies de protozoarios podem ser encontradas nas fezes sob as
formas de trofozoitos e cistos, enquanto que os helmintas sao frequentemente encontrados sob
forma de ovos e larvas (76). Como foi referido, a observacao microscdpica exige técnicos
especializados e com experiéncia na drea para que consigam distinguir os diferentes tipos e
formas dos parasitas (71). No Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs
os parasitas frequentemente observados neste tipo de amostras sao Endolimax nana (Figura
3A), Entamoeba coli (Figura 3B), Tneia spp., Giardia lamblia (Figura 3C), Enterobius vermicularis
(Figura 3D), Ascaris lumbricoides e Entamoeba histolytica. Nos exsudados genitais (uretral e
vaginal) procede-se a procura de Trichomonas vaginalis que é um tipo de parasitas transmitido
através das relacoes sexuais e de fluidos genitais (72). O consequente aumento de relacoes
sexuais desprotegidas bem como a mudanca frequente de parceiros sexuais, sao fatores que
contribuem para o aumento da presenca de Trichomonas no aparelho genital feminino e

masculino (72).
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Figura 3 - Parasitas visualizados ao microoscépio 6tico (ampliagao de 40x) durante o Estdgio no Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto Unilabs. A - Endolimax nana: B - Entamoeba coli: C - Giardia lamblia; D - Enterobius vermicularis.
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Caso Clinico-laboratorial de Nocardia

Doente do sexo feminino, 33 anos, apresenta requisicao médica para estudo bacterioldgico de
exsudado de uma bolha presente na mao. O exsudado possuia um aspeto turvo com coloracao
vermelha (Figura 4).

A amostra foi inoculada em Gelose de Sangue (COLS+) e em Sabouraud (Figura 5) sendo ambas
as placas incubadas a 37°C durante 24 horas. Em paralelo prepararam-se laminas do produto
coradas pelo método de Gram e de Ziehl-Neelsen. Ao microoscdpio 6tico, na coloracao de Gram
bem como na lamina corada pelo método de Ziehl-Neelsen foi possivel observar raros bacilos

positivos.

Figura 4 - Exsudado da bolha da mao. Figura5 - Inoculacao do exsudado em Gelose de Sangue e em
Sabouraud.

No Exame Cultural, apds o periodo de incubacao, a partir da placa de Gelose de Sangue (COLS+)

(Figura 6), isolaram-se 3 coldnias rugosas de cor branca (Figura 7).

Figura 6 - Sementeira primdria em Gelose de Sangue apds Figura7 - Presencade 3 coldnias rugosas brancas em
24 horas de incubacao. Observam-se numerosas colénias Gelose de Sangue, obtidas do isolamento feito a partir
rugosas brancas caracteristica de Nocardia. da 12 placa de Gelose de Sangue (Fig. 6).
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A identificacao foi realizada utilizando o equipamento MALDI-TOF, e obteve-se a espécie
Nocardia cyriacigeorgica. Foram feitas 2 laminas a partir das coldnias, uma corada pelo método
de Gram e a outra por Ziehl-Neelsen. Tratando-se esta bactéria de uma bactéria fracamente
alcool acido resistente, utilizando o microscépio 6tico para visualizar a lamina corada pelo
método de Ziehl-Neelsen, seria de esperar que as estruturas ramificadas resistissem a
descoloracao e permanececem com a cor vermelha, o que ndo se verifica (Figura 8). Na coloragao
de Gram observaram-se filamentos ramificados de bactérias Gram-positivo (Figura 9).

Foi realizado todo o estudo solicitado pelo clinico, pelo que nao foi realizado estudo de

suscetibilidade aos antimicrobianos para o microrganismo isolado.

Figura 8 - Coloracao de Ziehl-Neelsen das coldnias de Figura 9 - Coloracdo de Gram das coldnias de Nocardia
Nocardia cyriacigeorgica. cyriacigeorgica.

Este caso foi o primeiro caso de Nocardia na pele encontrado pelo Setor de Microbiologia do
Laboratdrio Central do Porto da Unilabs. Deste modo, e dada a raridade do caso clinico-

laboratorial, a Scoping Review seguidamente apresentada tem como tema Nocardiose cutanea.
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Capitulo Il - Nocardiose cutanea em individuos portadores do Virus da Imunodeficiéncia
Humana

1. Introducao

A Nocardiaé um actinomiceto aerdbio, filamentoso, gram-positivo que contrariamente ao género
Mycobacterium possui uma cadeia mais curta de dcido micdlico (77), e fracamente acido que se
encontra amplamente distribuido pelo solo, dgua e ar (78). Nao pertence a flora normal humana
pelo que deve ser examinado (79). Faz parte da ordem Actinomycetales, subordem
Corynebactériaceae, familia Nocardiaceae e ao género Nocardia (80). A parede celular dos
microrganismos pertencentes a ordem Actinomycetales é do tipo IV e o seu peptidoglicano inclui
acido meso-diaminopimélico, arabinose e galactose (77). Estao descritas mais de 80 diferentes
espécies do género Nocardia, contudo nem todas elas possuem um potencial patogénico para os
seres humanos (81). Destacam-se N. farcinica, N. abscessus, N. brasiliensis, N. cyriacigeorgica e
N. nova como os agentes mais comuns envolvidos em infecées por Nocardia em humanos (82).
As diferentes caracteristicas patogénicas, padroes de suscetibilidade aos antimicrobianos bem
como a distribuicao geografica, torna cada espécie de Nocardia unica e por vezes dificil de
identificar (83). De enaltecer o facto do diagndstico deste microrganismo ser moroso e de
existirem diferentes abordagens laboratoriais, dependendo dos recursos de cada laboratdrio,
para efetuar a sua identificagao em tempo Util e com a qualidade requerida (83).

A classificagao taxondmica bem como a histdria do género Nocardia é considerada complexa e
controversa (84). Este facto deve-se as alteracdes recentes na taxonomia que levaram a
reclassificacao de algumas espécies de Nocardia. Tudo isto teve origem no aumento da
disponibilidade de meios de diagndstico mais sofisticados incluindo a sequenciacao genética
bem como o uso da tecnologia do MALDI-TOF (81). A primeira descricao deste microrganismo foi
realizada pelo veterinario Francés Edmond Nocard em 1888, como um bacilo aerdébico gram-
positivo acido-rdpido (85), causador de uma doenca bovina com manifestacdes clinicas como
abcessos, danos pulmonares e granulomatose (84). Ja em 1889, Trevisan prop6s o género
Nocardia apresentando a espécie Nocardia farcinica (84). Em 1896, Eppinger procedeu ao
isolamento de um microrganismo filamentoso ramificado a partir de um abcesso cerebral, que
apelidou de Cladothrix asteroides. Posteriormente, esta estirpe foi renomeada para Nocardia

asteroides (83).
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A Nocardiapode infetar diferentes locais do corpo humano. Contudo, as regides mais frequentes
sao os pulmaes, cérebro e ocasionalmente a pele, através de diferentes vias como inalacao,
inoculacao direta em lesdes na pele, entre outras (84). A Nocardiose cutanea pode desenvolver-
se de formas distintas como infecao superficial cutanea (infecao primdria), micetoma, infecao
linfocutanea e infecdo disseminada (85). Possui diferentes manifestacoes clinicas, como a
formacao de nddulos subcutaneos, abcessos, celulite ou granulomas (82).

A Nocardiose encontra-se relatada em todo o mundo, independentemente da idade, etnia ou
sexo (79). Todavia, observa-se uma maior prevaléncia em individuos do sexo masculino (79).
Apesar da infecao por Nocardia surgir maioritariamente em individuos imunocomprometidos e
ser considerada uma doenca oportunista, individuos imunocompetentes também podem ser
infetados (82). Os fatores de risco para a infecao sao variados, sendo mais frequentes em
individuos com comorbilidades como a diabetes, doenca crdnica do figado, cancro, transplante de
6rgaos sdlidos bem como outras doencas que comprometam o sistema imunoldgico (81).

