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resumo 
 

 

As infecções do sistema circulatório constituem um campo prioritário de 
intervenção, com cerca de 200000 casos de bacterémia e fungémia 
anualmente nos EUA, com taxas de mortalidade associadas entre 20 e 50%. 
Os métodos convencionais de detecção de microrganismos a partir do sangue 
(hemocultura) atingiram um nível de desenvolvimento difícil de melhorar. No 
entanto, continua a ser desejável conseguir resultados com maior 
sensibilidade, capazes de contornar o efeito inibitório da antibioterapia 
empírica muitas vezes instituída previamente à colheita, em tempo 
clinicamente útil. Foi testado um sistema comercial de extracção, amplificação 
e detecção por PCR em tempo real, SeptiFast Test, (Roche), capaz de 
identificar 25 espécies de bactérias e fungos directamente a partir de amostras 
de sangue, em cerca de 6 horas. Os resultados obtidos, quando comparados 
com a evidência de infecção, mostraram sensibilidade semelhante à da 
hemocultura (67 e 68% respectivamente) e igual valor preditivo negativo 
(88%), no entanto o VPN do SeptiFast é limitado aos 25 microrganismos 
contemplados no teste molecular. A aplicação prática do teste beneficiaria da 
automatização do protocolo de extracção de ácidos nucleicos, sendo 
importante a selecção criteriosa dos pacientes testados de forma a que este 
seja mais vantajoso numa relação custo-benefício. O sistema SeptiFast 
representa um método complementar aos métodos convencionais, podendo 
em fornecer informação importante em tempo clinicamente útil. 
  
No que respeita à identificação de agentes bacterianos isolados em cultura, 
por vezes surgem dificuldades em chegar a uma identificação conclusiva pelos 
métodos fenotípicos convencionais. Foi implementada uma metodologia de 
sequenciação automática directa, usando o sistema MicroSeq 500 Bacterial 
Identification Kit (Applied Biosystems). Durante um ano foram estudadas 54 
estirpes com perfis de identificação ambíguos pelos métodos tradicionais. Os 
resultados obtidos por sequenciação foram compatíveis com a suspeita clínica, 
ou confirmados pelos resultados do programa de controlo de qualidade externo 
NEQAS.  
A identificação por sequenciação tornou-se uma ferramenta importante no 
apoio à identificação bacteriana, particularmente em bacilos gram positivo, 
bacilos gram negativo fastidiosos, Streptococcus do grupo viridans e bactérias 
anaeróbias, organismos de identificação fenotípica problemática.  
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abstract 

 
Bloodstream infections remain a priority, with about 200000 cases of 
bacteremia and fungemia annually in the USA., with mortality rates between 20 
and 50%. Blood culture systems have reached such development, that further 
improvements will be difficult. Molecular methods offer the possibility of higher 
sensitivity in turnaround time, overcoming  the inhibitory effect of the empirical 
therapy often instituted prior to sample collection. A commercial system for 
microbial extraction, amplification and detention by real time PCR - SeptiFast 
Test, (Roche) was tested. This system detects 25 species of bacteria and fungi 
directly from whole blood, in about 6 hours. Compared with evidence of 
infection, the test showed a sensitivity value similar to blood culture (67 and 
68% respectively) and  the same negative predictive value (88%), however for 
SeptiFast the NPV is limited to the 25 microorganisms contemplated in the test. 
The molecular system would benefit from an automated nucleic acid extraction 
method, being of utmost importance the criteria for patient selection in order to 
improve the cost-benefit relation. SeptiFast Test seems to be a complementary 
method to conventional assays, able to provide reliable information in 
turnaround time.  
 
Most clinical bacterial isolates are quickly and accurately identified by 
conventional techniques used in the microbiology laboratory. However there 
are several situations in which molecular identification can significantly improve 
both the time to and accuracy of identification. An automatic sequencing 
method was implemented for bacterial identification -  MicroSeq 500 Bacterial 
Identification Kit (Applied Biosystems). During one year, 54 isolates with 
ambiguous identification profiles by standard methods  were studied. The 
sequence based identification results were compatible with clinical suspicion or 
with the results from an external quality control program - NEQAS.  
Sequence based identification became an important tool in the support of 
bacterial identification, particularly in gram positive bacilli, fastidious gram 
negative bacilli, anaerobic bacteria and viridans streptococci, microorganisms 
for witch phenotypic methods are presented with greater challenges. 
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1.1 Infecções do sistema circulatório 

 

  A presença de microrganismos na corrente sanguínea constitui um risco para 

todos os órgão do corpo humano (Forbes et al, 1998). As suas consequências imediatas 

podem passar pelo choque séptico, falência multi-orgânica, coagulação intravascular 

disseminada e morte. Anualmente ocorrem nos Estados Unidos cerca de 200 000 casos 

de bacterémia e fungémia, com taxas de mortalidade associadas entre os 20 e 50 % 

(Forbes et al, 1998). Assim, a propagação de microrganismos no sistema circulatório 

constitui uma situação clínica da maior gravidade, sendo a sua detecção atempada, bem 

como a identificação do agente microbiano responsável, uma das mais importantes 

tarefas do laboratório de microbiologia clínica. 

 

1.1.1 Tipos de Bacterémia 

 

Existem três tipos de bacterémia: contínua, intermitente e transitória. A bacterémia 

transitória pode ocorrer espontaneamente, ou como efeito de procedimentos normais, 

como lavar os dentes ou mastigar comida, ou ter origem na manipulação de tecidos 

infectados ou cirurgias que envolvem locais não estéreis. Nestes casos pode ocorrer 

bacterémia significativa. Nos casos de disseminação transitória a partir de um local 

isolado como um abcesso, a libertação bacteriana para o sangue ocorre cerca de 45 

minutos antes de um pico febril (Forbes et al, 1998). 

No choque séptico, endocardite bacteriana e outras infecções endovasculares, os 

organismos são libertados na corrente sanguínea a um ritmo constante – bacterémia 

contínua. O mesmo acontece nos estadios iniciais de algumas infecções específicas, 

como a febre tifóide, brucelose e leptospirose. 

Na maioria das restantes infecções, as bactérias podem estar presentes de forma 

intermitente em circulação. Como exemplo pode referir-se que os agentes causais de 

meningite, pneumonia, artrite piogénica e osteomielite são muitas vezes recuperados no 

sangue durante a fase inicial destas patologias.  
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As infecções da corrente sanguínea podem ser intravasculares – com origem no sistema 

cardiovascular, ou extravasculares – resultam da entrada de organismos no sistema 

sanguíneo através do sistema linfático, a partir de um outro local de infecção. Alguns 

factores potenciam o início da infecção no sistema sanguíneo. Por um lado a terapia 

imunossupressora, o uso generalizado de antibióticos de largo espectro que promovem 

uma alteração da flora normal do hospedeiro, permitindo a emergência de infecções por 

bactérias multi-resistentes, os procedimentos invasivos como cirurgias extensas e por 

outro lado a sobrevivência prolongada de pacientes debilitados e em estado crítico. 

Os casos clinicamente mais significativos de bacterémia têm origem em infecções 

extravasculares, sendo as portas de entrada mais comuns o tracto genito-urinário (25%), 

o tracto respiratório (20%), abcessos (10%), feridas cirúrgicas infectadas (5%), tracto 

biliar (5%), não sendo possível determinar esta origem em 25% dos casos (Forbes et al, 

1998). 

Apesar do termo “bacterémia” ser usado para designar a presença de bactérias no 

sangue, este é muitas vezes usado indevidamente, em situações de presença quer de 

fungos, quer de vírus na corrente sanguínea. Associadas a estas situações existe uma 

terminologia variada, que por vezes pode originar confusão. 

1.1.2 Definições 

 

Em 1992 uma conferência consenso estabeleceu parâmetros para normalizar a 

terminologia até então variada, definindo sépsis como uma síndroma sistémica de 

resposta inflamatória à infecção presumida ou confirmada (Bone et al, 1992; O'Brien et 

al, 2007). Esta síndroma pode ser considerado como uma conjugação de sinais e 

sintomas que traduzem a resposta do hospedeiro à infecção (Vincent & Abraham, 

2006).  

De acordo com o American College of Chest Physicians/Society of Critical Care 

Medicine, a infecção, definida pela presença de organismos patogénicos num local 

habitualmente estéril (sangue, abcesso, líquido cefalorraquidiano ou líquido ascítico), 

pode apresentar sintomatologia, mas pode também ser inaparente ou subclínica. A 
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bacterémia é, provavelmente, um fenómeno transitório para qualquer infecção 

bacteriana, excepto na endocardite ou infecção intravascular grave (Bone et al, 1992).  

 

Tabela 1. Definições de sépsis. Adaptado a partir de: (Mandell et al, 2004) 

Designação Definição 

Infecção 
Presença de organismos em local habitualmente estéril, normalmente, 
mas não necessariamente, acompanhado de resposta inflamatória 

Bacterémia 
Presença de bactérias no sangue, com confirmação laboratorial, 
podendo ser transitória. 

Septicémia O mesmo que bacterémia, implicando maior gravidade. 

Sépsis 
Evidência clínica de infecção (suspeita ou confirmada), com síndroma 
de resposta inflamatória sistémica (SIRS). 

Síndroma séptica Sépsis com evidência de perfusão orgânica alterada. 

Sépsis grave Sépsis associada a disfunção orgânica, hipo perfusão ou hipotensão. 

Choque séptico Sépsis com hipotensão e perfusão anormal. 

SIRS 
Resposta a uma variedade de agressões clínicas, podendo ter origem 
infecciosa, como no caso da sépsis, mas podendo ser de etiologia não 
infecciosa (ex. queimadura, pancreatite). 

 

Septicémia é um termo tradicionalmente usado indiscriminadamente para designar 

bacterémia, mas ao qual está associado um maior nível de gravidade. É ainda frequente 

o uso da designação sépsis para indicar a presença de infecção, mas sem especificar a 

existência de hemoculturas positivas. Assim, sépsis designa uma situação clínica onde 

há evidência de infecção com resposta sistémica, manifestada através de um conjunto de 

sinais clínicos. Esta síndroma ocorre como resultado da libertação de citocinas e outros 

mediadores como resposta a um processo infeccioso. Sendo originalmente um meio de 
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defesa do hospedeiro contra um organismo invasor, a resposta séptica pode-se tornar 

rapidamente prejudicial, danificando órgãos (Vincent & Abraham, 2006).  

 O grau de gravidade vai aumentando quando se fala de síndroma séptica (perfusão 

orgânica evidente com hipoxémia, aumento da concentração de lactatos ou oligúria. 

Estas situações implicam algum grau de disfunção orgânica. A sépsis grave apresenta 

claramente comprometimento orgânico agudo e pensa-se que seja a maior causa de 

mortes em unidades não coronárias, com cerca de 150 000 casos anuais em países da 

União Europeia (Vincent & Abraham, 2006). 

A pressão sanguínea é uma variável flutuante, podendo apresentar alterações num 

paciente ao longo de um período de algumas horas. Sendo a hipotensão normalmente 

corrigida através do equilíbrio de fluidos, o termo choque séptico deve ser reservado 

para os pacientes com síndroma séptica e hipotensão não reversível através da reposição 

de fluidos (Mandell et al, 2004). 

A síndroma de resposta inflamatória sistémica (SIRS) representa a categoria mais 

abrangente, incluindo uma grande variedade de situações clínicas, essencialmente de 

natureza infecciosa, tal como síndroma séptica, mas compreendendo também origens 

não infecciosas tais como a queimadura ou pancreatite, situações onde a febre e a hipo 

perfusão orgânica estão presentes (Mandell et al, 2004). Estas definições encontram-se 

sistematizadas na tabela 1. 

 

1.1.3 Dados Estatísticos 

 

Recentemente vários estudos permitiram reunir dados epidemiológicos 

importantes sobre a frequência, factores associados e custos da sépsis. Assim estima-se 

que ocorram anualmente 751 000 casos de sépsis grave nos Estados Unidos com uma 

taxa de mortalidade de 28.6% com custos médios de 22.100$ (Angus et al, 2001). Um 

estudo identificou 10.319.418 casos de sépsis em 750 milhões de hospitalizações 

durante um período de 22 anos, com um aumento de frequência de 82.7 casos por 100 

000 habitantes em 1979 para 204.4 casos por 100 000 habitantes em 2000 (Martin et al, 
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2003). Outro estudo que compreendeu o Canadá e seis países europeus, incluiu 14.364 

pacientes com mais de 4500 episódios infecciosos documentados, e taxas de 

mortalidade associadas de 16.9% para pacientes sem infecção e 53.6% para pacientes 

que apresentavam infecções repetidas em Unidades de Cuidados Intensivos (Alberti et 

al, 2002). Em 2006 foram publicados os resultados de um estudo pan-europeu, 

designado SOAP – Sepsis Occurrence in Acutely Ill Patients (Vincent et al, 2006). 

 

 

Figura 1. Diagrama de venn representando os critérios básicos para a definição de infecção. As áreas a 

tracejado representam os pacientes com infecção identificada, de acordo com os dados obtidos por 

Vincent et al., 2006, destacando-se o número de pacientes sujeitos a antibioterapia nos quais não foi  

detectado qualquer microrganismo (824). 

 

Foram estudados 3147 pacientes, com estadia média na UCI de 3 dias. Durante este 

tempo foi administrada antibioterapia em 64% dos casos. Dos 971 pacientes com sinais 

clínicos de infecção, estabeleceu-se o diagnóstico etiológico em 454 (38.6%) o que não 

ocorreu em 468 casos (39.8%). Em 255 pacientes (21.7%) foram isolados 

microrganismos, mas não existia evidência de infecção clínica (Figura 1), não sendo 

observada diferença na taxa de mortalidade entre estes três grupos.  

Neste estudo são ainda de assinalar as diferenças consideráveis entre as taxas de sépsis – 

18% na Suíça e 73% em Portugal - e sépsis grave – de 10% na Suíça a 64% em 

Portugal. As taxas de mortalidade em UCI variaram entre 8% na Suíça a 35% em 
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Portugal, que se reflectiu enquanto taxa de mortalidade a nível hospitalar com variações 

entre os 14% na Suíça e os 41% em Portugal. As taxas de mortalidade associadas à 

sépsis em UCIs nos vários países da Europa estão assinaladas na figura 2, destacando-se 

Portugal com 35% de mortalidade, como já referido. É de assinalar ainda que, de acordo 

com este estudo, Portugal ocupa posição destacada face aos restantes países da Europa 

nos vários parâmetros avaliados. A taxa de mortalidade em UCI nos casos de sépsis foi 

de 27%, nos casos de sépsis grave foi de 32.2%, subindo para 54,1% nos diagnósticos 

de choque séptico (Vincent et al, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com o National Vital Statistics Reports, a septicémia é a décima causa de 

morte nos Estados Unidos, estando associada a um aumento das taxas de hospitalização, 

bem como aumento do tempo médio de internamentos e consequente aumento de custos 

(Beekmann et al, 2003).   

 

 

Figura 2. Correlação entre a taxa de mortalidade em UCIs e a frequência de sépsis nos 

países europeus, destacando-se Portugal com 35%. Adaptado de (Vincent et al, 2006) 
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1.1.4 Terapia Empírica 

 

Uma grande parte das prescrições antibióticas é efectuada de forma empírica, ou seja, a 

antibioterapia é iniciada sem se conhecer o microrganismo responsável pela infecção, muitas 

vezes sem se conhecer o foco infeccioso e mesmo sem a certeza da existência de infecção. 

Assim, não surpreende que, em avaliação retrospectiva, muitos dos doentes que receberam 

terapêutica antimicrobiana nunca venham a apresentar critérios de infecção documentada ou até 

provável e que 25 a 50% das antibioterapias empíricas se venham a revelar incorrectas 

(Harbarth et al, 2003; Llewelyn & Cohen, 2007; Mandell et al, 2004). O empirismo da 

terapêutica leva a que as terapêuticas escolhidas sejam habitualmente de largo espectro, o que 

vai promover uma alteração da flora bacteriana normal do hospedeiro, predispondo-o à 

colonização por microrganismos hospitalares (Brook, 1999). 

Considerando os dados estatísticos e sabendo que a sépsis pode progredir rapidamente 

para sépsis grave e choque séptico, existem indicações da Surviving Sepsis Campaign: 

International guidelines for management of severe sepsis and septic shock (Dellinger et 

al, 2008), que recomendam o início da antibioterapia intravenosa de largo espectro, tão 

cedo quanto possível e sempre na primeira hora do reconhecimento de sépsis grave ou 

choque séptico. A perspectiva da golden hour e silver day, tradicionalmente aplicada 

aos pacientes traumáticos, foi adoptada para o tratamento da sépsis grave e choque 

séptico, sendo de primordial importância a intervenção na primeira hora de suspeita 

clínica e nas restantes horas do primeiro dia (Dellinger et al, 2008; Rivers et al, 2005). É 

ainda recomendada a reavaliação desta terapia diariamente para optimizar a eficiência 

da mesma e prevenir a resistência, evitar a toxicidade e minimizar custos. É também 

recomendada a terapia empírica combinada para doentes neutropénicos ou em caso de 

infecção por Pseudomonas spp, não mais do que 3 a 5 dias, com redução após testes de 

susceptibilidade. A duração da terapia empírica não deve exceder os 10 dias, devendo 

ser interrompida se for detectada uma origem não infecciosa (Dellinger et al, 2008).  

Por outro lado, numa era de uso generalizado de antibióticos, mesmo fora do ambiente 

hospitalar, muitas vezes quando um paciente é internado já está sob o efeito desta 

medicação (Mandell et al, 2004).  
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Assim, a existência de resultados culturais negativos em doentes com evidência clínica 

de infecção bacteriana ou fúngica é muito comum em Unidades de Cuidados Intensivos, 

com dados estimados superiores a 50% dos casos de sépsis grave ou choque séptico. 

