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As infecgdes do sistema circulatorio constituem um campo prioritario de
intervengao, 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 detecgao de microrganismos a partir do sangue
(hemocultura) atingiram um nivel de desenvolvimento dificil de melhorar. No
entanto, continua a ser desejavel conseguir resultados com maior
sensibilidade, capazes de contornar o efeito inibitério da antibioterapia
empirica muitas vezes instituida previamente a colheita, em tempo
clinicamente util. Foi testado um sistema comercial de extrac¢ao, amplificagao
e deteccao 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 evidéncia de infeccao, mostraram sensibilidade semelhante a 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 aplicagao pratica do teste beneficiaria da
automatizagao do protocolo de extracg¢ao de acidos nucleicos, sendo
importante a selecgéao criteriosa dos pacientes testados de forma a que este
seja mais vantajoso numa relagao custo-beneficio. O sistema SeptiFast
representa um método complementar aos métodos convencionais, podendo
em fornecer informagao importante em tempo clinicamente util.

No que respeita a identificagdo de agentes bacterianos isolados em cultura,
por vezes surgem dificuldades em chegar a uma identificagao conclusiva pelos
métodos fenotipicos convencionais. Foi implementada uma metodologia de
sequenciagao automatica directa, usando o sistema MicroSeq 500 Bacterial
Identification Kit (Applied Biosystems). Durante um ano foram estudadas 54
estirpes com perfis de identificagdo ambiguos pelos métodos tradicionais. Os
resultados obtidos por sequenciagdo foram compativeis com a suspeita clinica,
ou confirmados pelos resultados do programa de controlo de qualidade externo
NEQAS.

A identificagao por sequenciagao tornou-se uma ferramenta importante no
apoio a identificagao bacteriana, particularmente em bacilos gram positivo,
bacilos gram negativo fastidiosos, Streptococcus do grupo viridans e bactérias
anaerdbias, organismos de identificacdo fenotipica problematica.
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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 Infecc¢oes do sistema circulatério

A presenca de microrganismos na corrente sanguinea constitui um risco para
todos os 6rgdo do corpo humano (Forbes et al, 1998). As suas consequéncias imediatas
podem passar pelo choque séptico, faléncia multi-organica, coagulacdo 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 propagacdao de microrganismos no sistema circulatério
constitui uma situagdo clinica da maior gravidade, sendo a sua detec¢do atempada, bem
como a identificacdo do agente microbiano responsdvel, uma das mais importantes

tarefas do laboratério de microbiologia clinica.

1.1.1 Tipos de Bacterémia

Existem trés tipos de bacterémia: continua, intermitente e transitéria. A bacterémia
transitéria pode ocorrer espontaneamente, ou como efeito de procedimentos normais,
como lavar os dentes ou mastigar comida, ou ter origem na manipulacdo de tecidos
infectados ou cirurgias que envolvem locais ndo estéreis. Nestes casos pode ocorrer
bacterémia significativa. Nos casos de disseminacdo transitéria a partir de um local
isolado como um abcesso, a libertacdo 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 infeccOes endovasculares, os
organismos sdo libertados na corrente sanguinea a um ritmo constante — bacterémia
continua. O mesmo acontece nos estadios iniciais de algumas infec¢des especificas,

como a febre tifdide, brucelose e leptospirose.

Na maioria das restantes infeccdes, as bactérias podem estar presentes de forma
intermitente em circulagdo. Como exemplo pode referir-se que os agentes causais de
meningite, pneumonia, artrite piogénica e osteomielite sdo muitas vezes recuperados no

sangue durante a fase inicial destas patologias.
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As infecgOes da corrente sanguinea podem ser intravasculares — com origem no sistema
cardiovascular, ou extravasculares — resultam da entrada de organismos no sistema
sanguineo através do sistema linfético, a partir de um outro local de infec¢do. Alguns
factores potenciam o inicio da infeccdo no sistema sanguineo. Por um lado a terapia
imunossupressora, o uso generalizado de antibiéticos de largo espectro que promovem
uma alteracdo da flora normal do hospedeiro, permitindo a emergéncia de infec¢des por
bactérias multi-resistentes, os procedimentos invasivos como cirurgias extensas € por

outro lado a sobrevivéncia prolongada de pacientes debilitados e em estado critico.

Os casos clinicamente mais significativos de bacterémia tém origem em infeccdes
extravasculares, sendo as portas de entrada mais comuns o tracto genito-urinario (25%),
o tracto respiratorio (20%), abcessos (10%), feridas cirdrgicas infectadas (5%), tracto
biliar (5%), ndo sendo possivel determinar esta origem em 25% dos casos (Forbes et al,

1998).

Apesar do termo “bacterémia” ser usado para designar a presenca de bactérias no
sangue, este € muitas vezes usado indevidamente, em situagcdes de presenca quer de
fungos, quer de virus na corrente sanguinea. Associadas a estas situagdes existe uma

terminologia variada, que por vezes pode originar confusao.

1.1.2 Definicoes

Em 1992 uma conferéncia consenso estabeleceu pardmetros para normalizar a
terminologia até entdo variada, definindo sépsis como uma sindroma sistémica de
resposta inflamatéria a infec¢do presumida ou confirmada (Bone et al, 1992; O'Brien et
al, 2007). Esta sindroma pode ser considerado como uma conjugacdo de sinais e

N

sintomas que traduzem a resposta do hospedeiro a infec¢do (Vincent & Abraham,

2006).

De acordo com o American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine, a infec¢do, definida pela presenca de organismos patogénicos num local
habitualmente estéril (sangue, abcesso, liquido cefalorraquidiano ou liquido ascitico),

pode apresentar sintomatologia, mas pode também ser inaparente ou subclinica. A
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bacterémia é, provavelmente, um fenémeno transitério para qualquer infeccdo

bacteriana, excepto na endocardite ou infecc@o intravascular grave (Bone et al, 1992).

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

Designacio Definicao
Infecci Presenca de organismos em local habitualmente estéril, normalmente,
nfec¢io - . . -

¢ mas ndo necessariamente, acompanhado de resposta inflamatdria

. Presenca de bactérias no sangue, com confirmacgido laboratorial,
Bacterémia .
podendo ser transitoria.

Septicémia O mesmo que bacterémia, implicando maior gravidade.
Sépsis Evidéncia clinica de infecgdo (suspeita ou confirmada), com sindroma

Sindroma séptica

Sépsis grave

Choque séptico

SIRS

de resposta inflamatdéria sistémica (SIRS).

Sépsis com evidéncia de perfusdo organica alterada.

Sépsis associada a disfun¢do organica, hipo perfusio ou hipotensao.

Sépsis com hipotensdo e perfusdo anormal.

Resposta a uma variedade de agressdes clinicas, podendo ter origem
infecciosa, como no caso da sépsis, mas podendo ser de etiologia nio
infecciosa (ex. queimadura, pancreatite).

Septicémia € um termo tradicionalmente usado indiscriminadamente para designar

bacterémia, mas ao qual estd associado um maior nivel de gravidade. E ainda frequente

o uso da designacdo sépsis para indicar a presenca de infec¢cdo, mas sem especificar a

existéncia de hemoculturas positivas. Assim, sépsis designa uma situacdo clinica onde

h4 evidéncia de infeccdo com resposta sistémica, manifestada através de um conjunto de

sinais clinicos. Esta sindroma ocorre como resultado da libertacdo 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 6rgdos (Vincent & Abraham, 2006).

O grau de gravidade vai aumentando quando se fala de sindroma séptica (perfusdo
organica evidente com hipoxémia, aumento da concentracdo de lactatos ou oliguria.
Estas situagdes implicam algum grau de disfungcdo organica. A sépsis grave apresenta
claramente comprometimento organico agudo e pensa-se que seja a maior causa de
mortes em unidades ndo corondrias, com cerca de 150 000 casos anuais em paises da

Unido Europeia (Vincent & Abraham, 2006).

A pressdao sanguinea ¢ uma varidvel flutuante, podendo apresentar alteracdes num
paciente ao longo de um periodo de algumas horas. Sendo a hipotensdo normalmente
corrigida através do equilibrio de fluidos, o termo choque séptico deve ser reservado

para os pacientes com sindroma séptica e hipotensdo nao reversivel através da reposicao

de fluidos (Mandell et al, 2004).

A sindroma de resposta inflamatéria sistémica (SIRS) representa a categoria mais
abrangente, incluindo uma grande variedade de situagdes clinicas, essencialmente de
natureza infecciosa, tal como sindroma séptica, mas compreendendo também origens
ndo infecciosas tais como a queimadura ou pancreatite, situagdes onde a febre e a hipo
perfusdo organica estdo presentes (Mandell et al, 2004). Estas definicOes encontram-se

sistematizadas na tabela 1.

1.1.3 Dados Estatisticos

Recentemente vérios estudos permitiram reunir dados epidemioldgicos
importantes sobre a frequéncia, 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 milhdes de hospitalizacOes
durante um periodo de 22 anos, com um aumento de frequéncia 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 Canadd e seis paises europeus, incluiu 14.364
pacientes com mais de 4500 episddios infecciosos documentados, e taxas de
mortalidade associadas de 16.9% para pacientes sem infeccdo e 53.6% para pacientes
que apresentavam infecc¢oes 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 I1l Patients (Vincent et al, 2006).

Antibiotics
n= 2001

Microorganism
n= 905

Clinical suspicion of infection
n= 971

Figura 1. Diagrama de venn representando os critérios bdsicos para a definicdo de infec¢do. As dreas a
tracejado representam os pacientes com infec¢do identificada, de acordo com os dados obtidos por
Vincent et al., 2006, destacando-se o nimero de pacientes sujeitos a antibioterapia nos quais ndo 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
clinicos de infecc¢do, estabeleceu-se o diagndstico etioldgico em 454 (38.6%) o que ndo
ocorreu em 468 casos (39.8%). Em 255 pacientes (21.7%) foram isolados
microrganismos, mas nao existia evidéncia de infeccdo clinica (Figura 1), ndo sendo

observada diferenca na taxa de mortalidade entre estes trés grupos.

Neste estudo sdo ainda de assinalar as diferengas considerdveis entre as taxas de sépsis —
18% na Suica e 73% em Portugal - e sépsis grave — de 10% na Suica a 64% em

Portugal. As taxas de mortalidade em UCI variaram entre 8% na Suica a 35% em
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Portugal, que se reflectiu enquanto taxa de mortalidade a nivel hospitalar com variacdes
entre os 14% na Suica e os 41% em Portugal. As taxas de mortalidade associadas a
sépsis em UClIs nos vérios paises da Europa estdo assinaladas na figura 2, destacando-se
Portugal com 35% de mortalidade, como jd referido. E de assinalar ainda que, de acordo
com este estudo, Portugal ocupa posi¢do destacada face aos restantes paises da Europa
nos varios parametros 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 diagndsticos

de choque séptico (Vincent et al, 2006).
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Figura 2. Correlacdo entre a taxa de mortalidade em UCIs e a frequéncia de sépsis nos

paises europeus, destacando-se Portugal com 35%. Adaptado de (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 hospitalizagdo,

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

(Beekmann et al, 2003).
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1.1.4 Terapia Empirica

7

Uma grande parte das prescrigdes antibidticas é efectuada de forma empirica, ou seja, a
antibioterapia € iniciada sem se conhecer o microrganismo responsdvel pela infeccdo, muitas
vezes sem se conhecer o foco infeccioso e mesmo sem a certeza da existéncia de infeccgdo.
Assim, ndo surpreende que, em avaliacdo retrospectiva, muitos dos doentes que receberam
terapéutica antimicrobiana nunca venham a apresentar critérios de infec¢do documentada ou até
provavel e que 25 a 50% das antibioterapias empiricas se venham a revelar incorrectas
(Harbarth et al, 2003; Llewelyn & Cohen, 2007; Mandell et al, 2004). O empirismo da
terapéutica leva a que as terapéuticas escolhidas sejam habitualmente de largo espectro, o que
vai promover uma alteracdo da flora bacteriana normal do hospedeiro, predispondo-o a
colonizagdo por microrganismos hospitalares (Brook, 1999).

