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Resumo

Este relatdrio de Estagio esta estruturado em dois capitulos. O capitulo | refere as atividades
realizadas no servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Tamega e Sousa (CHTS). 0
objetivo do estdgio realizado no laboratdrio clinico consistiu em integrar os conhecimentos
adquiridos no Mestrado e desenvolver e solidificar competéncias laboratoriais e interpessoais.
No capitulo Il desenvolve-se um estudo sobre “A relagao dos valores de procalcitonina com os
microrganismos presentes em hemoculturas positivas em utentes do CHTS em 2022".

O objetivo deste estudo é avaliar a existéncia de uma relacao direta entre os valores de
procalcitonina e os microrganismos isolados em hemoculturas positivas. Neste capitulo foram
analisados os registos de resultados referentes a 336 episddios de hemocultura positivas e
procalcitonina de 282 doentes, realizadas 2022.

No presente estudo os valores de procalcitonina ndo variaram em funcao do sexo (p=0,114) e
do tipo de microrganismos isolados de hemoculturas (p=0,154). Neste seguimento, a
procalcitonina poderd vir a ser considerada um biomarcador com valor preditivo para avaliacao
do risco de septicemia, de acordo com os pontos de corte estabelecidos para categorizar os
niveis de risco.

Numa perspetiva futura seria importante a realizacao de mais estudos com abordagens mais

eficazes e personalizadas na gestao de infe¢6es e da septicemia.

Palavras-chave: Hemocultura; Procalcitonina; Septicemia; Microbiologia; Microrganismos



Abstract

This Internship report is structured into two chapters. Chapter | refers to the activities carried
out in the Clinical Pathology service of the Centro Hospitalar do Tamega e Sousa (CHTS). The
objective of the internship carried out in the clinical laboratory was to integrate the knowledge
acquired in the Master's degree and develop laboratory and interpersonal skills.

Chapter 1l develops a study on “The relationship between procalcitonin values and the
microorganisms present in positive blood cultures in CHTS patientsin 2022".

The objective is to evaluate the existence of a direct relationship between procalcitonin values
and the microorganisms isolated in positive blood cultures. The results records relating to 336
positive blood culture and procalcitonin episodes of 282 patients, carried out in 2022, were
analyzed.

In this study, procalcitonin values did not vary depending on sex (p=0.114) and the type of
microorganisms isolated from blood cultures (p=0.154). In this context, procalcitonin could be
considered a biomarker with predictive value for assessing the risk of septicemia, according to
the cutoff points established to categorize risk levels.

From a future perspective, it would be important to carry out more studies with more effective

and personalized approaches to the management of infections and septicemia.

Keywords: Blood culture; Procalcitonin; Septicemia; Microbiology; Microorganisms
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Organizacao do Relatério

O presente Relatdrio insere-se no ambito da unidade curricular Estagio, para obten¢ao do grau
de Mestre em Andlises Clinicas e Satde Publica (ACSP), na drea de Microbiologia e Satide
Publica, na ESS|P.Porto. E constituido por dois capitulos:

J Capitulo | - contextualiza o estdgio, objetivos, metodologias apreendidas e praticadas
no Laboratdrio Microbiologia do Servico de Patologia Clinica CHTS;

J Capitulo Il - integra o estudo de caso “A relacao dos valores da procalcitonina com os

microrganismos presentes em hemoculturas positivas em utentes do CHTS no ano 2022".



Capitulo I: Estagio

1. Caracterizacdo do Local de Estdgio

0 Mestrado em Andlises Clinicas e Satide Publica (ACSP) da Escola Superior de Salde do
Instituto Politécnico do Porto tem como objetivo conferir aos estudantes conhecimentos nos
diferentes dominios das Analises Clinicas e Saude Publica, acompanhando o avanco cientifico
e tecnoldgico da atualidade. O estagio curricular é o culminar do segundo ano do mestrado,
cujo objetivo é solidificar competéncias e capacitar o estudante em contexto real de trabalho.
Deste modo, o aluno consegue integrar e aprofundar os conhecimentos e competéncias de
vdrias metodologias usadas em laboratdrios de Analises Clinicas.

Este Estdgio foi realizado no setor da Microbiologia do servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar do Tamega e Sousa (CHTS), em Penafiel, de setembro de 2022 até fevereiro de
2023. Durante este periodo foi possivel acompanhar a rotina e o fluxo de trabalho do
laboratdrio, bem como, a respetiva interpretacao dos resultados, e integrar a equipa
multidisciplinar.

Na regiao do Vale do Sousa, os cuidados de saude sao assegurados pelo CHTS, agrupamentos
de Centros de Satide (ACES) e as Unidades de Satide Familiar, estruturas Hospitalares das
Misericérdias existentes nos concelhos da regido, rede de apoio pré-hospitalar em articulacio
com o Instituto Nacional de Emergéncia Médica (INEM) e Unidades Protocoladas com a Rede
Nacional de Cuidados de Saude.

O CHTS é constituido pela Unidade Hospitalar Padre Américo (UHPA), em Penafiel, e pela
Unidade Hospitalar de Amarante (UHA). Tem uma drea de referenciagio que abrange 12
Concelhos, com uma drea geografica total de 1988,28 Km?, englobando um total de 520 000
habitantes, com muita da populacao envelhecida.

0 Servico de Patologia Clinica (SPC) encontra-se integrado no Departamento de Ambulatério
e Ligacao Funcional do CHTS, estando sob direcao da Dra. Maria Calle Vellés. E composto por
dois laboratdrios em localizacoes diferentes, o Laboratorio Central na Unidade Hospitalar
Padre Américo e Labhoratdrio de Apoio a Urgéncia Basica na Unidade Hospitalar de Amarante.
O Laboratdrio central (localizado na UPA) é constituido pelos Setores de Hematologia,

Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e Biologia Molecular.

Xi



A atividade assistencial é a principal drea de intervencao do Servico, tendo por base o
diagndstico clinico-laboratorial, follow-up analitico e progndstico de patologias. Os pedidos
analiticos sao provenientes do internamento, urgéncia, ambulatdrio e consulta externa. Para
prestar esta assisténcia, o laboratdrio recorre a metodologias laboratoriais adequadas que sao
interpretadas e validadas de forma a disponibilizar resultados fidedignos e em tempo Util. Em
alguns casos recorre a laboratorios exteriores para a realizacao de parametros analiticos nao
implementados no servico.

Em particular o laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular funciona 24 horas por dia,
realizam as analises provenientes dos servicos de urgéncia, internamento e consultas
externas, e tem como recursos humanos especializados 4 técnicos de ACSP e 2 Médicos

Patologistas.

2. Objetivos do Estagio

Este estagio tem como objetivo principal aprofundar os conhecimentos e competéncias na
area Microbiologia Clinica, e adquirir competéncias interpessoais através do

acompanhamento e interacao de equipa multidisciplinar que constitui o laboratdrio central.

3. Atividades Desenvolvidas no Laboratdrio de Microbiologia Clinica

O laboratério de microbiologia clinica tem um papel fundamental no diagndstico dos
microrganismos que causam doencas infeciosas delas preferencialmente rapidez e eficacia
nos resultados o laboratdrio encontra-se divido em duas dreas de trabalho: 1) a drea1onde sao
admitidos os seguintes produtos como urinas, hemoculturas, cateteres, liquidas cavidades
naturais. 2) a area 2 onde sdo admitidos os sequintes como fezes, exsudados, secre¢des e
lavados bronquicos, tecidos e ossos e os produtos para o rastreio de CARBA/OXA.
Posteriormente, procede-se a avaliacao dos produtos, a partir do qual é realizada uma lista de
trabalho para processamento das analises que sao necessarias realizar que permitirao o
isolamento e a identificacao dos microrganismos e o seu respetivo teste de sensibilidade aos
antibiéticos (TSA), sempre que se justifique.

Para o sucesso no diagndstico e obtencao de resultados rigorosos é fundamental que todas as

normas para colheita, transporte, conservacao, processamento e armazenamento das



amostras bioldgicas sejam cumpridas. Para além disso, torna-se importante o conhecimento
do tipo de floranormal de cada local anatédmico e os possiveis contaminantes de cada amostra.
Na Figura 1 encontram-se representados 0s processos que as amostras seguem, desde o
momento da colheita até a obtencao dos resultados. Para o efeito a que atender aos
equipamentos instalados como recursos no laboratdrio assim como o sistema de Gestao de

Garantia da Qualidade, através da realizacao do controlo de qualidade interno e externo.

Colheitas

_Il_'\:ieac eecr?-uodi Amostras
g rejeitadas Amostra estéril ou Amostra
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Examediretoapés
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A microrganismos valorizéveis
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imunocromatograficos

Figura 1- Fluxo das amostras no laboratério de microbiologia

3.1. Equipamentos

Apesar da Microbiologia ser, ainda, uma area manual o recurso a estes equipamentos tem
aumentado (1,2), para a identificacao antimicrobiana e testes de suscetibilidade (TSA), assim
como para as coloracoes e detecao de crescimento microbiano.

No laboratdrio de Microbiologia estao implementados os equipamentos a sequir descritos,

com os quais foi possivel contactar durante o periodo de estdgio.

3.1.1. BDBACTEC™ 9000

OBDBACTEC™9000 é um equipamento automatizado para detetar o crescimento microbiano
em garrafas de hemocultura (3). Por outro lado, contribui para a diminuicao da realizagao de

exames adicionais, do tempo de internamento e, consequentemente, dos custos associados

(4).



Uma vez que muitos dos doentes no momento da colheita ja iniciou antibioterapia, o que pode
afetar a o crescimento do microrganismo presente na amostra, sao usados frascos que
contémresinas. Estas resinas inibem e neutralizam a maior parte dos antibiéticos e nao afetam
as leituras das coloragdes de Gram(5-7).

A metodologia deste equipamento baseia-se na detecao da fluorescéncia emitida por um
sensor presente nas garrafas. Durante o crescimento os microrganismos metabolizam os
substratos presentes no meio de cultura, consomem O; e libertam CO.. O aumento do CO;
provoca um aumento da fluorescéncia no sensor do frasco que é monitorizado pelo
equipamento (3,4,8) a cada 10 minutos, aumentando assim a eficacia na detecao de amostras
positivas, por emissao de alarmes sonoros e visuais no caso de crescimento microbiano. Caso
nao seja detetado nenhum microrganismo antes, o tempo de incubacao é de 5 dias a uma
temperatura de 372C e as culturas sao consideradas negativas (3). No Anexo 1 estdo
representados os tipos de garrafas usados no laboratdrio de microbiologia do CHTS e a funcao

de cada uma delas.

3.1.2.BDBACTECTM MGIT™ 320

0BDBACTEC™MGIT™ 320 é um equipamento automatizado para cultura de micobactérias(9).
Tem como objetivo o diagndstico clinico-laboratorial de tuberculose, permitindo a obtencao de
resultados mais rapidos relativamente aos métodos manuais(9).

Os tubos de cultura BD BBL™ MGIT™ (Figura 3) contém um composto fluorescente que é
sensivel a presenca de oxigénio dissolvido no meio(9,10). O crescimento de microrganismos
dd-se com consumo do oxigénio do meio e, consequentemente, a producao de fluorescéncia

que serd detetada pelo equipamento(9).

©BD
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Figura 2- BD BACTEC™ MGIT™ 320 (9) Figura3-BD BBL™MGIT™ (10)



3.1.3.VITEK®?2

O VITEK® 2 (Figura 4) é um equipamento automatizado que permite identificacdo de
microrganismos e sensibilidade aos antimicrobianos de forma rapida(11). Estao subjacentes 2
grupos de cartas nomeadamente para a identificacao e para o antibiograma (Figura 5) (Anexo
2) (1112). As cartas de identificacdo contém pogos com substratos bioquimicos e as cartas de
TSA, diversas concentracdes de antibidticos nos pocos(12).

Para a utilizacao das cartas é necessario preparar, previamente, uma suspensao a partir de
coldnias isoladas e puras em 3mL de solucao salina (0,45% NaCl) com uma turbidez ajustada
a cada grupo de microrganismos (Anexo 2), para o efeito neste laboratério é usado o
DensiCheck (12).

Apos a preparacao da suspensao os tubos de ensaio e as respetivas cartas sao inseridas numa
cassete e colocadas no Smart Carrier Station (SCS) para que os cédigos de barras das cartas
sejam associados aos processos dos respetivos utentes(12). Em seguida, a cassete é
introduzida no sistema VITEK 2. Depois de introduzida no aparelho a cassete é carregada
através de um sistema de vacuo, sendo posteriormente, selada e colocada num carrossel de
incubacgao(12). Todas as cassetes sao incubadas a 35°C e sujeitas a leituras a cada 15 minutos.
Em cada leitura é medida a alteracao da transmissao de luz provocada pelo crescimento dos
microrganismos e pelas reacdes em cada poco(12). Apds as leituras, os resultados sao
transmitidos para software de acordo com o mapa da carta e mais tarde validados.

Para a identificacao de microrganismos o software compara os resultados obtidos com uma
base de dados, tentado encontrar o mesmo padrao de resultados. Se nenhum dos resultados
for compativel com um microrganismo da base de dados o sistema apresenta uma lista de
possibilidades, ou entdo, indica que nao é possivel efetuar a identificacao. Os resultados dos
TSA sao interpretados de acordo com a concentragdo minima inibitdria (CMI) de cada
antibidtico e comparados com normas da European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST)(12).



Figura 4- Vitek® 2 (11)
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Figura 5- Cartas usadas pelo Vitek® 2 (11)

3.1.4.Aerospray® Gram Slide Stainer e Aerospray® TB Slide Stainer

0 Aerospray® Gram Slide Stainer (Figura 6) é um aparelho automatizado para coloracao de

Gram(13). O Aerospray® TB Slide Stainer (Figura 7) é um aparelho automatizado para

coloracao de laminas usadas para a detecao de bacilos alcool-acido resistentes(14).