A justificação para definir sépsis mesmo na ausência de bacterémia baseia-se em 

estudos prospectivos que validaram o risco de progressão e aumento de mortalidade 

com SIRS, sépsis, sépsis grave e choque séptico. Estas designações, podendo parecer 

confusas, representam situações clínicas comuns que alertam para a necessidade de 

medidas de diagnóstico e normalmente desencadeiam o início da terapia antimicrobiana 

(Mandell et al, 2004). 

O estudo SOAP revelou que 64% dos doentes estudados estavam sob efeito de 

antibioterapia, sendo o consumo de antibióticos cerca de 10 vezes superior em UCIs 

quando comparado com as restantes enfermarias hospitalares (Shafazand & Weinacker, 

2002). 

Num estudo muito recente, Garnacho-Montero e colaboradores observaram que a taxa 

de infecção nosocomial em UCI era significativamente superior em pacientes com 

terapia empírica inadequada, estando associada a maiores taxas de mortalidade e 

aumento do tempo de hospitalização (Garnacho-Montero et al, 2008).  

 

1.1.5 Etiologia 

 

A epidemiologia microbiana da sépsis está em constante evolução, sendo 

possível observar diferenças de acordo com a localização geográfica. Durante os anos 

80 houve uma alteração generalizada nos organismos responsáveis por sépsis, de 

bactérias gram-negativo para gram-positivo, e desde os anos 90 estas últimas têm sido 

as maiores responsáveis por esta infecção. Uma outra alteração significativa, 

particularmente na América do Norte, foi a emergência de fungos na etiologia da sépsis. 

Num estudo recente (SOAP) que envolveu vários países da Europa, as bactérias gram-

positivo foram responsáveis por 40% dos casos, 38% com etiologia em gram-negativo, 

os fungos foram responsáveis por 17% dos casos e observaram-se infecções mistas em 

18% dos casos (Vincent et al, 2006). 
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A etiologia da sépsis apenas é documentada em cerca de 60% dos casos (Llewelyn & 

Cohen, 2007). Isto pode ser explicado pela terapia empírica prévia à colheita de 

amostras e pouca sensibilidade dos métodos de diagnóstico instituídos. Os organismos 

mais comummente isolados a partir de hemoculturas estão descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2. Microrganismos comuns isolados a partir de hemoculturas. Adaptado de: (Forbes et al, 1998) 

Microrganismos 

Staphylococcus coagulase negativa 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus grupo Viridans 

Enterococcus spp 

Streptococcus β-hemolyticus 

Escherichia spp 

Klebsiella spp 

Pseudomonas spp 

Enterobacter spp 

Proteus spp 

Candida spp 

Bacterias anaeróbias – Bacteroides e Clostridium spp 

 

A etiologia microbiana da sépsis apresenta variações de acordo com o foco anatómico 

da infecção subjacente (Forbes et al, 1998). 

 

1.1.6 Diagnóstico Laboratorial 

 

A presença de bactérias em circulação foi reconhecida pela primeira vez há mais 

de um século por E. Libman, que em 1906 publicou um estudo com mais de 700 

culturas de sangue indicando normas para a sua execução (Peters et al, 2004). Desde 

então os métodos para detecção de infecções do sangue evoluíram, com o 

desenvolvimento de protocolos estandardizados para a colheita de amostra, 
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aperfeiçoamento dos meios de cultura e a introdução de sistemas automáticos para a 

detecção de crescimento bacteriano e fúngico.  

 

1.1.7 Número de culturas  

 

Em adultos está recomendada a colheita de duas hemoculturas por episódio 

séptico, uma vez que mais de 95% dos episódios de bacterémia e fungémia são 

detectados quando é efectuada a colheita de duas ou três hemoculturas (Reimer et al, 

1997). Por outro lado, este procedimento ajuda na distinção entre microrganismos 

patogénicos e contaminantes, uma vez que a proporção de hemoculturas positivas é 

crucial na interpretação dos resultados. O estudo de mais de três hemoculturas por 

episódio séptico não ajuda nesta interpretação e por outro lado aumenta os custos e o 

trabalho laboratorial, podendo contribuir para a anemia nosocomial induzida pela 

flebotomia (Chandrasekar & Brown, 1994). 

 

1.1.8 Quando colher 

 

As bactérias podem rapidamente deixar de ser detectadas em circulação. 

Considerando que um pico febril surge 30 a 90 minutos após um episódio de 

bacterémia, haverá uma maior probabilidade de recuperar microrganismos se a colheita 

for efectuada tão próximo quanto possível do pico febril.   

A Surviving Sepsis Campaign: International guidelines for management of severe sepsis 

and septic shock recomendam a colheita antes do início da antibioterapia, desde que isto 

não atrase a administração da terapia (Dellinger et al, 2008). 
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1.1.9 Contaminações 

  

Um resultado de hemocultura positivo pode estabelecer um diagnóstico, permitir a 

adequação da terapia antimicrobiana e fornecer um valor prognóstico. No entanto os 

resultados falso-positivos podem constituir uma limitação. Estes resultados, na 

hemocultura, estão normalmente associados a contaminações, que ocorrem quando 

existe recuperação em cultura de organismos que não estão efectivamente presentes no 

sangue colhido. Estes resultados representam um dilema, sendo necessário esclarecer se 

um organismo é responsável por uma infecção clinicamente significativa, com elevado 

risco de mortalidade e morbilidade, ou não tem qualquer significado clínico (Hall & 

Lyman, 2006). As taxas de contaminação variam entre os 2 e os 6% (Souvenir et al, 

1998) e os organismos normalmente associados a contaminações estão descritos na 

tabela 3. 

 

Tabela 3. Frequência de resultados falso-positivos por organismo habitualmente representativo de 

contaminação. Adaptado de: (Hall & Lyman, 2006) 

 

Organisms 

1,585 blood culture-positive episodes 
from 3 U.S. hospitals 

 497,134 blood cultures from 640 U.S. 
institutions  

% of all positive 

cultures  

Contamination 

 rate (%) 

 % of all positive 

cultures 

Contamination  

rate (%) 

Coagulase-negative staphylococci 44.3 82  Not reported 62-63 

Corynebacterium spp. 33.4 96  Not reported 68-78 

Bacillus spp. 0.8 91.7  Not reported 68-70 

Propionibacterium acnes 3.0 100  Not reported 84-85 

Viridans group streptococci 4.5 49.3  Not reported 32-33 

Clostridiium perfringens 0.8 76.9  Not reported Not reported 

 

Um cuidado essencial durante a colheita prende-se com a necessidade de 

assepsia durante a venopunção para impedir a contaminação com a flora normal da pele 

do paciente (Hall & Lyman, 2006; Reimer et al, 1997). 
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1.1.10 Volume de amostra 

 

O volume de sangue é possivelmente a variável mais importante no sucesso da 

recuperação de microrganismos, principalmente em pacientes adultos, uma vez que 

nesta população o número de microrganismos presentes no sangue é em regra inferior a 

10 UFC/ml e muitas vezes inferior a 1 UFC/ml. Nos adultos, cada mililitro adicional de 

sangue estudado aumenta a recuperação microbiana até 3%. Na população pediátrica o 

número de microrganismos presentes por mililitro de sangue é por norma superior a 100 

UFC/ml, e muitas vezes excede as 1000 UFC/ml (Reimer et al, 1997). No entanto, 

aumentar o volume de sangue estudado, aumenta também a taxa de recuperação 

microbiana (Bouza et al, 2007; Washington, 1975). 

 

1.1.11 Sistemas automáticos 

 

Nos últimos anos foram desenvolvidos e comercializados diversos sistemas para o 

estudo microbiológico das hemoculturas. O avanço mais importante deu-se com os 

sistemas de monitorização contínua (Reimer et al, 1997). Estes sistemas monitorizam 

continuamente a evidência de crescimento microbiano, normalmente a cada 10 minutos. 

Os dados captados são processados e analisados informaticamente. Uma vez que são 

efectuadas diversas leituras por dia a cada hemocultura, existe informação suficiente 

para usar algoritmos sofisticados que determinam a ocorrência de crescimento 

microbiano. Estes algoritmos permitem a detecção mais rápida de crescimento, cerca de 

1 a 1.5 dias mais cedo do que com os sistemas de monitorização não contínua 

(Beekmann et al, 2003), e pensa-se também contribuírem para a minimização de sinais 

falso-positivos gerados por estes aparelhos. Estes equipamentos incorporam sistemas de 

detecção, incubadoras e mecanismos de agitação numa única unidade. Estes sistemas 

permitem ainda a colheita até 10 ml de sangue por hemocultura (Reimer et al, 1997). 

Num estudo recente, Bouza e colaboradores mostraram que apesar dos avanços 

tecnológicos, o volume de sangue estudado deve reflectir um equilíbrio entre o 

necessário para o diagnóstico microbiológico e o risco de desenvolvimento de anemia 
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nosocomial, tendo sempre em conta que, de acordo com o postulado por Washington 

em 1975, quanto maior o volume de amostra estudado, maior será a taxa de detecção 

microbiana (Bouza et al, 2007).  

 

1.1.11.1 Sistema BacT/ALERT 3D, bioMérieux  

 

Um dos sistemas de monitorização contínua largamente usados é o sistema 

BacT/ALERT 3D (bioMérieux) (Capoor et al, 2006; Jamal et al, 2006; Mirrett et al, 

2007). Na base de cada garrafa de hemocultura existe um sensor que muda de cor 

quando a concentração de CO2 no meio aumenta (Figura 3). São incorporados díodos 

emissores e sensores de luz, cujos sinais são analisados por um algoritmo. Este 

algoritmo reconhece três critérios para evidenciar crescimento microbiano – uma leitura 

inicial que excede uma linha de base pré-definida, um aumento linear da concentração 

de CO2 e um aumento na taxa de produção de CO2 (Reimer et al, 1997). 

 

  

Estes sistemas permitiram estabelecer ciclos de 5 dias de incubação para as 

hemoculturas, sem perda relevante de recuperação de microrganismos, mas com 

redução significativa do número de contaminantes (Wilson et al, 1993). Está também 

descrito que não é necessária a subcultura das amostras negativas ao fim dos 5 dias de 

Figura 3. Sistema automático de monitorização contínua BacT/ALERT 3D, bioMérieux, COM a base 

da garrafa de hemocultura em pormenor, sendo visível o sensor. 
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incubação (Hardy et al, 1992), sendo no entanto possível aumentar o ciclo de incubação 

sempre que exista suspeita da presença de microrganismos de crescimento lento. 

 

1.1.12 Exame directo - Gram 

Sempre que detectado um sinal positivo, é efectuada uma subcultura a partir do 

caldo de hemocultura, bem como um esfregaço da hemocultura, sendo este corado pelo 

método de gram (Figura 4). A informação obtida a partir deste exame microscópico será 

a primeira informação laboratorial a disponibilizar ao clínico de forma a orientar a 

terapia. Estima-se que cerca de 40% dos pacientes com bacterémia esteja a receber 

tratamento antimicrobiano inadequado à altura da primeira notificação do resultado do 

gram (Sogaard et al, 2007). Beekmann e colaboradores observaram uma correlação 

significativa entre o tempo de notificação e o tempo de hospitalização por paciente com 

bacterémia (Beekmann et al, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Exame directo com coloração por Gram a partir do caldo da hemocultura positiva. Em 

cima cocos gram positivo; em baixo bacilos gram negativo. 
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1.1.13 Hemocultura - Vantagens e limitações 

 

A detecção de bactérias no sangue desempenha um papel importante no diagnóstico 

de doentes com febre, estabelecendo a presença de infecção (e excluindo a origem não 

infecciosa), confirmando a terapia empírica instituída, possibilitando o ajuste da 

antibioterapia após testes de susceptibilidade aos antimicrobianos a partir dos isolados 

clínicos. A hemocultura continua a ser o método de referência e tem um elevado valor 

diagnóstico, principalmente quando o diagnóstico microbiológico é mais problemático, 

como no caso de endocardite, infecções do tracto biliar, endovascular ou de enxertos, 

bem como em infecções de locas profundas que de outra forma necessitariam de 

procedimentos invasivos para a colheita de amostra (Peters et al, 2004). 

A hemocultura constitui ainda uma ferramenta epidemiológica essencial, que estabelece 

a base da terapia empírica (Llewelyn & Cohen, 2007). O conhecimento actualizado dos 

organismos responsáveis por infecções do sistema circulatório mais frequentemente 

encontrados em enfermarias específicas como as UCIs e serviços de Hematologia, bem 

como os perfis de susceptibilidade associados, orientam os clínicos no tratamento inicial 

de um paciente com febre (Sogaard et al, 2007). 

No entanto a utilidade da hemocultura enquanto teste de diagnóstico com repercussão 

clínica imediata está limitada a algumas patologias pela probabilidade a-priori de 

detectar determinados patogéneos, pela demora de resultados, pouca sensibilidade para 

organismos fastidiosos e pela administração de antibioterapia antes da colheita de 

amostras (Peters et al, 2004). Nestes casos, muitas vezes o estudo das hemoculturas não 

se apresenta vantajoso numa análise custo-benefício.  

Munson e colaboradores avaliaram a associação entre a notificação de hemoculturas 

positivas e o tratamento antimicrobiano dos pacientes, tendo observado que a maioria 

das intervenções terapêuticas ocorre principalmente nas primeiras quatro horas após a 

colheita. Neste período de tempo a terapêutica havia sido iniciada em mais de 50% dos 

casos e descontinuada em 30% dos casos (Munson et al, 2003). Estes autores 

descreveram que o efeito da notificação do resultado do exame de Gram na terapêutica 

era bastante superior ao efeito do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Mas 

estas duas notificações em conjunto levavam a menos alterações terapêuticas do que as 
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instituídas imediatamente após a colheita. Sogaard e colaboradores referem valores de 

30 a 45 % de alterações à terapia empírica após a primeira notificação (Sogaard et al, 

2007). Estes dados corroboram a ideia de que a grande maioria das alterações nos 

tratamentos antimicrobianos ocorre de acordo com a resposta clínica do paciente ao 

tratamento (Campbell et al, 2003; Ehrenstein et al, 2005; Levin et al, 1997). Por outro 

lado, no caso de suspeita de infecção por organismos de crescimento lento como 

Mycobacterium tuberculosis, a terapia empírica é iniciada muito antes dos resultados 

laboratoriais e, se necessário, alterada com base em sinais clínicos (Peters et al, 2004). 

O mesmo acontece na suspeita de organismos fastidiosos como Bartonella spp, Coxiella 

burnetii ou Tropheryma whipplei bem como para infecções por fungos invasivos 

(Fenollar & Raoult, 2007; Socan et al, 1999; Zeaiter et al, 2003). 

Uma grande limitação da hemocultura prende-se com a acentuada diminuição de 

sensibilidade quando a colheita é efectuada após a antibioterapia (Glerant et al, 1999; 

McKenzie & Reimer, 1987). Esta situação ocorre frequentemente em pacientes 

neutropénicos com antibioterapia profiláctica, que apesar de apresentarem sinais 

clínicos de infecção, apresentam sistematicamente hemoculturas negativas (Serody et al, 

2000), mesmo com agravamento do seu estado clínico (Neu, 1986). 

Os métodos actuais atingiram um nível considerável de desenvolvimento, com volumes 

de amostra excelentes e tempos de detecção de crescimento microbiano que dificilmente 

poderão melhorar. A hemocultura continua a ser um meio de extrema utilidade, quer 

para o diagnóstico, quer para a confirmação da suspeita clínica. No entanto o avanço 

científico e tecnológico permite encarar outras metodologias que poderão melhorar a 

detecção de microrganismos no sangue. Novos avanços deverão ter por meta uma 

melhor sensibilidade, tempo de resposta e redução do efeito inibitório da antibioterapia. 

Detectar o agente etiológico de uma infecção mais precocemente permite a 

implementação de terapia antimicrobiana dirigida, reduzindo a morbilidade e 

mortalidade associadas (Peters et al, 2004). 
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1.1.14 Métodos Moleculares 

 

1.1.14.1 PCR 

A reacção de polimerase em cadeia (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis nos anos 

80, permitindo amplificar mais de mil milhões de vezes regiões específicas de DNA 

(Kubista et al, 2006). O princípio subjacente à técnica é extremamente simples: um 

segmento de DNA alvo de tamanho delimitado por dois primers oligonucleotídicos 

específicos é amplificado pela acção de uma DNA polimerase termo-estável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A reacção de amplificação ocorre em ciclos sucessivos, cada ciclo envolvendo um passo 

de desnaturação do DNA alvo, por aquecimento a 92-95ºC (Figura 5.a); um passo de 

hibridação dos primers com as sequências complementares do DNA alvo a temperatura 

Figura 5. Esquema representativo da reacção de polimerase em cadeia – PCR. a) Desnaturação 

b) Hibridação. c) Extensão das cadeias. d) Duplicação do número de cadeias de DNA. 

a) b) 

c) d) 
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entre 50-60ºC (figura 5.b) e um passo final de extensão enzimática dos primers, entre 

68-72ºC, em que a DNA polimerase promove a síntese das sequências compreendidas 

entre os dois primers (Figura 5.c). Os produtos resultantes da extensão dos primers a 

cada ciclo podem ser utilizados como alvo de amplificação no ciclo seguinte. 

Teoricamente o número de cópias do segmento de DNA delimitado pelos primers, 

duplica a cada ciclo de amplificação (Figura 5.d). Assim, 30 ciclos de PCR originam 

uma amplificação de cerca de 109 vezes (Taveira, 2000). 

 

1.1.14.2 PCR em Tempo Real 

 

Em microbiologia clínica os testes de diagnóstico laboratorial baseados na 

amplificação por PCR têm sido usados desde os anos 90, principalmente na 

identificação de microrganismos de crescimento lento ou na detecção de organismos 

incapazes de crescer em cultura, situações específicas em que os métodos moleculares 

oferecem uma alternativa clara e inequívoca aos métodos tradicionais. 