Considerando os dados estatisticos e sabendo que a sépsis pode progredir rapidamente
para sépsis grave e choque séptico, existem indicacdes da Surviving Sepsis Campaign:
International guidelines for management of severe sepsis and septic shock (Dellinger et
al, 2008), que recomendam o inicio da antibioterapia intravenosa de largo espectro, tao
cedo quanto possivel 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 traumdticos, foi adoptada para o tratamento da sépsis grave e choque
séptico, sendo de primordial importancia a intervencdo na primeira hora de suspeita
clinica e nas restantes horas do primeiro dia (Dellinger et al, 2008; Rivers et al, 2005). E
ainda recomendada a reavaliacdo desta terapia diariamente para optimizar a eficiéncia
da mesma e prevenir a resisténcia, evitar a toxicidade e minimizar custos. E também
recomendada a terapia empirica combinada para doentes neutropénicos ou em caso de
infec¢do por Pseudomonas spp, ndo mais do que 3 a 5 dias, com redug@o apds testes de
susceptibilidade. A duracdo da terapia empirica ndo deve exceder os 10 dias, devendo

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

Por outro lado, numa era de uso generalizado de antibidticos, mesmo fora do ambiente
hospitalar, muitas vezes quando um paciente € internado ja estd sob o efeito desta

medicacdo (Mandell et al, 2004).
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Assim, a existéncia de resultados culturais negativos em doentes com evidéncia clinica
de infecgdo bacteriana ou fingica € muito comum em Unidades de Cuidados Intensivos,

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

A justificacdo para definir sépsis mesmo na auséncia de bacterémia baseia-se em
estudos prospectivos que validaram o risco de progressio e aumento de mortalidade
com SIRS, sépsis, sépsis grave e choque séptico. Estas designagdes, podendo parecer
confusas, representam situacOes clinicas comuns que alertam para a necessidade de
medidas de diagndstico e normalmente desencadeiam o inicio 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 antibioticos 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 infeccdo nosocomial em UCI era significativamente superior em pacientes com
terapia empirica inadequada, estando associada a maiores taxas de mortalidade e

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

1.1.5 Etiologia

A epidemiologia microbiana da sépsis estd em constante evolugdo, sendo
possivel observar diferencas de acordo com a localizacdo geografica. Durante os anos
80 houve uma alteracdo generalizada nos organismos responsdveis por sépsis, de
bactérias gram-negativo para gram-positivo, e desde os anos 90 estas dltimas tém sido
as maiores responsdveis por esta infeccdo. Uma outra alteracdo significativa,
particularmente na América do Norte, foi a emergéncia de fungos na etiologia da sépsis.
Num estudo recente (SOAP) que envolveu varios paises da Europa, as bactérias gram-
positivo foram responsaveis por 40% dos casos, 38% com etiologia em gram-negativo,
os fungos foram responsdveis por 17% dos casos e observaram-se infeccdes mistas em

18% dos casos (Vincent et al, 2006).
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A etiologia da sépsis apenas € documentada em cerca de 60% dos casos (Llewelyn &
Cohen, 2007). Isto pode ser explicado pela terapia empirica prévia a colheita de
amostras e pouca sensibilidade dos métodos de diagndstico instituidos. Os organismos

mais comummente isolados a partir de hemoculturas estdo 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 B-hemolyticus
Escherichia spp
Klebsiella spp
Pseudomonas spp
Enterobacter spp
Proteus spp
Candida spp

Bacterias anaerdbias — Bacteroides e Clostridium spp

A etiologia microbiana da sépsis apresenta variagdes de acordo com o foco anatdémico

da infec¢@o subjacente (Forbes et al, 1998).

1.1.6 Diagnostico Laboratorial

A presenca de bactérias em circulagdo foi reconhecida pela primeira vez ha 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 execucdo (Peters et al, 2004). Desde
entdlo os métodos para deteccdo de infecgdes do sangue evoluiram, com o

desenvolvimento de protocolos estandardizados para a colheita de amostra,

11
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aperfeicoamento dos meios de cultura e a introdu¢do de sistemas automadticos para a

deteccdo de crescimento bacteriano e flingico.

1.1.7 Numero de culturas

Em adultos estd recomendada a colheita de duas hemoculturas por episédio
séptico, uma vez que mais de 95% dos episddios de bacterémia e fungémia sdo
detectados quando € efectuada a colheita de duas ou trés hemoculturas (Reimer et al,
1997). Por outro lado, este procedimento ajuda na distin¢do entre microrganismos
patogénicos e contaminantes, uma vez que a propor¢ao de hemoculturas positivas é
crucial na interpretacdo dos resultados. O estudo de mais de trés hemoculturas por
episodio séptico ndo ajuda nesta interpretacdo e por outro lado aumenta os custos € 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 circulacdo.
Considerando que um pico febril surge 30 a 90 minutos apds um episédio de
bacterémia, haverd uma maior probabilidade de recuperar microrganismos se a colheita

for efectuada tao préximo quanto possivel do pico febril.

A Surviving Sepsis Campaign: International guidelines for management of severe sepsis
and septic shock recomendam a colheita antes do inicio da antibioterapia, desde que isto

ndo atrase a administracdo da terapia (Dellinger et al, 2008).
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1.1.9 Contaminacoes

Um resultado de hemocultura positivo pode estabelecer um diagnéstico, permitir a
adequacdo da terapia antimicrobiana e fornecer um valor progndstico. No entanto os
resultados falso-positivos podem constituir uma limitacdo. Estes resultados, na
hemocultura, estdo normalmente associados a contaminac¢des, que ocorrem quando
existe recuperacdo em cultura de organismos que nio estdo efectivamente presentes no
sangue colhido. Estes resultados representam um dilema, sendo necessério esclarecer se
um organismo € responsdvel por uma infeccio clinicamente significativa, com elevado
risco de mortalidade e morbilidade, ou ndo tem qualquer significado clinico (Hall &
Lyman, 2006). As taxas de contamina¢do variam entre os 2 e 0s 6% (Souvenir et al,
1998) e os organismos normalmente associados a contaminagdes estdo descritos na

tabela 3.

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

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

1,585 blood culture-positive episodes 497,134 blood cultures from 640 U.S.
from 3 U.S. hospitals institutions
Organisms . . . .
% of all positive Contamination % of all positive Contamination
cultures rate (%) cultures rate (%)
Coagulase-negative staphylococci 443 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 venopuncdo para impedir a contaminacdo 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 varidvel mais importante no sucesso da
recuperacdo de microrganismos, principalmente em pacientes adultos, uma vez que
nesta populacdo o nimero de microrganismos presentes no sangue € 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 recuperacao microbiana até 3%. Na populagcdo pedidtrica o
nimero de microrganismos presentes por mililitro de sangue € 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 recuperagdo

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

1.1.11 Sistemas automaticos

Nos ultimos anos foram desenvolvidos e comercializados diversos sistemas para o
estudo microbioldgico das hemoculturas. O avanco mais importante deu-se com 0s
sistemas de monitorizacdo continua (Reimer et al, 1997). Estes sistemas monitorizam
continuamente a evidéncia de crescimento microbiano, normalmente a cada 10 minutos.
Os dados captados sdo processados e analisados informaticamente. Uma vez que sdo
efectuadas diversas leituras por dia a cada hemocultura, existe informagdo suficiente
para usar algoritmos sofisticados que determinam a ocorréncia de crescimento
microbiano. Estes algoritmos permitem a detec¢do mais rdpida de crescimento, cerca de
1 a 1.5 dias mais cedo do que com os sistemas de monitorizagdo ndo continua
(Beekmann et al, 2003), e pensa-se também contribuirem para a minimizacao de sinais
falso-positivos gerados por estes aparelhos. Estes equipamentos incorporam sistemas de
deteccdo, incubadoras e mecanismos de agitacdo numa unica 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 avancos
tecnolégicos, o volume de sangue estudado deve reflectir um equilibrio entre o

necessdrio para o diagndstico microbioldgico 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 serd a taxa de detec¢ao

microbiana (Bouza et al, 2007).

1.1.11.1 Sistema BacT/ALERT 3D, bioMérieux

Um dos sistemas de monitorizacdo continua largamente usados € 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 concentracdo de CO, no meio aumenta (Figura 3). Sdo incorporados diodos
emissores € sensores de luz, cujos sinais sdo analisados por um algoritmo. Este
algoritmo reconhece trés critérios para evidenciar crescimento microbiano — uma leitura
inicial que excede uma linha de base pré-definida, um aumento linear da concentracio

de CO; e um aumento na taxa de produgdo de CO, (Reimer et al, 1997).

Liqubd Gulture
" Wadium

"Photodiods

Figura 3. Sistema automadtico de monitorizacdo continua BacT/ALERT 3D, bioMérieux, COM a base

da garrafa de hemocultura em pormenor, sendo visivel o sensor.

Estes sistemas permitiram estabelecer ciclos de 5 dias de incubacdo para as
hemoculturas, sem perda relevante de recuperacdo de microrganismos, mas com
reducdo significativa do nimero de contaminantes (Wilson et al, 1993). Estd também

descrito que ndo € necessdria a subcultura das amostras negativas ao fim dos 5 dias de
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incubacdo (Hardy et al, 1992), sendo no entanto possivel aumentar o ciclo de incubagdo

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

1.1.12 Exame directo - Gram

Sempre que detectado um sinal positivo, € efectuada uma subcultura a partir do
caldo de hemocultura, bem como um esfregaco da hemocultura, sendo este corado pelo
método de gram (Figura 4). A informacao obtida a partir deste exame microscopico serd
a primeira informacdo laboratorial a disponibilizar ao clinico de forma a orientar a
terapia. Estima-se que cerca de 40% dos pacientes com bacterémia esteja a receber
tratamento antimicrobiano inadequado a altura da primeira notificacdo do resultado do
gram (Sogaard et al, 2007). Beekmann e colaboradores observaram uma correlagdo
significativa entre o tempo de notificacdo e o tempo de hospitalizagdo por paciente com

bacterémia (Beekmann et al, 2003).

Positive .}
Blood Culture

P

7’ e

Figura 4. Exame directo com colora¢do 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 limitacoes

A detecgdo de bactérias no sangue desempenha um papel importante no diagndstico
de doentes com febre, estabelecendo a presenca de infec¢io (e excluindo a origem nao
infecciosa), confirmando a terapia empirica instituida, possibilitando o ajuste da
antibioterapia ap0s testes de susceptibilidade aos antimicrobianos a partir dos isolados
clinicos. A hemocultura continua a ser o método de referéncia e tem um elevado valor
diagnéstico, principalmente quando o diagndstico microbioldgico € mais problematico,
como no caso de endocardite, infeccdes do tracto biliar, endovascular ou de enxertos,
bem como em infeccdes 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 epidemiolégica essencial, que estabelece
a base da terapia empirica (Llewelyn & Cohen, 2007). O conhecimento actualizado dos
organismos responsdveis por infec¢des do sistema circulatério mais frequentemente
encontrados em enfermarias especificas como as UCIs e servigcos de Hematologia, bem
como os perfis de susceptibilidade associados, orientam os clinicos no tratamento inicial

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

No entanto a utilidade da hemocultura enquanto teste de diagndstico com repercussao
clinica imediata estd limitada a algumas patologias pela probabilidade a-priori de
detectar determinados patogéneos, pela demora de resultados, pouca sensibilidade para
organismos fastidiosos e pela administracdo de antibioterapia antes da colheita de
amostras (Peters et al, 2004). Nestes casos, muitas vezes o estudo das hemoculturas ndo

se apresenta vantajoso numa andlise custo-beneficio.

Munson e colaboradores avaliaram a associacdo entre a notificacdo de hemoculturas
positivas e o tratamento antimicrobiano dos pacientes, tendo observado que a maioria
das intervencgdes terapéuticas ocorre principalmente nas primeiras quatro horas apds a
colheita. Neste periodo de tempo a terap€utica 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 notificagdo do resultado do exame de Gram na terapéutica
era bastante superior ao efeito do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Mas

estas duas notificagdes em conjunto levavam a menos alteragdes terapéuticas do que as

17




INTRODUCAO

instituidas imediatamente apds a colheita. Sogaard e colaboradores referem valores de
30 a 45 % de alteragdes a terapia empirica apos a primeira notificagdo (Sogaard et al,
2007). Estes dados corroboram a ideia de que a grande maioria das alteracdes nos
tratamentos antimicrobianos ocorre de acordo com a resposta clinica do paciente ao
tratamento (Campbell et al, 2003; Ehrenstein et al, 2005; Levin et al, 1997). Por outro
lado, no caso de suspeita de infec¢do por organismos de crescimento lento como
Mycobacterium tuberculosis, a terapia empirica € iniciada muito antes dos resultados
laboratoriais e, se necessario, alterada com base em sinais clinicos (Peters et al, 2004).
O mesmo acontece na suspeita de organismos fastidiosos como Bartonella spp, Coxiella
burnetii ou Tropheryma whipplei bem como para infeccdes por fungos invasivos
(Fenollar & Raoult, 2007; Socan et al, 1999; Zeaiter et al, 2003).