O prognostico desta infecao é variavel uma vez que esta dependente de varios fatores como
histdria clinica do doente, diagndstico atempado e terapéutica (86). Deste modo, e tendo em
conta a raridade de Nocardiose cutanea, é relevante a realizacao de uma revisao da literatura
sobre os fatores a ter em conta aquando de uma infecao por este microrganismo emergente,
principalmente em doentes imunocomprometidos como € o caso dos portadores da Sindrome de

Imunodeficéncia Humana (HIV, do inglés Human immunodeficiency virus).

2. Objetivo

Sistematizar e analisar a literatura existente sobre Nocardiose cutanea em doentes portadores
de HIV. Analisar o conhecimento expresso nestes estudos relativamente a epidemiologia da
doenca, fatores e comportamentos de risco, histdria e manifestacoes clinicas, diagndstico e
terapéuticas utilizadas.

Esta revisao da literatura tem como finalidade fornecer informacoes relevantes e atualizadas
sobre Nocardiose cutanea em doentes portadores de HIV, quer para os profissionais da clinica
relativamente a acuidade com que realizam a anamnese assim como para os profissionais, que
se encontram no laboratdrio, analogamente as metodologias de inovacao de diagndstico e

tratamento eficaz e adequado a cada tipo de laboratdrio.
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3. Material e Métodos

Realizou-se uma Scoping Review sobre Nocardiose cutanea em doentes portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana. Esta Scoping Review foi realizada sequindo as diretrizes de Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA) para scoping reviews
(85).

A pesquisa da literatura foi preconizada utilizando a PubMed e a Web of Science. Utilizamos as
seguintes palavras-chaves: “Nocardia infection, skin, HIV, immunologic deficiency syndromes”,
sendo a query: Nocardia infection AND skin AND (HIV OR immunologic deficiency syndromes). A
pesquisa foirealizada entre abril e junho de 2023. Nao estabelecemos inicialmente nenhum filtro
de pesquisa relativo ao tipo estudo de artigo nem ano de publicacao. Posteriormente, filtramos
0s artigos nos sequintes idiomas: portugués, inglés, francés e espanhol.

Selecionamos os artigos de acordo com os critérios de inclusao e de exclusao estabelecidos. Os
critérios de inclusao compreenderam estudos sobre Nocardiose cutanea, em doentes portadores
de HIV, da espécie Humana, e dos idiomas atras referidos. Efetuou-se a exclusao dos artigos
relativos a infecdes por Nocardia em doentes nao portadores de HIV. Da mesma forma, foram
excluidos artigos referentes a infe¢oes por Nocardianoutras localizag6es do corpo humano bem
como artigos relacionados com outras espécies de seres vivos sem ser a espécie humana.
Seguidamente, eliminamos os artigos repetidos assim como os artigos de revisao. Estes ultimos,
foram apenas utilizados para a Introducao, momento de contextualizacdao da tematica abordada
na Scoping Review. Apds a exclusao desses artigos, efetuou-se a triagem dos resultados da
pesquisa, tendo por base a leitura do titulo, resumo e palavras-chave. Depois, efetuou-se a
leitura integral dos artigos selecionados na etapa anterior, de forma a selecionar aqueles que
cumpriam os critérios de inclusao. Procedeu-se ao registo, na Tabela 1, do ano e tipo de estudo,
do nidmero de casos, das caracteristicas da populacdo em estudo (sexo e
fatores/comportamentos de risco), da sintomatologia, dos métodos de diagndstico clinico-
laboratoriais e da terapéutica utilizada e respetivas conclusoes, nos artigos elegiveis para o

estudo.
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4. Resultados

A pesquisa efetuada identificou 24 artigos, dos quais 10 eram elegiveis. As datas de publicacao
variaram de 1991 a 2017 e os estudos foram conduzidos em varios paises, incluindo Espanha,

Nova lorque, Austrdlia, Argentina, Itdlia e Franca.

Artigos encontrados nas Bases de
Dados: PubMed (n=23) e Web of

Science (n=9)

___________________________________________________

Artigos repetidos: n=8

Revisoes da Literatura: n=5

Exclusao de artigos para o tema de

""""""""""""" > estudo:n=3
b |
: Artigos para Triagem pela relevancia de :
- i
v i titulo, resumo e palavras-chave:n=16 |
| |
i i
~ . 7 . | |
Exclusao de artigos apos leitura O i

integral do artigo para identificacao
de artigos elegiveis para inclusao:

n=6

l

Total de Artigos incluidos na

Scoping Review: n=10

Figura 10— Esquema relativo a extracao de resultados.

Apds a extracao da informacao dos artigos selecionados foram sistematizados na Tabela 1 os

artigos e respetivos resultados que respondem ao objetivo do presente estudo.
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Tabela 1- Resumo dos artigos incluidos na Scoping Review

Titulo, Referéncia, Ne Caracterizacdo da Sintomatologia Diagndstico clinico-laboratorial Terapéutica Conclusdes
Tipo de estudo, Participantes amostra
Pais, Ano
Cutaneous 2 -homemde 28 - dispneia, - cultura do tecido da bidpsia da pele, em - administracao de sulfadiazina de 6 em 6 horas, no - doentes com
Nocardiosis and anos, portador de abcesso no braco Lowenstein-Jensen, e coloracao de Gram e doente do caso 1. Melhorou apds terapéutica, com boa Nocardiose cutanea
Human HIV (caso 1) e candidiase na Ziehl Neelsen, positivo para Nocardia evolucao da pele dado que as Ulceras desapareceram e primaria geralmente
Immunoddeficiency -mulher de 27 anos, boca (caso 1) asteroides, os pulmdes deixaram de estar comprometidos apds 2 possuem um historial
Virus infection, portadora de HIV - multiplos - caso 1- Diagnosticado com Nocardiose meses. de trauma localizado
(87), Case Report, (caso 2); abcessos na pele cutaneag; - sem descricao da terapéutica administrada ao individuo | ou num dos membros;
Espanha, 1991 -ambos (caso 2). - caso 2—Nocardiose ganglionar-cutanea sem do caso 2. - encontra-se por
consumidores de disseminacao sistémica. compreender a razao
drogas intravenosas. para o reduzido
nimero de infecoes
por Nocardiaem
doentes infetados
pelo HIV.
Cutaneous 1 -homemde32anos | -nddulocutaneo - nddulo incisado, do exsudado purulento - sulfonamidas parecem ser o ATB de eleicao para tratar -uma das
Nocardiosis caused e portador de HIV. eritematoso no obtido foi feito um esfregaco que foi corado infecdes por N. nova, caracteristicas
by Nocardia nova braco esquerdo,

occuring in HIV-
infected individual:
A casereport and
review of literature,
(88), Casereport e
Revisao da
literatura, Nova
lorque, 1993

sobre local de
fratura composta
do Umero, ha 20
anos.

pelo método de Gram; microscopicamente
visualizou-se estruturas ramificadas,
filamentosas do tipo Gram-positivo;
- identificacdo de Nocardia asteroides.