A primeira demonstração de PCR em tempo real foi conseguida por equipas da 

Roche Molecular Systems e Chiron, liderados por Higuchi, que efectuaram uma reacção 

de PCR sob luz ultravioleta, à qual havia sido adicionada uma molécula fluorescente – 

Brometo de Etídio. Sabendo-se que a fluorescência do brometo de etídio aumenta 

quando este se liga aos ácidos nucleicos, foi possível observar a acumulação de DNA 

com uma câmara de vídeo (Valasek & Repa, 2005).  

  O desenvolvimento da PCR em tempo real veio revolucionar o diagnóstico 

laboratorial em microbiologia clínica (Espy et al, 2006). Este método difere da PCR 

convencional, principalmente no que diz respeito à detecção do produto amplificado. 

Tradicionalmente esta fase é posterior à reacção de PCR, implicando tempos de resposta 

mais longos, e no caso de ser efectuada por electroforese em gel de agarose, com 

alguma perda de especificidade (Smith et al, 2004). Na PCR em tempo real a detecção é 

efectuada concomitantemente com a amplificação, limitando o processo a um tubo 

fechado, o que elimina os riscos de contaminação inerentes à manipulação pós PCR 

(Corless et al, 2000; Yamamoto, 2002). As plataformas de PCR em tempo real 

disponíveis no mercado permitem níveis de sensibilidade e especificidade equivalentes 
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ou mesmo superiores aos sistemas tradicionais, sendo mais simples de operar e 

requerendo menos trabalho manual técnico. A metodologia “fast cycling” permite obter 

uma identificação de um agente etiológico em tempo clinicamente útil. 

A combinação da excelente sensibilidade e especificidade, menor risco de 

contaminação, facilidade de operação e rapidez, estabeleceu a PCR em tempo real como 

uma alternativa aos testes culturais tradicionais e imunoensaios utilizados em 

microbiologia clínica no diagnóstico de várias doenças infecciosas (Espy et al, 2006). 

 

1.1.14.2.1 PLATAFORMAS DE PCR EM TEMPO REAL 

 

Actualmente existem diversos instrumentos de PCR em tempo real disponíveis 

comercialmente. Estes variam no método de controlo de temperatura, no formato de 

detecção do produto amplificado, tempo de resposta analítica e no número de amostras 

que podem ser testadas em cada ensaio (Cockerill, 2003). Em alguns casos existem 

sistemas automáticos de extracção de ácidos nucleicos que complementam os 

equipamentos de detecção, sendo já uma realidade um sistema de extracção, 

amplificação e detecção integrada que permite a automatização quase total (GeneXpert, 

Cepheid). A rapidez da reacção nestes equipamentos é possível devido à elevada razão 

área-volume da mistura de reacção, normalmente depositada em recipientes longos e 

estreitos, bem como a mecanismos de variação térmica altamente eficientes, por 

circulação de ar ou condutividade térmica (Csako, 2006). A maior eficiência da variação 

térmica aliada às características físicas dos recipientes de reacção, permitem a 

desnaturação das cadeias de DNA em cerca de 1 segundo, possibilitando a realização de 

uma reacção de PCR entre 30 a 60 minutos. 

Há ainda diferenças na forma de detecção (tipo de lâmpada ou laser) e também nos 

comprimentos de onda a que a fluorescência é detectada. Alguns exemplos dos 

equipamentos mais usados incluem o LightCycler® (Roche), SmartCycler (Cepheid) e 

7300 Real Time System (Applied Biosystems). 

Na figura 6 é possível observar o sistema óptico do LightCycler 2.0, Roche, em que a 

excitação é conseguida através de um LED (light emiting diode) a um comprimento de 
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onda de 470nm, possuindo este equipamento seis canais capazes de detectar a 

fluorescência emitida em seis comprimentos de onda distintos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.14.2.2 FORMATOS DE DETECÇÃO EM TEMPO REAL 

 

Para detectar o produto amplificado, é incorporado na mistura de reacção um 

marcador fluorescente que se liga ao DNA durante a amplificação. Esta ligação pode ser 

inespecífica ou específica. No primeiro caso o marcador, SYBR®Green por exemplo, 

tem a propriedade de se intercalar durante os passos de hibridação e extensão, em 

quaisquer cadeias duplas de DNA formadas, originando um sinal fluorescente 

significativo, que aumenta na proporção directa ao aumento do produto amplificado. A 

inespecificidade deste sinal resulta de nem todas as cadeias duplas de DNA se deverem 

à amplificação das sequências alvo. Por exemplo, a formação de dímeros de primers, 

resulta na detecção de um sinal inespecífico com SYBR®Green. Um sinal específico 

pode ser conseguido usando sondas fluorogénicas, como as TaqMan®, Molecular 

beacons, Eclipse®, entre outras (Smith et al, 2004). Em todos os casos referidos, a 

sonda é marcada com um fluorocromo numa extremidade e com um quencher na outra. 

Figura 6. Sistema óptico de excitação e detecção de 

fluorescência do LightCycler 2.0, Roche. 
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A hibridação assegura a separação destas moléculas, interrompendo a absorção da 

fluorescência pelo quencher, o que, consequentemente, resulta na emissão de 

fluorescência.  

 

1.1.14.2.2.1 SONDAS TAQMAN 

 

As primeiras sondas fluorescentes desenvolvidas para PCR em tempo real foram 

as 5’nuclease, habitualmente designadas pela marca comercial - TaqMan®. Neste 

formato, um pequeno oligonucleotídeo é marcado com uma molécula reporter na 

extremidade 5’, e uma molécula quencher na extremidade 3’. Quando a sonda hibridiza 

com o alvo, em cada ciclo de extensão a actividade 5’-3’ exonuclease da polimerase do 

DNA hidrolisa a sonda, libertando o reporter. A fluorescência emitida por esta 

molécula deixa de ser absorvida pelo quencher, sendo captada por um sistema óptico de 

detecção (Figura 7).  

 

Figura 7. Princípio TaqMan® com libertação da molécula repórter durante a fase de extensão pela 

actividade exonuclease da DNA polimerase. 

 

A molécula fluorescente livre (reporter) acumula-se após cada ciclo de PCR, podendo a 

sua intensidade ser captada em qualquer altura da reacção, incluindo o passo de 
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annealing, o que não acontece com as sondas de hibridação, cuja captura de 

fluorescência apenas pode ser efectuada precisamente na fase de hibridação.  

 

1.1.14.2.2.2 SONDAS DE HIBRIDAÇÃO - FRET 

 

O princípio FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) baseia-se na 

transferência de energia entre fluorocromos adjacentes, dependendo da distância entre 

eles. Neste formato são usadas duas sondas desenhadas de forma a hibridarem com o 

alvo numa configuração “cauda-cabeça”. A sonda upstream está marcada com uma 

molécula fluorescente na extremidade 3’ e a sonda downstream está marcada com uma 

aceitadora na extremidade 5’. Se as duas sondas hibridarem com o produto de PCR 

alvo, a fluorescência emitida pelo fluorocromo na extremidade 3’ da primeira sonda é 

absorvida pelo fluorocromo aceitador na extremidade 5’ da segunda sonda. Este 

segundo fluorocromo é assim excitado, emitindo fluorescência num comprimento de 

onda detectado e medido no final de cada passo de hibridação, pelo sistema óptico do 

equipamento (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Princípio FRET em ensaio multiplex, com emissão de fluorescência em diferentes 

comprimentos de onda. 

 

As duas sondas alinhadas compreendem uma região de 40 a 50 pares de bases, apenas 

ocorrendo transferência de energia, logo, emissão de fluorescência, se a hibridação com 

o produto alvo ocorrer de forma exacta, o que confere a este formato uma elevada 

especificidade. 
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A tecnologia FRET permite também a análise de curvas de dissociação do produto 

amplificado. Elevando lentamente a temperatura da reacção, as sondas destacam-se do 

produto de PCR, perdendo-se o sinal fluorescente. A temperatura à qual metade do 

híbrido alvo-sonda se dissocia, designa-se por temperatura de dissociação ou melting 

(Tm) e depende do conteúdo guanina/citosina da sequência e do comprimento do 

oligonucleotídeo.  

Ao contrário do que acontece com as sondas TaqMan®, um polimorfismo num único 

nucleótido não impede que o sinal fluorescente ocorra, mas a temperatura de melting 

correspondente será mais baixa. Assim, este formato pode ser usado para discriminar 

organismos, podendo ser usados diferentes fluorocromos, conforme a capacidade do 

sistema óptico de detecção da plataforma usada (Kubista et al, 2006). Na figura 9 é 

possível observar um exemplo das curvas de dissociação com os respectivos picos de 

temperatura de melting (Tm), específica das diferentes sequências em estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Curvas de dissociação, com os respectivos picos correspondentes 

à temperatura de melting (Tm), específica para diferentes alvos. 
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1.1.14.3 PCR Universal 

 

Habitualmente procura-se identificar o agente causal pela presença de uma 

sequência de DNA específica da espécie, em que os genes alvo estão normalmente 

envolvidos na patogenicidade ou virulência do microrganismo. No entanto, esta 

abordagem torna-se pouco adequada quando um leque alargado de agentes pode estar 

envolvido, como é o caso do sangue, e o volume de amostra disponível é limitado como 

ocorre com o LCR.  

 

 

Figura 10. Mapa de variabilidade bacteriana. Sequência do gene 16S rRNA de E. coli com 

locais de ligação de primers universais e regiões variáveis V1 a V9 sublinhadas a verde claro. 

Adaptado de (Baker et al, 2003)  
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Figura 10. (Continuação) Mapa de variabilidade bacteriana. Sequência do gene 16S rRNA de E. coli 

com locais de ligação de primers universais e regiões variáveis V1 a V9 sublinhadas a verde-claro. 

Adaptado de (Baker et al, 2003) 

Uma estratégia alternativa aplicável às amostras biológicas normalmente estéreis, 

como o sangue e o LCR, consiste na amplificação de zonas conservadas dos genes que 

codificam para o RNA ribossomal (rRNA) bacteriano (Persing, 1993), com recurso a 

primers de especificidade alargada, cobrindo numa única reacção uma ampla gama de 

agentes bacterianos (Greisen et al, 1994; Leong & Greisen, 1993; Wilson et al, 1990). 

O princípio da PCR universal para amplificação do rRNA, baseia-se na descoberta 

de que todos os organismos não virais partilham homologia em pequenos segmentos 

dos genes de rRNA (Persing, 1993). Alguns segmentos encontram-se em todas as 

formas de vida não virais, outros são comuns a todos os membros do grupo Bacteria 
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(Fonseca, 1998). Esta característica possibilita a síntese de primers universais, para a 

amplificação e/ou determinação da sequência de uma grande variedade de organismos 

(Greisen et al, 1994; Lu et al, 2000).  

Dada a quantidade de informação disponível sobre a sequência do gene 16S rRNA, 

sabe-se que este mantém uma natureza altamente conservada ao longo de todo o reino 

procariota (Amann et al, 1995; Hugenholtz et al, 1998; Keswani & Whitman, 2001; 

Persing, 1993) . Assim, o gene do 16S rRNA, constituinte da pequena subunidade 

ribossomal 30S dos procariotas, está presente em múltiplas cópias, no genoma de todas 

as bactérias conhecidas, patogénicas ao homem. 

A estrutura secundária do gene 16S rRNA possui nove regiões hiper variáveis, 

interrompidas ocasionalmente por regiões conservadas (figura 10) (Baker et al, 2003; 

Van de Peer et al, 1996), o que possibilita a amplificação por PCR de sequências alvo 

usando primers “universais” (Amann et al, 1995; Breitkopf et al, 2005; Corless et al, 

2001; Greisen et al, 1994; Jordan & Durso, 2005; Lu et al, 2000; Rantakokko-Jalava et 

al, 2000; Vliegen et al, 2006; Wilson et al, 1990; Xu et al, 2005).  

 

1.1.14.3.1 LIMITAÇÕES 

No entanto, uma vez que a PCR universal pode detectar a quase totalidade das 

bactérias, incluindo a flora normal da pele, torna-se difícil discriminar uma infecção de 

uma eventual contaminação durante o processo de colheita da amostra (Corless et al, 

2000). Este princípio aplica-se ainda à possibilidade de contaminação dos reagentes e 

material habitualmente utilizados na PCR (Corless et al, 2000; Nikkari et al, 2001). 

Como na PCR uma simples cópia de DNA molde pode ser amplificada 106 a 109 vezes, 

qualquer contaminação com DNA bacteriano exógeno pode ser problemática. Por outro 

lado, a purificação das polimerases a partir das bactérias parece ser uma fonte recorrente 

de contaminação de genes 16S rDNA, estando documentada a co-purificação de ácidos 

nucleicos, incluindo sequências de DNA ribossomal. A solução utilizada consiste na 

irradiação dos reagentes com luz UV com uma concentração optimizada, de forma a 

neutralizar o DNA contaminante, solução que implica algum sacrifício da sensibilidade, 

em benefício da especificidade do resultado (Corless et al, 2000; Nadkarni et al, 2002; 

Nikkari et al, 2001; Yamamoto, 2002). 
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1.1.14.4 Sequenciação  

 

As primeiras tentativas para sequenciar DNA foram efectuadas na década de 60 

através da análise detalhada de produtos de degradação (Shendure et al, 2008). No 

entanto o comprimento e a complexidade do polímero de DNA mostraram ser bastante 

problemáticos. Em 1977 dois grupos liderados por Fred Sanger e Walter Gilbert 

publicaram, independentemente, descrições de metodologias para sequenciação de 

DNA, tendo por base a electroforese em gel, capaz de separar fragmentos de DNA com 

resolução de um único par de bases (Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al, 1977). Nos 

anos que se seguiram, a disseminação rápida destas tecnologias e a progressão para 

protocolos robustos, estiveram na origem de avanços críticos nas áreas da genética e da 

biologia molecular. O desenvolvimento de plataformas de sequenciação automática e a 

sua comercialização nos anos 80, determinaram o domínio do protocolo desenvolvido 

por Sanger, também designado por sequenciação dideoxi, que se tornou no método de 

escolha nas décadas seguintes (Hunkapiller et al, 1991; Shendure et al, 2008).  

 

1.1.14.4.1 MÉTODO DE SANGER 

 

O método clássico de Sanger requer uma cadeia simples de DNA alvo, primer, DNA 

polimerase, nucleótidos com marcação radioactiva e nucleótidos modificados que 

terminam a extensão das cadeias de DNA. A amostra é dividida em quatro reacções de 

sequenciação separadas, contendo os quatro deoxinucleótidos (dATP, dGTP, dCTP e 

dTTP). A cada reacção é adicionado apenas um dos quatro di-deoxinucleótidos (ddATP, 

ddGTP, ddCTP e ddTTP), terminadores de cadeia que não possuem o grupo 3’-OH, 

necessário para a ligação fosfodiester entre nucleótidos durante a extensão das cadeias 

de DNA. A incorporação de di-deoxinucleótidos termina a extensão das cadeias, 

resultando em fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. Estes fragmentos marcados 

são desnaturados pelo calor e separados por electroforese em gel desnaturante de 

poliacrilamida. Cada uma das quatro reacções é corrida em poços individuais, com 

visualização por auto-radiografia.  
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Figura 11. a) Auto-radiografia de um gel de acrilamida da sequência de DNA do ɸX174 como descrito 

por Sanger em 1977 (Sanger et al, 1977); b) esquema da sequenciação de Sanger, com leitura dos 

fragmentos de baixo para cima com a respectiva sequência à direita. 

 

1.1.14.4.2  SEQUENCIAÇÃO CÍCLICA AUTOMÁTICA 

 

O método de sequenciação dideoxi actual difere do método clássico de Sanger 

em alguns pontos-chave. É efectuada apenas uma reacção para a extensão de primers, 

que inclui os quatro di-deoxinucleótidos (ddNTPs). Estes estão marcados com 

fluorocromos que são excitados ao mesmo comprimento de onda, mas com diferentes 

espectros de emissão, permitindo a sua identificação. Para minimizar a quantidade de 

DNA alvo necessário, é efectuada uma reacção de sequenciação cíclica, em que são 

efectuados múltiplos ciclos de desnaturação, hibridação de primers e extensão das 

cadeias para aumentar linearmente o número de cadeias terminadas. Este passo requer o 

uso de polimerases apropriadas, termo-estáveis e com capacidade de incorporar os 

ddNTPs modificados.  

a) b) 
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Os produtos da reacção de sequenciação cíclica são então analisados num 

equipamento de sequenciação automática, por electroforese num capilar longo, 

preenchido com polímero desnaturante, que resulta na separação dos fragmentos por 

tamanho, com resolução de um único par de bases. À medida que os fragmentos 

distintos passam através de um sensor óptico, os fluorocromos dos ddNTPs são 

excitados a um dado comprimento de onda, emitindo fluorescência em diferentes 

comprimentos de onda, revelando a identidade da sua base terminal por FRET. A 

medição simultânea dos espectros de emissão dos quatro comprimentos de onda, produz 

um traço sequencial a quatro cores. Algoritmos informáticos (base callers) interpretam 

a altura dos picos obtidos, produzindo uma sequência de DNA. A exactidão das leituras 

pode alcançar os 99.999% (Shendure et al, 2008). 

Os instrumentos de sequenciação automática convencionais são capazes de 

efectuar leituras de pouco mais de 1000 pares de bases de comprimento, ou produzir 2.5 

mega bases de informação por dia.  

Figura 12. Esquema representativo da sequenciação cíclica automática. 
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1.1.14.4.3 PROGRESSOS NA SEQUENCIAÇÃO DE DNA 

 

Os progressos no método de sequenciação aumentaram com a selecção de alvos 

de sequenciação de maior complexidade, desde o genoma mitocondrial humano com 

16.5 kb, até ao genoma do citomegalovírus (hCMV) com 237 kb (Hutchison, 2007). 