Uma grande limitacdo da hemocultura prende-se com a acentuada diminui¢do de
sensibilidade quando a colheita € efectuada apds a antibioterapia (Glerant et al, 1999;
McKenzie & Reimer, 1987). Esta situacdo ocorre frequentemente em pacientes
neutropénicos com antibioterapia profildctica, que apesar de apresentarem sinais
clinicos de infeccdo, apresentam sistematicamente hemoculturas negativas (Serody et al,

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

Os métodos actuais atingiram um nivel considerdvel de desenvolvimento, com volumes
de amostra excelentes e tempos de detec¢do de crescimento microbiano que dificilmente
poderdo melhorar. A hemocultura continua a ser um meio de extrema utilidade, quer
para o diagnéstico, quer para a confirmacdo da suspeita clinica. No entanto o avango
cientifico e tecnolégico permite encarar outras metodologias que poderdo melhorar a
deteccdo de microrganismos no sangue. Novos avangos deverdo ter por meta uma
melhor sensibilidade, tempo de resposta e reducio do efeito inibitério da antibioterapia.
Detectar o agente etiolégico de uma infec¢do mais precocemente permite a
implementacdo 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 reacgdo de polimerase em cadeia (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis nos anos
80, permitindo amplificar mais de mil milhdes de vezes regides especificas de DNA
(Kubista et al, 2006). O principio subjacente a técnica € extremamente simples: um
segmento de DNA alvo de tamanho delimitado por dois primers oligonucleotidicos

especificos € amplificado pela ac¢do de uma DNA polimerase termo-estavel.

Target Sequence

BB F r \ n
3 M h¢ Biotin

Primer 1

Target Sequence 5

9 iy gl el e el T, e 0y
T B L AT L A

Target Sequence

a) b)

Target Sequence

ce

Targel Seque

. £ -
sy

Target Sequence Target Sequence

c) d)

Figura 5. Esquema representativo da reac¢do de polimerase em cadeia — PCR. a) Desnaturacado

b) Hibridacdo. c) Extensdo das cadeias. d) Duplicacdo do nimero de cadeias de DNA.

A reaccao de amplificagio ocorre em ciclos sucessivos, cada ciclo envolvendo um passo
de desnaturacdo do DNA alvo, por aquecimento a 92-95°C (Figura 5.a); um passo de

hibridagcdo dos primers com as sequéncias complementares do DNA alvo a temperatura
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entre 50-60°C (figura 5.b) e um passo final de extensdo enzimdtica dos primers, entre
68-72°C, em que a DNA polimerase promove a sintese das sequéncias compreendidas
entre os dois primers (Figura 5.c). Os produtos resultantes da extensdo dos primers a
cada ciclo podem ser utilizados como alvo de amplificacdo no ciclo seguinte.
Teoricamente o nimero de copias do segmento de DNA delimitado pelos primers,
duplica a cada ciclo de amplificagdo (Figura 5.d). Assim, 30 ciclos de PCR originam

uma amplificacio de cerca de 10° vezes (Taveira, 2000).

1.1.14.2 PCR em Tempo Real

Em microbiologia clinica os testes de diagndstico laboratorial baseados na
amplificacdo por PCR té€m sido usados desde os anos 90, principalmente na
identificacdo de microrganismos de crescimento lento ou na detec¢do de organismos
incapazes de crescer em cultura, situacdes especificas em que os métodos moleculares

oferecem uma alternativa clara e inequivoca aos métodos tradicionais.

A primeira demonstracdo de PCR em tempo real foi conseguida por equipas da
Roche Molecular Systems e Chiron, liderados por Higuchi, que efectuaram uma reac¢do
de PCR sob luz ultravioleta, a qual havia sido adicionada uma molécula fluorescente —
Brometo de Etidio. Sabendo-se que a fluorescéncia do brometo de etidio aumenta
quando este se liga aos 4cidos nucleicos, foi possivel observar a acumulagdo de DNA

com uma camara de video (Valasek & Repa, 2005).

O desenvolvimento da PCR em tempo real veio revolucionar o diagndstico
laboratorial em microbiologia clinica (Espy et al, 2006). Este método difere da PCR
convencional, principalmente no que diz respeito a deteccado do produto amplificado.
Tradicionalmente esta fase € posterior a reaccdo de PCR, implicando tempos de resposta
mais longos, € 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 deteccdo é
efectuada concomitantemente com a amplificagdo, limitando o processo a um tubo
fechado, o que elimina os riscos de contamina¢do inerentes a manipulacdo pés PCR
(Corless et al, 2000; Yamamoto, 2002). As plataformas de PCR em tempo real

disponiveis no mercado permitem niveis 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 identificacdo de um agente etioldgico em tempo clinicamente util.

A combinagdo da excelente sensibilidade e especificidade, menor risco de
contaminacao, facilidade de operacdo e rapidez, estabeleceu a PCR em tempo real como
uma alternativa aos testes culturais tradicionais e imunoensaios utilizados em

microbiologia clinica no diagndstico de varias doencas 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 disponiveis
comercialmente. Estes variam no método de controlo de temperatura, no formato de
deteccdo do produto amplificado, tempo de resposta analitica € no nimero de amostras
que podem ser testadas em cada ensaio (Cockerill, 2003). Em alguns casos existem
sistemas automaticos de extracgdo de 4acidos nucleicos que complementam os
equipamentos de detec¢do, sendo ja& uma realidade um sistema de extracgdo,
amplificacdo e deteccao integrada que permite a automatizacdo quase total (GeneXpert,
Cepheid). A rapidez da reac¢do nestes equipamentos € possivel devido a elevada razdo
area-volume da mistura de reaccdo, normalmente depositada em recipientes longos e
estreitos, bem como a mecanismos de variagdo térmica altamente eficientes, por
circulacdo de ar ou condutividade térmica (Csako, 2006). A maior eficiéncia da variacdo
térmica aliada as caracteristicas fisicas dos recipientes de reac¢do, permitem a
desnaturacdo das cadeias de DNA em cerca de 1 segundo, possibilitando a realizacao de

uma reac¢do de PCR entre 30 a 60 minutos.

H4 ainda diferencas na forma de deteccdo (tipo de lampada ou laser) e também nos
comprimentos de onda a que a fluorescéncia € detectada. Alguns exemplos dos
equipamentos mais usados incluem o LightCycler® (Roche), SmartCycler (Cepheid) e

7300 Real Time System (Applied Biosystems).

Na figura 6 € possivel observar o sistema Optico do LightCycler 2.0, Roche, em que a

excitacdo 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

fluorescéncia emitida em seis comprimentos de onda distintos.
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Figura 6. Sistema Optico de excitacdo e deteccdo de

fluorescéncia do LightCycler 2.0, Roche.

1.1.14.2.2 FORMATOS DE DETECCAO EM TEMPO REAL

Para detectar o produto amplificado, € incorporado na mistura de reac¢do um
marcador fluorescente que se liga ao DNA durante a amplificacdo. Esta ligacdo pode ser
inespecifica ou especifica. No primeiro caso o marcador, SYBR®Green por exemplo,
tem a propriedade de se intercalar durante os passos de hibridagdo e extensdo, em
quaisquer cadeias duplas de DNA formadas, originando um sinal fluorescente
significativo, que aumenta na propor¢ao directa ao aumento do produto amplificado. A
inespecificidade deste sinal resulta de nem todas as cadeias duplas de DNA se deverem
a amplificacdo das sequéncias alvo. Por exemplo, a formacdo de dimeros de primers,
resulta na deteccdo de um sinal inespecifico com SYBR®Green. Um sinal especifico
pode ser conseguido usando sondas fluorogénicas, como as TagMan®, 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 guencher na outra.
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A hibridacdo assegura a separacdo destas moléculas, interrompendo a absorcdo da
fluorescéncia pelo quencher, o que, consequentemente, resulta na emissdao de

fluorescéncia.

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 - TagMan®. Neste
formato, um pequeno oligonucleotideo € 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 extensdo a actividade 5°-3” exonuclease da polimerase do
DNA hidrolisa a sonda, libertando o reporter. A fluorescéncia emitida por esta

molécula deixa de ser absorvida pelo quencher, sendo captada por um sistema 6ptico de

deteccdo (Figura 7).
o ey
N ‘ v.
i
NN
Danature
CECLPUTREET CE TEEE T BT e
e inimn Anneal
.
. .,_‘I-T
LT
. y ®
LT TOTL (8 IO 10 1T 11 Extend

Figura 7. Principio TagMan® com libertacdo da molécula repdrter durante a fase de extensdo pela

actividade exonuclease da DNA polimerase.

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

sua intensidade ser captada em qualquer altura da reaccdo, incluindo o passo de
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annealing, o que ndo acontece com as sondas de hibridacdo, cuja captura de

fluorescéncia apenas pode ser efectuada precisamente na fase de hibridacao.

1.1.14.2.2.2 SONDAS DE HIBRIDACAO - FRET

O principio FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) baseia-se na
transferéncia de energia entre fluorocromos adjacentes, dependendo da distancia entre
eles. Neste formato sdo usadas duas sondas desenhadas de forma a hibridarem com o
alvo numa configuracdo ‘“cauda-cabeca”. A sonda upstream estd marcada com uma
molécula fluorescente na extremidade 3’ e a sonda downstream estd marcada com uma
aceitadora na extremidade 5’. Se as duas sondas hibridarem com o produto de PCR
alvo, a fluorescéncia emitida pelo fluorocromo na extremidade 3’ da primeira sonda é
absorvida pelo fluorocromo aceitador na extremidade 5’ da segunda sonda. Este
segundo fluorocromo € assim excitado, emitindo fluorescéncia num comprimento de
onda detectado e medido no final de cada passo de hibridacdo, pelo sistema Optico do

equipamento (Figura 8).

Emitted light goes into Emitted light goes into
channel 2 channel 3
ir,
Fluorescein 'Fi (F3) LC-Red 640 Fluorescein ' Fi LC-Red 705
L T e T T .
Primer pair 1 hybridizes to the first Primer pair 2 hybridizes to a second
target sequence target sequence

Figura 8. Principio FRET em ensaio multiplex, com emissdo de fluorescéncia em diferentes

comprimentos de onda.

As duas sondas alinhadas compreendem uma regido de 40 a 50 pares de bases, apenas
ocorrendo transferéncia de energia, logo, emissdo de fluorescéncia, se a hibridacdo 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 andlise de curvas de dissociagdo do produto
amplificado. Elevando lentamente a temperatura da reac¢do, as sondas destacam-se do
produto de PCR, perdendo-se o sinal fluorescente. A temperatura a qual metade do
hibrido alvo-sonda se dissocia, designa-se por temperatura de dissociagdo ou melting
(Tm) e depende do conteido guanina/citosina da sequéncia e do comprimento do

oligonucleotideo.

Ao contrdrio do que acontece com as sondas TagMan®, um polimorfismo num tnico
nucledtido ndo impede que o sinal fluorescente ocorra, mas a temperatura de melting
correspondente serd mais baixa. Assim, este formato pode ser usado para discriminar
organismos, podendo ser usados diferentes fluorocromos, conforme a capacidade do
sistema Optico de deteccdo da plataforma usada (Kubista et al, 2006). Na figura 9 é
possivel observar um exemplo das curvas de dissociacdo com os respectivos picos de

temperatura de melting (Tm), especifica das diferentes sequéncias em estudo.
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Figura 9. Curvas de dissociac@o, com os respectivos picos correspondentes

a temperatura de melting (Tm), especifica para diferentes alvos.
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1.1.14.3 PCR Universal

Habitualmente procura-se identificar o agente causal pela presenca de uma
sequéncia de DNA especifica da espécie, em que os genes alvo estdo normalmente
envolvidos na patogenicidade ou viruléncia do microrganismo. No entanto, esta
abordagem torna-se pouco adequada quando um leque alargado de agentes pode estar
envolvido, como € o caso do sangue, e o volume de amostra disponivel € limitado como

ocorre com o LCR.