-importante realizacdo de testes de suscetibilidade de
antimicrobianos in vitro antes de prescrever ATBs
empiricamente;

-realca-se a necessidade darealizacao de testes de
diagndstico adicionais, sensiveis e especificos, que
possam ser facilmente realizados em laboratérios de
microbiologia clinica, para que infecao por Nocardia seja
rapidamente identificada.

relevantes que
distinguema N.
farcinica de outras
espécies do complexo
N. asteroides, hbem
como de outras
espécies de Nocardia,
é acombinacao a
combinacao tipica de
suscetibilidade a
antimicrobianos, em
que 0 microrganismo é
sensivel a
Eritromicina,
moderadamente
sensivel a Ampicilina e
resistente a
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Titulo, Referéncia, N2 Caracterizacao da Sintomatologia Diagnéstico clinico-laboratorial Terapéutica Conclusoes
Tipo de estudo, Participantes amostra
Pais, Ano
Amoxicilina-
clavulanato;
- apds identificacao de Staphylococos, iniciou-se -Espécies de Nocardia
tratamento com Flucloxacilina mas abcesso continuou a sd0 mais
crescer; doente ficou anémico e com funcionamento frequentemente
anormal do figado; isoladas a partir do
- depois foi-lhe administrado tomou Flucloxacilina via solo de locais tropicais
intravenosa; e subtropicais;
- apds identificacdo de Nocardia, substitui-se a - InfecOes piogénicas
. . _— Flucoxacilina por Trimetoprima-sulfametoxazol; adquiridas no
Disseminated - miltiplos . . . N .
- seguidamente, foi submetido a uma transfusao de ambiente,
cutaneous abcessos na pele, , A L . . -
o -homem de 44 - na cultura do fluido do abcesso cresceu gldbulos brancos e substituiram o Trimetoprima- provavelmente serao
nocardiosis a no local da agulha; A . . .
S anos, portador de . Staphylococcus aureus, sensivel a meticiling; sulfametoxazol por Ceftriaxone; mais graves nos
presenting illness 1 . - letargia; . . . - .
. . HIV e consumidor de - da cultura do abcesso maior, obteve-se um -18 dias depois, melhorou e iniciou terapia com doentes portadores de
of HIV infection, . - perda de peso; " . ) - .
- drogas intravenosas. e resultado positivo para Nocardia asteroides. Zidovudina; HIV;
(89), Clinical report, - candidiase oral. S . .
. - drenagem cirurgica particularmente importante nos - pode levar aum
Australia, 1994 L2 . AR
doentes com baixa imunidade. Em suma, o tratamento aumento significativo
operatdrio é reconhecido como um complemento na propagacao dessa
importante da terapia antimicrobiana para a Nocardiose; doenca, em pessoas
- alteracao dos requisitos da terapé@utica para com um sistema
Nocardiose, que passou de uma terapéutica com imunolégico saudavel,
mdiltiplos farmacos para uma terapéuticacomum dnico | semelhante ao que se
farmaco, com a melhoria da resposta imune alcancada tem verificado coma
pela Zidovudina. Tuberculose.
- . - Nocardiose em
- Nocardiaisolada de culturas de sangue apds .
. N : doentes comHIV é
L 48 horas de inoculagao, em meios de cultura
Nocardiosis in . rara em Espanha;
. - - origem da standard. A
patients with -sexodos doentes | . s oA . - aforma mais comum
~ - infecao foi cutanea | - no momento do diagndstico, apenas 1doente - . I . ~
Human ndo especificado; S - tratamento mais utilizado — Trimetoprima- de manifestacdes
- . num dos doentes, recebeu profilaxia de ATBs, contra outra o - o .. -
Immunodeficiency - consumidores de p . - . . . sulfametoxazol (45%) e Sulfadiazina (36%), com uma clinicas foram lesoes
L S 2 . sobre a dreade infecdo, teoricamente eficazes para Nocardia, .
Virus infection in drogas via ~ . R . . boaresposta, exceto em casos com envolvimento napele,
. . puncao venosa, e - envolvimento cutaneo foi a forma mais A
Spain, (90),Report + intravenosa. cerebral. contrariamente ao

Revisao, Espanha,
1995

pulmonar no outro
doente.

comum de Nocardiose, contrariamente ao
verificado noutras areas geograficas. A
profilaxia com Trimetoprima-sulfametoxazol
(TMP-SMX) contra outras infecdes pode ser

verificado em outras

partes geogréficas;
- aprofilaxia com
TMP-SMX, para
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Titulo, Referéncia, N2 Caracterizacao da Sintomatologia Diagnéstico clinico-laboratorial Terapéutica Conclusoes
Tipo de estudo, Participantes amostra
Pais, Ano
responsavel por uma incidéncia inferior a outras infecdes, pode
esperada neste tipo de doentes. ser acausadeuma
incidéncia menor de
Nocardiose
relativamente ao que
seria de esperar em
doentes com HIV.
- amostras de expetoracao e pus, coradas pela - Nocardiose ocorre
coloracdo de Gram e observadas comouma
relativamente a presenca de estruturas complicagdo da
filamentosas ramificadas, que foram infecdo por HIV, na
acidificadas com a coloracao de Kinyoun; Republica da Africa do
- 6 mulheres/ 4
- amostras semeadas em MacConkey e agar Sul;
homens - todos o . ; .
sangue de cavalo 5%. Placas incubadas - Nocardia asteroides
portadores de HIV; . < g P - .
< g ; durante 48 horas (incubacao foi prolongada é a espécie mais
- nao foi considerado . .
durante 2 semanas se a microscopia fosse frequentemente
presente o consumo -3 doentes com . . .
. . suspeita de Nocardia); isolada:
de drogas por via celulite e pus - . . ..
, . . n - colénias semelhantes a Nocardia spp., foram - Nocardia farcinica
Nocardial Infection Intravenosa em subcutaneo; em subcultivadas em Lowenstein Jensen e ossuiresisténcia a
as a Complication nenhum dos isso foi associado . . - Para doentes diagnosticados com Nocardiose cutanea: possul
) N ~ Middlebrook. Posteriormente foram . . varios agentes
of HIV in South doentes; aformacdo do . o N e Tdoente tratado com Cotrimoxazol via oral: . .

. 10 . identificadas recorrendo areacdes S antibacterianos;
Africa, (91), Estudo -no momento do trato sinusal; L e N e  Tdoente tratado com com Minociclina oral; . .
Prospetive. Africa diaanéstico de locais bioquimicas (resisténcia a lisozima; hidrélise 1 doente recusou tratamento médico - antimicrobianos que

- . . . . . . . o .
p ! g. . diferencial de cesina, ureia, tirosina, xantina e demonstram boa
do Sul, 2000 Nocardiose, nenhum envolvidos: . . N . L. S =
P hipoxantina; fermentacao de agticares); atividade in vitrosao a
doente estavaa membro inferior, . L
- com base na cultura de pus, a Nocardiafoi Amicacina,
receber nenhum coxa ou tornozelo. - .. p N
o . considerado o principal patogéneo em 2 Minociclina,
antimicrobiano nem L . .
s doentes e um co-patogéneo com Cefotaxina, Imipenem
medicagdo o o
. . Staphylococcus aureus no 32 doente; e Amoxicilina+Acido
antirretroviral; . o o
- Teste de suscetibilidade a antibiéticos por clavulamico:
Microdiluicdo. ATBs testados: Ampicilina, - Cotrimoxazol
Eritromicina, Cotrimoxazol, Amoxicilina/acido demonstrou elevado
clavulanico, Imipenem, Cefotaxina, Amicacina, nivel de resisténcia in
Minociclina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol e vitro.
Canamicina.
Nocardial infection - 6 homens/ 2 _lceras - Nocardiaisolada em meio de cultura - maioria dos doentes recebeu sulfonamidas tendo - Nocardiose
in patients infected 8 mulheres; subcutaneas: Columbia blood agar, Lowenstein-lesen e havido reposta positiva ao tratamento na maioria dos mantem-se uma

with the Human

- portadores de HIV;

Coletsos;

doentes;

infecao oportunista
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Diagnéstico clinico-laboratorial

Terapéutica

Conclusoes

retrospetivo,
Espanha, 2003

suscetibilidade a cefamandole e outros ATBs:
-3 casos de Nocardiose cutanea.