A utilizacao destes aparelhos apresenta diversas vantagens na rotina e fluxo de trabalho do
laboratdrio, por serem de facil utilizacao e permitirem economizarem tempo face as
metodologias manuais, acresce o facto de terem programas de limpeza incorporados no

equipamento que permitem reduzir a quantidade de manchas nas

consequentemente, facilitar a leitura ao microscdpio(13,14).

Figura 6- Aerospray® Gram Slide Stainer (13)

3.1.5. Sistema GeneXpert®

0 Sistema GeneXpert® (Figura 8) é um equipamento automatizado que utiliza técnicas de
biologia molecular para a detecao de genes. Devido ao seu sistema modular permite que o

laboratdrio realize testes de diagndstico molecular independentemente da estrutura, tamanho

e volume de amostras(15).

Figura 7- Aerospray® TB Slide Stainer (14)

laminas e,



Este sistema baseia-se numa tecnologia de cartuchos descartdveis (Figura 9) de uso Unico,
onde no interior do mesmo, ocorre toda a reacao de PCR em tempo real. Uma vez que os
cartuchos sao independentes para cada teste a contaminacdo cruzada de amostras é
praticamente nula(15).

O equipamento integra todas as etapas necessdrias até a obtencao dos resultados, a
preparacao da amostra, amplificacao dos acidos nucleicos e a detecao das sequéncias-alvo
nas amostras, utilizando PCR (15), permitindo a obtencdao mais rdpida dos resultados
comparativamente as metodologias convencionais. No Anexo 3 encontram-se representados

os testes disponiveis no CHTS.
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Figura 9- Sistema GeneXpert® (15) Figura 8- Cartucho Xpert® Xpress CoV-
2/Flu/RSV plus (102)

3.2. Processamento de Produtos Bioldgicos

Para efeitos de isolamento e identificacao ao nivel da espécie microbiana e respetiva
sensibilidade existe uma diversidade de provas implementadas neste laboratdrio a aplicar de

acordo com os protocolos pré-estabelecidos e passamos a descrever neste ponto.
3.2.1. Meios de cultura

Os meios de cultura sao um dos pilares fundamentais para o isolamento e identificacao de
microrganismos. Os requisitos bdsicos obedecem a existéncia de uma fonte de nutrientes, um
agente solidificante, pH ajustado e podendo incluir outros aditivos especificos(16,17). Os
principais meios de cultura usados no Laboratdrio de Microbiologia do CHTS estao descritos
no Anexo 5. A sua utilizacao obedece aos objetivos funcionais, nomeadamente serem meios

enriquecidas, seletivos e nao seletivos, meios diferenciais e meios especializados-



3.2.2. Testes de Identificacao e Triagem Microbiana

A identificacao contempla diversos aspetos; morfologia macroscopica da colonia, morfologia
microscopica e caracteristicas da coloracao de Gram, exigéncias nutricionais e capacidade
metabdlica.

Para a identificacao dos microrganismos podem ser usadas metodologias manuais,
semiautomatizadas ou automatizadas, que se complementam entre si. 0 VITEK® 2, referido
anteriormente, € o aparelho automatizado usado no laboratdrio do CHTS para a identificacao

de microrganismos.

3.2.2.1 Coloracaode Gram

A coloracao de Gram (Anexo 5) tem como objetivo a diferenciacdo de bactérias com base nas
caracteristicas da parede celular(17,18). Desta forma as bactérias Gram positivo expressam
coloracao azul/roxo porque possuem uma parede celular espessa, rigida e composta por
acidos teicicos. Enquanto as bactérias Gram negativas coram de rosa/vermelho, pela sua
parece celular ser mais complexa, com menor teor de peptidoglicano e nao possui dcidos

teicdicos (17,19,20).

3.2.2.2 Coloracao de Auramina

A coloracao de Auramina baseia-se na propriedade de dlcool-acido resisténcia das
micobactérias, e € comummente usada para a detecao de Micobactérias, com particular
interesse na pesquisa do Mycobacterium tuberculosis. Apds a coloracao das laminas, cujo
procedimento estd esquematizado no Anexo 6, estas serao visualizadas por microscopia de
fluorescéncia. O corante Auramina liga-se aos dacidos micdlicos da parede celular das
micobactérias e o corante que nao for fixado é removido pela lavagem com a solucao dlcool-
acido(19). O permanganato de potassio desempenha o papel de corante de contraste,
inativando o corante fluorescente que nao estiver ligado(17). Os bacilos alcool-acido coram de

verde-amarelados num fundo escuro (Figura 10).



Figura10- Mycobacterium tuberculosisusando coloragao
de Auramina. Adaptado de (19)

3.2.2.3 Prova Catalase

A prova da catalase permite detetar a presenca da enzima catalase (18,19) o perdxido de
hidrogénio agindo como um mecanismo de defesa do microrganismo(18). Quando ocorre
efervescéncia, devido a libertacao de oxigénio, considera-se que o microrganismo € catalase
positivo, e quando ndo ocorre efervescéncia sera considerado catalase negativo(18).

Como exemplo de microrganismos catalase positivo temos: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus spp.. Os Enterococcus spp., Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes sao exemplos de

microrganismos catalase negativo(19).

3.2.2.4 Prova Coagulase

A prova da coagulase permite averiguar a capacidade de o microrganismo produzir a enzima
coagulase. E usado na diferenciacao de Staphylococcus aureusde outros Staphylococcus spp.
— Staphylococcus coagulase negativos. Esta enzima atua como um fator plasmatico
convertendo o fibrinogénio em fibrina. A formacao de coagulo ou grumos caracteriza uma
reagao positiva e a auséncia de codgulo ou grumos indica uma reacao negativa(18,19).

O Staphylococcus aureus é um microrganismo coagulase positivo: Por outro lado,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus sao exemplos de

microrganismos coagulase negativa (17-19).



3.2.2.5 ProvaOxidase

A prova da oxidase permite detetar a producao da enzima citocromo oxidase em bactérias
Gram negativo que tenham o oxigénio como recetor final de eletrdes na respiracao celular.
Permite a diferenciar, por exemplo entre as familias Gram negativo com especial as familias
Pseudomonadaceae (oxidase positiva) e Enterobacteriaceae (oxidase negativa) (17-19). O
aparecimento de uma cor azul-escuro/roxo indica uma reacdo positiva. Uma reacao negativa
nao causa qualquer tipo de mudanca de cor.

Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter jejuni sao exemplos de
bactérias oxidase positivas. Por outro lado, as bactérias Escherichia Coli Salmonella spp.,

Shigella spp., Yersinia spp., Proteus spp. e Haemophilus spp. sao oxidase negativas (17-19).

3.2.2.6 Teste PYR

O teste da PYR é utilizado para a detecao da hidrdlise de L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) na
identificacao presuntiva rapida de Streptococcus e Enterococcus(17,19). A PYR é hidrolisada
pelas bactérias que possuem a enzima pirrolidonil peptidase. Se a pirrodonil peptidase estiver
presente é libertada a -naftilamina que na presenca de p-diaminocinamaldeido forma um
composto de cor purpura(17).

O Streptococcus pyogenes e Enterococcus spp. apresentam uma reacao positiva no teste

PYR, enquanto os restantes Streptococcus spp. sao PYR negativos (17,19).

3.2.2.7 Prova Filamentacao

A prova da Filamentacao avalia a capacidade de as leveduras formarem um tubo germinativo,
quando em contacto com soro humano, pelo periodo de aproximadamente 2 horas a
temperatura de 372C.-A leitura microscdpica permite a visualizacao do tubo germinativo em
Candida albicans (usada como controlo positivo) ou a auséncia dessa estrutura como o caso

de Candida tropicalis (usada como controlo negativo) (20,21).
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3.2.2.8 Provade Sensibilidade a Antibidticos especificos

A Bacitracina é um antibidtico antiparietal que pode ser usado em discos segundo a
metodologia Kirby-Bauer para identificacao presuntiva de Streptococcus [(-hemoliticos
(17,18,20).

A formacao de um halo ao redor do disco indica que o microrganismo é sensivel ao antibidtico
e a auséncia do halo prova que o microrganismo é resistente. Streptococcus pyogenes é
sensivel a Bacitracina e o Streptococcus agalactiae é resistente (17-20).

Os discos de Optoquina sao utilizados para o diagndstico presuntivo de Streptococcus
pneumoniae, uma vez que este antibidtico lisa os pneumococos a formacao de um halo ao
redor do disco. Os restantes Streptococcus a-hemoliticos sao resistentes e porisso nao existe

aformacao de um halo ao redor do disco (17-20).

3.2.2.9 Teste PBPZ2a

O teste PBP2a é um ensaio imunocromatogrdfico qualitativo usado na detecao rapida da
proteina de ligacao a penicilina 22 (PBP2a) em Staphylococcus aureusresistentes a meticilina
(MRSA)(22). No Servico de Patologia Clinica do CHTS, atualmente, é utilizado o CLEARVIEW™
PBP2a SA CULTURE COLONY TEST. Os métodos convencionais tendem a demorar muitas
horas e por isso, o uso deste teste rapido é uma mais-valia na pratica clinica(23).

0 procedimento — bastante simplificado — consiste em retirar um pequeno inoculo para um
tudo contendo 2 reagentes (Figura 11). E retirada amostra de coldnias isoladas A tira teste é

inserida no tudo e os resultados sao lidos ao fim de 5 minutos e interpretados, conforme Figura

12.
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Figura 11- Interpretacao de resultados do teste (22) Figura12- Reagentes etirateste dokit CLEARVIEW™ PBP2a
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3.2.2.10 Pesquisa de antigénio e toxina de Clostridium difficile nas fezes

O C difficile GDH-toxins A-B Monlab Test® é o teste utilizado para a detecdo qualitativa
de Clostridium difficile glutamato desidrogenase (GDH), toxina A e toxina B em fezes
humanas. E a principal bactéria anaerdbia relacionada com a diarreia associada a antibidticos
e a colite pseudomembranosa em doentes hospitalizados, e submetidos a antibioterapia
prolongada. C difficileliberta duas toxinas, toxina A e toxina B, responsdveis pelas
manifestacdes clinicas (diarreia e inflamagao)(31). Desta forma, a pesquisa direcionada para
as toxinas, permite o diagndstico precoce permitira a reducao do nimero de surtos(32).

A GDH é uma enzima produzida por todas as espécies da bactéria, o que a transforma num
excelente marcador para a presenca de C difficile a partir das fezes (31).

Neste teste rapido a membrana do teste A é pré-revestida com anticorpos monoclonais contra
GDH, a membrana do teste B é pré-revestida contra a toxina A e amembrana do teste C é pré-
revestida com anticorpos monoclonais contra a toxina B. A amostra reagira com estes
anticorpos presentes nas tiras do teste. O procedimento do teste é bastante simples e
consiste na adicao de uma pequena amostra de fezes ao tubo que contém o tampao de diluicao
e homogeneizar. Adicionar 3 gotas na zona da amostra que se encontra na cassete. Ao fim de
15 minutos é possivel visualizar os resultados. As interpretacoes dos resultados possiveis

estao representados na Figura 13.
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Figura 13- Padrao de resultados possiveis para a pesquisa de antigénio e
toxina de Clostridium difficilenas fezes. Adaptado de (106)
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3.2.2.11 Detecao de carbapenemases

Os organismos produtores de carbapenemases representam uma preocupacao importante de
Saude Publica a nivel mundial devido ao seu largo espetro de resisténcia aos antibiéticos,
incluindo, para além de carbapenemases, a maior parte das classes de agentes
antimicrobianos, deixando poucas opg¢des para o tratamento de doentes infetados(24,25).

A NDM e a KPC representam duas das carbapenemases com maior aumento e maior
prevaléncia em muitos paises. Por outro lado, as carbapenemases do tipo 0XA-48 classe D
sao 0 mecanismo de resisténcia mais desafiante para a detecdo em laboratdrios clinicos. A
carbapenemase VIM nio sé esta presente em Enterobacteriaceae como também e altamente
prevalente em bactérias nao fermentativas (24).

O teste 0.K.N.V.I. RESIST-5 é usado para o diagndstico rapido e detecio de carbapenemases
OXA-48, KPC, NDM, VIM e IMP provenientes de culturas bacterianas. As cassetes do teste
incluem uma membrana de nitrocelulose que contém os anticorpos contra as diferentes
carbapenemases (24). De acordo com a presenca ou auséncia de carbapenemases a

possibilidade de resultados estd expressa na Figura 14.
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Figura14- Resultados possiveis para o teste 0.K.N.V.I. RESIST-5 (24)
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3.2.2.12 Detecdo do antigénio A do Streptococcus pyogenes

0 OSOM® Strep A Test é um ensaio rpido imunocromatografico manual que se destina a
detecdo qualitativa do antigénio de Streptococcus do Grupo A (Streptococcus pyogenes),
diretamente de uma zaragatoa orofaringea em apenas 5 minutos(26).

Os Streptococcus do Grupo A constituem uma das causas mais importantes de infecoes
agudas do trato respiratdrio superior (17,26).