Além dos avanços na automatização, foi desenvolvido um conjunto de tecnologias de 

suporte com o objectivo de reduzir custos e aumentar a capacidade de sequenciação. 

Desde a construção de bases de dados, preparação de amostras, di-deoxinucleótidos 

fluorescentes e polimerases termo-estáveis, bem como a implementação de centros de 

sequenciação de grande fluxo em unidades especializadas na sequenciação eficiente de 

DNA (Shendure et al, 2008).  

Muito do investimento no desenvolvimento da sequenciação teve por base o Human 

Genome Project, cujo esboço foi conseguido em 2001 (Lander et al, 2001). A inovação 

tecnologia necessária a um projecto destas dimensões levou à diminuição exponencial 

do custo por base sequenciada (Collins et al, 2003). Na figura 13 é possível acompanhar 

a análise genómica em larga escala para diferentes organismos ao longo do tempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Linha temporal da análise genómica em larga escala, sendo visível a vermelho o 

trabalho efectuado em organismos não vertebrados. (Lander et al, 2001). 
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1.1.14.4.4 CYCLIC ARRAY SEQUENCING  

 

As plataformas de sequenciação automática recentemente comercializadas, que 

não adoptam o método de Sanger, incluem os sistemas 454/Roche e SOLiD™/Applied 

Biosystems cujo princípio de funcionamento pode ser designado por sequenciação 

cíclica em matriz. Estes sistemas são capazes de descodificar simultaneamente uma 

matriz bidimensional com milhões de características sequenciais distintas.  

O sistema 454/Roche aplica o princípio da pirosequenciação, um método de 

sequenciação por síntese em tempo real, que apresenta uma exactidão semelhante ao 

método de Sanger (Wicker et al, 2006). Neste método o DNA genómico é fragmentado 

mecanicamente e liga-se a micro esferas. Estas são capturadas em emulsão, funcionando 

como micro reactores de PCR amplificando o alvo milhões de vezes. As micro esferas 

são então distribuídas em placas de fibra óptica, distribuídas por poços onde são 

adicionados os quatro nucleótidos à vez. A integração de um nucleótido numa cadeia de 

DNA, traduz-se na emissão de um sinal luminoso pela libertação de pirofosfato 

inorgânico catalisado pela enzima luciferase. A intensidade do sinal é proporcional ao 

número de nucleótidos que são integrados a cada passo (Figura 14 e 15.a).   

 

Figura 14. Princípio da pirosequenciação. Activação da cascata enzimática quimioluminescente, capaz 

de gerar um sinal luminoso possível de quantificar. 
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No sistema SOLiD™ comercializado pela Applied Biosystems, as micro esferas 

são dispersas na superfície de uma lâmina de vidro e imobilizadas por uma camada fina 

de gel de acrilamida ou por ligação covalente directa à superfície. Uma característica 

única deste sistema reside na enzima utilizada, uma ligase. A cada ciclo, um conjunto de 

sondas marcadas competem pela ligação ao primer de sequenciação. Este conjunto de 

sondas está organizado de forma a existir correlação entre a identidade do fluorocromo 

que marca a sonda e a posição específica da base (Figura 15.b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dois sistemas são cíclicos, uma vez que a cada ciclo um processo enzimático 

questiona a identidade de uma única base, paralelamente para todos os elementos. As 

vantagens residem na quantidade de informação que estes sistemas conseguem 

processar paralelamente, numa única corrida, a custos inferiores aos métodos de 

sequenciação tradicionais. As sequências obtidas são significativamente menores do que 

com o método dideoxi, sendo necessário juntar os vários fragmentos obtidos e rever as 

Figura 15. Representação do princípio de sequenciação cíclica em matriz, usado pelo sistema 

454/Roche (a) e SOLiD™/Applied Biosystems (b) Adaptado de: (Hall, 2007) 
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bases de dados de forma a verificar a compatibilidade. Como todos os métodos novos, 

será necessário estabelecer a sua exactidão e aplicabilidade. Vários grupos estão já a 

desenvolver plataformas para sequenciação directa de moléculas simples, sem qualquer 

passo de amplificação (Shendure et al, 2008). É previsível que os métodos de 

sequenciação paralela massiva sejam dominantes nos próximos anos (Hutchison, 2007). 

 

1.1.14.4.5 SEQUENCIAÇÃO BACTERIANA 

 

O ano de 1995 marcou a publicação das sequências genómicas de duas bactérias 

patogénicas humanas: Haemophilus influenzae (Fleischmann et al, 1995) e Mycoplasma 

genitalium (Fraser et al, 1995). Inicialmente usada primordialmente em investigação, os 

desenvolvimentos tecnológicos deram lugar a um manancial de informação que 

permitiu estabelecer a sequenciação microbiana como uma ferramenta essencial em 

várias áreas da microbiologia clínica, abrindo novos horizontes nos campos do 

diagnóstico, epidemiologia, patofisiologia e terapêutica (van Belkum, 2003). Até à 

presente data (Abril 2008) estão disponíveis 682 sequências cromossómicas bacterianas 

completas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.cgi?taxid=2&type=1& name= 

Bacteria%20Complete%20Chromosomes), sendo a figura 16 ilustrativa do aumento 

significativo do número de genomas bacterianos sequenciados nos últimos anos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Número de genomas bacterianos completamente sequenciados desde 1995, ano da 

sequenciação do genoma de Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium. Adaptado de (Fournier 

et al, 2007).  
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A informação disponibilizada pela sequenciação do genoma bacteriano pode ser usada 

para seleccionar alvos para detecção molecular e genotipagem. Após identificação das 

funções dos diferentes genes por analogia com outras bactérias, é possível deduzir 

características fenotípicas a partir do genótipo. As aplicações resultantes incluem o 

desenvolvimento de meios de cultura específicos, a identificação de mecanismos de 

resistência aos antibióticos, a identificação de factores de virulência e a exploração das 

interacções hospedeiro-patogéneo (Fournier et al, 2007).  

Uma das limitações dos métodos moleculares prende-se com a selecção da sequência 

alvo, que pode interferir na sensibilidade e especificidade da detecção, e a capacidade 

de discriminar entre espécies e mesmo estirpes. A sequenciação genómica forneceu as 

bases para a correcta escolha de alvos (Figura 17). 

  

 

 
Figura 17. Estratégias para a escolha de primers e sondas para PCR. Adaptado de (Fournier et al, 2007) 
 

Hkg=housekeeping gene. Its=internal transcribed spacer. Mlst=multilocus sequence typing.  

Mst=multispacer typing. Vntr=variable number of tandem repeats 
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1.1.15 Sequenciação do Gene 16S rRNA 

 

Em 1965 Dubnau e colaboradores estudaram oito espécies do género Bacillus, 

encontrando um core de material genético conservado, relativamente resistente à 

alteração evolutiva, que incluía os genes que codificam para o RNA ribossomal e RNA 

de transferência (Dubnau et al, 1965a; Dubnau et al, 1965b). Nos anos 80 Woese, num 

estudo pioneiro, referiu-se a uma revolução na biologia, atribuída à possibilidade de 

sequenciar ácidos nucleicos, bem como às abordagens moleculares que alteraram a 

percepção da evolução bacteriana. Este autor mostrou que era possível determinar 

relações filogenéticas entre bactérias comparando regiões conservadas do seu código 

genético (Woese, 1987). Woese referiu-se a cronómetros moleculares, moléculas cuja 

sequência se altera aleatoriamente ao longo do tempo. Não sendo possível comparar o 

estado inicial de evolução com o final (presente), uma vez que o padrão inicial 

(ancestral) não está disponível, a comparação é efectuada entre versões de uma dada 

sequência, representativas de linhagens diversas, partilhando um padrão ancestral 

comum (Woese, 1987). Os genes que codificam para o 5S, 16S e 23S rRNA, bem como 

os espaços entre estes genes, possuem a estabilidade suficiente para permitir esta 

comparação, sendo o gene 16S rRNA o mais usado em taxonomia bacteriana. O gene 

16S pode ser comparado não só entre bactérias, mas também com o gene 16S rRNA das 

arqueobactérias e o gene 18S rRNA dos eucariotas. A figura 18 mostra a relação entre 

os domínios Archaea, Bacteria (procariotas) e Eucarya, bem como os principais ramos 

nos procariotas baseados nas sequências do gene 16S rRNA (Clarridge, 2004; Woese, 

1987). 

O gene 16S rRNA apresenta-se altamente conservado, o que se supõem ser resultado do 

seu papel crítico na função celular, sendo possível detectar regiões com maior taxa de 

mutação. Sendo um gene alvo para vários agentes antimicrobianos, algumas mutações 

podem afectar a susceptibilidade do organismo a estes agentes. Possui uma sequência 

com cerca de 1500 bp, com polimorfismos inter-espécie suficientes para permitir 

distinções com validade estatística. Sendo universal, o gene 16S rRNA permite 

estabelecer relações entre todas as bactérias. 
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Figura 18. Arvore filogenética universal com base na comparação das sequências do gene 16s rRNA. 

Adaptado de (Clarridge, 2004).  

 

A sequenciação total ou parcial do gene 16S rRNA é uma ferramenta cada vez mais 

utilizada na identificação de estirpes bacterianas, quer após amplificação a partir de 

amostras primárias (Millar et al, 2002; Zucol et al, 2006), quer no apoio à identificação 

de estirpes isoladas por métodos culturais tradicionais, de difícil identificação (Bosshard 

et al, 2006; Christensen et al, 2005; Clarridge, 2004; Drancourt et al, 2004; Fenollar et 

al, 2006; Patel, 2001; Petti et al, 2005; Ruppitsch et al, 2007; Woo et al, 2003). 

A sequenciação dos primeiros 500bp do gene 16S rRNA permite, por norma, 

diferenciação suficiente para identificação ao nível da espécie, podendo ser necessário 

sequenciar os 1500bp que constituem a totalidade do gene para uma correcta 

diferenciação, sobretudo no caso de espécies muito próximas filogeneticamente 

(Clarridge, 2004) 
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Com este trabalho pretendeu-se testar o kit comercial SeptiFast Test (Roche), 

aplicando-o a amostras de sangue total de pacientes seleccionados com base em critérios 

clínicos e comparar os resultados obtidos com os resultados da hemocultura. 

 

Pretendeu-se ainda optimizar uma técnica de amplificação do gene 16S rRNA, já 

estudada, recorrendo ao material e reagentes agora disponíveis, tentando aumentar a 

sensibilidade da mesma, sem comprometer a especificidade, para aplicação a produtos 

biológicos como sangue e LCR, com posterior comparação dos resultados obtidos com 

os resultados das culturas. 

 

Foi ainda objectivo implementar uma metodologia de identificação de isolados 

bacterianos por sequenciação directa, recorrendo ao sistema comercial MicroSeq 500 

(Applied Biosystems). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 LC SeptiFast Test (Roche) 

 

3.1.1 Amostras 

Paralelamente à colheita de sangue para hemocultura, foram colhidas 47 amostras de 

3 ml de sangue total, em K-EDTA, de forma asséptica, a pacientes internados na 

Unidade de Cuidados Intensivos Polivalente (UCIP), com suspeita de sépsis, 

seleccionados com base em critérios clínicos. Foi também solicitada a colaboração do 

Serviço de Urgência (SU) do Hospital Geral de Santo António, Centro Hospitalar do 

Porto, de onde foram estudadas 38 amostras de sangue, sujeitas aos critérios de selecção 

já referidos. As amostras para estudo molecular foram conservadas entre 4 e 8ºC ou a -

20ºC até processamento, de acordo com as indicações do fabricante. As hemoculturas 

foram enviadas de imediato ao serviço de Microbiologia para os procedimentos 

habituais.  

 

3.1.2 Hemoculturas 

O serviço de Microbiologia funciona em permanência, 24 horas por dia, pelo que as 

hemoculturas foram processadas de imediato, recorrendo ao sistema de monitorização 

contínua BacT/ALERT 3D, bioMérieux,  

Após detecção automática de crescimento microbiano, foi efectuado o exame 

microscópico do caldo da hemocultura após coloração de Gram, sendo o resultado 

comunicado ao clínico responsável sempre que considerado relevante. Paralelamente foi 

efectuada subcultura do caldo da hemocultura em meio sólido enriquecido, para 

isolamento, identificação e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. 
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3.1.3 Estudo Molecular 

 

3.1.3.1 Extracção e Purificação dos Ácidos Nucleicos 

 

De acordo com as indicações do fabricante, foram dispensados 3mL de sangue em 

tubos de lise contendo esferas de vidro e cerâmica, sendo a lise mecânica efectuada no 

equipamento MagnaLyser durante 70 segundos a 7000 rpm. Ao lisado foi adicionada 

proteinase K e um tampão caotrópico de lise, potenciador da libertação de ácidos 

nucleicos, protegendo-os das DNAses presentes no sangue. A cada amostra foi 

adicionado um controlo interno (CI), uma molécula sintética de DNA de cadeia dupla 

com locais de ligação aos primers idênticos aos das sequências alvo. As sequências do 

CI complementares à sonda de hibridação foram desenhadas de forma a permitirem a 

diferenciação das sequências alvo. Após digestão, o lisado foi transferido para colunas 

com filtros de sílica. O DNA genómico humano, bem como o DNA bacteriano ou 

fúngico alvo ligou-se à superfície da sílica. Todas as substâncias não ligadas, como sais, 

proteínas e outros fragmentos celulares foram removidos através de lavagens 

sucessivas. Os ácidos nucleicos adsorvidos foram finalmente libertados a temperatura 

elevada (72ºC) num volume aproximado de 250 µL. Este processo foi efectuado 

recorrendo ao SeptiFast Lysis Kit MGRADE e SeptiFast Prep Kit MGRADE, e demorou 

perto de 4 horas a executar.  

Em todas as extracções efectuadas foi introduzido um controlo negativo que foi 

sujeito a todos os procedimentos descritos paralelamente às amostras estudadas. Todos 

os passos de processamento da amostra e extracção de ácidos nucleicos foram 

efectuados numa sala apropriada, dedicada ao tratamento de amostras e manuseamento 

de ácidos nucleicos, em câmara de fluxo laminar descontaminada diariamente com 

RNase Away e radiação UV. Foi utilizado material plástico consumível (pontas, tubos, 

pipetas) com a classificação MGRADE (Microbiology grade). Este material é sujeito a um 

tratamento que além da inviabilização de microrganismos, garante a destruição de 

quaisquer ácidos nucleicos potencialmente contaminantes. 
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3.1.4 Amplificação dos Ácidos Nucleicos 

 

3.1.4.1 Alvo 

 

A região alvo seleccionada foi a internal transcribed spacer (ITS), que apresenta 

diversos operões no genoma bacteriano e fúngico. A ITS está localizada entre as 

sequências de DNA ribossomal 16S e 23S de todas as bactérias gram-positivo e gram-

negativo e entre as sequências de DNA ribossomal 18S e 5.8S de todos os fungos. Na 

tabela 4 estão discriminadas as diferentes espécies detectadas pelo teste SeptiFast. 

 

Tabela 4. SeptiFast Master List (SML) 

Gram (-) Gram (+) Fungos 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans 

Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) CoNS2 Candida tropicalis 

Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis 

Enterobacter (cloacae/aerogenes) Streptococcus spp
3
 Candida krusei 

Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida glabrata 

Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus 

Acinectobacter baumannii
1
   

Stenotrophomonas maltophilia   
1 Não detecta A. calcoaceticus - A. baumannii 
2 Staphylococcus coagulase negativos (S. hominis, S. pasteuri, S. warneri, S, cohnii, S. lugdunensis, S. capitis, S. 

caprae, S. saprophyticus, S. xylosus, S. epidermidis, S. haemolyticus) 
3 S.agalactiae, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. cristatus, S. gordonii, S. intermedius, S. milleri, S. mitis, S. 

mutans, S. oralis, S. parasanguinis, S. pyogenes, S. salivarius, S. sanguinis, S. thermophilus, S. vestibularis, S. 

viridans.  
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3.1.4.2 Amplificação 

 

A amplificação dos ácidos nucleicos foi efectuada por PCR em Tempo Real no 

LightCycler 2.0 (Roche), recorrendo ao kit LC SeptiFast Test. Para cada amostra foram 

efectuadas três reacções de PCR: uma para amplificação de bactérias gram-positivo, 

uma para bactérias gram-negativo e a terceira para fungos. Em cada reacção foram 

usados primers genéricos ou específicos das espécies em estudo (informação não 

disponibilizada pelo fabricante).  

Nas misturas de reacção foi incorporada a enzima AmpErase (uracil-N-glycosylase), 

capaz de reconhecer e catalisar a destruição de cadeias de DNA contendo deoxiuridina, 

constituintes do produto de PCR, mas conservando as cadeias com deoxitimidina, com 

origem no DNA bacteriano e fúngico. 

Para cada reacção de PCR foram adicionados 50 µL de mistura de reacção a 50 µL de 

DNA, recorrendo aos capilares de 100 µL LightCycler MGRADE. Após centrifugação, 

correu-se o programa descrito na tabela 5 no LightCycler 2.0, com a duração 

aproximada de 2 horas. 

Tabela 5. Condições de termociclação SeptiFast Test Light Cycler 2.0 

Descrição Ciclos 
Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(s) 

Rampa 

(ºC/s) 
Aquisição 

fluorescência 

Incubação UNG 1 40 300 20 - 

Activação enzimática 1 95 600 20 - 

 Desnaturação  95 15 3 - 

Amplificação 
I 

Annealing 15 58 50 
20 - 

 Extensão  72 40 3 - 

 Desnaturação  95 15 3 - 

Amplificação 
II 

Annealing 30 50 50 
20 Simples 

 Extensão  72 40 3 - 

   95 60 20 - 

Dissociação 1 40 60 20 - 

   80 0 0.1 Contínua  
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3.1.4.3 Detecção do produto amplificado 

 

O produto amplificado foi detectado pela emissão de fluorescência recorrendo a 

sondas de hibridação FRET.   