Titulo, Referéncia, N2 Caracterizacao da Sintomatologia
Tipo de estudo, Participantes amostra
Pais, Ano
Immunodeficiency - consumidores de - nddulos nos - espécies identificadas utilizando reagdes - o fim do tratamento levou a uma rdpida recaida e rara em doentes com
Virus, (92), Estudo drogas intravenosas. membros bioquimicas: hidrdlise e decomposicao da progressao da doenca que normalmente nao é resolvida HIV;
superiores. caseina, xantina, tirosina e arilsulfatase, com o retomar da terapéutica; - uso de sulfonamidas
por rotina, dificulta o

- defendem uma terapia prolongada, provavelmente
para avida em doentes em estado avancado da doenca
provocada pelo HIV;

- elevada taxa de recdes adversas as sulfonamidas em
doentes com HIV, demonstrando a necessidade de
terapias alternativas.

diagnéstico
microbioldgico;

- afalta de relatos de
casos de Nocardiose
bem como o amplo
uso de terapia
antirretroviral, podem
contribuir para a baixa
incidéncia desta
infecao relacionada
comHIV;

- verifica-se uma
distribuicao
semelhante das
espécies de Nocardia
hem como do espetro
dadoenca, a outros
locais geograficos;
- destaca-se o facto
de embora os
resultados deste
estudo apontarem
para o tratamento
com sulfonamidas
como sendo eficaz na
maioria dos casos, 0s
autores relatama
importancia de
considerar esta
doenca como causa
significativa de

morbilidade e
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Titulo, Referéncia,
Tipo de estudo,
Pais, Ano

Ne
Participantes

Caracterizacao da
amostra

Sintomatologia

Diagnéstico clinico-laboratorial

Terapéutica

Conclusoes

mortalidade em
doentes com HIV.

Nocardiosis en
pacientes
infectados por el
VIH, (93), Estudo
retrospetivo,
Argentina, 2005

27

- 81% homens/19%
mulheres;

- portadores HIV
(nenhum areceber
terapia
antirretroviral
aquando o
diagndstico).

- dor de cabeca;
- convulsoes:
- ahcessos
subcutaneos;
- sindrome
linfocutanea;
- micetoma;

- adenopatia.

- isolamento primdrio dos exsudados, feito em
agar Thayer-Martin e glicerina ou agar sangue
e chocolate, incubado a 35-37°C durante um
maximo de 21 dias;

- culturas positivas foram novamente coradas
pela coloracdo de Gram e de Kinyoun;

- testes para identificacao dos isolados que
permitiram a identificar N. brasiliensis, N.
otitidiscaviarume N. asteroides — reacoes
hioquimicas: hidrdlise da caseina; liquefacao de
cristais de xantina, tirosina e hipoxantina;
producao de urease; crescimento em meio de
gelatina a 0,4% e suscetibilidade aos seguintes
ATBS (método Kirby-Bauer): Ciprofloxacina,
Cefotaxina, Gentamicina, Tobramicina,
Imipenem, Cotrimoxazol, Minociclina,
Eritromicina, Amicacina, Ampicilina,
Ampicilina-sulbactam;

- 70% doentes apresentaram isolado
respiratorio;11% isolado da pele e tecido
subcutaneo; 8% envolvimento do pericardio;
restantes 11% formas disseminadas.

- principal ATB prescrito foi o Cotrimoxazol (78%),
Amicacina (59%) e Ciprofloxacina (33%);
- terapia combinada (Cotrimoxazole-amicacina) usada
em 78% dos doentes;

- em doentes com AIDS deve-se manter um esquema de
profilaxia secunddria com baixas doses de
Trimetoprima-sulfametoxazol até atingir reconstituicao
imunoldgica com a terapia antiretroviral,

- consideram que comhinacao de ATB é essencial para
otimizar as possibilidades de éxito terapéutico,
principalmente em doentes com formas graves da
doenca e/ou disseminada.

- Nocardiose é uma
doenca pouco
frequente em doentes
comHIV;

- diagnéstico deve ser
considerado em
doentes com
contagemde células T
CDA4+ inferior a 50/pL
e em doentes em que
se verifique
envolvimento
pulmonar ou
pericdrdico.

Nocardiosis in
Srinagarind
Hospital Thailand,
(94),Estudo
Retrospetivo,
Tailandia, 2005

70

- 80% homens/
20% mulheres;

- apenas 2 doentes
portadores de HIV
receberam
tratamento
antiretroviral.

-febre;
- ahcessos
cutaneos.

- sindrome mais comum: infecao
pleuropulmonar sequida da pele e tecidos
moles (22,8%):

- 70% dos doentes positivos para Nocardia,
- coloragao Kinyoun revelou-se muito til para
o diagnéstico principalmente quando nao sao
obtidos resultados provenientes da cultura dos
produtos bioldgicos;

- amostras biolégicas inoculadas em meios
nao seletivos de rotina para bactérias, fungos e
micobactéria;

- doentes que morreram tinham infecao disseminada,
abhcessos cerebrais ou infecao por estirpes resistentes
ao Trimetoprima-sulfametoxazol;

- prognéstico a longo prazo foi bom, com uma taxa de
sucesso da terapéutica de 93,75%;

60 doentes receberam tratamento com antimicrobianos,
50 deles com TMP-SMX.

- Nocardiose é uma
infecao oportunista
frequente em
mdiltiplas condicdes de
imunossupressao;

- pode apresentar
variadas
manifestacdes
clinicas;
-acultura
microbioldgica pode
ndo ser suficiente para
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N2 | Titulo, Referéncia, N2 Caracterizacao da Sintomatologia Diagnéstico clinico-laboratorial Terapéutica Conclusoes
Tipo de estudo, Participantes amostra
Pais, Ano
- isolados de Nocardiaidentificados e testados identificar a Nocardia.
quanto a suscetibilidade antimicrobiana Mas a coloracao
utilizando o método de difusao em disco com acido-resistente
agar Mueller-Hilton; modificada é muito dtil
- 49 doentes com cultura positiva de Nocardia no diagndstico;
spp., dos quais 28 obtiveram coloracao - devem ser
negativa. 20 doentes tinham apenas esfregaco realizados testes de
positiva como prova de infecao por Nocardia; suscetibilidade a
- teste de suscetibilidade efetuado pelo antimicrobianos
método de difusao em disco; devido ao aumento de
- taxa de suscetibilidade dos isolados de resisténcia ao TMP-
Nocardia spp. ao Trimetoprima- SMX.
sulfametoxazol foi de apenas 42,1%.
9 - em geral, as suas
ohservacdes realcam
. . . . - . que é essencial nao sé
Isolation of -microrganismo sensivel a Amicacina, Trobamicina, . . e~
o L. . . . realizar aidentificacao
Nocardia asiatica Gentamicina, Imipenem, Ceftriaxona, Cefotaxina, . L.
. s . - o . - . precisa da espécie,
from cutaneous - Ulceras na coxa - esfregacos primarios positivos para Lizolida, Doxiciclina, e resistente a Ciprofloxacina e . .
.y ; . ! - assim como realizar
ulcers of human -homemde 45 direita; Nocardia; Trimetoprima-sulfametoxazol. Com suscetibilidade
. - . o . PETNN . - testes de
immunodeficiency 1 anos; - Ulcera - por PCR, obteve-se umresultado 100% de intermédia a Claritromicina; -

Lo . . . B iy ] . e - suscetibilidade
virus infected - portador de HIV. reroauricular no identidade para Nocardia asiatica, suscetivela | - perfil de tratamento ATB difere de espécie para espécie . . <
L . - : L antimicrobiana. Sao

patient in Italy, (95), lado esquerdo. Imipenem e Trobamicina. de Nocardia. Contudo, a determinacgao de MICs para .
1 ‘. . L. aspetos fulcrais para o
Casereport, Itdlia, espécies raramente encontradas, é necessdria para uma
~ - sucesso da
2007 gestao terapéutica correta. -
terapéutica de
infe¢6es causadas por
Nocardia asiatica.
10 Nocardiosis: A - todas as estirpes identificadas pelo . - este estudo
. . . . . - cerca de metade dos doentes recebeu Cotrimoxazol . :
retrospective case -febre; laboratdrio de hiologia molecular, até 2006, . s evidenciaquea
. ~ . R (em monoterapia ou em combinacdo com outra classe o
series of 19 -lesdo no dedo através da determinacao do tamanho dos - ‘ P~ Nocardiose é uma
. . . 4 . = terapéutica); Este facto estd de acordo com a prética o
patients,(96), -15homens/ 4 com fistula; fragmentos obtidos apds arestricao do gene . : - doenca dificil de tratar;
= . P habitual, continuando o Cotrimoxazol a ser um dos S .
Estudo 19 mulheres. - abcesso na mao; da proteina de choque térmico 65 Kd (hsp65) . - éindispensdvel
. ., ; . tratamentos de escolha nos casos de Nocardiose,
retrospetivo, - tosse seca; apos eletroforese. A partir de 2007, através da . : aprofundar a
" . . particularmente na Nocardiose pulmonar. ~
descritivo e - pneumopatia; sequencia¢ao de uma parte do mesmo gene L . compreensao sobre
S . . " o - terapéuticas alternativas, como os Carbapenem ou as . . ~
unicéntrico, Franca, - cefaleia febril. que codifica a hsp65 com um limiar de Cefalosporinas de terceira qeracio com ou sem este tipo de infecao.
2017 interpretacdo (99% de semelhanca); P gerac
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Terapéutica