KEY: totally conserved conserved variable highly variable = 75% vanahle

variahle regions priming sifes E
10 an 30 40 50 &0

ARRTTGARAGAGTTTEAT CATAECTCAGATTEGAACGCTGECEECAGECCTAACACATRCAAGTCEARCEET
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ARCAGGAAGARGCTTGCTTCTTTGCTGACGAG TEECGGACGGETGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT

150 Vi 160 120 1840 180 200

GEAGGGEGATAACTACTGGAAACGETAGCTARTACCGCATAACGTCGCARGACCARAGRGGGGGACCTTC

220 230 240 VA 254 280 27T

GEECCTCTTGCCATCGEATGTGCCCAGATGEGATTAGC TAGTAGATGGEFTAACGECTCACCTAGGCGAC

a5 oo 310 32a 3an 140

GATCCCTAGCTGETCTEAGAGGATGACCAGCCACACTEEAACTRAGACACGETCCAGACTCCTACGEGAC

A0 aTo 380 394 4040 d-!l E33/41F |

GCAGCACTGEEGAATATTGCACAATGECGCECAAGCCTEATGCAGCCATGCCGOCETETATGARGRAAGGCCT

430 440 450 460 47 480

TOGEETTETARAGTACT TTCAGCEEGEAGGARGEGAGTARAGT TARTACCTTTGCTCATTGACGTTACCC

500 510 520 530 W3 540 550

GCAGAAGAAGCACCAGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCECUETAATACGEAGGGTGCARGCETTALTCOGAR
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TTACTEEECETARAGCACACGCAGECEGTTTGTTAAGT CAGATETGAAATCCCCEGECTCAACCTEGREAR
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CTGCATCTGATAC TG CARGC TTGAG T CTOGTAGAGGGEEETAGRATTCCAGGTGTAGUGGTGARATECG

Figura 10. Mapa de variabilidade bacteriana. Sequéncia do gene 16S rRNA de E. coli com
locais de ligacdo de primers universais e regides varidveis V1 a V9 sublinhadas a verde claro.
Adaptado de (Baker et al, 2003)
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Figura 10. (Continua¢do) Mapa de variabilidade bacteriana. Sequéncia do gene 16S rRNA de E. coli
com locais de ligagdo de primers universais e regides varidveis V1 a V9 sublinhadas a verde-claro.

Adaptado de (Baker et al, 2003)

Uma estratégia alternativa aplicdvel as amostras bioldgicas normalmente estéreis,
como o sangue e o LCR, consiste na amplificacdo de zonas conservadas dos genes que
codificam para o RNA ribossomal (rRNA) bacteriano (Persing, 1993), com recurso a
primers de especificidade alargada, cobrindo numa tnica reac¢do uma ampla gama de

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

O principio da PCR universal para amplificagdo do rRNA, baseia-se na descoberta
de que todos os organismos ndo virais partilham homologia em pequenos segmentos
dos genes de rRNA (Persing, 1993). Alguns segmentos encontram-se em todas as

formas de vida ndo virais, outros sdo comuns a todos os membros do grupo Bacteria
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(Fonseca, 1998). Esta caracteristica possibilita a sintese de primers universais, para a
amplificacdo e/ou determinacdo da sequéncia de uma grande variedade de organismos

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

Dada a quantidade de informacio disponivel sobre a sequéncia 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, esta presente em multiplas cépias, no genoma de todas

as bactérias conhecidas, patogénicas ao homem.

A estrutura secunddria do gene 16S rRNA possui nove regides hiper varidveis,
interrompidas ocasionalmente por regides conservadas (figura 10) (Baker et al, 2003;
Van de Peer et al, 1996), o que possibilita a amplificacdo por PCR de sequéncias 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 LIMITACOES

No entanto, uma vez que a PCR universal pode detectar a quase totalidade das
bactérias, incluindo a flora normal da pele, torna-se dificil discriminar uma infeccao de
uma eventual contaminac¢do durante o processo de colheita da amostra (Corless et al,
2000). Este principio aplica-se ainda a possibilidade de contaminacdo dos reagentes e
material habitualmente utilizados na PCR (Corless et al, 2000; Nikkari et al, 2001).
Como na PCR uma simples c6pia de DNA molde pode ser amplificada 10° a 10° vezes,
qualquer contaminagdo com DNA bacteriano exdgeno pode ser problemética. Por outro
lado, a purificagdo das polimerases a partir das bactérias parece ser uma fonte recorrente
de contaminacdo de genes 16S rDNA, estando documentada a co-purificagdo de 4cidos
nucleicos, incluindo sequéncias de DNA ribossomal. A solucdo utilizada consiste na
irradiacdo dos reagentes com luz UV com uma concentracdo optimizada, de forma a
neutralizar o DNA contaminante, solu¢do que implica algum sacrificio da sensibilidade,
em beneficio da especificidade do resultado (Corless et al, 2000; Nadkarni et al, 2002;
Nikkari et al, 2001; Yamamoto, 2002).

28



INTRODUCAO

1.1.14.4 Sequenciacdo

As primeiras tentativas para sequenciar DNA foram efectuadas na década de 60
através da andlise detalhada de produtos de degradacdo (Shendure et al, 2008). No
entanto o comprimento e a complexidade do polimero de DNA mostraram ser bastante
problematicos. Em 1977 dois grupos liderados por Fred Sanger e Walter Gilbert
publicaram, independentemente, descricbes de metodologias para sequenciacdo de
DNA, tendo por base a electroforese em gel, capaz de separar fragmentos de DNA com
resolucdo de um unico par de bases (Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al, 1977). Nos
anos que se seguiram, a disseminac¢do rdpida destas tecnologias e a progressdo para
protocolos robustos, estiveram na origem de avangos criticos nas dreas da genética e da
biologia molecular. O desenvolvimento de plataformas de sequenciacdo automética e a
sua comercializacdo nos anos 80, determinaram o dominio do protocolo desenvolvido
por Sanger, também designado por sequenciacdo dideoxi, que se tornou no método de

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

1.1.14.4.1 METODO DE SANGER

O método cléssico de Sanger requer uma cadeia simples de DNA alvo, primer, DNA
polimerase, nucledtidos com marcagdo radioactiva e nucledtidos modificados que
terminam a extensdo das cadeias de DNA. A amostra é dividida em quatro reacgdes de
sequenciacdo separadas, contendo os quatro deoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP e
dTTP). A cada reaccdo € adicionado apenas um dos quatro di-deoxinucle6tidos (ddATP,
ddGTP, ddCTP e ddTTP), terminadores de cadeia que ndo possuem o grupo 3’-OH,
necessario para a ligacdo fosfodiester entre nucledtidos durante a extensdo das cadeias
de DNA. A incorporacdo de di-deoxinucledtidos termina a extensdo das cadeias,
resultando em fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. Estes fragmentos marcados
sdo desnaturados pelo calor e separados por electroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida. Cada uma das quatro reac¢des € corrida em pogos individuais, com

visualizag¢do por auto-radiografia.
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Figura 11. a) Auto-radiografia de um gel de acrilamida da sequéncia de DNA do $X174 como descrito
por Sanger em 1977 (Sanger et al, 1977); b) esquema da sequenciagdo de Sanger, com leitura dos

fragmentos de baixo para cima com a respectiva sequéncia a direita.

1.1.14.4.2 SEQUENCIACAO CICLICA AUTOMATICA

O método de sequenciacdo dideoxi actual difere do método classico de Sanger
em alguns pontos-chave. E efectuada apenas uma reacgio para a extensdo de primers,
que inclui os quatro di-deoxinucledtidos (ddNTPs). Estes estio marcados com
fluorocromos que sdo excitados a0 mesmo comprimento de onda, mas com diferentes
espectros de emissdo, permitindo a sua identificacdo. Para minimizar a quantidade de
DNA alvo necessdrio, € efectuada uma reac¢do de sequenciacdo ciclica, em que sdo
efectuados multiplos ciclos de desnaturacdo, hibridacdo de primers e extensdo das
cadeias para aumentar linearmente o niimero de cadeias terminadas. Este passo requer o
uso de polimerases apropriadas, termo-estdveis e com capacidade de incorporar os

ddNTPs modificados.
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Figura 12. Esquema representativo da sequenciagdo ciclica automdtica.

Os produtos da reac¢do de sequenciacdo ciclica sdo entdo analisados num
equipamento de sequenciacdo automdtica, por electroforese num capilar longo,
preenchido com polimero desnaturante, que resulta na separacdo dos fragmentos por
tamanho, com resolu¢io de um tnico par de bases. A medida que os fragmentos
distintos passam através de um sensor Optico, os fluorocromos dos ddNTPs sdo
excitados a um dado comprimento de onda, emitindo fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda, revelando a identidade da sua base terminal por FRET. A
medi¢do simultanea dos espectros de emissdo dos quatro comprimentos de onda, produz
um tragco sequencial a quatro cores. Algoritmos informéticos (base callers) interpretam
a altura dos picos obtidos, produzindo uma sequéncia de DNA. A exactidao das leituras

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

Os instrumentos de sequenciacdo automdtica convencionais sdo capazes de
efectuar leituras de pouco mais de 1000 pares de bases de comprimento, ou produzir 2.5

mega bases de informacao por dia.
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1.1.14.4.3 PROGRESSOS NA SEQUENCIACAO DE DNA

Os progressos no método de sequenciacdo aumentaram com a selec¢do de alvos
de sequenciacdo de maior complexidade, desde o genoma mitocondrial humano com
16.5 kb, até ao genoma do citomegalovirus (hCMV) com 237 kb (Hutchison, 2007).
Além dos avangos na automatizacdo, foi desenvolvido um conjunto de tecnologias de
suporte com o objectivo de reduzir custos e aumentar a capacidade de sequenciacdo.
Desde a constru¢cdo de bases de dados, preparacdo de amostras, di-deoxinucle6tidos
fluorescentes e polimerases termo-estdveis, bem como a implementagdo de centros de
sequenciacdo de grande fluxo em unidades especializadas na sequenciacdo eficiente de

DNA (Shendure et al, 2008).

Muito do investimento no desenvolvimento da sequenciacdo teve por base o Human
Genome Project, cujo esbogo foi conseguido em 2001 (Lander et al, 2001). A inovacao
tecnologia necessdria a um projecto destas dimensdes levou a diminui¢do exponencial
do custo por base sequenciada (Collins et al, 2003). Na figura 13 € possivel acompanhar

a andlise gendmica em larga escala para diferentes organismos ao longo do tempo.
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Figura 13. Linha temporal da andlise genémica em larga escala, sendo visivel a vermelho o

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

As plataformas de sequenciagdo automdtica recentemente comercializadas, que
ndo adoptam o método de Sanger, incluem os sistemas 454/Roche e SOLiD™/Applied
Biosystems cujo principio de funcionamento pode ser designado por sequenciacdo
ciclica em matriz. Estes sistemas sdo capazes de descodificar simultaneamente uma

matriz bidimensional com milhdes de caracteristicas sequenciais distintas.