Cada uma das reacções de PCR (gram-positivos, gram-negativos e fungos) foi analisada 

em quatro canais diferentes, correspondentes a diferentes comprimentos de onda de 

emissão de fluorescência (Ch 610, Ch 640, Ch 670 e Ch 705). Em cada caso estava pré 

definido um valor de linha de base, capaz de determinar a diferença entre um resultado 

positivo ou negativo. A ausência de amplificação do controlo negativo, a amplificação 

dos controlos positivos com picos de dissociação (Tm) específicos e dentro de valores 

definidos pelo fabricante, bem como a amplificação do Controlo Interno (CI) em cada 

reacção, definiram a validade dos resultados. 

O desenho das sondas usadas permitiu diferenciar as espécies pelas diferenças nas 

temperaturas de dissociação quando detectadas num mesmo canal. No final da reacção 

os resultados foram analisados individualmente, para correcção das diferentes 

temperaturas de dissociação obtidas. 

 

3.1.4.4 Identificação automática das espécies 

 

A identificação dos produtos amplificados teve por base a análise de curvas de 

dissociação das amostras e controlos, recorrendo ao SeptiFast Identification Software, 

capaz de gerar um relatório de resultados, validando o ensaio ou assinalando as falhas 

no mesmo. 

Todo o software relativo ao sistema SeptiFast, de acordo com o conceito IVD – in vitro 

diagnostics – é fechado, não permitindo alterações ao programa, nem possibilitando 

alterações a parâmetros pré definidos.  
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3.2 Amplificação de 370bp do gene 16S rRNA 

3.2.1 Amostras 

 

Foram utilizadas estirpes ATCC - American Type Culture Collection existentes no 

serviço de Microbiologia, para a optimização dos protocolos de extracção e 

amplificação de ácidos nucleicos. As estirpes seleccionadas incluíram bactérias gram-

positivo e bactérias gram-negativo (tabela 6). 

 

Tabela 6. Estirpes bacterianas usadas no processo de optimização 

Estirpes Bacterianas 

Bactérias gram-positivo 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49616 

Bactérias gram-negativo 

Escherichia coli ATCC 25922 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Foram efectuadas suspensões das diferentes estirpes em soro fisiológico, padronizado a 

1 na escala de McFarland (30 x 107 UFC/ml), diluídas seriadamente e conservadas a -

20ºC até processamento. 

 

3.2.2 Extracção e purificação dos Ácidos Nucleicos 

 

Todo o material plástico usado na extracção de ácidos nucleicos foi sujeito a 

radiações UV (UV Crosslinker, Appligene), a 999.99 µJ/cm2 durante 20 minutos 
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(intensidade previamente optimizada), com o objectivo de inactivar DNA contaminante 

de origem exógena.  

Dadas as diferenças na constituição da parede bacteriana das estirpes, estabeleceu-se um 

protocolo de tratamento enzimático pré-extracção, capaz de libertar os ácidos nucleicos 

quer de bactérias gram-positivo quer gram-negativo. Assim, após homogeneização, a 

200µl de suspensão bacteriana, foram adicionados 100µl de tampão Tris-EDTA 

(QBiogene, USA), acrescentaram-se 10µl de Mutanolisina 1mg/ml (Sigma, Espanha) e 

30µl de lisostafina 5mg/ml (Sigma, Espanha). As suspensões incubaram a 37ºC por 60 

minutos, seguindo-se homogeneização vigorosa no vortex. 

A purificação de DNA bacteriano foi efectuada de forma automática no equipamento 

MagnaPure LC (Roche, Alemanha), com recurso ao kit Magna Pure LC Total Nucleic 

Acid Isolation Kit (Roche, Alemanha), utilizando o protocolo de lise externa. A cada 

300µL de suspensão bacteriana lisada como descrito, foram adicionados 200µl de 

tampão de lise, incubando 15 minutos com agitação. A extracção automática no Magna 

Pure LC obedeceu às indicações do fabricante. Resumidamente, as amostras foram 

tratadas com agentes desnaturantes potentes e proteinase K, para digestão proteica. Uma 

vez livres, os ácidos nucleicos são adsorvidos à sílica que reveste a superfície das 

partículas magnéticas. Após lavagens para remoção de possíveis inibidores, o processo 

termina com a eluição dos ácidos nucleicos purificados. Para um volume de amostra pré 

tratada de 500µl, optou-se por eluir um volume de 50µl de DNA.  

 

3.2.3 Amplificação 16S rRNA por PCR em Tempo Real 

 

A reacção de PCR em tempo real foi optimizada no termociclador Smart Cycler 

II (Cepheid, USA) com base num protocolo previamente implementado. Os primers 

foram seleccionados a partir de um artigo de Greisen e colaboradores (Greisen et al, 

1994). Do mesmo artigo foi retirada a sequência da sonda, que foi sintetizada com o 

formato TaqMan, sendo marcada com FAM (6-carboxifluoresceína) na extremidade 5’ 

e TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) na extremidade 3’. As sequências de primers 

e sonda estão descritas na tabela 7. 
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Tabela 7. Primers e sonda TaqMan usados no PCR em tempo real para amplificação de 370bp do gene 

16S rRNA. 

Designação Localização* Sequência 5’→3’ Fragmento 

Primer forward 
RW01 

1170-1189 AACTGGAGGAAGGTGGGGAT  

Primer reverse 
DG74 

1522-1540 AGGAGGTGATCCAACCGCA 370 bp 

Sonda RDR245 1369-1395 GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG  

 *Localização em Escherichia coli 

 

O protocolo base cumpria as seguintes condições: tampão da enzima 1X, concentração 

MgCl2 a 2,5mM, dNTPs a 0,2mM, primers a 1µM, sonda a 0,3µM e enzima EXT DNA 

Polymerase (Finnzymes) a 0,04U/µL num volume final de 25µL incluindo 5µL de 

DNA. O programa de PCR seguiu os passos descritos na tabela 8. 

 

Tabela 8. Programa de PCR em Tempo Real para amplificação de 370bp do gene 16S rRNA no 

SmartCycler, Cepheid. 

Descrição Ciclos Temperatura (ºC) Tempo (s) 

Activação enzimática 1X 95 300 

Desnaturação  95 5 

Annealing 45X 55 25 

Extensão  68 30 

 

Foi testada uma nova enzima – AmpliTaq DNA LD (Low DNA) (Applied Biosystems), 

bem como diferentes concentrações de MgCl2 (2.0mM, 2.5mM, 3.0mM e 3.5mM), de 

primers (1.0µM, 1.2µM e 1.4µM) de sonda (0.3µM, 0.4µM e 0.5µM) e volume de DNA 

na reacção (5 e 10µl). 

A avaliação das diferentes condições foi efectuada por análise da intensidade de 

fluorescência emitida, do valor de CT (cycle treshold) no canal FAM do Smart Cycler. 
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Durante a fase de optimização foi efectuada a análise electroforética de todos os 

produtos de reacção por electroforese capilar no Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent 

Technologies), recorrendo ao kit Series II DNA 100.  

 

3.2.4 Controlo de contaminações 

 

Além da descontaminação de todo o material plástico usado no processo de extracção 

de ácidos nucleicos por exposição a radiação UV, a manipulação do DNA a testar foi 

sempre efectuada em câmara de fluxo laminar descontaminada com RNase Away 

(MBP, Molecular Bioproducts) e radiação UV, cumprindo sempre as normas de 

funcionamento da Unidade de Biologia Molecular no que respeita à separação física das 

áreas de manipulação de DNA, preparação da mistura de reacção e manipulação do 

produto amplificado, respeitando o fluxo unidireccional de trabalho. 

Em cada reacção de PCR foi incluído um ou mais controlos negativos, que seguiram 

todos os passos do procedimento, sendo adicionada água ultra pura (Water 

Amplification Grade, Promega, USA), em vez de DNA, o que permitiu avaliar a pureza 

dos reagentes utilizados, bem como controlar a possibilidade de contaminação durante a 

fase de adição de DNA, durante a qual os tubos do controlo negativo permaneceram 

sempre abertos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  MATERIAL E MÉTODOS   

  
    54 

 

3.3 Sequenciação bacteriana 

 

3.3.1 Estirpes bacterianas 

 

Foram utilizados isolados bacterianos estudados no serviço de Microbiologia, 

provenientes de um programa externo de controlo de qualidade – UK NEQAS – United 

Kingdom National External Quality Assessment Service, bem como isolados clínicos 

obtidos a partir de diferentes produtos biológicos. As culturas bacterianas foram 

enviadas para sequenciação quando a sua identificação por métodos convencionais não 

se revelou conclusiva. 

 

3.3.2 Extracção e purificação dos Ácidos Nucleicos 

 

Foram usadas culturas em meio sólido para assegurar o grau de pureza das 

mesmas. Assim, com uma ansa estéril recolheram-se algumas colónias perfeitamente 

isoladas, que foram suspensas em 200 µl de tampão G2 (Qiagen). Adicionaram-se 10µ l 

de Mutanolisina 1mg/ml (Sigma, Espanha) e 30µl de lisostafina 5mg/ml (Sigma, 

Espanha), incubando a 37ºC por 60 minutos, ao que se seguiu homogeneização vigorosa 

no vortex. A purificação dos ácidos nucleicos foi efectuada recorrendo ao equipamento 

EZ 1 BioRobot (Qiagen) e ao Tissue Kit e Cartão de Bactérias do mesmo equipamento. 

O princípio do método de extracção tem por base o método das partículas magnéticas 

revestidas com sílica, já descrito. Seguiram-se as indicações do fabricante, optando-se 

por eluir os ácidos nucleicos num volume final de 100µl. 
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3.3.3 Amplificação e sequenciação com o sistema MicroSeq 500 

Após quantificação por espectrofotometria, foram usados aproximadamente 

25ng do DNA purificado para amplificação dos primeiros 500 pb do gene 16S rRNA 

recorrendo ao kit MicroSeq 500 16S rDNA Microbial Identification System (Applied 

Biosystems). O PCR foi efectuado no termociclador Perkin Elmer 9600, com um 

volume final de reacção de 30µl, com o programa descrito na tabela 9 de acordo com as 

indicações do fabricante. 

 

Tabela 9. Condições de termociclação para amplificação com MicroSeq 500. 

Descrição Ciclos Temperatura (ºC) Tempo (s) 

Activação enzimática 1 95 600 

Desnaturação  95 10 

Annealing 30 60 30 

Extensão  72 30 

Extensão final 1 72 600 

 

 

Confirmou-se a presença de produto amplificado por electroforese capilar recorrendo ao 

Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies), sendo possível observar nas amostras 

positivas um fragmento entre os 460 pb e os 560 pb. 

A purificação dos produtos amplificados foi efectuada em colunas Microcon-100 

Microconcentrator (Millipore), de acordo com as indicações do fabricante. A presença 

de DNA purificado foi confirmada por electroforese capilar como previamente descrito. 

A reacção de sequenciação cíclica foi efectuada com o MicroSeq 500 16S rDNA 

Sequencing Kit (Applied Biosystems), compreendendo uma reacção forward e outra 

reverse, cada uma num volume total de 20µl, dos quais 20ng de produto amplificado e 

purificado, no termociclador Perkin Elmer 9600 (Applied Biosystems) com o programa 

descrito na tabela 10, de acordo com o indicado pelo fabricante. 
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Tabela 10. Condições da reacção de sequenciação cíclica MicroSeq 500 

Descrição Ciclos Temperatura (ºC) Tempo (s) 

Desnaturação  96 10 

Annealing 25 50 3 

Extensão  60 240 

 

 

Após a reacção assimétrica, o DNA foi purificado com o sistema de colunas AutoSeq™ 

G-50 Dye Terminator Removal Kit (GE-Healthcare), de acordo com as instruções do 

fabricante, sendo então concentrado em centrífuga de vácuo durante 40 minutos. 

Finalmente o DNA foi desnaturado com 20µl de Hi-Di™ Formamide (Applied 

Biosystems) e pelo calor, 2 minutos a 95ºC, sendo então transferido para o sequenciador 

ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

 

3.3.4 Amplificação e sequenciação de 370pb do gene 16S rRNA 

 

3.3.4.1 Amostras clínicas 

 

A amplificação de 370bp do gene 16S rRNA foi testada inicialmente na Unidade de 

Biologia Molecular com o objectivo de detectar presença bacteriana em amostras de 

LCR de pacientes com suspeita de meningite bacteriana. O protocolo então iniciado não 

teve continuidade, uma vez que sem um método de identificação do microrganismo, a 

interpretação do resultado era problemática. Desta forma, para testar a viabilidade da 

identificação por sequenciação directa dos 370bp do gene 16S rRNA, utilizaram-se 11 

amostras de LCR com resultado positivo por PCR em tempo real (protocolo já descrito).  

Foram também sequenciados 5 isolados bacterianos previamente testados com o 

sistema MicroSeq 500 16S rDNA Microbial Identification System (Applied 

Biosystems). 
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3.3.4.2 Procedimento 

 

Para avaliar a possibilidade de identificar bactérias sequenciando os 370pb 

amplificados como descrito em 3.2.3, recorreu-se ao BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems). O processo é semelhante ao anteriormente 

descrito, resumidamente, foi efectuada amplificação do DNA no termociclador Smart 

Cycler II (Cepheid) com o programa descrito na tabela 8, mas sem adição de sonda na 

mistura de reacção. Foi verificada a presença de produto amplificado por electroforese 

capilar, este foi purificado com colunas Microcom-100 Microconcentrator. As reacções 

de sequenciação cíclica forward e reverse foram efectuadas separadamente, usando 8µl 

de Terminator Ready Reaction Mix, 3.2 pmol de cada primer e 3 a 10 ng de produto 

amplificado, completando com água ultra pura para um volume final de 20µl. O 

programa de PCR está descrito na tabela 10, sendo antecedido de um passo de 

desnaturação a 96ºC durante 1 minuto. Seguiu-se o procedimento de purificação com as 

colunas AutoSeq™ G-50 Dye Terminator Removal Kit (GE-Healthcare), como descrito 

em 3.3.3, mas em vez de formamida foi usado TSR – Template Suppression Reagent 

(Applied Biosystems), sendo então as amostras transferidas para o sequenciador ABI 

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

 

3.3.5 Análise das sequências 

 

A análise das sequências foi efectuada recorrendo ao software Chromas 

(Genome Express) e incluiu a edição das sequências obtidas para resolução de 

discrepâncias resultantes das limitações dos sistemas de detecção e análise, e a 

comparação das mesmas com sequências existentes numa base de dados pública, 

recorrendo ao BLAST (http://www.ncbi.nlm-nih.gov/BLAST). Foi considerado para 

identificação da bactéria o resultado com a maior percentagem de homologia com as 

sequências presentes na base de dados ou, quando aplicável, os dois resultados com 

maior percentagem de homologia. 
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4.1 SeptiFast Test 

 

Analisando os resultados obtidos com o SeptiFast Test, recorrendo ao SeptiFast 

Identification Software (SIS), de 85 amostras, 3 (3,5%) foram consideradas inválidas 

dada a ausência de amplificação de CI nas três reacções de PCR. Assim, foram 

consideradas 45 amostras (55%) provenientes da UCIP e 37 amostras (45%) com 

origem no SU, num total de 82 amostras. A representação gráfica dos picos de 

dissociação do CI para gram-positivos (Tm 47,5ºC no canal 705), gram-negativos (Tm 

59ºC no canal 705) e fungos (Tm de 47ºC no canal 640) encontra-se na figura 19. 

 

  Figura 19. Representação gráfica dos picos de dissociação do controlo interno para gram-positivos (a), gram-

negativos (b) e fungos (c). 

 

Das amostras colhidas na UCIP, havia administração prévia de antibioterapia em 

91% dos casos, enquanto nas amostras provenientes do SU esta terapia havia sido 

previamente estabelecida em apenas 5% dos casos (Figura 20). Portanto 52,4% do total 

das amostras foram obtidas de doentes com antibioterapia de largo espectro.  

(a) (b) (c) 
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Figura 20. Antibioterapia instituída previamente à colheita, por serviço. 

 

4.1.1 Comparação entre SeptiFast e Hemocultura 

 

Os resultados obtidos com o SeptiFast Test comparados com os resultados das 

respectivas hemoculturas encontram-se na tabela 11. 

 

      Tabela 11. Resultados obtido por SeptiFast comparados com a Hemocultura 

  Hemocultura 

+ 

Hemocultura 

- 
 Total 

SeptiFast +  9 (a) 8 (b)  17 

SeptiFast -  8 (c) 57 (d)  65 

Total  17 65  82 

    (a)-Verdadeiros Positivos      (b)-Falsos Positivos      (c)-Falsos Negativos      (d)- Verdadeiros Negativos 

Sensibilidade = [a/(a+c)] = 9/(9+8) = 53%   Especificidade = [d/(b+d)] = 57/(8+57) = 88% 

VPP = [a/(a+b)] = 9+(9+8) = 53% VPN = [d/(c+d)] = 57/(8+57) = 88% 
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Ao estudar os resultados por serviço de proveniência, não foram encontradas 

diferenças significativas, como pode ser observado na tabela 12 

 

Tabela 12. Resultados comparativos entre SeptiFast e Hemocultura por serviço 

  UCIP  SU  
Total 

  H + H –   H + H –   

SeptiFast +  5 3  4 5  17 

SeptiFast –   4 33  4 24  65 

Total  9 36  8 29  82 

 H – Hemocultura 

 

Das 9 amostras que apresentaram resultados positivos por ambas as metodologias, 

verificou-se uma concordância total entre a identificação obtida por SeptiFast e a 

identificação clássica das estirpes isoladas na hemocultura: E. coli em 2 casos, S. aureus 

em 4 amostras, uma P. aeruginosa, numa das amostras foram identificados dois agentes 

(K. pneumoniae (fig. 21) e A. fumigatus (fig. 22)). Num dos casos, a partir da 

hemocultura foi identificado um Staphylococcus haemolyticus, que por SeptiFast foi 

identificado como um Staphylococcus Coagulase Negativo.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Klebsiella pneumoniae Ch 640; TM 57,8ºC 
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Da análise dos resultados obtidos encontraram-se 57 amostras concordantemente 

negativas pelos dois métodos. Com base nestes resultados, quando comparado com o 

exame cultural, o SeptiFast apresenta uma sensibilidade de 53%, especificidade de 

88%, valor preditivo positivo (VPP) de 53% e valor preditivo negativo (VPN) de 88% 

(Tabela 11).  