O procedimento implementado no laboratdrio encontra-se representado no Anexo 7. Paraa
detecao rapida deste microrganismo basta adicionar 3 gotas de Reagente 1 e 3 gotas de
Reagente 2 num tubo de ensaio. Agitar e colocar 1 gota de controlo que o kit disponibiliza.
Inserir a zaragatoa no tubo e deixar repousar. Ao fim de 1 minuto colocar a tira teste dentro do
tubo e ler os resultados passados 5 minutos. O aparecimento de uma linha teste azul e uma
linha controlo vermelha indica um resultado positivo para Streptococcus do Grupo A. Um
resultado negativo € demonstrado pelo aparecimento apenas da linha vermelha de controlo.
Por dltimo, um resultado invalido caracteriza-se pela auséncia da linha vermelha ou se a cor de

fundo impossibilitar a leitura.
3.2.2.13 Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana

0 estudo da sensibilidade aos antimicrobianos tem como objetivo a implementacao ou ajuste
da terapéutica e o estudo de microrganismos multirresistentes(20,27,28).

Para o TSA podem ser usadas metodologias manuais, semiautomatizadas ou automatizadas,
que se complementam entre si. 0 VITEK® 2, ja referido anteriormente, é o equipamento
automatizado utilizado no laboratdrio do CHTS para a realizagao de TSA. Este equipamento
utiliza métodos de diluicao para a determinacao da Concentracao Minima Inibitéria (CMI) de
determinados antibidticos presentes nas cartas especificas para determinado grupo de
microrganismos(11,17). A CMI é considerada o critério mais confidvel para a determinagao da
suscetibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos(29).

0 Método de difusao em disco Kirby-Bauer, metodologia manual e de referéncia, utiliza discos
impregnados em antibidticos em concentragoes conhecidas, colocados em meio de cultura
sélido, MHE ou MHF dependendo do tipo de bactérias em estudo(28). Com uma suspensao

bacteriana de turbidez equivalente a 0,5 McFarland (17,30).
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A difusao do antibidtico leva a formacao de um halo de inibicao do crescimento bacteriano,
medido em milimetros apds incubacao das placas (18-24h a 37+12C). A medicao do halo é
inversamente proporcional a CMI. Desta forma, o microrganismo é definido como resistente ou
suscetivel a determinado antimicrobiano, tendo por base critérios definidos pela EUCAST.

Neste seguimento, é possivel utilizar também metodologia de gradiente de concentracao dos
microbianos: E-test(31). A tira pldstica impregnada com antibidtico é colocada numa placa
previamente inoculada com uma suspensao bacteriana de turbidez equivalente a 0,5
McFarland (17). Apds difusao do antimicrobiano no meio poderd formar-se uma elipse de
inibicao onde se mede a CMI. Através do valor apresentado conseque definir-se se um
microrganismo é resistente ou suscetivel ao antimicrobiano, tendo em conta os valores

estipulados pela EUCAST(28,31).

3.2.2.14 Pesquisa de Rotavirus e Adenovirus nas Fezes

Para a pesquisa de Rotavirus e Adenovirus nas fezes é utilizado o Bioline™ ROTA/ADENO.
Trata-se de um teste imunocromatografico qualitativo que deteta a presenca destes virus em
amostras fecais humanas (32). O rotavirus e adenovirus sao as principais causas de
gastroenterite infeciosa em bebés e criangas, embora também possa afetar os adultos(17).

0 procedimento do teste baseia-se na adicao de 3 a 4 gotas de amostra no poco definido na
cassete do teste. Apds o periodo de incubagao (aproximadamente 20 minutos) realiza-se a
leitura: a presenca exclusiva de uma linha de controlo (C) indica um resultado negativo. Um
resultado positivo para rotavirus apresenta duas linhas visiveis. Uma linha controlo (C) e uma
linha R. Quando aparecem duas linhas roxas C+A indica-nos um resultado positivo para
adenovirus. Por fim, um resultado positivo para rotavirus e adenovirus é demonstrado pela
presenca de todas as linhas acima referidas. Se a linha roxa C nao estiver visivel na janela do

resultado apds a realizacao do teste este é considerado invalido (32).

3.3. Principais Produtos Processados no Laboratdrio de Microbiologia

Apos a chegada dos produtos bioldgicos ao laboratdrio é efetuada a triagem dos mesmos
mediante os critérios de aceitacao ou rejeicao de amostras implementado. Asseguradas a

conformidade dos mesmos prossegue-se o processamento.
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Conforme o protocolado, poderd realizar-se em primeiro lugar a coloracao de Gram, enquanto
em algumas amostras sao realizados, de imediato, os testes rdpidos para identificacao da
presenca microrganismos. Sao também realizadas as sementeiras nos meios de cultura
adequados (sempre do menos para o mais seletivo). Decorrido o tempo de incubacao o
crescimento em culturas é avaliado e avaliada a necessidade de realizar provas

complementares para fins de diagndstico.

3.3.1. Urinas

Ainfecao do trato urindrio (ITU)-€ uma patologia muito frequente independente do sexo apesar
de ser mais prevalente em mulheres (33,34).

A maioria das ITU sao causadas pela bactéria £ co/i que pertence ao microbioma intestinal,
apesar de outras bactérias poderem ser responsaveis pela patologia e, em casos mais raros, a
etiologia ser responsabilidade de fungos ou virus(33,34).

Exame cultural: As uroculturas sao semeadas com uma ansa de 1 pL no meio CPSE agar e
incubadas a 37°C, para posterior contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL.
As culturas sao observadas e validadas apds 18 a 24 horas de incubacao, consoante o tipo de
coldnia, patologia subjacente e o resultado do Gram. As amostras que apresentem um
crescimento escasso ficam na estufa mais 24h. Por fim, sao realizadas provas de identificacao
dos agentes etioldgicos e de TSA.

Microrganismos mais comuns: Enterobacteriaceae; Enterococcus. Pseudomonas sp.;
Acinetobacter sp.; Staphylococcus aureus, S. saprophyticus, Mycobacterium sp. e Candida
albicans(30,33,34).

3.3.2. Hemoculturas

Sao um exame importante para o diagndstico de infecoes sistémicas causadas por
microrganismos (bactérias e fungos)(35). Dada a importancia deste produto é importante que
colheita seja realizada corretamente, cumprindo todos critérios. E recomendada a colheita de
10 a 20mL de sangue por colheita para hemocultura em adultos (2 a 3 garrafas, uma delas

preferencialmente para anaerobiose)(35). Em criancas, o recomendado € a colheita de Ta 5mL
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de sangue em garrafas de hemoculturas pedidtricas, ja que hd um risco acrescido a satde se
houver a retirada de mais de 4% do volume de sangue total do doente(35).

Exame cultural: As hemoculturas sao incubadas no equipamento BD BACTEC™ 9000.
Durante o periodo de incubacao as amostras consideradas positivas sequem para subcultura,
enquanto as negativas permanecem em incubacao por mais 5 dias. Findo este periodo, se se
mantiver auséncia e crescimento as hemoculturas sdo consideradas negativas(3). Sao
excecao a pesquisa de micobactérias, em que é necessario um periodo de incubacao até 42
dias.

Nos casos positivos para o isolamento dos microrganismos sao usados os meios de cultura
MCK, CPSE e PVX utilizando a técnica de sementeira por esgotamento em quadrantes, e é
realizado um esfregaco corado pelo método de Gram. Os frascos de hemocultura sao
preservados na estufa a 37+ 1°C até que a identificacao do(s) microrganismo(s) esteja
concluida.

Microrganismos mais comuns: S. aureus, E. coli, S. epidermidis, Enterococcus spp., Candida

albicans, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae(30,35).

3.3.3. Cateter Venoso Central

Estes cateteres sao importantes durante a hospitalizacao dos doentes ja que permitem a
administracao segura de medicamentos e a monitorizacao de parametros hemodinamicos.
Apesar destas vantagens apresentadas estes dispositivos servem também de porta de
entrada de microrganismos para o sangue. Assim, quando existe a suspeita de uma possivel
infecao da corrente sanguinea a ponta do cateter deve ser enviada para o laboratdrio de
microbiologia (36,37).

Exame cultural: A sementeira é realizada no meio COS e PVX utilizando a Técnica de Maki, e
apds o periodo de incubacao observa-se a existéncia de crescimento e caso exista semi
quantifica-se o mesmo. Desta forma se existirem mais do que 15 UFC/placa pode indicar uma
ICS se existir uma hemocultura positiva para 0 mesmo microrganismo.

Microrganismos mais comuns: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Candida spp. e Corynebacterium spp(35).
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3.3.4. Secrecgdes Bronquicas, Lavados Bronquicos e Broconalveolares

As infecoes do trato respiratdrio inferior, sao uma das principais causas de morte em todo o
mundo, incluem bronquite, pneumonia, bronquiolite e tosse convulsa (38). As amostras
respiratdrias mais frequentemente recebidas neste Laboratdrio sao as secrecoes brénquicas
por emissao. Neste contexto, é extremamente importante controlar o tempo entre a colheita e
a chegada ao laboratdrio para reduzir a possibilidade de contaminacao pela flora bucal.
Exame cultural: Antes de realizar o exame cultural é necessario avaliar a qualidade da
amostra, segundo a contagem do numero de células epiteliais presentes, e o numero de
leucdcitos. Deve conter menos de 10 células epiteliais de descamacao por campo com objetiva
de 10x e valores de polimorfonucleares >25.

As sementeiras sao realizadas por esgotamento por quadrantes nos meios de COS, PVX e
MCK e, de seguida, incubados a 37+12C durante 24h. Caso nao se ohservem coldnias, as placas
ficam na estufa mais 24h uma vez que, pode tratar-se de microrganismos mais fastidiosos.
Nos casos positivos o crescimento deve ser avaliado semiquantitativamente.

Exame micolégico: Quando é solicitado a amostra é colocada num tubo de fundo cénico de
50mL e centrifuga-se a 3300 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante é rejeitado e sao
semeadas, a partir do sedimento, duas placas de SGC2. Em cada placa sao colocadas 3 gotas
em triangulo. Uma placa é incubada a 37+12C em aerobiose, e a outra € incubada a 30+1°C,
temperatura 6tima para crescimento dos fungos. O sedimento é guardado no frigorifico até ao
fim do estudo para o caso de haver necessidade de um exame a fresco.

Microrganismos mais comuns: Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Legionella spp., Pneumocystis jiroveci,

Nocardia spp., Coccidioides immitis e Cryptococcus neoforman (17,20).

3.3.5. Fezes

As infecoes agudas do trato gastrointestinal estao entre as doencas infeciosas mais comuns
em todo 0 mundo(39). Bactérias, toxinas, virus e parasitas podem ser 0s responsaveis por esta
patologia(40). A colheita deve ser realizada para um contentor estéril e enviada ao laboratério

no dia da colheita.
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Exame cultural: As amostras sao semeadas nos meios MCK, HEKT e inoculado em caldo GN.
Caso se trate de uma amostra proveniente do servico de Pediatria ou que contenha sangue
visivel semeia-se também no meio SMAC.

A partir do caldo GN, apds incubacao, procede-se a passagem para 0os meios MCK e HEKT para
efeitos de isolamento. Decorrido o tempo de incubacao se houver suspeita de coldnias de
Salmonella spp. ou Shigella spp.no meio HEKT, realiza-se uma repicagem para o meio SALM.

Se for solicitado a pesquisa de Campylobacter spp. a amostra é semeada diretamente no meio
CAM. Alincubacao deste meio ocorre em microaerofilia a uma temperatura de +42°C.

Para a pesquisa de Yersiniaenterocolitica o meio utilizado é o YER, que deve ser incubado na
estufa a uma temperatura de +302C em aerobiose.

Exame parasitoldgico: Realiza-se este exame no caso de suspeita de Parasitose Intestinal.
Permite identificar ovos de helmintas, cistos ou trofozoitos de protozoarios e/ou vermes. E
utilizada a Técnica de Ritchie que se baseia em centrifugacao-sedimentacao, o que faz com
que 0s ovos e cistos de parasitas fiqguem concentrados no fundo do tubo. Neste laboratdrio o
kit utilizado é da Etiope Diagnostis.

Microrganismos mais comuns: Sa/monella spp., Shigella spp., Campylobacter spp., Yersinia
spp, e Clostridum difficile (17,39,40).

3.3.6. Zaragatoa Retal

Este produto destina-se a pesquisa de Enterobacteridaceas Resistentes aos Carbapenemos
(ERC)(41).

Existem diferentes tipos de ERC, de acordo com a mutacao genética que cada bactéria adquire.
expressando assim diferentes tipos de sensibilidade antibidtica. Carbapenemase de K/ebsiella
pneumoniae (KPC), Nova Deli Metalo-betalactamase (NDM), Verona Integron-encoded
Metalo-betalactamase (VIM), Oxacilinase tipo 48 (Oxa-48) e Imipenemase Metalo
betalactamase (IMP) constituem as diferentes carbapenemases existentes(41,42).

Este rastreio é realizado a todos os doentes que cumpram o0s seguintes requisitos:
transferéncia de outro hospital onde tenha permanecido mais de 48h; internamento hospitalar
nos meses anteriores; presenca de dispositivos invasivos; internamento em unidade de
cuidados continuados ou lar nos 12 meses anteriores; colonizacao ou infecao prévia por EPC

nos 12 meses anteriores e internados no Servico de Medicina Intensiva.
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Exame cultural: A zaragatoa retal é semeada por esgotamento do indculo no meio
CARB/OXA, com incubacdo a +37°C durante 24 horas. O crescimento de coldnias com
coloracao rosa no meio CARB indica a possibilidade de E.Coli produtora de KPC. Coldnias
verdes no meio CARB indicam Enterobacteriales dos grupos KESC produtores de
carbapenemos. No meio OXA, crescimento de coldnias verdes é indicativo de K. pneumoniae

produtora de 0XA-48. Sao valorizadas todas as coldnias que sejam Gram negativo.