Conclusoes

Titulo, Referéncia,
Tipo de estudo,
Pais, Ano

Ne
Participantes

Caracterizacao da
amostra

Sintomatologia

Diagnéstico clinico-laboratorial

- grande variabilidade no tempo de resposta

amicacina, revelaram-se Uteis em casos de doenca

dos resultados bacterioldgicos, de 3 a 95 dias,
com uma média de 35 dia.

muito grave ou de resisténcia;

- Amoxicilina com ou sem umiinibidor da beta-lactamase

também pode ser um tratamento alternativo para

doentes com doenca ligeira, devido a atividade anti-

Nocardiamoderada;

- Minociclina é tamhém uma alternativa interessante em

casos de Nocardiose pulmonar ou cerebral;

- entre 0s outros tratamentos, o Imipenem é 0 ATB com a
melhor atividade contra as diferentes espécies de
Nocardia (principalmente N. nova, N. veterana, N.

africana, N. farcinica, N. transvalensis, N. asteroides, N.

cyriacygeorgica, N. abcessos);

- nenhum doente foi tratado com Linezolida, que é um
tratamento eficaz mesmo para estirpes altamente
resistentes, ou com Tigeciclina, outra alternativa
interessante;

- 4 doentes sofreram reacdes adversas a medicamentos

(27% dos doentes tratados), a maioria dos quais tinha
recebido Cotrimoxazol
- naliteratura, é frequente a necessidade de alteragao do
tratamento devido a monitorizacao de reacdes adversas,
alergia ou intolerancia em associagdo com o
Cotrimoxazol. No entanto, este risco de recidiva parece
ser maior para os pacientes que receberam menos de 3
meses de tratamento, nomeadamente com
Cotrimoxazol. Estes dados confirmam aimportancia de
uma terapia antibiética a longo prazo de pelo menos 6

meses.
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Da analise de conteddo presente na Tabela 1 verificamos convergéncias e divergéncias
relativamente ao tipo de estudo, nimero de casos, caracteristicas da populacao em estudo
(sexo e fatores/comportamentos de risco), sintomatologia, métodos de diagndstico clinico-
laboratoriais e terapéutica utilizada. De seguida, apresentamos esses resultados

detalhadamente.

Tipo de estudo
Os artigos um, dois, trés e nove reportam-se a Estudos de Caso, enquanto os artigos seis, sete,
oito e dez sao Estudos Descritivos Retrospetivos. Ja o artigo cinco é um Estudo Descritivos

Prospetivo.

Numero de participantes
A maioria dos artigos analisados possuiam uma amostra superior a cinco doentes. Contudo, 0s
artigos dois, trés e nove apenas incluiam um doente, e 0s artigos um e quatro incluiam mais do

que um e menos do que cinco doentes.

Caracteristicas dos participantes

A observacao dos estudos selecionados revelou que a descricao da infecao por Nocardia
apenas em doentes do sexo masculino em trés dos artigos examinados, nomeadamente nos
artigos dois, trés e nove. No artigo quatro, por sua vez, a especificacao do sexo dos
participantes no Estudo de Caso nao foi mencionada. Quanto aos demais estudos, as
descricdes abrangiam tanto doentes do sexo feminino quanto masculino.

Destaca-se, adicionalmente, que os artigos um, quatro e seis abordaram a associacdo dos
doentes com o uso de drogas intravenosas, apontando para essa varidvel como um possivel

comportamento de risco que contribui para o aparecimento de Nocardiose cutanea.

Sintomatologia

Todos os estudos referem a ocorréncia de manifestagcoes cutaneas nos participantes. Estas
manifestacoes variam e incluem lesdes tais como, tlceras e nddulos cutaneos, abcessos, bem
como micetomas (observado apenas no artigo sete) e celulite.

Adicionalmente, os artigos oito e dez corroboram a presenca de febre como um sintoma

frequente entre os participantes estudados. No contexto especifico do artigo trés, foi descrito
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um espetro mais amplo de sintomas. Para além das lesdes cutaneas, os doentes tambhém
apresentaram letargia, perda de peso e candidiase oral. No artigo set, sao descritos outros

sintomas, como a dor de cabeca, convulsoes, sindrome linfocutanea e adenopatia.

Diagndstico clinico-laboratorial

Observou-se da andlise dos artigos selecionados, existir uma diversidade de abordagens
utilizadas para a identificacao da Nocardia. No que diz respeito a metodologia usada para o
diagndstico laboratorial da infecao por Nocardia, constatou-se que os artigos um, cinco e sete
recorreram a cultura dos produtos bioldgicos, bem como a coloragao de Gram. Adicionalmente,
o artigo um efetuou ainda a coloracgao de Ziehl-Neelsen. Por outro lado, o artigo dois optou por
utilizar exclusivamente a coloracao de Gram. Uma outra abordagem foi o uso da coloracao de
Kinyoun, reconhecida pela afinidade com microrganismos alcool-dcido resistentes, como a
Nocardia, que foi adotada pelos artigos cinco, sete e oito. Ja os artigos trés, quatro, seis e oito
fizeram uso exclusivo de culturas de produtos bioldgicos no processo de diagndstico da
Nocardiose.

Verifica-se que para a identificacdao das espécies de Nocardia, utilizaram-se diferentes
metodologias. De salientar que no artigo nove, foi utilizada a técnica de Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR) para a identificacao da Nocardia. Tamhém o artigo dez adotou abordagens
mais avancadas ao recorrer tanto a Genotipagem como a Fenotipagem.

Outra perspetiva, reside na utilizacao de Testes Bioquimicos em varios estudos para a
identificacao das espécies especificas de Nocardiaresponsaveis pelas infecdes. A hidrdlise da
caseina, ureia, tirosina, xantina e hipoxantina, assim como a producao de urilsulfatase e a
resisténcia a lisozima (conforme relatado no artigo cinco), foram aplicados nos artigos cinco,
seis e sete.

Foram ainda realizados num conjunto de estudos de suscetibilidade antimicrobiana como
parte de sua abordagem de orientacdo para uma terapia efetiva. Nos artigos dois, cinco, seis,
sete, oito e nove, foram conduzidos testes para avaliar a resposta da Nocardia a diferentes

agentes antimicrobianos.
Terapéutica

No artigo um foi administrada a Sulfadiazina como tratamento para a Nocardiose cutanea tal

como no artigo quatro. Contudo neste ultimo, efetuou-se a combinacao da terapia com outro
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antibidtico, o Trimetoprima-sulfametoxazol. Este antibidtico foi também administrado a 71%
dos doentes mencionados no artigo oito. Ja no artigo dois e seis, as sulfonamidas foram a
escolha preferencial de antibiético. No entanto, o artigo seis relatou recaidas apds o fim do
tratamento bem como reacgdes adversas ao antimicrobiano utilizado. Deste modo, defende
uma terapia prolongada. Por outro lado, no artigo trés, apds a identificacao da Nocardia, os
doentes receberam tratamento com Trimetoprima-sulfametoxazol, Ceftriaxona e Zidovudina
em diferentes fases do tratamento. Todavia, no artigo cinco, foi administrado Cotrimoxazol em
alguns doentes e noutros Minociclina. Ja no artigo sete, a combinacao de Cotrimoxazol,
Amicacina e Ciprofloxacina foi utilizada. A terapia combinada de Cotrimoxazol-Amicacina foi
adotada em 78% dos casos, especialmente em doentes com AIDS. A combinacao de
antibidticos foi considerada essencial para o sucesso terapéutico pelos autores do respetivo
artigo. No artigo nove, os autores apresentaram os resultados dos Testes de Suscetibilidade
aos antimicrobianos, sendo o microrganismo identificado sensivel a varios antibidticos,
incluindo Amicacina, Tobramicina, Gentamicina, Imipenem, Ceftriaxona, Cefotaxima, Lisozima
e Doxiciclina. Verificou-se resisténcia a Levofloxacina e Trimetoprima-sulfametoxazol.