 

4.1.2 Resultados discordantes  

 

4.1.2.1 SeptiFast Negativo – Hemocultura Positiva 

 

Analisando os resultados discordantes, em 8 amostras houve detecção de 

microrganismos por hemocultura, sem amplificação por PCR. Estes casos estão 

descritos detalhadamente na tabela 13.  

A discrepância nas datas de colheita destas 8 amostras, corresponde ao início do estudo, 

em que a colheita de amostra para SeptiFast foi efectuada 48-72h após a colheita de 

hemocultura, e estas amostras estão descritas na tabela 13, correspondendo aos casos 3 a 

11.  

 

Figura 22. Aspergillus fumigatus Ch610; Tm 58ºC 
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Tabela 13. Resultados negativos por SeptiFast com isolamento cultural (hemocultura positiva) 

Id. Serviço Antibioterapia SeptiFast Hemocultura Observações 

3 UCIP Ciprofloxacina NEG E. cloacae 
Apenas 1 hemoc. positiva 

Discrepância na data de colheita 

4 SU NC1 NEG E. coli 
Sinal específico fraco 

Discrepância na data de colheita 

7 UCIP Meropenem NEG Ps. aeruginosa 
Sinal específico fraco 

Discrepância na data de colheita 

8 UCIP AMC2 NEG E. coli 

 

Discrepância na data de colheita 

 

10 SU NC1 NEG S. aureus Discrepância na data de colheita 

11 UCIP Linezolide NEG E. cloacae 

 

Apenas 1 hemoc. positiva 

 

55 SU NC1 NEG E. coli Sinal específico fraco 

 

58 

 

SU 

 

NC1 

 

NEG 

 

Ps. aeruginosa 

 

Sem CI3 em Gram negativo 
1Nao Consta  2Amoxacilina/Ác. Clavulãmico 3Controlo Interno 

Sendo o resultado positivo determinado por um pico de dissociação que atravessa uma 

linha de base pré definida, é possível observar na figura 23 o gráfico correspondente ao 

canal 670 para o controlo negativo (a vermelho), uma amostra positiva para E. coli (Tm 

50.7ºC a cinzento) e a amostra 4 a azul, com Tm específica de E. coli, mas ligeiramente 

abaixo da linha de base pré definida (0.236, com 0.230 para a amostra 4). O mesmo 

ocorreu na amostra 55, com Tm de 50.4ºC (gráfico não apresentado). Na figura 24 uma 

situação semelhante para a amostra 7, desta vez com Tm de 57,5ºC no canal 670, com 

valor de fluorescência de 0.193 para um valor de base de 0.236.  

        

 

 

 

           

 
Figura 23. Amostra 4 CH 670 Tm 50.7ºC, pico azul, 

ligeiramente abaixo da linha de base. 
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Na amostra 58, apesar de haver amplificação do CI para gram-positivos e fungos, não 

foi observado sinal de CI na PCR de gram negativos, o que sugere que apesar da 

extracção de ácidos nucleicos ter sido bem sucedida (amplificação CI para gram 

positivos e fungos), poderá ter ocorrido inibição da amplificação do CI por excesso de 

DNA bacteriano. Relativamente às amostras 3 e 11 é ainda de assinalar que em quatro 

hemoculturas colhidas com diferença de dois dias, apenas houve crescimento bacteriano 

numa das colheitas. 

 

4.1.2.2 SeptiFast Positivo – Hemocultura Negativa 

 

Em 8 amostras houve detecção de microrganismos por PCR, no entanto as hemoculturas 

permaneceram estéreis até ao final do período de incubação. Estes casos estão descritos 

detalhadamente na tabela 14. 

Em três pacientes (9, 28 e 54) com hemocultura negativa, o mesmo microrganismo 

identificado no sangue por SeptiFast foi isolado em outros produtos biológicos colhidos 

a estes pacientes na mesma altura. Relativamente aos pacientes 16, 46 e 79, não foram 

isolados ou detectados quaisquer microrganismos pelos métodos convencionais, no 

entanto apresentaram resposta positiva à terapêutica instituída.  

 

 

Figura 24. Amostra 7, CH 670 Tm 57.5ºC, pico 

cinzento, ligeiramente abaixo da linha de base. 
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Tabela 14. Resultados discordantes: SeptiFast positivo – Hemocultura negativa 

Id. Serviço Antibioterapia SeptiFast Hemoc. Observações 

9 UCIP Imipenem Kl. pneumoniae NEG K. pneumoniae isolada na urina 

15 UCIP Meropenem E. cloacae/aerogenes NEG Paciente faleceu em choque séptico 

16 SU NC1 S. aureus NEG Confirmação clínica da infecção 
com resposta à antibioterapia 

28 UCIP Meropenem 
S. aureus/  

K. pneumoniae 
NEG S. aureus na expectoração 

46 SU NC1 E. cloacae/aerogenes NEG 
Doente pós cirúrgico, recorreu ao 
SU com febre, foi internado e 
respondeu à antibioterapia 

54 SU NC1 
E. cloacae/aerogenes 

C. tropicalis 
NEG Isolados E. cloacae e C. tropicalis 

na urina. 

77 SU NC1 S. pneumoniae NEG 
Doente teve alta clínica do SU. Sem 
informações adicionais relevantes. 

79 SU NC1 S. aureus NEG 
Doente recorreu ao SU com febre, 
foi internado e respondeu à 
antibioterapia 

1Não Consta 

 

A amostra 16 corresponde a um paciente que faleceu em choque séptico dois dias após 

internamento na UCIP na sequência de ruptura abdominal, situação clínica que é 

compatível com o agente detectado, não havendo registo de análises microbiológicas 

complementares. Na amostra 77 foi detectada uma espécie Streptococcus pneumoniae, 

sem registo de internamento hospitalar e sem análises microbiológicas complementares, 

não sendo possível confirmar este resultado. 

Considerando que apenas um dos casos não teve confirmação, quer clínica, quer 

analítica (amostra 77), em sete pacientes o resultado obtido por PCR pode ser 

considerado como verdadeiro positivo. Assim, os resultados obtidos por SeptiFast, 

quando comparados com o resultado da Hemocultura e a evidência clínica (designado 

por – Infecção confirmada) podem ser apresentados de acordo com a tabela 15. 
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Tabela 15. Resultados obtidos por SeptiFast relativamente à infecção confirmada 

  Infecção 
confirmada 

Infecção não 
confirmada 

 Total 

SeptiFast +  16 (a) 1 (b)  17 

SeptiFast –   8 (c) 57 (d)  65 

Total  24 58  82 

    (a)-Verdadeiros Positivos      (b)-Falsos Positivos      (c)-Falsos Negativos      (d)- Verdadeiros Negativos 

Sensibilidade = [a/(a+c)] = 16/(16+88) = 67%   Especificidade = [d/(b+d)] = 57/(1+57) = 98% 

VPP = [a/(a+b)] = 16+(16+1) = 94%  VPN = [d/(c+d)] = 57/(8+57) = 88% 

 

 

Se for aplicado o mesmo critério para a avaliação do resultado da hemocultura (Infecção 

confirmada por SeptiFast), os resultados dos dois métodos podem ser comparados como 

descrito na tabela 16. 

 

Tabela 16. Comparação dos dois métodos relativamente à confirmação da infecção 

 Sensibilidade Especificidade VPP VPN 

SeptiFast Test 67% 98% 94% 88% 

Hemocultura 68% 100% 100% 88% 

VPP – Valor preditivo positivo   VPN – Valor Preditivo Negativo 

 

Considerando os resultados globais, obtidos pelos dois métodos, detectaram-se 25 

amostras positivas, 30,4% da totalidade das amostras estudadas. 
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4.1.3 Microrganismos detectados 

Na figura 25 é possível observar os diferentes tipos de microrganismos detectados pelos 

dois métodos. A detecção de bactérias gram positivo foi ligeiramente superior com o 

SeptiFast, sendo a hemocultura ligeiramente superior na recuperação de bactérias gram 

negativo.  

 

Figura 25. Tipo de microrganismos detectados por hemocultura e SeptiFast 

 

Na figura 26 estão representados os microrganismos detectados por método, 

destacando-se S. aureus quando detectado por SeptiFast, e E. coli quando detectada por 

hemocultura.  

 

Figura 26. Microrganismos detectados por hemocultura e SeptiFast 
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Nas amostras estudadas foram detectadas infecções mistas em 2 casos por Hemocultura 

e em 3 casos por SeptiFast, descritas na tabela 17. 

 

Tabela 17. Infecções mistas detectadas por SeptiFast e Hemocultura 

Identificação SeptiFast Hemocultura 

2 
Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus 

Citrobacter freundii 

6 
Klebsiella pneumoniae 

Aspergillus fumigatus 

Klebsiella pneumoniae 

Aspergillus spp 

28 
Staphylococcus aureus 

Klebsiella pneumoniae 
- 

54 
E. cloacae/aerogenes 

Candida tropicalis 
- 

 

 

 

 

4.1.4 Tempo de resposta laboratorial 

 

O tempo médio que demorou até positividade da hemocultura foi de 20 horas (min 6.8 e 

máx. 89 horas), com tempo médio de positividade para gram positivos de 30 horas e 

gram negativos de 15 horas. O tempo de execução SeptiFast até obtenção da 

identificação foi de 6-7 horas. 
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4.2 Optimização da PCR em tempo real para amplificação de 

370bp do gene 16S rRNA 

 

Tendo por base um protocolo previamente ensaiado, tentou-se a sua optimização 

no sentido de melhorar a sensibilidade do mesmo. Assim foi testada uma nova enzima - 

AmpliTaq Gold DNA Polymerase LD, com as diferentes estirpes bacterianas. Os 

resultados da comparação entre as duas enzimas estão descritos na tabela 18. Além de 

não haver melhoria significativa de sensibilidade, houve amplificação dos controlos 

negativos com a nova enzima. 

 

Tabela 18. Resultados comparativos entre diferentes enzimas obtidos na PCR em tempo real 

Estirpe 
EXT DNA Pol  AmpliTaq Gold DNA Pol LD 

FAM CT bp FAM CT bp 

Branco - - 36.65 370 

25922 18.74 370 18.79 370 

25923 17.27 370 - 370 

27853 20.64 370 22.45 370 

49616 18.99 370 19.22 370 

   CT – Cycle threshold  bp – pares de bases  

 

Para confirmar os resultados obtidos, repetiu-se o ensaio mas desta vez com diluições 

seriadas da estirpe ATCC 25923 (resultados não apresentados), confirmando-se a 

sensibilidade equivalente, com amplificação do controlo negativo no ciclo 33 da reacção 

com a enzima AmpliTaq Gold LD. Nas amostras mais diluídas não se observou 

amplificação. Os restantes reagentes utilizados foram testados separadamente, sem se 

verificar qualquer contaminação, eliminando-se a possibilidade de contaminação por 

parte destes reagentes. A ocorrência de sinal positivo sem presença de DNA bacteriano 

levou ao abandono desta enzima, optando-se por continuar a optimização com a EXT 

DNA Polymerase, cujos resultados sugeriram maior grau de pureza. 
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Testou-se o efeito do aumento do volume de DNA na reacção, usando 5µl e 10µl de 

DNA. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 19.  

 

Tabela 19. Comparação entre volumes de DNA 

Estirpe 
5µl de DNA  10µl de DNA 

FAM CT bp FAM CT bp 

Branco - - - - 

25923 10-2 29.70 370 25.71 370 

25923 10-3 31.83 370 - 370 

25923 10-4 - - - - 

CT – Cycle threshold  bp – pares de bases 

 

Com o dobro do volume de DNA foi notória a diminuição do valor de CT para a 

diluição 10-2. Apesar da diluição 10-3 não apresentar sinal de fluorescência, a presença 

de um fragmento específico de 370 bp levou à continuação da optimização da reacção 

com 10µl de DNA. 

A variação da concentração de primers e MgCl2 não introduziu melhorias na 

sensibilidade da técnica (resultados não apresentados), verificando-se que as 

quantidades inicialmente usadas ([MgCl2]=2.5mM e [primers]=1.0µM) ofereciam 

melhores resultados também com 10µl de DNA. 

Na necessidade de melhorar o sinal de fluorescência, testaram-se diferentes 

concentrações de sonda Taqman RDR245 – 0.3µM, 0.4µM e 0.5µM. Os resultados 

mostraram que a concentração de 0.5µM resultou em valores de CT mais baixos, ou 

seja, no aumento da sensibilidade da técnica.  

Finalmente, o protocolo optimizado foi testado em paralelo com o protocolo inicial, 

para diluições de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 

25922), observando-se aumento da intensidade de fluorescência, bem como a 

capacidade de detectar mais uma diluição em Escherichia coli (Figura 27 e tabela 20). 
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Tabela 20. Resultados comparativos entre o protocolo inicial e o protocolo optimizado, aplicados a 

diluições seriadas de DNA de S. aureus e E. coli. 

5µL de DNA 

[Sonda] =0.3µM 

10µL de DNA  

[Sonda] =0.5µM 

Amostras CT bp  CT bp 

Branco - -  - - 

E. coli 17.14 370  17.63 370 

E. coli 10-1 22.88 370  22.13 370 

E. coli 10-2 25.71 370  25.27 370 

E. coli 10-3 30.62 370  29.10 370 

E. coli 10-4 0.00 0  32.67 370 

S. aureus 16.73 370  15.33 370 

S. aureus 10-1 20.98 370  18.96 370 

S. aureus 10-2 25.32 370  22.59 370 

S. aureus 10-3 28.52 370  27.38 370 

S. aureus 10-4 0.00 0  0.00 0 

CT – cycle threshold bp – pares de bases  

 

 

Figura 27. Curvas de amplificação do DNA de S. aureus e E. coli diluídos seriadamente 

resultantes da aplicação dos protocolos inicial (a) e optimizado (b). 

a) b) 
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4.3 Sequenciação Bacteriana MicroSeq 500 16S rRNA 

 

As sequências obtidas a partir dos isolados bacterianos foram identificadas de 

acordo com os resultados indicados na tabela 21. 

Nas 54 estirpes estudadas, foi possível chegar a uma identificação conclusiva ao nível 

da espécie, com pelo menos 99% de identidade entre as sequências obtidas e as 

sequências presentes na base de dados, em 47 casos. Nas restantes 7 amostras, não foi 

possível a distinção conclusiva a este nível. 

No isolado identificado como Acinetobacter spp, apenas ocorreu diferença inferior a 1% 

para identificação do género. Ao nível da espécie a diferença não permitia a 

identificação. Na identificação dos dois casos de Brucella spp, com homologia de 100% 

na sequência de 439 e 435 bases, encontravam-se as espécies B. melitensis, B. suis, B, 

canis, B. ovis, B. cetaceae e B. pinnipediae, pelo que a distinção inter-espécie não foi 

possível. O mesmo ocorreu entre as sequências de Campylobacter jejuni e C. coli, com 

99% de homologia, bem como entre as sequências de Lactobacillus paracasei e L. 

casei, com 100% de homologia em 430 bases. Entre Lactobacillus ramnosus e L. casei 

100% de homologia em 525 bases e finalmente 100% de homologia entre 480 bases não 

permitiram diferenciar as espécies Mycobacterium abcessus de M. chelonae. 

Quando a elevada homologia ocorreu entre duas espécies, optou-se por indicar as 

espécies envolvidas, o que permitiu por vezes a diferenciação por métodos fenotípicos. 

Quando mais do que duas espécies correspondiam ao mesmo perfil, a identificação foi 

reportada apenas ao nível do género. 