O sistema 454/Roche aplica o principio da pirosequenciagdo, um método de
sequenciacdo por sintese em tempo real, que apresenta uma exactiddo semelhante ao
método de Sanger (Wicker et al, 2006). Neste método o DNA gendémico € fragmentado
mecanicamente e liga-se a micro esferas. Estas sdo capturadas em emulsao, funcionando
como micro reactores de PCR amplificando o alvo milhdes de vezes. As micro esferas
sdo entdo distribuidas em placas de fibra dptica, distribuidas por pocos onde sdo
adicionados os quatro nucledtidos a vez. A integragdo de um nucledtido numa cadeia de
DNA, traduz-se na emiss@do de um sinal luminoso pela libertacio de pirofosfato
inorgénico catalisado pela enzima luciferase. A intensidade do sinal é proporcional ao

nimero de nucledtidos que sdo integrados a cada passo (Figura 14 e 15.a).
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Figura 14. Principio da pirosequencia¢do. Activagdio da cascata enzimdtica quimioluminescente, capaz

de gerar um sinal luminoso possivel de quantificar.
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No sistema SOLiD™ comercializado pela Applied Biosystems, as micro esferas
sdo dispersas na superficie de uma lamina de vidro e imobilizadas por uma camada fina
de gel de acrilamida ou por ligacdo covalente directa a superficie. Uma caracteristica
Unica deste sistema reside na enzima utilizada, uma ligase. A cada ciclo, um conjunto de
sondas marcadas competem pela ligacdo ao primer de sequenciagcdo. Este conjunto de
sondas estd organizado de forma a existir correlacdo entre a identidade do fluorocromo

que marca a sonda e a posi¢cdo especifica da base (Figura 15.b).
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Figura 15. Representacdo do principio de sequencia¢do ciclica em matriz, usado pelo sistema

454/Roche (a) e SOLiD™/Applied Biosystems (b) Adaptado de: (Hall, 2007)

Os dois sistemas sdo ciclicos, uma vez que a cada ciclo um processo enzimatico
questiona a identidade de uma Unica base, paralelamente para todos os elementos. As
vantagens residem na quantidade de informacdo que estes sistemas conseguem
processar paralelamente, numa unica corrida, a custos inferiores aos métodos de
sequenciacdo tradicionais. As sequéncias obtidas sdo significativamente menores do que

com o método dideoxi, sendo necessdrio juntar os varios fragmentos obtidos e rever as
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bases de dados de forma a verificar a compatibilidade. Como todos os métodos novos,
serd necessario estabelecer a sua exactiddo e aplicabilidade. Vérios grupos estdo ja a
desenvolver plataformas para sequenciag¢do directa de moléculas simples, sem qualquer
passo de amplificacio (Shendure et al, 2008). E previsivel que os métodos de

sequenciacdo paralela massiva sejam dominantes nos proximos anos (Hutchison, 2007).

1.1.14.4.5 SEQUENCIACAO BACTERIANA

O ano de 1995 marcou a publicagdo das sequéncias gendmicas de duas bactérias
patogénicas humanas: Haemophilus influenzae (Fleischmann et al, 1995) e Mycoplasma
genitalium (Fraser et al, 1995). Inicialmente usada primordialmente em investigacdo, os
desenvolvimentos tecnoldgicos deram lugar a um manancial de informacdo que
permitiu estabelecer a sequenciagdo microbiana como uma ferramenta essencial em
varias dreas da microbiologia clinica, abrindo novos horizontes nos campos do
diagndstico, epidemiologia, patofisiologia e terapéutica (van Belkum, 2003). Até a
presente data (Abril 2008) estdo disponiveis 682 sequéncias cromossOmicas 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 niimero de genomas bacterianos sequenciados nos ultimos anos.
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Figura 16. Numero de genomas bacterianos completamente sequenciados desde 1995, ano da
sequenciacdo do genoma de Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium. Adaptado de (Fournier
et al, 2007).

35




INTRODUCAO

A informacdo disponibilizada pela sequenciagdo do genoma bacteriano pode ser usada
para seleccionar alvos para detec¢do molecular e genotipagem. Apds identificacdo das
funcdes dos diferentes genes por analogia com outras bactérias, é possivel deduzir
caracteristicas fenotipicas a partir do genétipo. As aplicagdes resultantes incluem o
desenvolvimento de meios de cultura especificos, a identificacio de mecanismos de
resisténcia aos antibidticos, a identificacdo de factores de viruléncia e a exploracao das

interac¢Oes hospedeiro-patogéneo (Fournier et al, 2007).

Uma das limitacdes dos métodos moleculares prende-se com a selec¢do da sequéncia
alvo, que pode interferir na sensibilidade e especificidade da detec¢do, e a capacidade
de discriminar entre espécies € mesmo estirpes. A sequenciacdo gendmica forneceu as

bases para a correcta escolha de alvos (Figura 17).
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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 Sequenciacao do Gene 16S rRNA

Em 1965 Dubnau e colaboradores estudaram oito espécies do género Bacillus,
encontrando um core de material genético conservado, relativamente resistente a
alteracdo evolutiva, que incluia os genes que codificam para o RNA ribossomal e RNA
de transferéncia (Dubnau et al, 1965a; Dubnau et al, 1965b). Nos anos 80 Woese, num
estudo pioneiro, referiu-se a uma revolu¢do na biologia, atribuida a possibilidade de
sequenciar 4cidos nucleicos, bem como as abordagens moleculares que alteraram a
percep¢do da evolugdo bacteriana. Este autor mostrou que era possivel determinar
relagcdes filogenéticas entre bactérias comparando regides conservadas do seu codigo
genético (Woese, 1987). Woese referiu-se a crondémetros moleculares, moléculas cuja
sequéncia se altera aleatoriamente ao longo do tempo. Na@o sendo possivel comparar o
estado inicial de evolucdo com o final (presente), uma vez que o padrdo inicial
(ancestral) ndo estd disponivel, a comparacdo € efectuada entre versdes de uma dada
sequéncia, representativas de linhagens diversas, partilhando um padrdo ancestral
comum (Woese, 1987). Os genes que codificam para o 5S, 16S e 23S rRNA, bem como
0s espagos entre estes genes, possuem a estabilidade suficiente para permitir esta
comparacao, sendo o gene 16S rRNA o mais usado em taxonomia bacteriana. O gene
16S pode ser comparado ndo s entre bactérias, mas também com o gene 16S rRNA das
arqueobactérias e o gene 18S rRNA dos eucariotas. A figura 18 mostra a relagdo entre
os dominios Archaea, Bacteria (procariotas) € Eucarya, bem como 0s principais ramos
nos procariotas baseados nas sequéncias do gene 16S rRNA (Clarridge, 2004; Woese,

1987).

O gene 16S rRNA apresenta-se altamente conservado, o que se supdem ser resultado do
seu papel critico na fun¢do celular, sendo possivel detectar regides com maior taxa de
mutacdo. Sendo um gene alvo para vérios agentes antimicrobianos, algumas mutacdes
podem afectar a susceptibilidade do organismo a estes agentes. Possui uma sequéncia
com cerca de 1500 bp, com polimorfismos inter-espécie suficientes para permitir
distingdes com validade estatistica. Sendo universal, o gene 16S rRNA permite

estabelecer relacdes entre todas as bactérias.
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Figura 18. Arvore filogenética universal com base na comparagio das sequéncias do gene 16s rRNA.

Adaptado de (Clarridge, 2004).

A sequenciac¢do total ou parcial do gene 16S rRNA € uma ferramenta cada vez mais
utilizada na identificacdo de estirpes bacterianas, quer apds amplificagdo a partir de
amostras primdrias (Millar et al, 2002; Zucol et al, 2006), quer no apoio a identificacdo
de estirpes isoladas por métodos culturais tradicionais, de dificil identificacdo (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).

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

diferenciacdo suficiente para identificacdo ao nivel da espécie, podendo ser necessdrio
sequenciar os 1500bp que constituem a totalidade do gene para uma correcta
diferenciacdo, sobretudo no caso de espécies muito préximas filogeneticamente

(Clarridge, 2004)
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OBJECTIVOS

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

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

Pretendeu-se ainda optimizar uma técnica de amplificacdo do gene 16S rRNA, ja
estudada, recorrendo ao material e reagentes agora disponiveis, tentando aumentar a
sensibilidade da mesma, sem comprometer a especificidade, para aplicacdo a produtos
biolégicos como sangue e LCR, com posterior comparagdo dos resultados obtidos com

os resultados das culturas.

Foi ainda objectivo implementar uma metodologia de identificacdo de isolados
bacterianos por sequenciagcdo directa, recorrendo ao sistema comercial MicroSeq 500

(Applied Biosystems).
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3.1 LC SeptiFast Test (Roche)

3.1.1 Amostras

Paralelamente a 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 clinicos. Foi também solicitada a colabora¢do do
Servigo de Urgéncia (SU) do Hospital Geral de Santo Anténio, Centro Hospitalar do
Porto, de onde foram estudadas 38 amostras de sangue, sujeitas aos critérios de selec¢ao
ja referidos. As amostras para estudo molecular foram conservadas entre 4 e 8°C ou a -
20°C até processamento, de acordo com as indicacdes do fabricante. As hemoculturas
foram enviadas de imediato ao servico de Microbiologia para os procedimentos

habituais.

3.1.2 Hemoculturas

O servico de Microbiologia funciona em permanéncia, 24 horas por dia, pelo que as
hemoculturas foram processadas de imediato, recorrendo ao sistema de monitorizagdo

continua BacT/ALERT 3D, bioMérieux,

Apés deteccdo automdtica de crescimento microbiano, foi efectuado o exame
microscopico do caldo da hemocultura apds coloracdo de Gram, sendo o resultado
comunicado ao clinico responsdvel sempre que considerado relevante. Paralelamente foi
efectuada subcultura do caldo da hemocultura em meio sélido enriquecido, para

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

3.1.3.1 Extraccdo e Purificacdo dos Acidos Nucleicos

De acordo com as indica¢des do fabricante, foram dispensados 3mL de sangue em
tubos de lise contendo esferas de vidro e ceramica, sendo a lise mecénica efectuada no
equipamento MagnaLyser durante 70 segundos a 7000 rpm. Ao lisado foi adicionada
proteinase K e um tampao caotropico de lise, potenciador da libertacio de acidos
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 ligacdo aos primers idénticos aos das sequéncias alvo. As sequéncias do
CI complementares a sonda de hibridagdo foram desenhadas de forma a permitirem a
diferenciacdo das sequéncias alvo. Apds digestdo, o lisado foi transferido para colunas
com filtros de silica. O DNA genémico humano, bem como o DNA bacteriano ou
fungico alvo ligou-se a superficie da silica. Todas as substancias ndo ligadas, como sais,
proteinas e outros fragmentos celulares foram removidos através de lavagens
sucessivas. Os acidos nucleicos adsorvidos foram finalmente libertados a temperatura
elevada (72°C) num volume aproximado de 250 uL. Este processo foi efectuado
recorrendo ao SeptiFast Lysis Kit MO**PF e SeptiFast Prep Kit M®**PF, e demorou

perto de 4 horas a executar.

Em todas as extrac¢des efectuadas foi introduzido um controlo negativo que foi
sujeito a todos os procedimentos descritos paralelamente as amostras estudadas. Todos
os passos de processamento da amostra e extraccdo de 4cidos nucleicos foram
efectuados numa sala apropriada, dedicada ao tratamento de amostras e manuseamento
de acidos nucleicos, em camara de fluxo laminar descontaminada diariamente com
RNase Away e radiacdo UV. Foi utilizado material plastico consumivel (pontas, tubos,

pipetas) com a classificagio MRAPE

(Microbiology grade). Este material € sujeito a um
tratamento que além da inviabilizacdo de microrganismos, garante a destruicdo de

quaisquer acidos nucleicos potencialmente contaminantes.
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3.1.4 Amplificacao dos Acidos Nucleicos

3.1.4.1 Alvo

A regido alvo seleccionada foi a internal transcribed spacer (ITS), que apresenta
diversos operdes no genoma bacteriano e fungico. A ITS estd localizada entre as
sequéncias de DNA ribossomal 16S e 23S de todas as bactérias gram-positivo e gram-
negativo e entre as sequéncias de DNA ribossomal 18S e 5.8S de todos os fungos. Na

tabela 4 estdo 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) CoNS? Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes)  Streptococcus spp’ Candida krusei
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida glabrata
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus

. ]
Acinectobacter baumannii

Stenotrophomonas maltophilia

!'Nio 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)

3S.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 Amplificacao

A amplificacdo dos 4cidos nucleicos foi efectuada por PCR em Tempo Real no
LightCycler 2.0 (Roche), recorrendo ao kit LC SeptiFast Test. Para cada amostra foram
efectuadas trés reaccoes de PCR: uma para amplificacdo de bactérias gram-positivo,
uma para bactérias gram-negativo e a terceira para fungos. Em cada reac¢dao foram
usados primers genéricos ou especificos das espécies em estudo (informacdo ndo

disponibilizada pelo fabricante).

Nas misturas de reaccdo foi incorporada a enzima AmpErase (uracil-N-glycosylase),
capaz de reconhecer e catalisar a destrui¢do de cadeias de DNA contendo deoxiuridina,
constituintes do produto de PCR, mas conservando as cadeias com deoxitimidina, com

origem no DNA bacteriano e fungico.

Para cada reaccdo de PCR foram adicionados 50 uL de mistura de reac¢ao a 50 puL de
DNA, recorrendo aos capilares de 100 puL LightCycler M®**PE. Apés centrifugagio,
correu-se o programa descrito na tabela 5 no LightCycler 2.0, com a duracio

aproximada de 2 horas.