Por fim, no artigo dez, cerca de 50% dos doentes receberam Cotrimoxazol em monoterapia ou
em combinacao com outros antibidticos. Realca-se a importancia da utilizacao de terapias
alternativas, como Carbapenemos ou Cefalosporinas de terceira geracao com ou sem
Amicacina, em casos graves ou resistentes. O Imipenem foi destacado como eficaz contra
vdrias espécies de Nocardia. Foram observadas reacoes adversas em 27% dos doentes
tratados, principalmente com Cotrimoxazol. A necessidade de mudar o tratamento devido a
reacoes adversas foi relatada na literatura, especialmente com o Cotrimoxazol. A terapia
antibidtica de longo prazo (pelo menos seis meses) foi considerada importante para prevenir
recaidas, tal como jd tinha sido mencionada pelos autores do artigo seis.

Além dos resultados anteriormente mencionados, € relevante destacar que os artigos dois e
trés apresentaram um aspeto diferenciador para com os demais estudos analisados. No
contexto da Nocardiose cutanea em portadores de HIV, esses dois artigos adotaram uma

abordagem mais abrangente, incluindo a realizacao de drenagem cirtrgica.
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5. Discussao

Nesta Scoping Review, a diversidade dos artigos e respetivo desenho espelha uma
abordagem variada no que se refere ao estudo da Nocardiose cutanea em doentes portadores
do Virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana. Os Estudos de Caso (artigos um (87), dois
(88), trés (89), quatro (90) e nove (95)) expressam uma perspetiva detalhada sobre a histdria
clinica de cada doente/amostra bem como o tratamento efetuado. Por sua vez, os estudos
retrospetivos (artigos seis (92), sete (93), oito (94) e dez (96)) registam uma perspetiva mais
ampla e coletiva, possibilitando analises comparativas e aidentificacao de padrdes que podem
servir de guia para estratégias de diagndstico e terapéutica.

A variedade do tamanho das amostras estd diretamente relacionada com o tipo de estudo
realizado, pelo que a dimensao das amostras condiciona as elacoes que se podem retirar em
cada um desses estudos.

No nosso estudo, verifica-se que a prevaléncia da infecao por Nocardia é superior em
individuos portadores de HIV, face a doentes imunocompetentes do sexo masculino. O que
estd em concordancia com a literatura que refere que a Nocardiose é mais frequente em
homens do que em mulheres, possivelmente devido a exposicao ambiental e ocupacional (97—
99). Para além disso, € importante mencionar que em alguns artigos do nosso estudo como o
um (87), quatro (90) e seis (92), o consumo de drogas intravenosas € associado a Nocardiose
cutanea. Essa associacao acentua a importancia de considerar diversos fatores e
comportamentos de risco a ter em conta no momento de diagndéstico hem como a terapéutica
a ser prescrita.

A prevaléncia de Nocardiose estd relatada em cercade 0,47 a 0,87 por 100 000 individuos em
paises como Canada (100), Espanha (99) e Australia (101). Sdo vérios os fatores que
contribuem para a ocorréncia de Nocardiose, destacando-se aqueles que provocam o
enfraquecimento do sistema imunoldgico, como transplantes de 6rgaos sdlidos, transplantes
de células-tronco hematopoiéticas, HIV, neoplasias hematoldgicas bem como a terapia
crénica com corticosteroides (102).

A Nocardiose pode mimetizar vdrias outras patologias pelo que a andlise efetiva e rigorosa da
sintomatologia é fundamental para a identificacdo da Nocardia em tempo (til (79). Cada um
dos estudos submetidos a analise, evidéncia a ocorréncia de lesoes cutaneas nos doentes.

Estas manifestacoes variam e incluem abcessos, ulceras e nddulos cutaneos, celulite e
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micetoma (apenas observado no artigo sete (93)). Assim, as lesdes na pele sao o denominador
comum entre todos os estudos, permitindo desta forma, reforcar a presenca destas
manifestacoes na caracterizacao clinica da Nocardiose cutanea em doentes portadores de
HIV. Para além disso é também mencionada a presenca de sintomas sistémicos, como a febre
(artigos oito (94) e dez (96)) bem como sintomas neuroldgicos (artigo sete (93)), que
contribuem para aumentar a complexidade da sintomatologia associada a infecao causada
pela Nocardia (99). O aumento da temperatura corporal, como sinal de resposta inflamatdria
sistémica, é considerado um elemento sintomatico de elevada relevancia e deve por isso ser
tido em consideracao no momento do diagndstico. Sintomas mais abrangentes como perda de
peso, candidiase oral e sindrome linfocutanea, destacam a necessidade de ser efetuada uma
avaliacao detalhada e abrangente dos doentes a fim de serem considerados todos os
sintomas como alertas para uma possivel infecao por Nocardia (103).

O “gold standard” para a identificacao da Nocardia é o isolamento e cultura da bactéria ja 0"
gold-standart” para a identificacao ao nivel da espécie é a sequenciacao do gene 16S rRNA
(77). Contudo, no nosso estudo verifica-se uma diversidade de metodologias empregues para
aidentificacao da Nocardiae da sua espécie. Tal pode dever-se ao facto de diferentes estudos
possuirem laboratdrios com diferentes recursos, nomeadamente no que diz respeito ao tipo
de equipamentos que possuem e aos recursos humanos disponiveis.

Como consequéncia do aumento das infecdes por Nocardia spp. e da incapacidade de
identificar novas espécies através da caracterizacao fenotipica, tem-se recorrido a técnicas
moleculares que permitem a identificacao de espécies de Nocardia (104). O uso da técnica de
PCR, referido no artigo nove (95), constitui assim um avanco significativo na metodologia visto
que em comparacao com os métodos tradicionais, pode aumentar a especificidade,
sensibilidade e rapidez do diagndstico. Contudo, a sensibilidade desta técnica pode sofrer
interferéncias por varios fatores como a qualidade da amostra e a presenca de inibidores. E
ainda, a detecao de material genético da Nocardia nao indica necessariamente a presenca de
uma infecdo ativa. No artigo dez (96), foram adotadas metodologias mais avancadas que
incluem a Genotipagem e Fenotipagem. Estas abordagens podem contribuir para uma
caracterizacao mais precisa da Nocardia, possibilitando uma melhor compreensao da
epidemiologia, resisténcia e evolucao das infecdes. Todavia, sao técnicas mais dispendiosas
que exigem equipamentos especializados, um elevado conhecimento e competéncia técnica

bem como a interpretacao dos resultados pode ser complexa. De salientar que o gene 16S
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rRNA possui algumas desvantagens, como: i) polimorfismos insuficientes entre as espécies
que podem impossibilitar a diferenciacao de algumas delas; ii) levar a identificacdo incorreta
das espécies causada pelas intimeras cdpias do gene 16S rRNA em algumas delas (105-107).
Com a identificacao da espécie de Nocardia a partir da realizacao de testes bioquimicos, é
possivel direcionar o tratamento adequado. Contudo, algumas espécies de Nocardiapossuem
perfis bioquimicos semelhantes, dificultando a sua identificacao. Do mesmo modo, os perfis
de suscetibilidade antimicrobiana, introduzidos por Richard Wallace, sao um dos métodos para
a identificacao da Nocardia ao nivel da espécie. Proporcionam informagdes cruciais para a
antibioterapia a instituir de acordo com a sensibilidade/resisténcia do microrganismo em
causa (105).