3.3.7. Exsudados

Neste grupo de produtos, os mais frequentemente processados foram os exsudados nasais

’

vaginais e purulentos, a seguir descritos.
3.3.71 Exsudado Nasal

A andlise do exsudado nasal permite a pesquisa de Staphylococcus aureus
meticilinoresistente (MRSA). Estas bactérias possuem um conjunto de fatores de viruléncia,
com importancia clinica e de infecoes associadas aos cuidados de salde, e que contribuem
para um aumento da morbidade e mortalidade em todo o mundo(43). O estudo e a sua
identificacao rapida permitem prevenir estas infecées e reduzir custos associados aos
cuidados de satide (23).

Exame cultural: As amostras do exsudado nasal sao colhidas por zaragatoa, e transportadas
em meio de transporte de Stuart até ao laboratdrio. De seguida sao semeadas em meio MRSA
por esgotamento em quadrantes. Posteriormente, incubadas numa estufa a + 372C durante

24h.
3.3.7.2 Exsudado Vaginal

A pesquisa se Streptococcus agalactiae em gravidas no 3%rimestre é fundamental, uma vez
gue, este microrganismo pode causar sérias infecdes nos recém-nascidos (44). A realizagao
deste rastreio entre as 35 e 37 semanas de gestacao permite, caso positivo, aimplementacao
de uma terapéutica adequada para minimizar o risco de uma provavel infecao no recém-

nascido (44).
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Tem sido demonstrado que a colheita de exsudado vaginal/anal, executada com a mesma
zaragatoa, apresenta um indice de positividade duas vezes superior ao da coleta de exsudado
apenas vaginal (44).

Exame cultural: a zaragatoa é inoculada no caldo TOODH-T, que é incubado a +372C por cerca
de 24 horas. Posteriormente, faz-se a passagem do caldo para o meio STRB por técnica de

esgotamento do indculo, que é incubado novamente a +372C por cerca de 24 horas.
3.3.7.3 Exsudado Purulento

As amostras de exsudado purulento sao provenientes de lesdes de pé diabético, ulceras
varicosas, tlceras de decdbito, fistulas, entre outros (20). Dada a possibilidade de haver uma
contaminacao com bactérias existentes na superficie da ferida é essencial que a colheita seja
feita corretamente, a qual é realizada para seringas e frascos e transportada para o laboratdrio
com a maior brevidade possivel.

Exame cultural: E realizado um esfregaco corado pelo método de Gram para avaliar o tipo de
microrganismos existentes. De sequida semeia-se, por esgotamento, nos meios PVX, CNA,
MCK e inocula-se um caldo de Tioglicolato para enriquecimento e crescimento de
microrganismos mais fastidiosos. Findo o periodo de incubacao, o caldo é passado para os
meios sdlidos considerado adequados de acordo com as suspeitas dos agentes etioldgicos
presentes. Contudo, quando o volume das amostras é reduzido, inicia-se por enriquecer a
amostra em caldo de Tioglicolato, e apds as 24 h de incubacao proceder a passagem para 0s
meios PVX, CNA, MCK. Vai sendo avaliado o crescimento de coldnias nas placas e procede-se
com testes de identificacao e TSA, sempre que o crescimento em placa é valorizado.
Microrganismos mais comuns: Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus spp., Streptococcus do grupo B, Enterobacteriaceae,

microrganismos anaerchicos, B. fragilis e P. aeruginosa (20).

3.3.8. Tecidos e Ossos

Estes produtos chegam ao laboratério quando hd uma suspeita de osteomielite(20). Esta
patologia ocorre quando existe um corte profundo, fraturas ou colocacao de préteses e desta

forma o agente infecioso entra em contacto com o tecido ou osso (20).
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Exame cultural: O produto é colocado em caldo de Tioglicolato e incubado durante 24h a
+372C. Decorrido o tempo de incubacao é passado para os meios sdlidos MCK, CNA e PVX e
realizado um esfregaco para coloracao de Gram. Se houver crescimento, procede-se aos
testes de identificacao e ao antibiograma. Os tubos com caldo Tioglicolato sao mantidos em
estufa a +372C em aerobiose até o fim dos estudos.

Microrganismos mais comuns: S. aureus, Salmonella spp, Haemophilus spp.

Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp, Actinomyces spp., Brucella spp. e Legionella spp(20).

3.3.9. Liquidos das Cavidades Naturais

Os liquidos cavitarios incluem os liquidos ascitico, pleural, pericardico e sinovial sao
considerados liquidos estéreis, pelo que qualquer crescimento microbiano deve ser valorizado
(20). De referir que o tempo entre a colheita e o processamento deve ser o menor possivel para
evitar deterioracao da amostra.

Exame cultural: Os produtos sao inoculados em caldo de Tioglicolato para enriquecimento,
incubados em estufa a +372C em aerobiose. Tambhém sao efetuados esfregaco para serem
corados pelo método de Gram. Decorridas as 24h de incubacao sao realizadas as sementeiras
em meios sdlidos - COS, PVX e CPSE - a partir do caldo de Tioglicolato. Apds 24h, é avaliado o
crescimento em placa, sendo reincubadas caso o crescimento seja reduzido. Os frascos do
produto com caldo Tioglicolato sao mantidos na estufa a +372C em aerobiose até o término

dos estudos.
3.3.10. Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O LCR é um fluido corporal estéril e considerada uma amostra de emergéncia médica(17)as
patologias associadas sao graves, das quais se destaca a meningite, e com elevadas taxas de
mortalidade e morhilidade (17). Assim, sempre que este produto chega ao laboratdrio, é
imediatamente processado, para exame citoquimico, direto e cultural.

Exame Cultural: As amostras com volume superior a TmL sao centrifugadas (20min, 1500 a
3000 rpm) e a sementeira € realizada a partir do sedimento obtido. As amostras com volume
inferior a ImL sao semeadas diretamente. Semeia-se nos meios PVX e COS colocando na
superficie de cada meio sélido duas gotas em lados opostos da placa. Deixar secar e estriar por

quadrantes apenas 1das gotas. Realizar também esfregaco para coloracao de Gram. Apds 24
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horas, pode ser avaliado o crescimento em placa. Sao reincubadas as amostras que
apresentem um crescimento reduzido. A amostra restante deve ser guardada em estufa para
eventuais exames necessarios que sejam necessarios serem realizados.

Microrganismos mais comuns: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae,

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e Streptococcusdo Grupo B (17).

3.3.11. Micobactérias

As micobactérias possuem uma parede celular é rica em lipidos e dacidos micdlicos o que lhes
confere caracteristicas especificas, e a classificacao de bacilos dlcool-acido resistentes
(BAAR). Das varias espécies existentes, 0 Mycobacterium tuberculosis é o agente etioldgico
da maioria dos casos de tuberculose humana(17)(45). Estima-se que cerca de um terco da
populacao mundial esta atualmente infetada com esta bactéria(20).

Chegam ao laboratdrio diversos tipos de amostras para estudo micobacterioldgico, entre os
quais: urinas, LCR, expetoracao, aspirados bronquicos, fezes, suco gastrico, sangue e liquidos
de cavitarios.

0 método gold standard para o diagndstico de micobactérias é o exame cultural em meio de
cultura Lowenstein-Jensen (LJ), que por se tratar de bactérias de crescimento fastidiosa, o
periodo de incubacao pode ser longo. Atualmente tém sido implementadas metodologias
automatizadas e técnicas de biologia molecular, permitindo obter resultados mais
rapidamente. No entanto os resultados sé poderao ser efetivamente validados junto do
resultado do exame direto e cultural, para que seja diferenciada a forma ativa da inativa da
tuberculose.

O processamento das amostras inclui os processos de homogeneizacao e descontaminacao,
para posterior inoculacao nos meios de MGIT e LJ.

Alguns produtos, como expetoracao mais densa, devem ser tratados com o mucolitico N-
acetil-L-cisteina (NALC), enquanto outros, com abundante volume, devem ser centrifugados
antes de manipulados. Adiciona-se 10mL de amostra em um tubo de Falcon de fundo cdnico +
10 mL de descontaminante. A descontaminacao tem como objetivo eliminar bactérias do
produto, normalmente pertencentes a flora comensal do local de origem da amostra, que
possam vir a impedir o crescimento das micobactérias. E utilizado o kit BBL™ MycoPrep™

’

que possui hidroxido de sddio e NALC na composicao, tornando a descontaminacao mais
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eficaz e menos tdxica para as micobactérias. O tempo de incubacao da amostra com este
reagente é entre 15 e 20 minutos. Ressalta-se que para um produto como o LCR, considerado
estéril, a descontaminacao é dispensada. Apds descontaminacao, adiciona-se tampao fosfato
até perfazer 50mL para parar a acao dos dois reagentes, além de neutralizar o pH. Centrifuga-
se o tubo falcon durante 15 minutos a 4000 rpm. Decanta-se o sobrenadante. Com o
sedimento, realizam-se 2 esfregacos para coloracao de Auramina. Ressuspende-se o
sedimento com 2 a 3mL de tampao e verifica-se se o pH esta entre 6,8 e 7,1. Antes de inocular
em MGIT, o tubo passa por uma descontaminagcao com PANTA™, uma mistura de antibiéticos
(anfotericina B, dcido nalidixico, polimixina B, trimetoprima,azlocilina). Adiciona-se 0,5mL de
amostra no MGIT e 2 a 3 gotas no meio LJ. Os tubos com meio LJ sao incubados por volta de 5
dias a 35°C, inclinados numa posicao horizontal e com a tampa frouxa, para que a inoculacao
da amostra ocorra em todo o meio. Estes tubos ficam a incubar a uma temperatura de 372C
durante 8 semanas, sendo ohservados semanalmente desse existe crescimento. 0 MGIT™ ¢
um tubo indicador de crescimento de micobactérias suplementado com caldo Middlebrook
modificado. Este utiliza o equipamento BACTEC™ MGIT™, que possui detetores para emissao
de fluorescéncia pelo tubo quando ha positividade para a presenca de micobactérias. A
incubacao ocorre a 379C, e os tubos sao monitorizados pelo sistema do equipamento para o
aumento de fluorescéncia. Os frascos de cultura que nao apresentarem aumento da
fluorescéncia durante 42 dias sao considerados negativos e removidos do equipamento
BACTEC™ MGIT™,

3.4. Controlo de Qualidade

No laboratdrio de microbiologia é fundamental apresentar resultados fidedignos e rigorosos,
gue cumpram os requisitos de qualidade exigidos e possam assim ter utilidade clinica(46,47).
De forma a garantir tal desempenho, aimplementacao de um sistema de gestao de qualidade.
Neste ambito, um dos requisitos € a realizacao do controlo de qualidade analitico.

O laboratario realiza, com frequéncia, dois tipos de controlo, o controlo de qualidade interno
(CQI) e a avaliacao externa da qualidade (AEQ)(47). Estes controlos permitem monitorizar
todos os processos analiticos e o seu desempenho através da exatidao e precisao dos
resultados obtidos (46). Desta forma, é possivel evidenciar a conformidade na execugao dos

exames laboratoriais(47).
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3.4.1. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O CQI avalia e monitoriza a reprodutibilidade (precisdo) e a aproximacgao ao valor real
(exatidao), permitindo assim, verificar a calibracao dos sistemas analiticos, monitorizar o
desempenho dos procedimentos técnicos, reagentes, calibradores, meios de cultura,
equipamentos, e indicar o momento de se aplicarem ac6es corretivas quando surge uma nao
conformidade(46,47). Cada setor possui o seu préprio CQI. Os controlos sao disponibilizados
pelas casas comerciais e apresentam uma concentracao dos analitos conhecida que permitem
saber se método esta a fornecer resultados adequados na amplitude da sua linearidade e
acima de tudo testar os valores na margem de decisao clinica. As amostras de controlo sao
processadas nos analisadores (identificadas com cédigos de barras definidos pelo SPC) e os
resultados transmitidos automaticamente e em tempo real para o sistema informatico.

A programacao dos valores do CQI e respetivos desvios, tanto nos analisadores automaticos
como no sistema informatico (Clinidata®), neste servico fica a cargo dos Médicos Patologistas
Clinicos. No servico, o programa informatico Clinidata® permite, no mdédulo de controlo de
qualidade interno, nao s6 a programacao de valores de controlo como a representacao em
graficos de controlo de Levey-Jennings e programacao de regras de Westgard com a

respetiva emissao de alarmes para cada analito sequndo as regras de Westgard.
3.4.2. Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

A AEQ é um controlo interlaboratorial que permite ao laboratdrio assegurar que os seus
resultados se aproximam o mais possivel com os valores reais (exatidao)(46,47). Os
laboratdrios participantes analisam e reportam os resultados das amostras que lhes sao
enviadas pelas Entidades Promotoras, responsdveis pelos programas de controlo. Para
avaliacao dos resultados, os participantes sao separados por grupos de
metodologias/equipamentos iguais, é determinado o resultado qualitativo ou a média de
consenso para cada grupo e calculado o respetivo desvio-padrao. Por ultimo, é feita uma
avaliacao dos resultados de cada laboratdrio e emitido o relatdrio de desempenho. A avaliacao
dos relatdrios de desempenho é da responsabilidade do SPC. No caso dos Point-of-care
inscritos em programas de AEQ a avaliacao do relatdrio de desempenho é também remetida
ao Servico onde se encontram os equipamentos.

O laboratdrio de microbiologia do Servico de Patologia Clinica do CHTS esta inserido em varios

programas de AEQ como o United Kingdom National External Quality Assessment Service (UK
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NEQAS) e programas pertencentes ao Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge
(INSA).

4. Conclusao

0 Mestrado em Analises Clinicas e Saude Publica fornece uma abrangéncia tedrica e tedrico-
pratica sobre as diversas areas de atuacao das ACSP, assim como permite o desenvolvimento
de competéncias laboratoriais. O estagio curricular que decorreu no 22 ano, permitiu aplicar e
consolidar os conhecimentos adquiridos no 12 ano curricular, assim como adquirir novas
aptidoes e competéncias. Paralelamente, o estdgio no CHTS foi muito enriquecedor a nivel
pessoal.