A estirpe identificada como Streptococcus suis foi isolada no laboratório de 

Microbiologia a partir de uma amostra de líquido cefalorraquidiano de um paciente com 

suspeita de meningite bacteriana, que tinha participado numa matança de porco. Após 

sequenciação do isolado clínico, existindo ainda amostra biológica suficiente, esta foi 

testada segundo procedimento descrito para os isolados bacterianos, e foi possível obter 

a mesma identificação, quer a partir do isolado clínico, quer do LCR. 
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Tabela 21. Resultados da sequenciação usando MicroSeq 500 

Identificação Origem Características Quantidade 
Acinetobacter spp Isolado Clínico Bacilo Gram – NF 1 

Actinomyces funkeii Isolado Clínico Anaeróbio 1 

Actinomyces israelii NEQAS Anaeróbio 1 

Actinomyces odontolylicus Isolado Clínico Anaeróbio 1 

Actinomyces turicensis Isolado Clínico Anaeróbio 1 

Bacillus cereus NEQAS Bacilo Gram + 1 

Bacillus licheniformis Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Brevibacterium sanguinis Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Brucella spp Isolado Clínico Bacilo Gram - Fastidioso 2 

Campylobacter curvus Isolado Clínico Bacilo Gram - Fastidioso 2 

Campylobacter jejuni/coli NEQAS Bacilo Gram - Fastidioso 1 

Capnocytophaga canimorsus NEQAS Bacilo Gram - Fastidioso 1 

Capnocytophaga canimorsus Isolado Clínico Bacilo Gram - Fastidioso 1 

Corynebacterium afermentans Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Corynebacterium diftheriae NEQAS Bacilo Gram + 1 

Corynebacterium macinleyi Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Corynebacterium striatum Isolado Clínico Bacilo Gram + 2 

Corynebacterium xerosis Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Eikenella corrodens Isolado Clínico Bacilo Gram - Fastidioso 2 

Enterococcus faecalis Isolado Clínico Coco Gram + 1 

Enterococcus faecium Isolado Clínico Coco Gram + 1 

Haemophilus influenzae Isolado Clínico Cocobacilo Gram - 1 

Haemophilus segnis Isolado Clínico Cocobacilo Gram - 1 

Lactobacillus fermentum Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Lactobacillus paracasei/casei NEQAS Bacilo Gram + 1 

Lactobacillus rhamnosus/casei Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Microbacterium oxydans Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Mycobacterium abcessus/chelonae Isolado Clínico Micobactéria 1 

Neisseria gonorrhoeae NEQAS Coco Gram - 1 

Neisseria mucosa Isolado Clínico Coco Gram - 1 

Nocardia asteroides NEQAS Bacilo Gram + 2 

Nocardia asteroides Isolado Clínico Bacilo Gram + 1 

Nocardia farcinica Isolado Clínico Bacilo Gram + 3 

Propionibacterium propionicum Isolado Clínico Anaeróbio 1 

Staphylococcus aureus Isolado Clínico Coco Gram + 1 

Streptococcus constellatus Isolado Clínico Strep. Viridans 2 

Streptococcus mitis Isolado Clínico Strep. Viridans 4 

Streptococcus oralis NEQAS Strep. Viridans 1 

Streptococcus parasanguinis Isolado Clínico Strep. Viridans 1 

Streptococcus salivarius Isolado Clínico Strep. Viridans 1 

Streptococcus suis Isolado Clínico Coco Gram + 1 

Streptococcus suis LCR Coco Gram + 1 

Sutterella wadsworthensis Isolado Clínico Anaeróbio 1 

   54 

NF – Não fermentadores  
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Nos isolados com origem no programa UK-NEQAS, a identificação conseguida por 

sequenciação foi confirmada com o resultado do programa de controlo de qualidade. 

Nos isolados clínicos, a identificação obtida estava de acordo com as características 

fenotípicas observadas pelos métodos convencionais.  

As bactérias identificadas por sequenciação estão representadas na figura 28, agrupadas 

de acordo com algumas características fenotípicas que as distinguem. 

 

 

Figura 28. Bactérias identificadas por sequenciação agrupadas por categorias 

 

Destaca-se claramente a categoria dos bacilos gram positivo representando 35% da 

totalidade dos organismos identificados, seguida pelos bacilos gram negativo fastidiosos 

e Streptococcus do grupo Viridans, microrganismos que são problemáticos quanto à sua 

identificação fenotípica.  

A categoria designada por “bactérias comuns” compreende as espécies: Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae, 

normalmente identificadas sem dificuldade na rotina laboratorial. A identificação das 

três primeiras estirpes foi também confirmada por PCR específico, por protocolos já 

implementados na rotina laboratorial da Unidade de Biologia Molecular do Centro 

Hospitalar do Porto.  
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No grupo “Várias” foram agrupadas as espécies: Haemophilus segnis, Neisseria 

gonorrhoeae, Neisseria mucosa e Streptococcus suis, bactérias menos frequentes na 

rotina laboratorial, e cuja identificação por métodos fenotípicos pode ser problemática. 

 

4.4 Sequenciação bacteriana de 370bp do gene 16S rRNA 

 

Com o objectivo de avaliar a identificação rápida das espécies bacterianas 

detectadas por PCR em tempo real, foi realizada a sequenciação dos 370bp do gene 16S 

rRNA. A sequenciação dessa região foi testada em 5 isolados bacterianos previamente 

identificados recorrendo ao sistema MicroSeq 500 16S rDNA Microbial Identification 

System (Applied Biosystems) que determina os primeiros 500bp do gene 16S rRNA. Os 

resultados da sequenciação das duas regiões encontram-se na tabela 22. 

  

Tabela 22. Comparação entre sequenciação com MicroSeq 500 e 370bp 16S rRNA 

 MicroSeq 500 %1  370bp 16S rRNA %1 

1 Lactobacilus paracasei / L. casei 100  Lactobacilus paracasei 100 

2 Nocardia farcinica 99  Nocardia spp 99 

3 Nocardia farcinica 99  Nocardia spp 99 

4 Eikenella corrodens 99  Eikenella spp 99 

5 Eikenella corrodens 99  Eikenella spp 99 

 1 Percentagem de homologia entre a sequência dos isolados e a sequência mais próxima na base de dados. 

 

A sequenciação de uma região mais pequena e situada no fim do gene 16S rRNA, não 

permitiu identificar 4 dos isolados bacterianos ao nível da espécie (Nocardia spp e 

Eikenella spp), o que foi possível sequenciando os primeiros 500bp (MicroSeq 500). No 

entanto os 370bp permitiram identificar inequivocamente a estirpe de Lactobacillus 

paracasei, o que não aconteceu com o sistema MicroSeq 500. Sendo uma amostra com 

origem no programa de controlo externo de qualidade UK-NEQAS, o resultado foi 

confirmado, sendo efectivamente a espécie L. paracasei. 
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Foi então sequenciado o DNA extraído de 11 amostras de LCR previamente testadas 

com resultado positivo por PCR em tempo real. O resultado da sequenciação foi 

comparado com a identificação fenotípica obtida por métodos microbiológicos 

convencionais, aquando do estudo destas amostras (tabela 23) 

 

Tabela 23. Comparação entre a identificação fenotípica e a sequenciação de 370bp do gene 16S rRNA 

 
Identificação fenotípica 

 Sequenciação  

370bp 16S rRNA 
%1 

1 Streptococcus pneumoniae  Streptococcus pneumoniae 98 

2 Streptococcus pneumoniae  Streptococcus pneumoniae 98 

3 Neisseria meningitidis  Neisseria meningitidis 95 

4 Neisseria meningitidis  Neisseria meningitidis 98 

5 Neisseria meningitidis  Neisseria meningitidis 98 

6 Neisseria meningitidis  Neisseria meningitidis 98 

7 Neisseria meningitidis  Neisseria meningitidis 99 

8 Neisseria meningitidis  SI2 - 

9 Neisseria meningitidis  SI2 - 

10 Enterobacter cloacae  Enterobacter spp 98 

11 Flora de contaminação  Burkholderia spp 99 

 1 Percentagem de homologia entre a sequência dos isolados e a sequência mais próxima na base de dados. 

 2 Sem identificação 

 

Foi possível chegar a uma identificação conclusiva ao nível da espécie em sete casos, 

apesar da percentagem de homologia com as sequências presentes na base de dados ser 

na maioria dos casos inferior a 99%. Em dois casos a identificação foi conseguida 

apenas ao nível do género. A estirpe identificada como Burkholderia spp foi detectada 

numa amostra de LCR com flora de contaminação, mas sem identificação da mesma. 

Em duas amostras as sequências obtidas não encontraram correspondência com 

qualquer sequência da base de dados. Uma secção da sequência obtida a partir da 

amostra 9 pode ser observada na figura 29. A sobreposição de picos é sugestiva da 
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presença de mais do que uma sequência, podendo indicar contaminação da amostra. O 

mesmo pode ser inferido da análise da sequência da amostra 8 (imagem não 

apresentada). Na figura 30 é possível observar um exemplo das sequências obtidas a 

partir da sequenciação dos 370bp do gene 16S rRNA, sem sobreposição de picos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Secção da sequência obtida a partir da amostra 9. De referir a 

sobreposição de picos que impossibilita a correcta interpretação, característica da 

presença de sequências mistas. 

Figura 30. Exemplo das sequências obtidas por sequenciação dos 370bp do gene 16s 

rRNA, com resolução capaz de gerar uma boa interpretação 
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Um dos objectivos principais de um laboratório de microbiologia clínica consiste em 

estabelecer o diagnóstico etiológico de doenças infecciosas. A evolução científica e 

tecnológica dos últimos anos permitiu assumir a biologia molecular como uma 

ferramenta de extrema utilidade no diagnóstico microbiológico laboratorial. 

Inicialmente restrita à detecção de organismos fastidiosos e/ou de crescimento lento, ou 

como alternativa única a situações em que os métodos convencionais não eram capazes 

de responder, cada vez mais os métodos moleculares são encarados como 

complementares aos métodos fenotípicos em áreas crescentemente abrangentes. Neste 

trabalho foi estudada: a detecção e identificação molecular de microrganismos a partir 

de amostras biológicas; a identificação molecular de culturas bacterianas. A discussão 

foi assim dividida em duas partes. 

 

5.1 Detecção e identificação molecular a partir de amostras 

biológicas 

5.1.1 SeptiFast Test 

 

Lançado no mercado como um teste rápido, sensível e específico, capaz de detectar 25 

espécies de microrganismos, entre bactérias e fungos em cerca de 6 horas, directamente 

a partir de sangue, o SeptiFast Test (Roche) revelou-se um método laborioso, com um 

processo de extracção de ácidos nucleicos a demorar cerca de 4 horas de tempo 

absolutamente dedicado. De 85 amostras, 3 foram consideradas inválidas por ausência 

de amplificação de CI, o que poderá ter tido origem no processo de extracção, e foram 

retirados do estudo. Os resultados obtidos com as restantes 82 amostras estudadas, 

comparados com os resultados da hemocultura, revelaram uma sensibilidade de 53%, 

valor relativamente inferior ao esperado. A análise individual dos resultados 

discordantes mostrou uma falha no próprio estudo, a discrepância entre datas de colheita 

das hemoculturas e das amostras para estudo molecular, factor que não foi possível 

controlar no início do estudo.  

Em alguns dos casos discordantes, com crescimento cultural, mas com resultado 

molecular negativo, observou-se presença de picos de dissociação com Tm específico da 
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espécie isolada culturalmente, ligeiramente abaixo da linha de base, o que sugere que o 

DNA bacteriano estava presente, mas em concentrações muito baixas.  

Um dos grandes desafios actuais na biologia molecular aplicada ao diagnóstico prende-

se com a necessidade de standardização de métodos e resultados. Ao pré definir valores 

de corte (quer para linhas de base, quer para intervalos de temperaturas de dissociação), 

premissa da designação IVD, pretende-se obviamente minimizar os erros inerentes à 

subjectividade da interpretação humana. No entanto o uso de sondas de hibridação 

FRET, cujas características potenciam, a níveis elevadíssimos, a especificidade do sinal 

positivo, talvez justifique uma maior flexibilidade na definição da linha de base. Sabe-se 

que são frequentes contaminações, no momento da colheita de sangue, com a flora 

comensal da pele, o que pode originar um sinal positivo sem significado clínico, assim 

como são bem conhecidos os organismos normalmente responsáveis por estas 

contaminações (Staphylococcus coagulase negativa) e estes casos estão salvaguardados 

pelo sistema SeptiFast. Os problemas encontrados ocorreram em bactérias gram-

negativo (E. coli e P. aeruginosa). Em três casos ficou a certeza de um resultado 

positivo observado visualmente, mas com interpretação negativa por parte do software 

SIS. 

Há ainda que ter em conta a sensibilidade do teste. Segundo dados do fabricante o 

SeptiFast Test é capaz de detectar até 30 UFC/ml de sangue para todos os organismos 

excepto S. epidermidis, S. haemolyticus, S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes e S. 

mitis, casos em que apenas é capaz de detectar até 100 UFC/ml de sangue. A 

sensibilidade da hemocultura é limitada para microrganismos de crescimento lento e/ou 

fastidiosos (Socan et al, 1999; Zeaiter et al, 2003), tais como Legionella pnemophilla ou 

Bartonella spp., e está severamente comprometida quando a colheita é efectuada após 

instituição de terapia antimicrobiana (Glerant et al, 1999; McKenzie & Reimer, 1987), 

mas além destes casos é superior à sensibilidade do SeptiFast. Isto pode justificar quer 

os sinais específicos fracos considerados negativos (3 casos), quer a incapacidade de 

detectar DNA microbiano em dois pacientes em cujas quatro hemoculturas colhidas 

apenas numa houve crescimento, indicando um número baixo de organismos em 

circulação, podendo estar abaixo do limiar de detecção do teste molecular. A 

intermitência da presença bacteriana em circulação pode explicar os casos em que não 

se detectou DNA microbiano quando a colheita para estudo molecular foi posterior à 

colheita de hemocultura. Por fim, numa amostra com isolamento de P. aeruginosa a 
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partir da hemocultura, não houve amplificação do CI na reacção de gram-negativos. A 

presença de CI para as restantes reacções de PCR da mesma amostra, usando o mesmo 

DNA sugere que a extracção de ácidos nucleicos foi eficiente. No entanto pode ter 

ocorrido inibição da reacção de PCR por excesso de DNA bacteriano. Isto justificaria a 

ausência de amplificação quer do CI, quer do alvo. Na tentativa de esclarecer este 

resultado, o DNA foi diluído e tentou-se a repetição do ensaio apenas para a PCR de 

gram-negativos. O software SIS apenas contempla a análise do conjunto das três 

reacções de PCR, impossibilitando a análise automática dos resultados, mas a análise 

manual não mostrou sinal positivo para qualquer dos alvos ou controlo interno, 

resultado sugestivo de inibição.  

Houve também situações em que o SeptiFast foi capaz de detectar DNA microbiano, 

mas não houve recuperação de microrganismos em cultura. Em sete dos oito casos o 

isolamento por métodos convencionais das mesmas espécies detectadas por SeptiFast, a 

partir de locais anatómicos clinicamente relevantes, ou a confirmação clínica da 

infecção com resposta à terapêutica, sugerem que de facto estaríamos na presença de 

verdadeiros positivos. A administração empírica de antibioterapia antes da colheita 

poderia justificar estes resultados, no entanto apenas nos três casos provenientes da 

UCIP havia registo acerca da mesma. Nos registos dos pacientes provenientes do SU 

não havia indicação de antibioterapia, no entanto em pelo menos três casos havia 

internamento prévio recente, podendo nessa altura ter havido terapia antimicrobiana, 

permanecendo o efeito inibitório do crescimento cultural. Um caso não foi possível 

confirmar: a detecção de Streptococcus pneumoniae num paciente sem mais estudos 

laboratoriais microbiológicos e sem história clínica relevante. Mas não deixa de ser 

curioso que o resultado revele precisamente uma das bactérias que pode ser mais 

problemáticas de recuperar em cultura. Vários estudos mostraram uma detecção eficaz 

de S. pneumoniae por PCR directamente a partir do sangue, em pacientes com história 

sugestiva, evidência radiológica de pneumonia, tratamento com antibióticos, mas cujas 

hemoculturas permaneceram negativas (Lorente et al, 2000; Wheeler et al, 2000; Zhang 

et al, 1995). Contudo um outro factor pode interferir na detecção molecular desta 

espécie; foi detectado DNA de S. pneumoniae por PCR, no sangue de 30% das crianças 

saudáveis com colonização S. pneumoniae na nasofarínge (Dagan et al, 1998; Isaacman 

et al, 1998). Uma vez que este tipo de colonização diminui com a idade e o paciente em 
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causa era adulto, isto pode não explicar o resultado positivo, tendo por isso sido 

considerado como um falso positivo. 

Por definição, não é possível mostrar que um novo teste de diagnóstico é melhor que o 

método de referência, no caso a hemocultura (Peters et al, 2004), no entanto 

comparando os dois métodos com base na evidência de infecção, observam-se valores 

de sensibilidade semelhantes para SeptiFast Test (67%) e hemocultura (68%), sendo o 

último o método mais específico e com valor preditivo positivo superior. Destaca-se 

também o considerável valor preditivo negativo (VPN) que foi nos dois casos de 88%. 

Aqui existe uma diferença de relevo. No caso da hemocultura, são inúmeros os 

microrganismos que é possível detectar, virtualmente todas as bactérias e fungos 

cultiváveis. O SeptiFast Test está restrito a 25 espécies. Ou seja, o VPN do SeptiFast 

aplica-se a um universo de microrganismos bem mais restrito que o da hemocultura, 

ainda que represente cerca de 90% dos agentes responsáveis por sépsis (Ziegler et al, 

1998). Sendo assim, um resultado negativo obtido pelo SeptiFast Test, não exclui a 

possibilidade, não só de existirem microrganismos em quantidade inferior ao limiar de 

detecção do método (como, aliás, acontece com qualquer metodologia), mas também de 

existir infecção por um agente que não faz parte da lista de 25 espécies detectadas por 

este método, sendo de referir que desta lista não faz parte a Neisseria meningitidis, um 

patogéneo importante.  

No entanto um dos objectivos principais da aplicação de um teste molecular como o 

SeptiFast é sem dúvida conseguir um resultado em tempo clinicamente útil. Os 

conceitos da “golden hour” e “silver day” tradicionalmente aplicados aos pacientes 

traumáticos (Bledsoe, 2002; Blow et al, 1999) foram adaptados às situações clínicas de 

sépsis grave e choque séptico. O diagnóstico precoce e a intervenção terapêutica eficaz, 

traduzem-se num prognóstico mais favorável para o paciente (Blow et al, 1999). A 

transição de sépsis para choque séptico ocorre mais frequentemente durante as primeiras 

24 horas de internamento hospitalar, o que se reflecte não só na taxa de morbilidade, 

mas também na taxa de mortalidade associada: 20 a 46% (Balk, 2000; Rivers et al, 

2001). Está também estabelecida a relação positiva entre a administração precoce de 

terapia antimicrobiana específica e a diminuição das taxas de mortalidade e morbilidade 

em UCIs (Houck & Bratzler, 2005; Kollef et al, 1999). A administração de 

antibioterapia correcta entre 4 a 8 horas da hospitalização reduz significativamente a 

mortalidade (Houck et al, 2004; Meehan et al, 1997). A primeira informação disponível 
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a partir de uma hemocultura positiva é o exame directo com coloração por Gram que no 

presente estudo demorou em média 20 horas, com uma média de 30 horas para bactérias 

gram-positivo. A esta primeira informação será necessário acrescentar o tempo para 

isolamento e identificação do agente, o que por norma ocorre cera de dois dias após a 

colheita. É possível obter uma identificação objectiva do organismo responsável usando 

o SeptiFast Test em 6 horas e a partir desta informação proceder ao início ou ajuste da 

terapia antimicrobiana. Mesmo na impossibilidade de completar o teste num dia normal 

de trabalho, há a capacidade de ter o resultado disponível na manhã seguinte à colheita. 