Relativamente as metodologias tradicionais, destaca-se a realizacao de culturas de
exsudados conjuntamente com a coloracao de Gram, procedimentos estes utilizados em trés
dos artigos estudados (artigos um (87), cinco (91) e sete (93)). Essa metodologia demonstrou
uma abordagem comum para identificar o agente etioldgico da infecao a partir da
compreensao da morfologia do microrganismo. Porém, os artigos trés (89), quatro (90), seis
(92) e oito (94), basearam-se exclusivamente da cultura dos produtos bioldgicos. No artigo um
(87), recorreram a coloracao de Zielh-Neelsen, com o intuito de visualizarem com melhor
qualidade a Nocardia, dado esta se tratar de uma bactéria fracamente dlcool-dcido resistente
e ser bem visualizada através desta coloracao. Embora os estudos mencionados
anteriormente tenham recorrido a uma metodologia mais complexa, o artigo dois (88) optou
apenas por proceder a identificacao da Nocardia através da visualizagao ao microscopio do
esfregaco corado pelo método de Gram. E uma abordagem possivel, todavia pode nao ser
suficientemente especifica quando utilizada em exclusivo, uma vez que a Nocardia pode ser
confundida com outros microrganismos de estrutura semelhante. A coloracao de Kinyoun
(coloracao de Zielh-Nielson modificada), reconhecida pela afinidade com microrganismos
alcool-dcido resistentes(108), foi preconizada nos artigos cinco (91), sete (93) e oito (94).

A escolha da terapéutica utilizada para tratar a Nocardiose cutanea é de maxima importancia
e deve por isso garantir a resolucao da infecao e prevenir possiveis recaidas. No entanto, é
importante destacar que nao se encontram estabelecidas guidelines para o tratamento
empirico (109). De acordo com os artigos analisados, verificaram-se diferentes abordagens
terapéuticas. A Sulfadiazina foi prescrita no artigo um (87) e quatro (90), tendo a sua eficdcia

sido provada em alguns casos. Contudo, deve-se alertar para a ocorréncia de possiveis
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reacoes adversas assim como para as resisténcias que possam surgir. O Trimetoprima-
sulfametoxazol (TMP-SMX), sozinho ou combinado, parece ser a primeira opcao de
tratamento (110). Na nossa Scoping Review, o0 TMP-SMX, foi utilizado em vdrios estudos
(artigos quatro (90), oito (94), nove (95) e dez (111)), quer isoladamente quer em terapia
combinada com outras antibidticos, como a Amicacina. Esta combinacao revelou-se eficaz,
particularmente em casos graves ou resistentes a outros antimicrobianos. Para além do
Cotrimoxazol, em dois artigos (dois (88) e seis (92)) foram usadas outras Sulfonamidas,
indicando que estes antibidticos podem ser uma alternativa terapéutica eficaz em casos de
Nocardiose cutanea. A terapia antibidtica prolongada (minimo de seis meses) a fim de evitar
recaidas, foi defendida em alguns dos artigos analisados (112,113). De realcar, a abordagem
mais abrangente referida pelos artigos dois (88) e trés (89) que incluem a drenagem cirdrgica.
Revelam que esta prética clinica pode ser realmente importante para melhorar a resolucao da
infecdo, em casos especificos como aquando da existéncia de nddulos e abcessos cutaneos.
Por outro lado, a duracao do tratamento, nao mencionada em todos 0s nossos artigos, ainda é
algo que se encontra a ser discutido pela comunidade cientifica, uma vez que deve ser
adaptada a resposta ao tratamento por parte do doente assim como a histdria clinica do
mesmo (77).

De acordo com a andlise das conclusées dos estudos examinados, denota-se um ponto
comum no que concerne a inevitabilidade de aprofundar a compreensao sobre este tipo de
infecao de modo a melhorar o progndstico dos doentes portadores de HIV com infecao por

Nocardia.
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6. Conclusao

As infecoes bacterianas em doentes infetados pelo HIV, como a Nocardiose, sao o culminar
direto da resposta imunoldgica, humoral e celular, do doente. Assim, a Nocardiose cutanea
representa uma importante infecao em doentes com HIV.

Esta Scoping Review integrou artigos com abordagem da Nocardiose cutanea em doentes
portadores de HIV, com variedade relativamente ao desenho dos estudos. As manifestaces
clinicas varidveis, incluindo lesdes cutaneas e sintomas sistémicos, destacam a relevancia de
ser efetuado um diagndstico com precisao e exatidao. A multiplicidade de metodologias de
diagnastico clinico-laboratorial enfatizam a caréncia de ver desenvolvida uma abordagem
integrada e composta por equipas multidisciplinares para que seja efetuada a identificacao de
Nocardia, de uma forma célere e rigorosa, para posteriormente ser prescrita a terapéutica
indicada para cada caso especifico. Para além disso, as varias op¢oes terapéuticas existentes
apontam para a necessidade de um aprofundamento de conhecimentos dada a complexidade
deste agente etioldgico. A falta de eficacia na prevencao da Nocardiose pode ser devida a
fendmenos farmacodinamicos, mas também ao aumento da resisténcia antimicrobiana,
imunossupressao e comorbilidades.

Por fim, atendendo as caracteristicas dos estudos analisados, como o tamanho reduzido das
amostras e da falta de padronizacao no diagndstico da Nocardiose, recomenda-se um
desenho de investigacao nesta area de forma a aumentar o nimero de amostras de doentes
com HIV infetados pela Nocardia que permita contribuir no estabelecimento de diretrizes.
Destaca-se a investigacao continua, a padronizacao das metodologias de diagndstico bem
como a compreensao aprofundada das manifestacoes clinicas que sao essenciais para
melhorar a abordagem clinica da Nocardiose cutanea em doentes com HIV. Culminando num
diagndstico de maior precisao e exatidao, um tratamento mais efetivo e a melhoria da

qualidade de vida dos doentes infetados pela Nocardia.
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Anexos

Tabela 2 - Descricao meios de cultura utilizados no Setor de Microbiologia do Laboratdrio Central do Porto da Unilabs

Meio de Cultura Tipo Constituicao Utilidade Incubacao
BD XLD Agar Sélido, Possui extrato de leveduras, desoxicolato de sddio, xilose, lisina e um Isolamento e diferenciacao de elementos patogénicos entéricos 18 a24 horas a35°Ce 37°C
(Agar de moderadamente sisterna de indicador de HzS (115). Gram-negativos como a Shigella e a Salmonella (115). (115).
desoxicolato- seletivo e diferencial
lisina-xilose) 14).
Agar Sabouraud Sdlido, seletivo e Possui constituintes nutritivos bem como elevada concentracao de Isolamento e cultura de todos os fungos (leveduras e 25a42°C
Dextrose diferencial (116). glucose e pH baixo (que dificulta o crescimento da maior parte das filamentosos), patogénicos ou ndo patogénicos(116). 3 a 6 dias até 45-60 dias (116)

bactérias). As pectonas funcionam como fonte de crescimento de azoto
17).

Agar Sabouraud
Cloranfenicol

Seletivo(118)

A associacao de antibiéticos, cloranfenicol e gentamicina, inibe
crescimento bactériano. A actidiona inibe o crescimento de fungos

Isolamento, a partir de amostras bioldgicas especialmente
guando contaminadas por uma flora flingica e bactériana mista,

Varia consoante o tipo de
fungo analisado. Geralmente, a

Gentamicina saprdfitas, de determinadas leveduras e algumas estirpes de Aspergillus de Dermatdfitos e outros fundos patogénicos(118). temperatura étima é de 30-

Actidiona e Fusarium(118). 35°C (18).
MacConkey Sélido, diferencial e As pectonas de carne, a caseina e a digestdo pancreatica da gelatina Isolamento de bactérias Gram-negativas entéricas, permite a Aerobicamente a 35+2°C

seletivo (119). fornecem aminodcidos, vitaminas, minerais, carbono e azoto que diferenciacao da fermentacdo da lactose das bactérias Gram- durante 18-24h (119).
favorecem o crescimento dos microrganismos. O cloreto de sédio é negativas nao fermentadoras de lactose, particularmente
responsavel por manter o equilibrio osmético do meio. Os sais biliares e o membros da familia Enterobactériaceae e do género
violeta de cristal s3o agentes seletivos (119). Pseudomonas (120).
Gelose de Sélido, ndo seletivo e Contém nutrientes nitrogenados na forma de caseina e peptonas de Meio enriquecido com suplemento VX que promove a cultura de 35+2°Cdurante18a
Chocolate diferencial (121). carne, tampao fosfato que mantém o pH e amido de milho utilizado para hactérias fastidiosas como Haemophilus spp. e Neisseria spp. 24h,

neutralizar os acidos gordos presentes no agar (121).