Por se tratar de um hospital de referéncia com um grande afluxo de amostras pude participar
ativamente na rotina de trabalho do laboratdrio de microbiologia, contactar com varios
produtos bioldgicos e varios fluxos de processamento de acordo com a natureza dos produtos.
Tive oportunidade de acompanhar por observacao a validacao médica e compreender a
informacao observada e valorizada do crescimento observado nas placas apds as
sementeiras assim como a suainterpretacao, identificacao de microrganismos e interpretacao
de antibiogramas. Foi ainda possivel, com os Técnicos Superiores de Diagndstico e
Terapéutica (TSDT) adquirir capacidade de organizagao num laboratdrio clinico, coordenacgao
de atividades e uma maior compreensao e destreza na execucao das técnicas laboratoriais.
Com este estagio pude vivenciar a realidade de estar no mundo de trabalho e de integrar uma
equipa multidisciplinar e desenvolver competéncias interrelacionais fundamentais para o
exercicio profissional, enquadrado no mercado de trabalho em constante evolucao. Pelas
razoes anteriormente elencadas, podemos considerar que este estdgio contribuiu
positivamente para uma formacao académica atual e avancada. Foi sem duvida uma
experiéncia unica, a todos os niveis, que me fez sentir mais confiante e preparada para o meu

futuro profissional.
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Capitulo Il - Estudo de Caso: A relacao dos valores de procalcitonina com os

microrganismos presentes em hemoculturas positivas em utentes do CHTS em 2022

1. Introducao

A procalcitonina tem demonstrado potencial como ferramenta de diagndstico para a detecao
precoce e avaliacao de infecoes bacterianas devido a sua capacidade de resposta a toxinas
bacterianas e a respostas inflamatdrias sistémicas (48). No entanto, apesar da sua utilidade
clinica, a relagao especifica entre os valores de procalcitonina e os microrganismos detetados
em hemoculturas positivas continua a ser uma area de investigacao ativa na comunidade
médica(49).

Historicamente, a hemocultura tem sido considerada o go/d standardpara a identificacao dos
microrganismos causadores das infecdes na corrente sanguinea (50). No entanto, este
método de diagndstico é demorado o que contribui para atrasar a antibioterapia adequada e
consequentemente, ao agravamento do estado de satide do doente(51).

Na procura de biomarcadores que possam ajudar na detecao precoce no desenvolvimento de
septicemia, face as suas carateristicas tem sido estudada a possibilidade da procalcitonina ser
um biomarcador com valor preditivo(48).

Uma das principais vantagens da procalcitonina como biomarcador é a sua capacidade de
distinguir entre infecoes bacterianas e infecdes virais. Nos casos de infecao bacteriana, os
niveis de procalcitonina tendem a elevar-se significativamente, enquanto em infecoes virais,
0s niveis permanecem baixos ou levemente aumentados. Isso € particularmente util na
diferenciacao entre pneumonia bacteriana e viral, ajudando os médicos a determinar a
abordagem adequada de tratamento(48).

Além do diagndstico, a procalcitonina também pode ser utilizada para controlar a evolucao da
infecao e aresposta ao tratamento. Se os niveis de procalcitonina cairem rapidamente ao longo
do tempo, isso pode indicar uma resposta adequada ao tratamento antibidtico. Por outro lado,
se 0s niveis permanecerem altos ou continuarem a aumentar, pode ser um sinal de uma
infecao persistente ou progressao da doenca(52).

No entanto, é importante ressaltar que a interpretacao dos niveis de procalcitonina deve ser
feita em conjunto com a avaliacao clinica do paciente, levando em consideracao outros fatores
e sintomas(53). A procalcitonina nao deve ser usada como o Unico critério para tomar decisoes

clinicas, mas sim como uma ferramenta complementar(53).
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Alguns estudos sugerem que certos microrganismos podem induzir umaresposta inflamatdria
mais intensa, resultando em niveis mais elevados de procalcitonina. Por exemplo, infecoes
causadas por bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae e Streptococcus pyogenes, que podem estar associadas a niveis mais altos de
procalcitonina. No entanto, outros microrganismos, como E£scherichia coli podem nao
estimular uma resposta inflamatdria tao acentuada, resultando em niveis de procalcitonina
mais baixos(54).

Além disso, a presenca de microrganismos fungicos também pode influenciar os niveis de
procalcitonina e as infecdes fungicas podem levar a uma resposta inflamatdria sistémica, mas
o0s niveis de procalcitonina geralmente nao aumentam tao significativamente quanto nas
infecdes bacterianas(54).

A procalcitonina pode fornecer informagdes complementares sobre a gravidade dainfecao e a
resposta do organismo, mas nao é capaz de identificar o microrganismo especifico envolvido.
Por sua vez, os niveis de procalcitonina podem variar dependendo da viruléncia do
microrganismo, da resposta imunoldgica do hospedeiro e de outros fatores individuais(55).
Por fim, a procalcitonina tem-se posicionado como um bom marcador para avaliacao e
acompanhamento de pacientes com suspeita de processo infecioso(56).

Apesar dos progressos neste campo, a correlacao especifica entre os valores de procalcitonina
e os microrganismos identificados em hemoculturas positivas ainda continua a ser uma area

de investigacao ativa (52).

11. Infecdes da Corrente Sanguinea

As infecoes da corrente sanguinea constituem um desafio para toda a comunidade médica
sendo um fator significativo de morbilidade e mortalidade junto da populacao. Os individuos
com uma infecao sanguinea apresentam uma ampla gama de sintomas graves que vao desde
a presenca de febre inexplicavel a inflamacao generalizada grave, disfuncao organica e
condi¢des potencialmente fatais, como a septicemia e o choque sético (57).

Nao existe atualmente uma definicao padrao universalmente aceite para ainfecao da corrente
sanguinea(58). Por conseguinte, qualquer descricao de infecao da corrente sanguinea deve
incluir o requisito de uma hemocultura positiva confirmada laboratorialmente para um ou mais
microrganismos. No entanto, é importante notar que uma hemocultura positiva isolada nao

indica automaticamente uma infecao da corrente sanguinea em curso (58).
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Uma hemocultura positiva pode resultar de trés cendrios distintos: 1) contaminacao, 2) quando
nao existe uma infecao clinica aparente, ou 3) quando existe efetivamente uma infeco clinica.
A contaminacao refere-se a presenca de um microrganismo contaminante durante a colheita
ou manuseamento da amostra e que nao estava a circular ativamente na corrente sanguinea
do doente (59). A bacteriemia e a fungemia denotam a presenca de bactérias ou fungos viaveis
na corrente sanguinea, e as hemoculturas sé sao consideradas positivas depois de eliminadas
todas as possibilidades de contaminagao (60). Os microrganismos normalmente encontrados
na pele sao frequentemente responsaveis pela contaminagao de hemoculturas, o que torna a
definicao de bacteriemia ou da infecao da corrente sanguinea mais complexa. Embora os
termos infecao da corrente sanguinea e bacteriemia sejam muitas vezes utilizados
indistintamente, ha duas distincdes fundamentais que devem ser assinaladas: 1) A infecdo da
corrente sanguinea abrange uma gama mais vasta, incorporando causas bacterianas e
fungicas; e 2) A infecao da corrente sanguinea significa que a cultura de sangue positiva esta
associada a manifestacoes clinicas de infecao (59,60).

A maioria dos casos de bacteriemia esta ligada a infe¢oes, mas ha casos de bacteriemia
transitdria apds procedimentos que envolvem superficies ou locais nao esterilizados do corpo,
como o trato gastrointestinal superior e inferior ou o trato respiratério superior, sem qualquer
infecao associada (60).

As infecOes da corrente sanguinea tém normalmente origem em infecoes localizadas em
diferentes partes do corpo, como o trato urogenital, o sistema respiratdrio, a pele e os tecidos
moles ou o trato gastrointestinal. Dependendo da capacidade da resposta imunoldgica do

doente, as infecdes graves podem evoluir para septicemia.

1.2. Classificacao das Infecdes da Corrente Sanguinea

As alteracoes nas préticas de cuidados de saude, a demografia da populacao e o impacto da
globalizacao transformaram significativamente a epidemiologia das infecbes da corrente
sanguinea adquiridas na comunidade(61). Além disso, os microrganismos resistentes aos
antibiéticos, em especial o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e as
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de espetro alargado surgiram como
causas significativas de infecoes da corrente sanguinea de origem comunitdria. Verifica-se
também um aumento substancial das infecoes da correntes sanguinea adquiridas no hospital

e associadas aos cuidados de satde (62,63). Estas infecoes resultam em hospitalizacao
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prolongada, aumento das despesas com cuidados de saude e ineficdcia do tratamento, o que
leva a um aumento das taxas de mortalidade (64), muitas vezes associadas a antibioterapia
empirica (65).

Outro obstaculo significativo decorre da transformacao substancial da prestacao de cuidados
de saude observada nos ultimos tempos, em que intervencdes médicas complexas, como a
hemodidlise domicilidria e os antibidticos parenterais, sao agora administradas em ambientes
comunitarios(66). Na Figura 15 é possivel observar a piramide de diagndstico para

henoculturas positivas, sejam no contexto hospitalar ou em contexto comunitario.

Hemacultura Positiva [l
Bactéria/Fungo no Sangue
Infecdo Associada

Contexto Hospitalar . Contexto Comunitdrio

Figura 15- Piramide de diagndstico de uma hemocultura (66)

As infec6es adquiridas no hospital sao definidas como aquelas em que uma cultura positiva é
identificada pela primeira vez 2 ou mais dias (>48h) apds a admissao hospitalar ou no prazo de
2 dias (<48h) apds a alta hospitalar (67). 0 aumento dos cuidados especializados fora do
hospital levou a uma subclassificacao adicional das infecées de inicio na comunidade em
associadas aos cuidados de saude - envolvendo doentes com contacto prévio continuo ou
significativo com os cuidados de salde - e adquiridas na comunidade - englobando todos os

outros casos (68).

1.3. Principais Microrganismos Isolados em Hemoculturas e Significado

Os microrganismos isolados em hemoculturas sao uma drea importante de estudo na
microbiologia. Assim, a identificacao e o estudo desses microrganismos sao essenciais para
compreender a sua diversidade, funcao, patogenicidade e aplicacao em diferentes setores(69).
A ampla distribuicao das bactérias esta relacionada com a sua diversidade metabdlica e

capacidade de ocupar uma variedade de nichos ecoldgicos(70). Na satide humana, sao vdrias
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as bactérias pertencentes ao microbioma com potencialidade de provocar patologias

infeciosas. Assim:

- A Escherichia coli é uma bactéria encontrada no trato gastrointestinal de humanos e
animais, sendo uma bactéria gram-negativa, anaerdbia facultativa(71). Embora a maioria
das E. coli sejam inofensivas e desempenhem um papel benéfico no sistema digestivo,
algumas podem causar doencas. A Escherichia coli pode ser transmitida através de
alimentos contaminados, dgua ou contato com individuos ou animais infetados(71). No
campo da microbiologia, a £. coli é amplamente utilizada como organismo modelo para
pesquisas e 0s seus mecanismos genéticos e celulares sao bem estudados e contribuiram
significativamente para a compreensao da biologia molecular e da genética(71).
Adicionalmente, a Escherichia colipode produzir toxinas e causar varios tipos de infecoes,
incluindo infecGes do sistema urinario, infecdes gastrointestinais e infecoes respiratdrias.
A gravidade dessas infecoes pode variar de leve a grave, dependendo também do sistema
imunoldgico do individuo. Nesse sentido, uma das variantes patogénicas mais conhecidas
de £ coli é a 0157:H7, que esta fortemente associada a doencas transmitidas por
alimentos, podendo causar sintomas como diarreia (muitas vezes com sangue), dor
abdominal e vémitos(72).

- Por sua vez, o Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva que normalmente
habita a pele e as mucosas humanas. Pode causar infecoes de pele, infecdes do trato
respiratorio e infecoes hospitalares graves. Por outro lado, é um tipo de bactéria
comumente encontrada na pele e nas passagens nasais de humanos. E uma bactéria
Gram-positiva, anaerdbia facultativa e faz parte da microbiologia normal de muitos
individuos(73). No entanto, também pode causar uma ampla gama de infecdes se entrar
no corpo através de feridas na pele ou outras vias e esta bactéria é conhecida pela sua
capacidade de produzir varias toxinas e enzimas que contribuem para a sua
patogenicidade (71,73).

O Staphylococcus aureus pode causar uma variedade de infecoes, desde infecoes
cutaneas menores, como furdnculos, abscessos e impetigo, até condi¢cées mais graves e
com risco de vida, como pneumonia, infecdes da corrente sanguinea (bacteremia) e
infecées do local cirdrgico. Por outro lado, é também uma causa comum de infecoes
hospitalares. 0 S. aureuspode ser transmitido por contacto direto com individuos infetados

ou por contacto com objetos ou superficies contaminadas(73). Também pode ser
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transmitido por goticulas respiratdrias. Assim, as boas praticas de higiene, como lavagem
regular das maos e tratamento adequado de feridas, podem ajudar a prevenir infecoes por
S. aureus(71,73).

Além de ser um agente patogénico, 0 5. aureustamhém é objeto de pesquisa cientifica, pelo
que tem sido extensivamente estudado para se entender os seus fatores de viruléncia,
mecanismos de resisténcia a antibidticos e interacbes com o sistema imunoldgico
humano. Desse modo, este conhecimento é crucial para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes e medidas preventivas contra infecdes por S. aureus (73).