Tabela 5. Condigdes de termociclagdo SeptiFast Test Light Cycler 2.0

Desericio Ciclos Temperatura Tempo Rampa Aquisigﬁo_
°C) (s) (°C/s) fluorescéncia
Incubag¢do UNG 1 40 300 20 -
Activagdo enzimadtica 1 95 600 20 -
Desnaturacdo 95 15 3 -
Amp hfl cagao Annealing 15 58 50 20 i
Extensdo 72 40 3 -
Desnaturacdo 95 15 3 -
Ampliltilcagﬁo Annealing 30 50 50 20 Simples
Extensdo 72 40 3 -
95 60 20 -
Dissociacdo 1 40 60 20 -
80 0 0.1 Continua
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3.1.4.3 Detecgao do produto amplificado

O produto amplificado foi detectado pela emissdo de fluorescéncia recorrendo a

sondas de hibridagdo FRET.

Cada uma das reac¢des de PCR (gram-positivos, gram-negativos e fungos) foi analisada
em quatro canais diferentes, correspondentes a diferentes comprimentos de onda de
emissdo de fluorescéncia (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 diferenca entre um resultado
positivo ou negativo. A auséncia de amplificacdo do controlo negativo, a amplificacio
dos controlos positivos com picos de dissociacdo (Tm) especificos e dentro de valores
definidos pelo fabricante, bem como a amplificacdo do Controlo Interno (CI) em cada

reaccdo, definiram a validade dos resultados.

O desenho das sondas usadas permitiu diferenciar as espécies pelas diferencas nas
temperaturas de dissociacdo quando detectadas num mesmo canal. No final da reac¢do
os resultados foram analisados individualmente, para correccdo das diferentes

temperaturas de dissociag@o obtidas.

3.1.4.4 Identificacdo automadtica das espécies

A identificacdo dos produtos amplificados teve por base a andlise de curvas de
dissociagdo das amostras e controlos, recorrendo ao SeptiFast ldentification Software,
capaz de gerar um relatério 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 — € fechado, ndo permitindo alteragdes ao programa, nem possibilitando

alteracOes a parametros pré definidos.
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3.2 Amplificacao de 370bp do gene 16S rRNA

3.2.1 Amostras

Foram utilizadas estirpes ATCC - American Type Culture Collection existentes no
servico de Microbiologia, para a optimizacdo dos protocolos de extraccdo e
amplificacdo de 4cidos nucleicos. As estirpes seleccionadas incluiram bactérias gram-

positivo e bactérias gram-negativo (tabela 6).

Tabela 6. Estirpes bacterianas usadas no processo de optimizagdo

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 suspensoes das diferentes estirpes em soro fisioldgico, padronizado a
1 na escala de McFarland (30 x 10’ UFC/ml), diluidas seriadamente e conservadas a -

20°C até processamento.

3.2.2 Extracciio e purificacio dos Acidos Nucleicos

Todo o material plastico usado na extrac¢do de dcidos nucleicos foi sujeito a

radiagbes UV (UV Crosslinker, Appligene), a 999.99 pJ/cm’ durante 20 minutos
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(intensidade previamente optimizada), com o objectivo de inactivar DNA contaminante

de origem exdgena.

Dadas as diferengas na constitui¢do da parede bacteriana das estirpes, estabeleceu-se um
protocolo de tratamento enzimdtico pré-extraccdo, capaz de libertar os dcidos nucleicos
quer de bactérias gram-positivo quer gram-negativo. Assim, apds homogeneizacdo, a
200ul de suspensdo bacteriana, foram adicionados 100ul de tampdo Tris-EDTA
(QBiogene, USA), acrescentaram-se 10ul de Mutanolisina 1mg/ml (Sigma, Espanha) e
30ul de lisostafina 5Smg/ml (Sigma, Espanha). As suspensdes incubaram a 37°C por 60

minutos, seguindo-se homogeneizagdo vigorosa no vortex.

A purificacdo de DNA bacteriano foi efectuada de forma automadtica 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
300uL de suspensdo bacteriana lisada como descrito, foram adicionados 200ul de
tampao de lise, incubando 15 minutos com agitacdo. A extrac¢do automdtica no Magna
Pure LC obedeceu as indicacdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram
tratadas com agentes desnaturantes potentes e proteinase K, para digestdo proteica. Uma
vez livres, os dcidos nucleicos sdo adsorvidos a silica que reveste a superficie das
particulas magnéticas. Apos lavagens para remoc¢do de possiveis inibidores, o processo

termina com a eluicdo dos 4cidos nucleicos purificados. Para um volume de amostra pré

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

3.2.3 Amplificacao 16S rRNA por PCR em Tempo Real

A reac¢do de PCR em tempo real foi optimizada no termociclador Smart Cycler
IT (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 sequéncia da sonda, que foi sintetizada com o
formato TagMan, sendo marcada com FAM (6-carboxifluoresceina) na extremidade 5’
e TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) na extremidade 3°. As sequéncias de primers

e sonda estao descritas na tabela 7.
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Tabela 7. Primers e sonda TagMan usados no PCR em tempo real para amplificagdo de 370bp do gene
16S rRNA.

Designagdo  Localizacio* Sequéncia 5’—3’ Fragmento
P ”"mlgg‘é’iw‘”’d 1170-1189 AACTGGAGGAAGGTGGGGAT
Primer reverse 55y 1540 AGGAGGTGATCCAACCGCA 370 bp

DG74

Sonda RDR245 1369-1395 GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG

*Localizagdo em Escherichia coli

O protocolo base cumpria as seguintes condi¢des: tampao da enzima 1X, concentragdo
MgCl, a 2,5mM, dNTPs a 0,2mM, primers a 1uM, sonda a 0,3uM e enzima EXT DNA
Polymerase (Finnzymes) a 0,04U/uL num volume final de 25puL incluindo SuL de
DNA. O programa de PCR seguiu os passos descritos na tabela 8.

Tabela 8. Programa de PCR em Tempo Real para amplificacdo de 370bp do gene 16S rRNA no
SmartCycler, Cepheid.

Descricao Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
Activagdo enzimatica 1X 95 300
Desnaturacdo 95 5
Annealing 45X 55 25
Extensao 68 30

Foi testada uma nova enzima — AmpliTaq DNA LD (Low DNA) (Applied Biosystems),
bem como diferentes concentragdes de MgCl, (2.0mM, 2.5mM, 3.0mM e 3.5mM), de
primers (1.0uM, 1.2uM e 1.4uM) de sonda (0.3uM, 0.4uM e 0.5uM) e volume de DNA
na reac¢do (5 e 10ul).

A avaliacdo das diferentes condigdes foi efectuada por andlise da intensidade de

fluorescéncia emitida, do valor de Cr (cycle treshold) no canal FAM do Smart Cycler.
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Durante a fase de optimizacdo foi efectuada a andlise electroforética de todos os
produtos de reaccdo por electroforese capilar no Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent

Technologies), recorrendo ao kit Series II DNA 100.

3.2.4 Controlo de contaminacoes

Além da descontaminacdo de todo o material plastico usado no processo de extrac¢ao
de 4cidos nucleicos por exposi¢do a radiacdo UV, a manipulacdo do DNA a testar foi
sempre efectuada em camara de fluxo laminar descontaminada com RNase Away
(MBP, Molecular Bioproducts) e radiagdo UV, cumprindo sempre as normas de
funcionamento da Unidade de Biologia Molecular no que respeita a separacao fisica das
areas de manipulacdo de DNA, preparacdo da mistura de reac¢do e manipulacdo do

produto amplificado, respeitando o fluxo unidireccional de trabalho.

Em cada reac¢do de PCR foi incluido um ou mais controlos negativos, que seguiram
todos os passos do procedimento, sendo adicionada dgua 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 contamina¢do durante a
fase de adicdo de DNA, durante a qual os tubos do controlo negativo permaneceram

sempre abertos.
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3.3 Sequenciacao bacteriana

3.3.1 Estirpes bacterianas

Foram utilizados isolados bacterianos estudados no servico de Microbiologia,
provenientes de um programa externo de controlo de qualidade — UK NEQAS — United
Kingdom National External Quality Assessment Service, bem como isolados clinicos
obtidos a partir de diferentes produtos biolégicos. As culturas bacterianas foram
enviadas para sequenciacdo quando a sua identificacdo por métodos convencionais ndo

se revelou conclusiva.

3.3.2 Extraccao e purificacao dos Acidos Nucleicos

Foram usadas culturas em meio s6lido para assegurar o grau de pureza das
mesmas. Assim, com uma ansa estéril recolheram-se algumas colonias perfeitamente
isoladas, que foram suspensas em 200 pl de tampao G2 (Qiagen). Adicionaram-se 10ul
de Mutanolisina 1mg/ml (Sigma, Espanha) e 30ul de lisostafina Smg/ml (Sigma,
Espanha), incubando a 37°C por 60 minutos, ao que se seguiu homogeneizag¢do vigorosa
no vortex. A purificacdo dos 4cidos nucleicos foi efectuada recorrendo ao equipamento
EZ 1 BioRobot (Qiagen) e ao Tissue Kit e Cartdo de Bactérias do mesmo equipamento.
O principio do método de extrac¢do tem por base o método das particulas magnéticas
revestidas com silica, ja descrito. Seguiram-se as indicacdes do fabricante, optando-se

por eluir os dcidos nucleicos num volume final de 100ul.
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3.3.3 Amplificacao e sequenciacao com o sistema MicroSeq 500

Apé6s quantificacdo por espectrofotometria, foram usados aproximadamente
25ng do DNA purificado para amplificagdo 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 reac¢do de 30ul, com o programa descrito na tabela 9 de acordo com as

indicacdes do fabricante.

Tabela 9. Condi¢des de termociclagdo para amplificacdo com MicroSeq 500.

Descricao Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
Activagdo enzimadtica 1 95 600
Desnaturacdo 95 10
Annealing 30 60 30
Extensao 72 30
Extensao final 1 72 600

Confirmou-se a presenga de produto amplificado por electroforese capilar recorrendo ao
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies), sendo possivel observar nas amostras

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

A purificacdo dos produtos amplificados foi efectuada em colunas Microcon-100
Microconcentrator (Millipore), de acordo com as indicagdes do fabricante. A presenca
de DNA purificado foi confirmada por electroforese capilar como previamente descrito.
A reaccdo de sequenciagdo ciclica foi efectuada com o MicroSeq 500 16S rDNA
Sequencing Kit (Applied Biosystems), compreendendo uma reac¢do forward e outra
reverse, cada uma num volume total de 20ul, 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. Condi¢des da reac¢do de sequenciagdo ciclica MicroSeq 500

Descricao Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
Desnaturagio 96 10

Annealing 25 50 3

Extensdo 60 240

ApOs a reaccdo assimétrica, o DNA foi purificado com o sistema de colunas AutoSeq™
G-50 Dye Terminator Removal Kit (GE-Healthcare), de acordo com as instrugdes do
fabricante, sendo entdo concentrado em centrifuga de viacuo durante 40 minutos.
Finalmente o DNA foi desnaturado com 20ul de Hi-Di™ Formamide (Applied
Biosystems) e pelo calor, 2 minutos a 95°C, sendo entao transferido para o sequenciador

ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

3.3.4 Amplificacao e sequenciacao de 370pb do gene 16S rRNA

3.3.4.1 Amostras clinicas

A amplificacdo de 370bp do gene 16S rRNA foi testada inicialmente na Unidade de
Biologia Molecular com o objectivo de detectar presenca bacteriana em amostras de
LCR de pacientes com suspeita de meningite bacteriana. O protocolo entdo iniciado nao
teve continuidade, uma vez que sem um método de identificacdo do microrganismo, a
interpretacdo do resultado era problemdtica. Desta forma, para testar a viabilidade da
identificacdo por sequenciagdo directa dos 370bp do gene 16S rRNA, utilizaram-se 11

amostras de LCR com resultado positivo por PCR em tempo real (protocolo ja 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 amplificacio do DNA no termociclador Smart
Cycler II (Cepheid) com o programa descrito na tabela 8, mas sem adicao de sonda na
mistura de reaccdo. Foi verificada a presenca de produto amplificado por electroforese
capilar, este foi purificado com colunas Microcom-100 Microconcentrator. As reaccoes
de sequenciagdo ciclica forward e reverse foram efectuadas separadamente, usando 8ul
de Terminator Ready Reaction Mix, 3.2 pmol de cada primer e 3 a 10 ng de produto
amplificado, completando com 4gua ultra pura para um volume final de 20ul. O
programa de PCR estd descrito na tabela 10, sendo antecedido de um passo de
desnaturacdo a 96°C durante 1 minuto. Seguiu-se o procedimento de purificagdo 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 entdo as amostras transferidas para o sequenciador ABI

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

3.3.5 Analise das sequéncias

A andlise das sequéncias foi efectuada recorrendo ao software Chromas
(Genome Express) e incluiu a edicdo das sequéncias obtidas para resolucdo de
discrepancias resultantes das limitacdes dos sistemas de detec¢do e andlise, e a
comparacdo das mesmas com sequéncias existentes numa base de dados publica,

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

identificacdo da bactéria o resultado com a maior percentagem de homologia com as
sequéncias presentes na base de dados ou, quando aplicavel, os dois resultados com

maior percentagem de homologia.
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4. RESULTADOS
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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 invalidas
dada a auséncia de amplificacdo de CI nas trés reaccdes 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 representacdo gréfica dos picos de
dissociagdo do CI para gram-positivos (Tm 47,5°C no canal 705), gram-negativos (Tm

59°C no canal 705) e fungos (Tm de 47°C no canal 640) encontra-se na figura 19.
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Figura 19. Representacdo grdfica dos picos de dissociacdo do controlo interno para gram-positivos (a), gram-

negativos (b) e fungos (c).