(121).

Requer a utilizagao de
geradores de ambiente (CO2,
anaerobiose ou
microaerofilia) (121).

Brilliance MRSA

Sélido, seletivo,

Fazem parte da sua constituicdo um mix de pectonas, carboidratos, sias,

Cultura e isolamento de Staphylococcus aureus resistente a

Durante18 a24 horasa36 +
1°C (27).

2 Agar diferencial e um cocktail de antibi6ticos, um mix cromogénico, Kaolin e agar (123). Meticilina (122). Quando as coldnias adquirem a cor azul, 0
cromogeénico (122). resultado é positivo, se possuirem cores como rosa, roxo ou
brancas, o resultado obtido é negativo (124).
Brilliance CRE Sélido, cromogénico Possui um sistema de dois cromogénios que permite diferenciar otipode | Detecdo de Enterobactériaceae resistentes as carbapenemases | Durante 18 a 24 houras a 35°C
Agar (122). microrganismos de acordo com a cor das coldnias formadas (cor de rosa (CRE) (126). +2°C em ambiente de
indica E. coli,se azul serd do grupo Citrobacter) (125). aerobiose (127).
CLED - Agar Nao seletivo, nutritivo Possui nutrientes que sao fornecidos pelas peptonas de caseinas, Destina-se a cultura de urina e deste modo promove o A 35-37°Cdurante18 a24h
Lactose- e diferencial (18). gelatina e extrato de carne bovina. Para além disso tem incorporado crescimento de patdgenos das vias urindrias (18). (18).
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Meio de Cultura

Tipo

Constituicao

Utilidade

Incubacao

Electrolitico-
Deficiente de
Cistina (128)

lactose que é uma fonte de energia para o desenvolvimento dos
microrganismos com capacidade para a fermentar. O indicador de pH
presente é o azul de bromotimol que permite a diferenciagao dos
microrganismos fermentadores de lactose dos que ndo possuem essa
capacidade. Assim, aqueles fermentadores de lactose reduzem o pH do
meio alterando a cor deste de verde para amarelo (128).

CHAPMAN -
Manitol Salt
Agar

Sdlido, seletivo e
diferencial (129).

A presenca de cloreto de sddio inibe o crescimento da maioria das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A fermentacdo de manitol
acidifica o meio provocando a alteracao da cor do meio para amarelo,
indicada pelo vermelho de fenol, o indicador de pH (129).

Isolamento, contagem de Estafilococos e diferenciacao entre as
espécies fermentadoras e ndo fermentadoras de mannitol dado
que inibe o crescimento de maior parte das bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo (129).

Durante 24 a 48 horas a 37°C
(129).

Lowenstein
Jensen

Sélido e seletivo (130).

Os nutrientes, como o ovo e vestigios, permitem o crescimento das
micobactérias (130).

Isolamento, contagem e diferenciacao de microbactérias (130).

Durante 28 dias a 37°C numa
posicdo horizontal (130).

Agar BD

Campylobacter
Butzler

Sélido, seletivo e
diferencial (131).

A estabilidade osmética é mantida pelo cloreto de sédio presente no
meio. A pectona, extrato de carne e o sangue de cavalo sao fornecedores
de nutrientes. Os antibiéticos como novobhiocina e colistina inibem
determinados microrganismos (131).

Isolamento de espécies de Campylobacter provenientes de
amostras de fezes (131).

De 42 a 48 horas numa
atmosfera microaerdbiaa
42°C (131).

Agar
Cromogeénico
Strepto B

Sdlido e cromogénico
(23).

Possui pigmentos especificos para a diferenciacdo de S. agalactiaebem
como inibidores de bactérias Gram-negativas, anaerdbios e
estafilococos (23).

Isolamento e identificacao de Estreptococos do grupo B de
amostras hioldgicas (23).

Durante 48h a 36°C+1(23).

Caldo Rappaport
Vassiliadis

Liquido e seletivo
(132).

E constituido por pectona como fonte de carbono e nitrogénio para o
crescimento das bactérias, cloreto de magnésio contribui para o aumento
apressao osmotica, a verde malaquita inibe os microrganismos que nao
sejam Salmonellas (132).

Enriquecimento seletivo de Salmonellaapds o pré-
enriquecimento da amostra num meio adequado(132).

Durante18 a 24 horas a
42°C+2

Caldo Todd
Hewitt

Liquido e seletivo
(133).

Possuina sua composicdo pectonas que favorecem o correto
crescimento dos microrganismos, dextrose que estimula a producdo de
hemolisina e tampoes para impedir que a hemolisina seja inativada pelo

meio dcido. Para além dos antibiéticos Gentamicina e acido nalidixico que
favorecem o desenvolvimento de Streptococcus agalactiae provenientes
de amostras com microbiota mista (133).

pesquisa de estreptococos beta-hemoliticos do grupo-B, como o
Streptococcus agalactiae (133).

Utilizacao de gerador de COz
durante o periodo de
incubacao até 48h a 35+2°C
(133).

Agar Mueller

Hinton Sangue -
MHS

Sélido, ndo seletivo e
diferencial (134).

0 sangue de cavalo e beta-NAD fornecem os nutrientes para o
crescimento de microrganismos fastidiosos. A reduzida concentracao de
timina e timidina, a presenca de ides de calcio e de magnésico em valores

adequados, contribuem para a obtencdo de falsos resultados (134).

Crescimento e determinacdo da suscetibilidade de Streptococcus
spp. Listeria spp, Campylobacter spp, Coryneformes e Bordetella
spp (135). Destinado aos Teste de Suscetibilidade a antibidticos
para microrganismos aeréhios, com base nos padrdes definidos

Tensao de COzem estufa
bacterioldgica entre 35-37°C
/18-24h (134).
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Incubacao

.Gelose
Chocolate

PolyviteX -
VCAT

Sélido, seletivo e
diferencial (136).

anfotericina B e trimetoprima que contribuem para o crescimento de
Neisseriaspp. (136).

Destina-se a principalmente a cultura de fungos e bactérias, mas

Meio de Cultura Tipo Constituicao Utilidade
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (134).
Possui antibiéticos na sua constituicdo como vancomicina, colistina, Isolamento de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis 36 +1°Cpor 48-72
(136). horas em atmosfera de CO2
(136).

24 horas a37°C (138).

Caldo de Soja
Triptona- TSB

Liquido e
extremamente
nutritivo (137).

0 cloreto de sddio mantém o equilibrio osmético, fosfato de dipotdssio é

o0 agente tamponante. Enzymatic Digest of Casein e Enzymatic Digest of

Soybean Meal sdo fontes de azoto no TSB. Cloreto Dextrose é a fonte de
energia de carbono que facilita o crescimento do organismo (137).

nao se destina ao diagndstico clinico (138).

Indicado para o crescimento de microrganismos fastidiosos e

Durante18a24 horasa35+
2°C em aerobiose (139).

Columbia Agar

Sdlido, extremamente
nutritivo (139).

(sheep blood
5%) microrganismos patogénicos. O extrato de levedura fornece vitaminas do
complexo B, 0 amido de milho é uma fonte de energia bem como tem a
capacidade de ahsorver subprodutos toxicos (139).

0 sangue de ovelha permite detetar reacdes hemoliticas e fornece o fator
X (heme) fundamental para o crescimento de determinados

nao-fastidiosos (139).
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