Por outro lado, a Sa/monella é uma bactéria transmitida por alimentos contaminados e
podem causar intoxicacao alimentar, caracterizada por sintomas gastrointestinais. E um
género de bactéria gram-negativa e é conhecida por causar infecdes alimentares em
humanos e animais. A Sa/monel/aé composta por varias espécies, incluindo a Salmonella
entérica, que é a mais comum e relevante para a satide humana(74). A bactéria pode invadir
o trato gastrointestinal e causar gastroenterite, caracterizada por sintomas como diarreia,
vomitos, febre e dores abdominais. Além da gastroenterite, a Salmonella também pode
causar outras formas de infecao, como a febre tifoide. A febre tifoide é uma doenca mais
grave, transmitida através da ingestao de agua ou alimentos contaminados com
Salmonella enterica serovar Typhi(75).

A prevencao da infecao por Sa/monella envolve medidas como a pratica de higiene
adequada, incluindo lavagem frequente das maos, manipulacao correta e
armazenamento seguro dos alimentos, além de cozinhar os alimentos adequadamente
para destruir a bactéria(76). A maioria das infecdes por Salmonella é autolimitada e nao
requer tratamento especifico, além de repouso e hidratacao adequada. No entanto, em
casos graves ou em pessoas com risco aumentado de complicagdes, como criancas
pequenas, idosos ou individuos imunodeprimidos, o tratamento com antibiéticos pode ser
necessario(76,77).

Por outro lado, o Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram positivo que causa
pneumonia, meningite e outras infecdes respiratdrias, principalmente em criancas e
idosos. A variedade limitada de vacinas disponiveis e 0 aumento de bactérias resistentes a
antibidticos significam que novos tratamentos sao necessarios. O género Streptococcusé

altamente diverso, sendo o Streptococcus pneumoniae o representante mais importante
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em termos de saude publica, pois tem potencial para causar doengas graves como
meningite e pneumonia(77).
A transmissao do pneumococo ocorre geralmente através de goticulas respiratdrias, de
pessoa para pessoa. A bactéria pode-se espalhar facilmente em ambientes fechados,
como residéncias, escolas ou ambientes de salde(77). Além de causar infecdes, o
Streptococcus pneumoniaetambém pode colonizar o trato respiratdrio superior de forma
assintomatica. Isso significa que a bactéria pode habitar o nariz e a garganta sem causar
sintomas. Estima-se que uma parte significativa da populacao carregue o pneumococo no
seu sistema respiratdrio em algum momento da sua vida(78).
Quando as técnicas de colheita de sangue ndo sao corretas, 0s organismos comensais
presentes na pele podem levar a contaminagao da amostra. Este facto resulta frequentemente
em hemoculturas falso-positivas, envolvendo microrganismos como Staphylococcus
coagulase-negativo, Bacillus spp. (excluindo Bacillus anthracis), Micrococcus spp.,
Corynebacterium spp. e Cutibacterium acnes(78).
Entre as infecbes por fungos, a espécie Aspergillus é a mais prevalente. No entanto, na
auséncia de imunossupressao significativa, representa frequentemente uma contaminacao
ambiental. Por conseguinte, o passo inicial consiste em excluir a contaminacao.
Posteriormente, torna-se crucial determinar se a bacteriemia/fungemia estd de facto
associada a uma infecdo da corrente sanguinea ou nao(78).
Idealmente, estariam disponiveis definicoes amplamente aceites de bacteriemia/fungemia e
de infecao da corrente sanguinea, mas nao € esse o caso. Em vez disso, é necessaria uma
avaliacdo abrangente que inclua fatores laboratoriais e clinicos(78). Ao avaliar uma
hemocultura positiva, deve-se levar em consideracao os fatores seguintes:

1) Os microrganismos identificados: A detecdo de um ou mais microrganismos numa
amostra de hemocultura obtida e tratada asseticamente indica, na maioria dos casos,
uma infecao da corrente sanguinea. Como ja foi referido, varios microrganismos
comensais da pele podem dar origem a hemoculturas falsamente positivas. Em doentes
imunocompetentes que nao tém dispositivos médicos internos, como cateteres
intravasculares, as ocorréncias de bacteriemia com estes micorganismos sao raras. No
entanto, em algumas ocasioes, podem conduzir a infe¢oes da corrente sanguinea de
inicio comunitdrio. Por outro lado, o isolamento de uma levedura ou fungo numa cultura

de sangue indica consistentemente fungemia e infecdo da corrente sanguinea(79).
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2) 0 momento e a quantidade de culturas positivas tém importancia: Um volume suficiente
de amostra de sangue é o fator mais importante na identificacao laboratorial de
microrganismos na corrente sanguinea. De acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), recomenda-se a recolha de quatro frascos, cada
um contendo 10 ml de sangue (por exemplo, dois conjuntos de hemoculturas, sendo cada
conjunto composto por um frasco aerdhio e um anaerdbio, totalizando 40 ml de sangue)
para aumentar a probabilidade de detecao de 90-95% das bacteriemias na primeira
hemocultura. A adicao de um terceiro conjunto de hemoculturas aumenta ainda mais a
taxa de detecao para 95-99%(80). Um estudo realizado por Collazos-Blanco et al. em
2019, envolvendo 4 000 episddios de infecoes da corrente sanguinea, revelou que, sem
aimplementacao de um terceiro conjunto de hemoculturas, cerca de 8% das infecoes da
corrente sanguinea nao teriam sido detetadas. Outros estudos propuseram que podera
ser necessario maior volume de sangue (81). Lee et al. realizaram um estudo no qual
descobriram que, em casos de bacteriemia por Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, a primeira hemocultura detetou as infecoes em 60% dos casos. Para episddios
de infecao polimicrobiana, apenas 67% dos microrganismos foram identificados na
primeira hemocultura, mas, em geral, 99% foram detetados na terceira
hemocultura(82).

3) Bacteriemia transitdria: tambhém conhecida como bacteriemia de baixo grau, refere-se a
presenca de microrganismos vidveis na corrente sanguinea sem uma infecao da
corrente sanguinea associada. A bacteriemia transitdria ocorre normalmente devido a
manipulacao de superficies mucosas contaminadas ou colonizadas, tais como
procedimentos dentdrios, incluindo a escovagem dos dentes(83), procedimentos
gastrointestinais endoscépicos e procedimentos respiratdrios invasivos(84).
Aproximadamente 20% dos procedimentos de biopsia prostatica por agulha transretal
estdao associados a bacteriemia transitoria, alguns dos quais conduzem ao
desenvolvimento de infe¢des da corrente sanguinea(59).

4) Os critérios clinicos implicam a definicao de infecao da corrente sanguinea como uma
cultura de sangue positiva acompanhada de umaindicacao clara do foco de infecao. Este
foco pode ser identificado clinica e/ou microbiologicamente através do isolamento da
mesma espécie a partir de aspirados de tecidos profundos ou de amostras adquiridas

em locais habitualmente estéreis. Em certos casos, estabelecer o foco da infecao pode
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ser um desafio, necessitando de parametros adicionais para diferenciar uma cultura de
sangue positiva como contaminacao ou nao. Embora uma contagem elevada de
leucdcitos juntamente com febre, seja frequentemente mencionada como um critério
significativo, mas confiar apenas neste indicador revela-se um indicador insuficiente de
infecao da corrente sanguinea (85). No ambito dos critérios de identificacao infe¢des da
corrente sanguinea é igualmente importante considerar a terapia antibiética em curso,
pois pode indicar um tratamento insuficiente e nao uma infecao definitiva da corrente

sanguinea(86).

2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo explorar aimportancia da procalcitonina como biomarcador
preditivo de septicemia e a relacao com os microrganismos isolados em hemoculturas, em

doentes do Centro Hospitalar do Tamega e Sousa, durante o ano de 2022.

3. Materiais e Métodos

3.1. Desenho do estudo

Realizou-se um estudo observacional analitico retrospetivo, realizado com registos de
resultados clinico-laboratoriais de episddios ocorridos com doentes do CHTS durante o ano

2022, com suspeita clinica de infecdes da corrente sanguinea.

3.2. Amostra

Foi definido como unidade amostral cada episddio de hemocultura positiva e com doseamento
de procalcitonina no maximo de intervalo de 12 horas entre recolha de amostras, em doentes
que recorreram ao CHTS no ano 2022. Foi definido como critério de exclusao os registos dos
resultados com uma diferenca de mais de 12 horas entre a recolha de hemoculturas e a andlise
de procalcitonina. Este critério ajudara a eliminar potenciais enviesamentos causados por
atrasos na colheita de amostras e garantira que ambos os resultados dos testes estao

estreitamente relacionados temporalmente.

3.3. Procedimentos
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A recolha de dados analiticos deste estudo foi garantida previamente todas as fases do
processo analitico das varidaveis em estudo, foram uniformizadas seguindo protocolos
instituidos, nomeadamente relativo a avaliacao dos niveis de procalcitonina utilizando
procedimentos laboratoriais padronizados.

Para interpretar os niveis de procalcitonina como preditores de risco de desenvolvimento de

septicemia, utilizaram-se os pontos de corte identificados na Tabela 1.

Tabela 1- Interpretacao dos resultados de PCT para avaliagao de risco para septicemia grave e/ou choque séptico (87)

Concentracao de PCT (ng/mL) Interpretagao

<0,05 ng/mL Risco baixo de septicemia grave e/ou choque séptico
20,5a<2,0ng/mL Risco moderado de progressao para septicemia grave e/ou choque séptico
>2,0 ng/mL Risco elevado de septicemia grave e/ou choque séptico

O estudo utiliza dados secundarios recolhidos durante a pratica clinica de rotina no CHTS.
Fontes internas, como registos de saude eletronicos ou bases de dados laboratoriais, serao
acedidas para obter dados relevantes para o estudo. Foi recolhida a informacao no sistema
CliniData relativa aos valores de cada episddio, assim como os dados para também

caracterizar os doentes referentes aos episodios quanto a idade e sexo.

3.4. Analise Estatistica dos Dados

Sera realizada estatistica descritiva e inferencial. A estatistica descritiva foi utilizada para
resumir as caracteristicas da amostra em estudo. Foram calculadas medidas como a média, a
mediana, o desvio padrao, a frequéncia absoluta e relativa para uma caracteriza¢ao dos dados.
Para avaliar a: i) relacao entre os tipos de microrganismos e o sexo, foi realizado o qui-
guadrado; ii) associacao entre os niveis de procalcitonina e os resultados da hemocultura, foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA). Escolheu-se um nivel de significancia de 5% (p <
0,05),indicando um nivel de confianca de 95% para significancia estatistica. A andlise de dados

foi realizada utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

3.5. Consideracdes Eticas
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A extracao de dados envolveu a consulta da base de dados do CHTS para todos os registos das
variaveis elegiveis neste estudo referentes ao ano de 2022. De forma a manter a
confidencialidade e cumprir as diretrizes éticas os dados utilizados serao mantidos anénimos.
O presente estudo seguiu politicas rigorosas de confidencialidade e privacidade dos dados
para proteger os direitos e o0 anonimato dos sujeitos. Este projeto foi aprovado pela comissao
de ética do CHTS (Anexo 8).

4. Resultados

Os registos de hemoculturas positivas e com valores de procalcitonina totalizaram 336
episddios, o que significa que alguns doentes tiveram mais do que 1 episddio, no total 282
doentes envolvidos. A idade média dos doentes é de 65,79+21,74 anos, variando entre <1 ano
e 95 anos de idade, sendo a idade mais frequente 84 anos e a mediana das idades é 70 anos.
A maioria das amostras pertence a doentes do sexo feminino (54,61%, n=154).

Os valores de procalcitonina variaram entre 0,1 e 295,71 ng/mL, observando-se um valor
médio de 15,35+34,16 ng/mL. Observou-se ainda que a mediana foi 2,045 ng/mL e a moda
<0,1ng/mL.

Em média, os valores de procalcitonina foi bastante superior nas mulheres (21,71 45,82
ng/mL) comparativamente aos homens (9,95+17,98 ng/mL). Por aplicacdo do teste t-
Student para amostras independentes com um nivel de significancia de 5%, verificaram-se

diferencas significativas nesta varidvel entre os dois sexos (Tabela 2).

Tabela 2- Valores médios de procalcitonina em fungao do sexo

Procalcitonina (ng/mL)

Média Desvio-padrao t gl p
F 21,17 45,824 3179 334 ,002
M 9,95 17977
Total 15,35 34162

Legenda: gl — graus de liberdade; p — probabilidade de significancia.

Associando os valores de procalcitonina aos niveis de risco, verificou-se existir risco elevado

de septicemia grave num elevado nimero de episédios (48,81%, n=164), sequido de risco
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moderado de progressao para septicemia grave (25,89%, n=87) e risco haixo de septicemia
grave (25,30%, n=85) (Tabela 3).

Tabela 3-Frequéncia absoluta e relativa da procalcitonina em fungao dos niveis de risco

o Frequéncia
Procalcitonina :
Absoluta (n) Relativa (%)
Risco baixo de septicemia grave e/ou choque séptico (<0,05 ng/mL) 85 25,30
Risco moderado de progressao para septicemia grave e/ou choque
séptico (20,5a<2,0ng/mL) 87 25,89
Risco elevado de septicemia grave e/ou choque séptico (2,0 ng/mL) 164 48 81
Total 336 100,00

Pretendeu-se verificar ainda se havia associacao entre o sexo e o tipo de microrganismo
presente nas hemoculturas. Recorrendo ao teste de qui-quadrado com um nivel de
significancia de 5%, obteve-se uma probabilidade de significancia p=0,114, com nivel de graus
de liberdade 58, o que nos permite afirmar que nao ha associacao entre o sexo e o tipo de
microrganismos presentes nas hemoculturas.