Das amostras colhidas na UCIP, havia administra¢do 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.
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40 -
35 -
30 -
25 -+ M Com antibioterapia
20 -~ M Sem antibioterapia
15 A
10 A

ucip SU

Figura 20. Antibioterapia instituida previamente a colheita, por servigo.

4.1.1 Comparacao 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 17
SeptiFast - 8 (o) 57 () 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 servico de proveniéncia, ndo foram encontradas

diferencas significativas, como pode ser observado na tabela 12

Tabela 12. Resultados comparativos entre SeptiFast e Hemocultura por servigo

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 concordancia total entre a identificacdo obtida por SeptiFast e a
identificacdo cldssica 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.
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Figura 21. Klebsiella pneumoniae Ch 640; TM 57,8°C
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Figura 22. Aspergillus fumigatus Ch610; Tm 58°C

Da andlise 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 deteccdo de
microrganismos por hemocultura, sem amplificacio por PCR. Estes casos estdo

descritos detalhadamente na tabela 13.

A discrepancia nas datas de colheita destas 8 amostras, corresponde ao inicio do estudo,
em que a colheita de amostra para SeptiFast foi efectuada 48-72h apds a colheita de
hemocultura, e estas amostras estdo descritas na tabela 13, correspondendo aos casos 3 a

11.
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Tabela 13. Resultados negativos por SeptiFast com isolamento cultural (hemocultura positiva)

Id. Servico Antibioterapia SeptiFast Hemocultura Observacoes
) ) Apenas 1 hemoc. positiva
3 ucCIp Ciprofloxacina NEG E. cloacae . . .
Discrepancia na data de colheita
. Sinal especifico fraco
4 SU NC NEG E. coli . . .
Discrepancia na data de colheita
Sinal especifico fraco
7 UCIP Meropenem NEG Ps. aeruginosa . . .
Discrepancia na data de colheita
8 UCIP AMC? NEG E. coli Discrepéincia na data de colheita
10 SU NC! NEG S. aureus Discrepéincia na data de colheita
11 UCIP Linezolide NEG E. cloacae Apenas 1 hemoc. positiva
55 SU NC! NEG E. coli Sinal especifico fraco
58 SU NC! NEG Ps. aeruginosa Sem CI em Gram negativo
"Nao Consta *Amoxacilina/Ac. Clavulimico *Controlo Interno

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

linha de base pré definida, é possivel observar na figura 23 o gréifico correspondente ao

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

50.7°C a cinzento) e a amostra 4 a azul, com Tm especifica 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 50.4°C (gréfico ndo apresentado). Na figura 24 uma

situacdo semelhante para a amostra 7, desta vez com Tm de 57,5°C no canal 670, com

valor de fluorescéncia de 0.193 para um valor de base de 0.236.
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Figura 23. Amostra 4 CH 670 Tm 50.7°C, pico azul,

ligeiramente abaixo da linha de base.
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Melting Peaks
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Figura 24. Amostra 7, CH 670 Tm 57.5°C, pico

cinzento, ligeiramente abaixo da linha de base.

Na amostra 58, apesar de haver amplificagdo do CI para gram-positivos e fungos, ndo
foi observado sinal de CI na PCR de gram negativos, o que sugere que apesar da
extraccdo de dcidos nucleicos ter sido bem sucedida (amplificacdo CI para gram
positivos e fungos), poderd ter ocorrido inibi¢do da amplificacdo do CI por excesso de
DNA bacteriano. Relativamente as amostras 3 e 11 € ainda de assinalar que em quatro
hemoculturas colhidas com diferenca de dois dias, apenas houve crescimento bacteriano

numa das colheitas.

4.1.2.2 SeptiFast Positivo — Hemocultura Negativa

Em 8 amostras houve detec¢do de microrganismos por PCR, no entanto as hemoculturas
permaneceram estéreis até ao final do periodo de incubacdo. Estes casos estdo descritos

detalhadamente na tabela 14.

Em trés pacientes (9, 28 e 54) com hemocultura negativa, 0 mesmo microrganismo
identificado no sangue por SeptiFast foi isolado em outros produtos biologicos colhidos
a estes pacientes na mesma altura. Relativamente aos pacientes 16, 46 e 79, ndo foram
isolados ou detectados quaisquer microrganismos pelos métodos convencionais, no

entanto apresentaram resposta positiva a terapéutica instituida.
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Tabela 14. Resultados discordantes: SeptiFast positivo — Hemocultura negativa

Id. Servico Antibioterapia SeptiFast Hemoc. Observacoes
9 UCIP Imipenem Kl. pneumoniae NEG K. pneumoniae isolada na urina
15 UCIP Meropenem E. cloacae/aerogenes NEG Paciente faleceu em choque séptico

Confirmagao clinica da infecgdo

16 SU NC! S. aureus NEG o .
com resposta a antibioterapia

S. aureus/
28 UCIP Meropenem NEG S. aureus na expectoragao
K. pneumoniae

Doente pds cirtrgico, recorreu ao
46 SU NC! E. cloacae/aerogenes NEG SU com febre, foi internado e
respondeu a antibioterapia

E. cloacae/aerogenes
54 SU NC' NEG
C. tropicalis

Isolados E. cloacae e C. tropicalis
na urina.

Doente teve alta clinica do SU. Sem

77 SU NC! S. pneumoniae NEG . ~ L
informacgdes adicionais relevantes.
Doente recorreu ao SU com febre,

79 SU NC! S. aureus NEG foi internado e respondeu a
antibioterapia

'Nzo Consta

A amostra 16 corresponde a um paciente que faleceu em choque séptico dois dias apds
internamento na UCIP na sequéncia de ruptura abdominal, situacdo clinica que ¢é
compativel com o agente detectado, ndo havendo registo de andlises microbioldgicas
complementares. Na amostra 77 foi detectada uma espécie Streptococcus pneumoniae,
sem registo de internamento hospitalar e sem anélises microbiolégicas complementares,

nao sendo possivel confirmar este resultado.

Considerando que apenas um dos casos ndo teve confirmacdo, quer clinica, quer
analitica (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 evidéncia clinica (designado

por — Infeccdo confirmada) podem ser apresentados de acordo com a tabela 15.
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Tabela 15. Resultados obtidos por SeptiFast relativamente a infeccdo confirmada

Infeccao Infeccio nao Total
confirmada confirmada
SeptiFast + 16 (a) 1 (v) 17
SeptiFast — 8 (o) 57 @) 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 avaliacdo do resultado da hemocultura (Infeccdo
confirmada por SeptiFast), os resultados dos dois métodos podem ser comparados como

descrito na tabela 16.

Tabela 16. Comparagdo dos dois métodos relativamente a confirmac¢do da infec¢do

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.

68



RESULTADOS

4.1.3 Microrganismos detectados

Na figura 25 € possivel observar os diferentes tipos de microrganismos detectados pelos
dois métodos. A deteccdo de bactérias gram positivo foi ligeiramente superior com o
SeptiFast, sendo a hemocultura ligeiramente superior na recuperacao de bactérias gram

negativo.

12 - 11

10 - EI—

M Gram positivo
6 - M Gram negativo

4 - i Fungos

Hemocultura Septifast

Figura 25. Tipo de microrganismos detectados por hemocultura e SeptiFast

Na figura 26 estdo representados os microrganismos detectados por método,
destacando-se S. aureus quando detectado por SeptiFast, e E. coli quando detectada por

hemocultura.

A. fumigatus
C. tropicalis

S. pneumoniae

SCoN
S. aureus H Hemocultura
P. aeruginosa M SeptiFast

E. cloacae
K. pneumoniae

E. coli

Figura 26. Microrganismos detectados por hemocultura e SeptiFast
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Nas amostras estudadas foram detectadas infec¢des mistas em 2 casos por Hemocultura

e em 3 casos por SeptiFast, descritas na tabela 17.

Tabela 17. Infec¢des mistas detectadas por SeptiFast e Hemocultura

Identificacio SeptiFast Hemocultura
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
2
Citrobacter freundii
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
6
Aspergillus fumigatus Aspergillus spp
Staphylococcus aureus
28 -
Klebsiella pneumoniae
E. cloacae/aerogenes
54 -

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
max. 89 horas), com tempo médio de positividade para gram positivos de 30 horas e
gram negativos de 15 horas. O tempo de execucdo SeptiFast até obtencdo da

identificacdo foi de 6-7 horas.
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4.2 Optimizacao da PCR em tempo real para amplificacao de

370bp do gene 16S rRNA

Tendo por base um protocolo previamente ensaiado, tentou-se a sua optimizagao
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 comparagdo entre as duas enzimas estdo descritos na tabela 18. Além de
ndo haver melhoria significativa de sensibilidade, houve amplificacdo dos controlos

negativos com a nova enzima.

Tabela 18. Resultados comparativos entre diferentes enzimas obtidos na PCR em tempo real

EXT DNA Pol AmpliTaq Gold DNA Pol LD

Estirpe
FAM Cy bp FAM C;, 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

Cr— Cycle threshold bp — pares de bases

Para confirmar os resultados obtidos, repetiu-se o ensaio mas desta vez com diluicdes
seriadas da estirpe ATCC 25923 (resultados ndo apresentados), confirmando-se a
sensibilidade equivalente, com amplificagdo do controlo negativo no ciclo 33 da reac¢do
com a enzima AmpliTaq Gold LD. Nas amostras mais diluidas ndo se observou
amplificacdo. Os restantes reagentes utilizados foram testados separadamente, sem se
verificar qualquer contaminacdo, eliminando-se a possibilidade de contaminagdo por
parte destes reagentes. A ocorréncia de sinal positivo sem presenca de DNA bacteriano
levou ao abandono desta enzima, optando-se por continuar a optimizacdo 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 reac¢do, usando Sul e 10ul de

DNA. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 19.

Tabela 19. Comparagdo entre volumes de DNA

Sul de DNA 10ul de DNA
Estirpe
FAM Cy bp FAM Cy bp
Branco - - - -
25923 107 29.70 370 25.71 370
25923 107 31.83 370 - 370
25923 10 - - - -
Cr— Cycle threshold bp — pares de bases

Com o dobro do volume de DNA foi notéria a diminui¢do do valor de Cy para a
dilui¢do 10”. Apesar da dilui¢io 10~ ndo apresentar sinal de fluorescéncia, a presenca
de um fragmento especifico de 370 bp levou a continuagcdo da optimizacido da reacc¢io

com 10ul de DNA.

A variagdo da concentracdo de primers e MgCl, ndo introduziu melhorias na
sensibilidade da técnica (resultados ndo apresentados), verificando-se que as
quantidades inicialmente usadas ([MgCL]=2.5mM e [primers]=1.0uM) ofereciam

melhores resultados também com 10ul de DNA.