A identificação do agente causal e o conhecimento dos padrões de susceptibilidade 

usuais nas enfermarias onde eles são isolados permitem adequar a terapia 

antimicrobiana de uma forma mais eficaz do que tendo por base apenas o resultado do 

Gram.  

 Este estudo focou dois serviços do Centro Hospitalar do Porto - Hospital Geral de 

Santo António: UCIP e SU. Os dados mais significativos vieram corroborar o esperado, 

a administração maciça de antibioterapia aos pacientes internados na UCIP (91%). No 

entanto este factor não pareceu influenciar os resultados, uma vez que o SeptiFast teve 

um desempenho apenas ligeiramente superior no SU, serviço onde o registo da 

instituição de antibioterapia era francamente inferior (5%). Como já referido, no 

entanto, a história clínica destes pacientes não permite excluir a possibilidade de 

antibioterapia antes da admissão ao SU (internamentos prévios) o que justificaria os 

resultados.  

Quanto ao tipo de microrganismos detectados, o desempenho dos dois métodos, já 

discutido, explica as diferenças entre o tipo de organismos detectados, no entanto os 

resultados sugerem uma menor eficiência na detecção de bactérias gram-negativo por 

parte do SeptiFast, quer seja por menor sensibilidade, quer por possível inibição por 

excesso de DNA. Na fase final deste trabalho a empresa que comercializa o teste 

SeptiFast (Roche) alterou o protocolo de extracção recomendado, reduzindo o volume 

de amostra testada para metade, reflexo de problemas de inibição da amplificação do CI 

observados na PCR de gram-negativos, por excesso de DNA (informação do 

fabricante).  
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Os resultados estão de acordo com o descrito, destacando-se as bactérias gram-negativo, 

principalmente enterobactereáceas (E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae) e S. aureus, 

como os organismos mais frequentemente detectados. 

Por fim uma referência ao custo do sistema SeptiFast. Sendo bastante dispendioso, a 

sua utilização obriga à selecção criteriosa dos casos onde este teste apresenta mais 

vantagens custo-benefício, ou seja, nos casos em que a informação obtida por este 

método pode significar uma mais valia para o paciente e para a rentabilização de 

recursos hospitalares. Para tal, será necessário alargar o estudo, com uma colaboração 

clínica activa, tanto na selecção de pacientes, como na interpretação dos resultados.  

 

 

5.1.2 Detecção e sequenciação de 370bp do gene 16S rRNA 

 

A detecção de bactérias por PCR universal foi experimentada na Unidade de Biologia 

Molecular em 2001 para aplicação a amostras de LCR. Na altura foi optimizado um 

protocolo de PCR em tempo real que conseguiu detectar até 160 UFC/ml de LCR, no 

entanto sem identificação do agente causal. A recuperação deste protocolo teve por 

finalidade usar a tecnologia agora disponível para tentar melhorar a sensibilidade do 

método, aplicá-lo a amostras de sangue e identificar as amostras positivas por 

sequenciação.  

O grande desafio da amplificação de regiões bacterianas conservadas, é conseguir uma 

sensibilidade óptima sem amplificar DNA contaminante de origem exógena. A 

experiência anterior com este protocolo permitiu prever e evitar os principais focos de 

contaminações, o que foi conseguido com sucesso. No entanto uma das fontes 

recorrentes de contaminação reside nas polimerases usada na PCR (Carroll et al, 1999; 

Koponen et al, 2002; Lu et al, 2000; Nadkarni et al, 2002). A enzima AmpliTaq Gold 

DNA Polymerase LD, altamente purificada para evitar contaminações, não apresentou 

qualquer vantagem, uma vez que originava amplificação dos controlos negativos. 

Contaminações com esta enzima foram já descritas por outros autores (Koponen et al, 

2002). Com a enzima EXT DNA Polymerase, aumentando o volume de DNA na 
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reacção para o dobro e optimizando a concentração da sonda, foi possível melhorar a 

sensibilidade da PCR em tempo real em cerca de um logaritmo. O passo seguinte 

deveria ter sido a aplicação deste protocolo às amostras de sangue estudadas pelo 

sistema SeptiFast, no entanto a validade de um protocolo deste género depende da 

capacidade de identificar o produto amplificado. Os primers universais da PCR em 

tempo real optimizada (Greisen et al, 1994) foram usados na sequenciação de bactérias 

previamente identificadas, para avaliar o desempenho do método, bem como em DNA 

extraído a partir de amostras de LCR testados em 2001, com resultado positivo. Os 

resultados obtidos permitiram identificar a maioria das bactérias ao nível do género, no 

entanto não foram tão conclusivas ao nível da espécie. A região sequenciada, localizada 

na parte final do gene 16S rRNA (primer forward RW01: 1170-1189; primer reverse 

DG74: 1522-1540 em E. coli) não permite a correcta diferenciação, por exemplo, entre 

espécies de Staphylococcus (Jordan et al, 2006). Um estudo recente analisou as nove 

regiões hiper-variáveis do gene 16S rRNA, designadas V1 a V9 (Chakravorty et al, 

2007). Estas regiões compreendem os nucleótidos V1: 69-99, V2: 137-242, V3: 433-

497, V4: 576-682, V5: 822-879, V6: 986-1043, V7: 1117-1173, V8: 1243-1294 e V9: 

1435-1465, previamente descritos (Van de Peer et al, 1996). A cada região está 

associada uma maior capacidade de discriminação entre determinadas espécies, excepto 

para as regiões V4, V5, V7 e V8, estas duas últimas abrangidas pelos primers RW01 e 

DG74 usados na PCR em tempo real. A sequenciação dos 370bp do gene 16S rRNA foi 

aplicada a poucas amostras, e a maioria das identificações obtidas correspondia sem 

surpresa a Neisseria meningitidis, um dos principais agentes da meningite bacteriana, 

resultados que confirmaram o isolamento por métodos convencionais. Não existem 

primers verdadeiramente “universais”, uma vez que não há garantias da amplificação de 

todos os procariotas, nem será simples conseguir discriminar entre todas as espécies 

possíveis (Baker et al, 2003), no entanto será necessário averiguar a capacidade 

discriminatória destes primers em mais espécies bacterianas.  

A análise destas sequências revelou alguns problemas, nomeadamente a incapacidade 

de uma leitura correcta dos 370 nucleótidos. As sequências comparadas com as bases de 

dados tinham em média menos de 300 nucleótidos, o que também pode interferir no 

resultado. 

Estando prevista a substituição próxima do equipamento de sequenciação ABI 

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems), por um outro equipamento, será 
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interessante verificar a qualidade dos resultados. Prevendo-se que o novo equipamento 

tenha uma maior capacidade de resposta, será de esperar que o tempo necessário para a 

sequenciação (tipicamente 75 minutos por amostra), venha a ser significativamente 

reduzido. 

 

Existe ainda a possibilidade de numa amostra biológica estar presente mais do que um 

agente bacteriano, o que, não interferindo com a detecção do DNA microbiano, pode 

tornar problemática a identificação, nomeadamente por sequenciação. Nestes casos 

existe a possibilidade de separar as sequências recorrendo a kits de clonagem de 

produtos de PCR. 

Finalmente, o significado clínico da detecção de ácidos nucleicos pode suscitar algumas 

dúvidas. Os métodos convencionais detectam organismos viáveis, mas os métodos 

moleculares conseguem detectar DNA de organismos inviáveis, ou mesmo produtos de 

fagocitose. O DNA bacteriano pode ser amplificado longos períodos após o efeito 

bactericida da antibioterapia. Em qualquer dos casos é imprescindível a articulação dos 

resultados moleculares com os resultados obtidos por métodos convencionais, sempre 

acompanhados da interpretação clínica dos mesmos. 

 

 

 

5.2 Identificação molecular de culturas bacterianas 

 

A sequenciação de DNA de culturas bacterianas com o sistema MicroSeq 500 Bacterial 

Identification System revelou-se um método de grande utilidade na identificação de 

estirpes. Os casos em que não se conseguiu chegar a uma identificação definitiva ao 

nível da espécie compreenderam os géneros Brucella spp. Campylobacter spp, 

Lactobacillus spp, Mycobacterium spp e Acinetobacter spp.  

Foi desenvolvido um sistema de classificação que reconhece seis espécies de Brucella, 

baseado em diferenças fenotípicas e antigénicas muito subtis, bem como nos diferentes 
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hospedeiros específicos. Assim tradicionalmente são reconhecidas: B. abortus (bovina), 

B. melitensis (caprina e ovina), B. ovis (ovina), B. canis (canina) B. suis (suína) e B. 

neotomae (roedores) (Whatmore et al, 2007). Estudos genéticos permitiram reconhecer 

a limitada variabilidade genética da Brucella spp, tendo sido já proposto o 

reconhecimento de apenas uma espécie (B. melitensis) dentro do género (Gandara et al, 

2001). No entanto esta opção não é consensual, estando em curso estudos que permitam 

caracterizar de forma mais concreta este género (Whatmore et al, 2007). Assim, a 

sequenciação do gene 16S rRNA constitui um método de confirmação da identificação 

ao nível do género, não permitindo concluir sobre a espécie em causa (Gee et al, 2004), 

o que está de acordo com os resultados obtidos, em que as sequências estudadas 

apresentavam homologia de 100% com as várias espécies presentes na base de dados. A 

dificuldade em discriminar entre Campylobacter jejuni e C. coli por sequenciação 

parcial do gene 16S rRNA, por elevada homologia nas sequências, já foi também 

descrita (Gorkiewicz et al, 2003; Woo et al, 2003) podendo a sequenciação da totalidade 

do gene ter maior capacidade discriminatória (Woo et al, 2003).  

A sequenciação do gene 16S rRNA tem sido amplamente aplicada à identificação de 

micobactérias, com resultados superiores aos conseguidos por métodos fenotípicos 

(Clarridge, 2004) no entanto mais uma vez a elevada homologia partilhada por duas 

espécies (M. abscessus e M. chelonae) não permitiu a sua distinção como já descrito por 

outros autores (Clarridge, 2004; Cloud et al, 2002; Hall et al, 2003; Patel, 2001; Woo et 

al, 2003), o que acontece também entre as espécies M. avium e M. paratuberculosis e 

entre M. tuberculosis e os outros membros do complexo M. tuberculosis (Clarridge, 

2004). Apesar disso, a delimitação da identificação a duas espécies, possibilita a 

discriminação recorrendo a testes fenotípicos simples, o que é clinicamente importante, 

uma vez que os padrões de susceptibilidade aos antimicrobianos são diferentes entre as 

duas (Yakrus et al, 2001). O baixo polimorfismo do gene 16S rRNA em espécies 

próximas de Acinetobacter, também não permite a sua distinção, sendo mais adequada a 

sequenciação da internal transcribed spacer, genes da recombinase A (recA) e girase B 

(gyrB) e a subunidade-β da polimerase do RNA (rpoB) (La Scola et al, 2006). A 

identificação da espécie de Lactobacillus não foi conseguida com o sistema MicroSeq, 

mas sequenciando os 370bp na região final do gene, foi possível chegar a uma 

identificação conclusiva de Lactobacillus paracasei, confirmada com o resultado do 
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controlo de qualidade UK-NEQAS, o que mostra que neste caso a sequenciação da 

totalidade do gene permitiria uma boa discriminação (Mori et al, 1997). 

Foi tentado, com sucesso, a utilização do sistema MicroSeq 500 directamente numa 

amostra de LCR, no entanto o sistema apenas está validado para culturas bacterianas, 

onde a quantidade de DNA bacteriano é substancialmente superior. 

 

As culturas estudadas, agrupadas de acordo com algumas características fenotípicas 

comuns, revelaram uma maior prevalência de bacilos gram-positivo, seguida de 

Streptococcus do grupo viridans e bacilos gram-negativo fastidiosos. Sem surpresa, é 

nestes casos que os métodos fenotípicos tipicamente apresentam maiores dificuldades 

na identificação, fornecendo resultados com “fraca discriminação” (Christensen et al, 

2005; Clarridge, 2004; Drancourt et al, 2000; Janda & Abbott, 2007; Mignard & 

Flandrois, 2006; Patel, 2001; Petti et al, 2005; Rodicio Mdel & Mendoza Mdel, 2004; 

Woo et al, 2003; Zbinden et al, 2007).  

Destaca-se por fim um grupo de bactérias comummente identificadas no laboratório de 

microbiologia por métodos convencionais, mas que não apresentaram uma identificação 

conclusiva: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus e 

Haemophilus influenzae. Estes organismos podem ser classificados como estirpes 

aberrantes, uma vez que apresentam um fenótipo incomum, que não é reconhecido pelas 

bases de dados usadas nos métodos convencionais.  
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O teste SeptiFast revelou-se um método laborioso, mas robusto, capaz de ser usado na 

rotina laboratorial, podendo ser uma ferramenta útil na detecção de bactérias e fungos 

directamente a partir de amostras de sangue, com identificação objectiva do agente em 

cerca de 6 horas. No entanto, dado o custo elevado, mais estudos são necessários, 

principalmente para avaliar em que pacientes este teste pode ser mais vantajoso numa 

relação custo-benefício. Uma possibilidade será a população neo-natal, em que a 

antibioterapia é instituída perante a suspeita de infecção e a quantidade de bactérias em 

circulação é normalmente superior à população adulta, sendo a rapidez no diagnóstico 

um factor decisivo.  

Uma estratégia a seguir poderá passar pela optimização de um protocolo de extracção 

automática de ácidos nucleicos, com um passo inicial de lise da parede microbiana e 

tratamento com DNase para remover DNA genómico humano potencialmente inibidor. 

O volume de sangue é uma variável a ter em conta; será necessário optimizar o volume 

da amostra a extrair para minimizar a inibição, bem como o volume de eluição, que 

possibilite DNA suficiente para as reacções (250µL), mas não tanto que possa diluir os 

ácidos nucleicos, diminuindo a sensibilidade do método. Com este objectivo surgiram 

recentemente sistemas de concentração e tratamento de amostras de sangue (Sample 

Preparation for Pathogen Detection, Looxter®, SirsLab e Selective Bacterial DNA 

Isolation, MolYsis, Molzym) desenvolvidos para extracção de DNA bacteriano e 

fúngico para amplificação por PCR universal. 

A PCR em tempo real para amplificação de 370bp do gene 16S rRNA poderá beneficiar 

da optimização do método de extracção, no entanto será imprescindível avaliar a 

capacidade discriminatória dos primers usados para a sequenciação entre as diferentes 

espécies de Staphylococcus spp, de forma a ser possível diferenciar uma infecção real 

de uma contaminação sem significado clínico. 

A aquisição de um novo equipamento de sequenciação, com maior capacidade de 

resposta, permite pensar em diferentes estratégias de escolha de primers. Seleccionando 

diferentes regiões variáveis, será possível aumentar a possibilidade de detectar, por 

exemplo, agentes responsáveis por endocardites, normalmente difíceis de detectar por 

métodos convencionais, ou mesmo agentes que não crescem em cultura (Tropheryma 

whippelii). Estas estratégias podem ainda ser aplicadas a outras amostras biológicas 
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desde que de locais anatómicos normalmente estéreis (LCR, Líquidos das cavidades 

serosas, biópsias) 

Um dos factores que dificulta a interpretação dos resultados moleculares prende-se com 

a possibilidade de detecção de DNA com origem em bactérias não viáveis, ou produtos 

de fagocitose. Estão já a decorrer estudos que determinam o número de cópias do gene 

16S rRNA por PCR quantitativo, de forma a avaliar a viabilidade bacteriana e o efeito 

bactericida dos antimicrobianos prescritos (Aellen et al, 2006). 

A sequenciação parcial do gene 16S rRNA com o sistema MicroSeq 500 revelou-se 

bastante útil, sendo correntemente usada na rotina do Serviço de Microbiologia e 

Unidade de Biologia Molecular do Centro Hospitalar do Porto, na identificação de 

bactérias com perfis bioquímicos ambíguos, bactérias incomuns, fastidiosas, fracamente 

descritas ou com fenótipos aberrantes. Mais uma vez a aquisição de um novo 

equipamento de sequenciação virá diminuir significativamente o tempo de resposta, 

sedo possível, quando necessário e se justifique, proceder à sequenciação da totalidade 

do gene recorrendo ao MicroSeq Full Gene Bacterial Identification Kit (Applied 

Biosystems). Poderá ainda ser considerada uma estratégia semelhante para a 

identificação de fungos, recorrendo a sistemas com o mesmo princípio, mas dirigidos ao 

gene 18S rRNA. 

 

Cerca de 20 anos após o desenvolvimento do primeiro método de amplificação de DNA 

praticável em laboratório clínico, os avanços tecnológicos são enormes e constantes, 

possibilitando a aplicação mais abrangente dos métodos moleculares na rotina 

laboratorial. As vantagens destas abordagens são indiscutíveis, no entanto os métodos 

convencionais mantêm o seu papel fundamental. Os melhores resultados obtidos são os 

que resultam da conjugação dos dois métodos, funcionando a Biologia Molecular como 

um complemento cada vez mais útil. 
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