Pela andlise dos valores médios de procalcitonina constantes na Tabela 4, verifica-se que o0s
valores sao bastante heterogéneos. Neste seguimento, foi-se verificar a relacao entre os
valores de procalcitonina tendo em conta o tipo de microrganismos presentes nas
hemoculturas. Para um nivel de significancia de 5%, recorreu-se ao teste Anova One-way
tendo-se obtido um valor de p=0,154, pelo que se conclui nao existirem diferencas

significativas.
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Tabela 4- Comparacao dos valores médios de procalcitonina considerando o tipo de microrganismos presentes nas
hemoculturas

Média Média
Microrganismos isolados FR (% Microrganismos isolados FR (%
g (%) (ng/mL) g (%) (ng/mL)
Bacillus spp 0,31 84,54 Enterobacter cloacae 0,61 6,71
complex
Enterococcus faecalis (0) 153 63,33 Klebsiella ozaenae 0,31 6,25
Gitrobacter freundii 0,31 61,52 Candida glabrata 123 59
Klebsiella oxytoca 0,61 5741 Hafnia alvei 0,31 553
Enterobacter aerogenes 0,61 52,8 Morganella morganii spp 0,61 433
morga.
Streptococcus pyogenes 0,92 47,72 Corynebacterium feikeium 0,31 404
Kocuria kristinae 0,31 453 Haemophilus influenza 0,61 374
Streptococcus pneumoniae 337 43,82 Streptococcus group C 0,31 339
Streptococcus alactolyticus 0,31 37,88 Flora polimicrobiana 3,07 2,62
Achromobacter 0,31 35,32 Staphylococcus Coagulase 34,36 6,14
denitrificans Negativo
Pseudomonas aeruginosa 215 33,09 Klebsiella spp 0,92 2,27
Escherichia coli 14M 30,79 Streptococcus suis | 0,31 2,26
Granulicatella adiacens 0,61 2415 Streptococcus spp 123 194
Citrobacter braakii 0,31 24,01 Serratia marcescens 0,61 12
Enterobacter spp 0,61 23,73 Pantoea spp 0,31 119
Streptococcus anginosus 123 2352 Streptoc salivarius ssp 0,31 1,01
saliva
Stenotrophomonas 0,31 21,84 Streptococcus 0,92 0,92
maltophilia mitis/Streptococcus oralis
Candida albicans 1,84 19,88 Turicella otitidis 0,31 0,88
Raoultella planticola 0,31 18,7 Actinomyces meyeri 0,31 0,79
Enterococcus faecium 123 17,15 Trichosporon asahii 0,31 0,53
Klebsie.pneurmon.ssp 5,21 16,46 Micrococcus luteus 0,31 0,48
pneurmoniae
Streptococcus intermedius 0,31 15,55 Chryseobacterium 0,31 0,43
indologenes
Streptococcus sanguinis 0,31 14,23 Streptococcus gallolyticus 0,31 0,24
Ssp pasteurianus
Staphylococcus aureus 1,35 10,84 Cutibacterium acnes 0,31 0,21
Streptococcus agalactiae 0,92 9,44 Bacteroides splanchnicus 0,31 01
Salmonella group 0,61 9,05 Moraxella catarrhalis 0,31 01
Proteus mirabilis 0,92 8,06

Legenda: FR- Frequéncia Relativa

Seguidamente fomos explorar eventuais diferencas nos niveis médios de procalcitonina entre

os dois sexos para todos os microrganismos encontrados nas hemoculturas (Tabela 5
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Tabela 5- Comparacao dos valores médios de procalcitonina em funcao do sexo

Microrganismos Isolados

Procalcitonina

Frequéncia Absoluta Média (ng/mL)

F M F M
Achromobacter denitrificans 0 1 0 35,32

Actinomyces meyeri 1 0 0,79 0

Bacillus spp 1 0 8454 0

Bacteroides splanchnicus 0 1 0 01
Candida albicans 0 6 0 19,88

Candida glabrata 1 3 737 5,41
Chryseobacterium indologenes 0 1 0 043
Citrobacter braakii 0 1 0 24,01
Citrobacter freundii 0 0 61,52

Corynebacterium jeikeium 1 0 404 0
Cutibacterium acnes 0 1 0 0,21
Enterobacter aerogenes 1 1 101,82 3,77
Enterobacter cloacae complex 0 2 0 6,71
Enterobacter spp 1 1 4712 0,33
Enterococcus faecalis (D) 3 2 98,9 9,97
Enterococcus faecium 3 1 14,86 24,01
Escherichia coli 25 21 39,32 21,02

Flora polimicrobiana 5 5 159 3,64
Granulicatella adiacens 1 1 47,86 0,43
Haemophilus influenza 1 1 159 6,96

Hafnia alvei 1 0 5,53 0
Klebsiella spp 10 13 21,66 15,64

Kocuria kristinae 1 0 453 0
Micrococcus luteus 0 1 0 0,48
Moraxella catarrhalis 0 1 0 01
Morganella morganii spp morga. 1 1 142 723
Pantoea spp 0 1 0 119

Proteus mirabilis 3 0 8,06 0
Pseudomonas aeruginosa 2 5 119,32 1,07

Raoultella planticola 1 0 18,7 0
Salmonella group 1 154 16,56

Serratia marcescens 0 0 0 12
Staphylococcus aureus 12 25 19,71 6,33
Staphylococcus Coagu/alse 59 53 1035 193
Negativo

Stenotrophomonas maltophilia 1 0 21,84 0
Streptococcus spp 10 25 32,85 20,51

Trichosporon asahii 1 0,53 0

Turicella otitidis 1 0,88 0
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Verificou-se maior frequéncia dos sequintes microrganismos Enterococcus faecalis (D) n=3,
nas mulheres e n=2, nos homens), Enterococcus faecium )( n=3, nas mulheres e n=1, nos
homens), Escherichia coli( n=25, nas mulheres e n=21, nos homens), Klebsiella spp (n=10, nas
mulheres e n=13, nos homens), Proteus mirabilis ( n=3, nas mulheres e n=0, nos homens),
Pseudomonas aeruginosa ( n=2, nas mulheres e n=5, nos homens), Staphylococcus aureus (
n=12, nas mulheres e n=25, nos homens), Staphylococcus Coagulase Negativo ( n=59, nas
mulheres e n=53, nos homens) e Streptococcus spp(n=10, nas mulheres e n=25, nos homens).
No grupo de Streptococcus spp, a espécie mais frequentemente isolada foi Streptococcus
pneumoniae (n=2, nas mulheres e n=9, nos homens) e Streptococcus pyogenes (n=1, nas
mulheres e n=2, nos homens). No caso do Streptococcus pneumoniae, observou-se um valor
médio de procalcitonina de 119,32 ng/mL para o sexo feminino e 30,52 ng/mL para o sexo
masculino. Enquanto que para o Streptococcus pyogenes a diferenca desta varidvel entre os
sexos é mais equilibrada, observando-se 45,3 ng/mL para o sexo feminino e 48,93 ng/mL
para o sexo masculino. Em todos os casos, esta subjacente um risco elevado de septicemia
grave.

Por fim, pretendeu-se avaliar a variacao do valor médio da procalcitonina em funcao de grupos
de microrganismos, morfologia e reacao tintorial ao Gram (Tabela 6). Verificou-se que a
maioria dos microrganismos isolados sdo bactérias (93,56%), pertencentes ao grupo de
bacilos Gram negativo (31,29%) e cocos Gram positivo (60,74%).

Apesar da quantidade de hemoculturas positivas para fungos ser superior a soma dos bacilos
Gram positivo e cocos Gram negativo, o valor médio de procalcitonina para fungos € inferior
(3,37% e 1,53%, respetivamente).

A existéncia de hemoculturas positivas para flora polimicrobiana pode ser explicada através

da contaminacao existente durante a colheita.
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Tabela 6- Valores médios de procalcitonina em fungao da tipologia de microrganismos

Tipologia de microrganismos nas hemoculturas  Procalcitonina

Frequéncia Absoluta  Frequéncia Relativa (%)  Média (ng/mL)

Bacilo Gram negativo 102 31,29 16,96
Bacilo Gram positivo 3 0,92 29,59
Cocos Gram negativo 2 0,61 17,71
Cocos Gram positivo 198 60,74 17,62
Fungos 1 337 8,77
Flora polimicrobiana 10 3,07 2,62

5. Discussao

O principal objetivo do presente estudo foi a avaliacao da existéncia de uma relacao direta
entre os valores de procalcitonina e os microrganismos presentes nas hemoculturas positivas
entre os utentes do Centro Hospitalar do Tamega e Sousa (CHTS) no ano de 2022.

Através dos resultados obtidos foi possivel observar que o nivel médio de Procalcitonina foi
significativamente mais elevado nas mulheres em comparacao com os homens. Isto sugere
uma potencial diferenca baseada no género nos niveis de procalcitonina utilizada para
identificar hemoculturas positivas. Este resultado corrobora o resultado obtido por Bakhtiare
colaboradores(88), cujo objetivo foi analisar a precisao dos niveis de procalcitonina para o
diagndstico de septicemia com cultura positiva em doentes criticos com trauma. Além dos
resultados demonstram que a procalcitonina € um bom preditor da septicemia, ficou também
patente que os seus niveis médios eram mais elevados nas culturas de individuos do género
feminino(88).

Também no estudo realizado por Sadeghie colaboradores (89), com o objetivo de comparar
os valores de diagndstico da procalcitonina com a proteina C-reactiva, taxa de sedimentacao
de eritrdcitos, contagem de gldbulos brancos e hemocultura em doentes com infecoes
bacterianas do sangue(89). Os resultados demonstraram uma diferenca significativa em
funcao do sexo observada em relacdo a positividade dos resultados do teste procalcitonina
sendo que a maioria dos niveis de procalcitonina foi observada em doentes do sexo
feminino(89).

Tal pode ser explicado pelo facto de o sistema imunitdrio dos individuos do sexo feminino

responderem de forma diferente a presenca de infecao do que os individuos do sexo
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masculino. Por exemplo, as mulheres podem produzir mais procalcitonina em resposta a
infecao(90). De facto, a procalcitonina aparece como sendo um biomarcador bastante Util para
o diagndstico e amonitorizacao de doentes com operacoes ginecoldgicas e infecoes pds-parto
tendo em conta que nos ultimos anos a taxa de sépsis materna esta aumentou e a infecao
grave é uma complicacao ginecoldgica significativa(91).

No entanto, alguns estudos jd realizados mostram resultados contrarios. Por exemplo, Angele
e colaboradores (92)descreveram niveis significativamente elevados de procalcitonina na
septicemia em doentes do sexo masculino, em comparacao com doentes do sexo
feminino(93). O referido estudo sugere que aparecem niveis mais elevados de procalcitonina
no sexo masculino uma vez que as hormonas sexuais masculinas, ou seja, os androgénios,
demonstraram ser supressoras das respostas imunitarias mediadas por células(92). Em
contraste, as hormonas sexuais femininas exibem efeitos protetores que podem contribuir
para as vantagens naturais das mulheres em condi¢6es sépticas. Ou seja, como as hormonas
constituem um fator protetor nas mulheres e a procalcitonina surge associada a sépsis, 0s
homens vao possuir niveis mais elevados (92).

A andlise realizada nao encontrou associacao significativa entre o sexo e o tipo de
microrganismos presente nas hemoculturas positivas. Por conseguinte, o estudo sugere que
0 sexo nao desempenha um papel significativo na determinacao do tipo de microrganismos
presentes nas hemoculturas positivas.

0 valor de p obtido (0,154) é superior a 0,05, indicando que nao hd evidéncia estatistica
suficiente para rejeitar a hipdtese de que nao existem diferencas significativas nos niveis de
procalcitonina entre os diferentes tipos de microrganismos isolados de hemoculturas.

Além disso, é mencionado que as médias sao bastante diferentes entre os grupos, mas a
analise estatistica leva em conta nao apenas as médias, mas também a variabilidade dos
dados e o tamanho da amostra em cada grupo. No caso em estudo, como os numeros de
episddios de cada tipo de microrganismo isolado da hemocultura sao bastante diferentes, e
com valores variaveis de procalcitonina, nao foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05). Assim, com base na andlise dos dados, ndo € possivel conformar que
existe uma relagao direta entre o nivel de procalcitonina e o tipo de microrganismos presentes
nas hemoculturas. O que significa, que a procalcitonina nao poderd ser diretamente
relacionada aos agentes etioldgicos. Contudo, no estudo desenvolvido por Oussalahe

colaboradores (93) , e apds dividirem as suas amostras em hemocultura negativa, bacteriemia
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por bactérias Gram positivo, bacteriemia por bactérias Gram negativo, fungos e potenciais
contaminantes encontrados na hemocultura, chegaram a conclusao de que as concentracoes
mais elevadas de procalcitonina foi observada em doentes cujo agente etioldgico pertencia ao
grupo de bactérias Gram negativo. Com limiares 6timos que variam entre <0,4 e <0,75 ng/mL,
a procalcitonina teve uma elevada precisao de diagndstico para excluir todas as categorias de
agentes patogénicos com os seguintes valores preditivos negativos: Bactérias Gram negativo
(98,9%) (incluindo enterobactérias (99,2%), bacilos Gram negativo nao fermentadores
(99,7%) e bactérias anaerdhias (99,9%), bactérias Gram positivo (98,4%) e fungos (99,6%)
(93)

Como limitacao referimos a auséncia de dados clinicos que nos permitissem avaliar a
especificidade e sensibilidade da procalcitonina como parametro preditor de risco de

septicemia, sequndo os pontos de corte para os diferentes niveis de risco.

6. Conclusao

Atendendo que, neste estudo, os valores de procalcitonina variaram em funcao do sexo e do
tipo de microrganismos isolados de hemoculturas positivas, podemos considerar que este
parametro analitico podera ter valor preditivo para avaliacao do risco de septicemia, tal como
descrito na literatura, e eventualmente, ser usado na monitorizacao de infecoes da corrente
sanguinea.

No entanto, considerando as limitacoes deste estudo, a sua utilizacao neste dominio deve ser
complementada com outras informacoes clinicas e resultados de testes laboratoriais para
fornecer uma avaliacao abrangente do estado de saude dos doentes. A compreensao das
limitacoes e das potenciais aplicacoes da procalcitonina em diferentes cenarios clinicos abrira
caminho para abordagens mais eficazes e personalizadas na gestao de infecoes e da

septicemia.
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Anexos

Anexo 1: Tipos de garrafas de hemoculturas e as suas principais caracteristicas (3,6,94-
96)

Tipo de garrafa Caracteristicas

- Capaz de suportar o crescimento de
microrganismos aercéhios

” . -Meio enriquecido com caseina de soja
BD BACTEC"Plus Aerobic
- Atmosfera aerdbia enriquecida com

CO:

medium

- Contém resinas para neutralizacao

W _—=

antibidtica

- Usada para aumentar a detecao e
recuperacdo  de  microrganismos
anaercbios

BD BACTEC™ Lytic Anaerobic
- Contém um detergente (saponina) para

)
medium ?; _ )
— lisar os glébulos vermelhos e brancos
B presentes na atmosfera, libertando

todos os microrganismos intracelulares

-Usada para amostras pediatricas com
= pequeno volume
BD BACTEC™Peds  Plus™ \ -Contém resinas para neutralizacao

. antibidtica
medium

il

e

L
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Anexo?2

Tabela A-Tipos de cartas usadas no Vitek®2 (11,12)

Tipo de Carta Nome Microrganismo alvo
GN Gram negativos fermentadores e nao-fermentadores
GP Gram positivos
Bactérias do género Neisseriae Haemophilus e outras
Identificagao (ID) NH
bactérias gram negativas fastidiosas
YST/YS08 | Leveduras patogénicas (fungos)
ANC Bactérias anaerdbias e corineformes
N355 Enterobactérias (Bacilos gram negativos; oxidase negativa)
Enterobactérias nao fermentadoras (Bacilos gram
Testes sensibilidade aos N373 negativos; oxidase positiva)
antimicrobianos (TSA) P586 Enterococos (Cocos gram positivos; catalase negativa)
P648 Estafilococos (Cocos gram positivos; catalase positiva)
PSTO3 Estreptococos (Cocos gram positivos; catalase negativa)

Tabela B- Suspensdes usadas no Vitek®2 (11,12)

Suspensodes usadas no VITEK

Intervalos de Turbidez McFarland

Microrganismo alvo

Tipo de CartadeID

0.55-0.65 Gram negativos e positivos GP; GN
18-2.2 Fungos YST/YS08
Neisseria spp.; Haemophilus spp.; Hacek;
2.8-33 P & P NH; ANC

Anaerdbios; Corynebacterium spp.
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Anexo 3: Testes do GeneXpert® usados no CHTS (15,97-102)

tuberculosis e de mutacdes associadas a
resisténcia a rifampicina

Nome teste Xpert® Descrigao do teste Duragao do teste

Xpert® Xpress CoV-2/Flu/RSV | Detegdo e diferenciacao dos virus SARS-

plus CoV-2, gripe A, gripe B e virus respiratdrio =36 minutos
sincicial (VRS), com a adi¢ao de um 32 gene-
alvo para SARS-CoV-2

Xpert® Xpress CoV-2 plus Detecao rapida do virus SARS-CoV-2, com =20 minutos
trés genes-alvo

Xpert® MRSA NxG Detecao de MRSA para testes de vigilancia =45 minutos
ativa

Xpert® Carba-R Detecao e diferenciacao de KPC, NDM, VIM, =50 minutos
IMP e 0XA-48

Xpert® C. difficile BT Detecao de infecao por Clostridioides
difficile com resultados independentes de =45 minutos
toxina binaria e diferenciacao da estirpe
027

Xpert® MTB/RIF Ultra Detecao do complexo Mycobacterium

=80 minutos
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Anexo 4: Meios de cultura usados no CHTS (17,18,20,103-105)

Meio Caracteristicas do meio
Gelose de MacConkey com Sorbitol . o . .
(SMAC) Meio usado para pesquisa e identificacao de £.coli enteremorragica

Gelose de Columbia ANC + 5% de
sangue de carneiro (CNA)

Meio seletivo que permite o desenvolvimento de bactérias Gram (+)

de cavalo + 20 mg/I B-NAD (MHF)

Gelose Mueller-Hinton + 5% de sangue

Meio recomendado para a realizacdo de TSA; Permite o crescimento de bactérias
exigentes

Gelose Mueller-Hinton (MHE)

Meio nao seletivo recomendado para a realizacao de TSA; Permite o crescimento
de bactérias nao exigentes

Gelose CLED (CLED)

Meio nao seletivo que permite o isolamento de microrganismos urindrios. Os
germes lactose (+) originam colénias amarelas por acidificagao do meio. Os germes
nao fermentadores originam coldnias verdes, azuis ou incolores. As caracteristicas
do meio permitem limitar a invasao da gelose por Proteus spp.

Gelose chromID® CPS® Elite (CPSE)

Meio diferencial e semi-quantitativo de microrganismos na urina. A elevada
concentragao de agar inibe a contaminacao da placa pelo swarming do Proteus spp.
Aidentificacao das bactérias baseia-se no seguinte principio:

E. colf coloragao espontanea num tom vermelho a carmim de estirpes produtoras;
Enterococcus: coloracao turquesa de estirpe; KESC: coloracao azul a verde;
Proteeae: coloracao castanho difuso.

Gelose Chocolate PolyViteX (PVX)

Meio nao seletivo utilizado para o isolamento de bactérias exigentes.

Gelose Columbia + 5% de sangue de
carneiro (COS)

Meio ndo seletivo permite o isolamento e crescimento de bactérias exigentes. A
adicdo de sangue desfibrinado permite a visualizacao da acdo hemolitica de
algumas bactérias (B,a,y). A hemdlise total (B) caracteriza-se por uma zona clara a
volta da coldnia ou por baixo da coldnia. A hemélise parcial (@) caracteriza-se uma
coloragao esverdeada a volta da coldnia. A auséncia de hemdlise (y) € a auséncia de
lise das hemdcias a volta da coldnia.

Gelose de MacConkey (MCK)

Meio seletivo para bactérias Gram (-) e diferencial para espécies fermentadoras da
lactose. As bactérias fermentadoras de lactose formam coldnias vermelhas ou
rosa. As bactérias nao fermentadoras de lactose formam coldnias incolores.

Gelose Hektoen (HEKT)

Meio de isolamento seletivo e de diferenciacdo destinado a pesquisa das
Salmonella spp. e Shigella spp. Este meio contém 3 tipos de aglicares e os
microrganismos que fermentam um dos trés originam colénias amarelas ou
salmao. A auséncia de fermentagao resulta numa coloragao azul ou verde das
colénias. A producao de sulfureto de hidrogénio (H2S) caracteriza-se pelo
aparecimento de colénias com um centro negro. As gram positivas sao inibidas por
sais biliares e corantes (azul de bromotimol e fucsina acida).

Gelose Chapman 2 (MSA2)

Meio seletivo para o isolamento e a contagem de Staphylococcus. E também
utilizado para a diferenciacdo entre as espécies fermentadoras de manitol e as
espécies ndo fermentadoras de manitol.

A seletividade deste meio baseia-se na presenca de cloreto de sédio, o qual inibe o
crescimento da maioria das bactérias e Gram (-). A diferenciacdo dos
Staphylococcushaseia-se na sua capacidade de fermentacao do manitol.

Manitol (+): a cor do meio torna-se amarela. Manitol (-): sem coloracao.

Gelose chromID® Salmonella ELITE
(SALM)

Meio cromogeénico para o isolamento seletivo e a identificacao de Sa/monella. A
diferenciacao das estirpes de Salmonella baseia-se no aparecimento de uma
coloracao malva palida a malva das coldnias. As outras estirpes bacterianas
desenvolvem coldnias de cores diferentes. A mistura seletiva permite inibir
bactérias Gram (+), algumas bactérias Gram (-), leveduras e bolores.

Gelose chromID™ Strepto B (STRB)

Meio cromogeénico seletivo para a detegao dos Streptococcus do grupo B. Permite
detetar S.agalactiaeque adquire uma coloracdo rosa-palido ou vermelho. A maioria
das outras espécies bacterianas e leveduras nao se desenvolvem neste meio ou
nao

formam coldnias caracteristicas.

Gelose Yersinia CIN (YER)

Meio de isolamento seletivo destinado a detecdo e diferenciacdo das diferentes
espécies de Yersinia. 0 manitol e o vermelho neutro, presentes no meio, permitem
uma diferenciacdo das VYersinia pela coloracdo das colénias rosa-escuro a
vermelhas.
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Anexo 4 (Cont.): Meios de cultura usados no CHTS (17,18,20,103-105)

Meio

Caracteristicas do meio

Gelose chromID® MRSA SMART
(MRSM)

Meio cromogénico destinado ao rastreio de estirpes de S. aureus resistentes a
meticilina. Contém também substratos cromogénicos e uma associagao de
antibiéticos que permite a detecdo direta das estirpes de MRSA pela revelacao da
atividade enzimética (formam-se coldnias rosa a vermelho).

Gelose chromID® CARBA SMART
(CARB/OXA)

Meio cromogénico seletivo para a detecao de todas as Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemases. Permite detetar 0XA-48 num lado da placa e
outras Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases (KPC e NDM-1), no
outro.

Gelose de Campylosel (CAM)

Meio seletivos para o isolamento de Campylobacterintestinais.

Gelose de Sabouraud (SGC2)

Meio seletivo para o isolamento de fungos. O crescimento dos fungos é promovido
pelos nutrientes proporcionados pelas peptonas e pela glucose. A gentamicina e o
cloranfenicol inibem o crescimento da maioria das bactérias, como é o caso das
Enterobactérias, Pseudomonase Staphylococcus.

Caldo Tioglicolato com resazurina
(THIO-T)

Caldo de enriquecimento nao seletivo de microrganismos nao exigentes.

Caldo Todd Hewitt + Antibidticos
(TODD H-T)

Caldo de enriquecimento seletivo para os Streptococcus do grupo B.

Meio Léwenstein-Jensen (LJ-T)

Meio para cultura de micobactérias. A seletividade deste meio baseia-se na
presenca de verde de malaquite e sais minerais, os quais inibem o crescimento da
maioria dos organismos contaminantes.
0 crescimento das micobactérias é promovido pelos nutrientes proporcionados.

Caldo GN Broth (GN)

Caldo de enriquecimento seletivo para cultura de microrganismos entéricos Gram

().

Mycobacteria growth indicator tube
(MGIT)

Meio liquido utilizado para a cultura de micobactérias.
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Anexo 5: Procedimento da Coloragao de Gram (18)
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Anexo 6: Procedimento da Coloracdo de Auramina (19)
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Anexo 7: Procedimento e demonstracdo dos resultados do 0SOM® Strep A Test (26)

POSITIVE
INVALID

NEGATIVE

| ; : \_/
3 drops 3 drops
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Anexo 8: Parecer da Comissao de Etica do CHTS para arealizacdo do estudo

REPUBLICA V. SERVICO NACIONAL
PORTUGUESA $‘10 ‘ SN DE SAUDE vknrro Hospitalar do

- megQa e Sousa, E.RP.E.
SAUDE

Exmo. (a) Senhor(a)
Dra Ana Rita Leite da Silva
aritas2805@icloud.com

SUA REFERENCIA SUA COMUNICAGAO DE NOSSA REFERENCIA DATA
PROC. Ne: 05/2023 13/06/2023
ASSUNTO: “A relagdo dos valores de procalcitonina com os microorganismos presentes em

hemoculturas positivas em utentes do CHTS no ano de 2022.”

Exma Senhora Dra Ana Rita Leite da Silva,

Acusamos a recegdo do seu pedido para realizagdo do estudo “A relagdo dos valores de procalcitonina
com os microorganismos presentes em hemoculturas positivas em utentes do CHTS no ano de
2022".

Agradecemos a preferéncia pela nossa instituigdo.

A Comiss3o Etica de Satide ndo tem objec3o ética a realizagdo do estudo no CHTS, nas condi¢des referidas
no mesmo.

Informamos que, em reunido de Conselho de Administragdo de 07/06/2023 foi autorizada a realizagdo do
estudo, podendo o mesmo dar inicio, nos termos do Parecer da Comissdo.

No final da realizagdo do estudo devera entregar, no Centro Hospitalar do Tamega e Sousa, no Servigo de
Ensino, Formacdo e Investigagcdo (SEFI), o relatdrio final, sendo este de caracter obrigatdrio.

Estamos ao dispor para qualquer informagdo ou esclarecimento que entenda solicitar.
Com os melhores cumprimentos,

A Diretora do SEFI,

Qlo\m%.@mm

(EIianLa Pereira, Dra)

Centro Hospitalar do Tamega e Sousa, E.P.E.
Avenida do Hospital Padre Américo, N© 210, 4560-136 Guilhufe - Penafiel
Rua da Lama, N° 76, 4600 - 758 Teldes - Amarante
TEL + 351 255 714 000 FAX + 351 255 714 014 EMAIL administracao@chts.min-saude.pt www.chts.min-saude.pt
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