Na necessidade de melhorar o sinal de fluorescéncia, testaram-se diferentes
concentragdes de sonda Tagman RDR245 — 0.3uM, 0.4uM e 0.5uM. Os resultados
mostraram que a concentracdo de 0.5uM resultou em valores de Cy mais baixos, ou

seja, no aumento da sensibilidade da técnica.

Finalmente, o protocolo optimizado foi testado em paralelo com o protocolo inicial,
para dilui¢cdes de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC
25922), observando-se aumento da intensidade de fluorescéncia, bem como a

capacidade de detectar mais uma dilui¢do em Escherichia coli (Figura 27 e tabela 20).
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Figura 27. Curvas de amplificagio do DNA de S. aureus e E. coli diluidos seriadamente

resultantes da aplicacdo dos protocolos inicial (a) e optimizado (b).

Tabela 20. Resultados comparativos entre o protocolo inicial e o protocolo optimizado, aplicados a

dilui¢des seriadas de DNA de S. aureus e E. coli.

5uL. de DNA
[Sonda] =0.3pM

10pL. de DNA

[Sonda] =0.5pM

Amostras Cr bp Cr bp
Branco - - - -
E. coli 17.14 370 17.63 370
E. coli 10! 22.88 370 22.13 370
E. coli 107 25.71 370 25.27 370
E. coli 10 30.62 370 29.10 370
E. coli 107 0.00 0 32.67 370
S. aureus 16.73 370 15.33 370
S. aureus 10™ 20.98 370 18.96 370
S. aureus 107 25.32 370 22.59 370
S. aureus 107 28.52 370 27.38 370
S. aureus 10™ 0.00 0 0.00 0

Cr— cycle threshold

bp — pares de bases
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4.3 Sequenciacao Bacteriana MicroSeq 500 16S rRNA

As sequéncias obtidas a partir dos isolados bacterianos foram identificadas de

acordo com os resultados indicados na tabela 21.

Nas 54 estirpes estudadas, foi possivel chegar a uma identificacdo conclusiva ao nivel
da espécie, com pelo menos 99% de identidade entre as sequéncias obtidas e as
sequéncias presentes na base de dados, em 47 casos. Nas restantes 7 amostras, ndo foi

possivel a distin¢gdo conclusiva a este nivel.

No isolado identificado como Acinetobacter spp, apenas ocorreu diferenca inferior a 1%
para identificacdo do género. Ao nivel da espécie a diferenca ndo permitia a
identificacdo. Na identificacdo dos dois casos de Brucella spp, com homologia de 100%
na sequéncia 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 distin¢ao inter-espécie nao foi
possivel. O mesmo ocorreu entre as sequéncias de Campylobacter jejuni e C. coli, com
99% de homologia, bem como entre as sequéncias 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 ndo

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 diferenciacdo por métodos fenotipicos.
Quando mais do que duas espécies correspondiam ao mesmo perfil, a identificacdo foi

reportada apenas ao nivel do género.

A estirpe identificada como Streptococcus suis foi isolada no laboratério de
Microbiologia a partir de uma amostra de liquido cefalorraquidiano de um paciente com
suspeita de meningite bacteriana, que tinha participado numa matanca de porco. Apos
sequenciacdo do isolado clinico, existindo ainda amostra bioldgica suficiente, esta foi
testada segundo procedimento descrito para os isolados bacterianos, e foi possivel obter

a mesma identificacdo, quer a partir do isolado clinico, quer do LCR.
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Tabela 21. Resultados da sequenciagdo usando MicroSeq 500

Identificacao Origem Caracteristicas Quantidade

Acinetobacter spp Isolado Clinico Bacilo Gram — NF 1
Actinomyces funkeii Isolado Clinico Anaerébio 1
Actinomyces israelii NEQAS Anaerébio 1
Actinomyces odontolylicus Isolado Clinico Anaerébio 1
Actinomyces turicensis Isolado Clinico Anaerébio 1
Bacillus cereus NEQAS Bacilo Gram + 1
Bacillus licheniformis Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Brevibacterium sanguinis Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Brucella spp Isolado Clinico Bacilo Gram - Fastidioso 2
Campylobacter curvus Isolado Clinico Bacilo Gram - Fastidioso 2
Campylobacter jejuni/coli NEQAS Bacilo Gram - Fastidioso 1
Capnocytophaga canimorsus NEQAS Bacilo Gram - Fastidioso 1
Capnocytophaga canimorsus Isolado Clinico Bacilo Gram - Fastidioso 1
Corynebacterium afermentans Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Corynebacterium diftheriae NEQAS Bacilo Gram + 1
Corynebacterium macinleyi Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Corynebacterium striatum Isolado Clinico Bacilo Gram + 2
Corynebacterium xerosis Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Eikenella corrodens Isolado Clinico Bacilo Gram - Fastidioso 2
Enterococcus faecalis Isolado Clinico Coco Gram + 1
Enterococcus faecium Isolado Clinico Coco Gram + 1
Haemophilus influenzae Isolado Clinico Cocobacilo Gram - 1
Haemophilus segnis Isolado Clinico Cocobacilo Gram - 1
Lactobacillus fermentum Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Lactobacillus paracasei/casei NEQAS Bacilo Gram + 1
Lactobacillus rhamnosus/casei Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Microbacterium oxydans Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Mycobacterium abcessus/chelonae Isolado Clinico Micobactéria 1
Neisseria gonorrhoeae NEQAS Coco Gram - 1
Neisseria mucosa Isolado Clinico Coco Gram - 1
Nocardia asteroides NEQAS Bacilo Gram + 2
Nocardia asteroides Isolado Clinico Bacilo Gram + 1
Nocardia farcinica Isolado Clinico Bacilo Gram + 3
Propionibacterium propionicum Isolado Clinico Anaerébio 1
Staphylococcus aureus Isolado Clinico Coco Gram + 1
Streptococcus constellatus Isolado Clinico Strep. Viridans 2
Streptococcus mitis Isolado Clinico Strep. Viridans 4
Streptococcus oralis NEQAS Strep. Viridans 1
Streptococcus parasanguinis Isolado Clinico Strep. Viridans 1
Streptococcus salivarius Isolado Clinico Strep. Viridans 1
Streptococcus suis Isolado Clinico Coco Gram + 1
Streptococcus suis LCR Coco Gram + 1
Sutterella wadsworthensis Isolado Clinico Anaerébio 1

54

NF — Nao fermentadores
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Nos isolados com origem no programa UK-NEQAS, a identificacio conseguida por
sequencia¢do foi confirmada com o resultado do programa de controlo de qualidade.
Nos isolados clinicos, a identificacdo obtida estava de acordo com as caracteristicas

fenotipicas observadas pelos métodos convencionais.

As bactérias identificadas por sequenciagcdo estdo representadas na figura 28, agrupadas

de acordo com algumas caracteristicas fenotipicas que as distinguem.

Varias

Micobactérias 2%

7%
T 17 %

Bactérias comuns

Strep grupo Viridans

T 5%
Bacilos Gram + 35%

. T 2%
Bacilos Gram - NF

Bacilos Gram - Fastidiosos 17%

11%
Anaerobios ¢

Figura 28. Bactérias identificadas por sequenciacido 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 sdo problemdticos quanto a sua

identificacdo fenotipica.

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 identificacdo das
trés primeiras estirpes foi também confirmada por PCR especifico, por protocolos ja
implementados na rotina laboratorial da Unidade de Biologia Molecular do Centro

Hospitalar do Porto.
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No grupo “Vdrias” foram agrupadas as espécies: Haemophilus segnis, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria mucosa € Streptococcus suis, bactérias menos frequentes na

rotina laboratorial, e cuja identificacdo por métodos fenotipicos pode ser problematica.

4.4 Sequenciacao bacteriana de 370bp do gene 16S rRNA

Com o objectivo de avaliar a identificacdo rdpida das espécies bacterianas
detectadas por PCR em tempo real, foi realizada a sequencia¢do dos 370bp do gene 16S
rRNA. A sequenciacdo dessa regido 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 sequenciacdo das duas regides encontram-se na tabela 22.

Tabela 22. Comparagdo entre sequenciagdo com MicroSeq 500 e 370bp 16S rRNA

MicroSeq 500 %' 370bp 16S rRNA %'
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

! Percentagem de homologia entre a sequéncia dos isolados e a sequéncia mais préxima na base de dados.

A sequencia¢cdo de uma regido mais pequena e situada no fim do gene 16S rRNA, ndo
permitiu identificar 4 dos isolados bacterianos ao nivel da espécie (Nocardia spp e
Eikenella spp), o que foi possivel sequenciando os primeiros 500bp (MicroSeq 500). No
entanto os 370bp permitiram identificar inequivocamente a estirpe de Lactobacillus
paracasei, o que ndo 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 entdo sequenciado o DNA extraido de 11 amostras de LCR previamente testadas
com resultado positivo por PCR em tempo real. O resultado da sequenciacdo foi
comparado com a identificacdo fenotipica obtida por métodos microbiolégicos

convencionais, aquando do estudo destas amostras (tabela 23)

Tabela 23. Comparagdo entre a identificagdo fenotipica e a sequenciacdo de 370bp do gene 16S rRNA

. . . Sequenciacio X
Identificacao fenotipica %
370bp 16S rRNA
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 SI? -
9 Neisseria meningitidis SI? -
10 Enterobacter cloacae Enterobacter spp 98
11 Flora de contaminagéo Burkholderia spp 99

! Percentagem de homologia entre a sequéncia dos isolados e a sequéncia mais préxima na base de dados.

2 . . ~
Sem identificagdo

Foi possivel chegar a uma identificacdo conclusiva ao nivel da espécie em sete casos,
apesar da percentagem de homologia com as sequéncias presentes na base de dados ser
na maioria dos casos inferior a 99%. Em dois casos a identificacdo foi conseguida
apenas ao nivel do género. A estirpe identificada como Burkholderia spp foi detectada
numa amostra de LCR com flora de contaminagdo, mas sem identificacdo da mesma.
Em duas amostras as sequéncias obtidas ndo encontraram correspondéncia com
qualquer sequéncia da base de dados. Uma sec¢do da sequéncia obtida a partir da

z

amostra 9 pode ser observada na figura 29. A sobreposicao de picos € sugestiva da
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presenca de mais do que uma sequéncia, podendo indicar contamina¢do da amostra. O
mesmo pode ser inferido da andlise da sequéncia da amostra 8 (imagem ndo
apresentada). Na figura 30 € possivel observar um exemplo das sequéncias obtidas a

partir da sequenciacdo dos 370bp do gene 16S rRNA, sem sobreposi¢cdo de picos.

180 110 120 138 148 158
HNTA GATEEC N 6 A TTEGT TE N HTH TGN NT THNHNTACCTNETG NG N N NCT TG NCNGCT T TG Th G

3 200 210 250
A NGHNAN TNET TGEC CG N GTGT T GC T IuncncnnuuncncTucINanc l:INc CAC T AACNTHNGEGTHN

“M\\x‘/‘ ‘M“. ‘\MAM Mm !'M “wom s\"

Figura 29. Secgao da sequéncia obtlda a partlr da amostra 9. De referir a

sobreposi¢do de picos que impossibilita a correcta interpretacdo, caracteristica da

presenca de sequéncias mistas.

3 cmeomT ot st omac ¢ e s 6 & & W T T T 5 € T A A LT AC
208 210" 220
Ec ¢ T TE Tnl: AaC AC C &C CC €& TCaAC AC C AC & A E 0B TT TE TanAacC AC C C

L “h Mﬂh\ Ll “MW

2n0
T 6 6 TG AG B TnnanTnnGn AGC € n[;l:n EC C TAAG G InnGnInnnTnnIInG

o

Figura 30. Exemplo das sequéncias obtidas por sequenciacdo dos 370bp do gene 16s

rRNA, com resolucdo capaz de gerar uma boa interpretagio
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5. DISCUSSAO
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Um dos objectivos principais de um laboratério de microbiologia clinica consiste em
estabelecer o diagndstico etiolégico de doencas infecciosas. A evolucdo cientifica e
tecnoldgica dos ultimos anos permitiu assumir a biologia molecular como uma
ferramenta de extrema utilidade no diagndstico microbioldégico laboratorial.
Inicialmente restrita a deteccdo de organismos fastidiosos e/ou de crescimento lento, ou
como alternativa unica a situacdes em que os métodos convencionais ndo eram capazes
de responder, cada vez mais os métodos moleculares sdo encarados como
complementares aos métodos fenotipicos em dreas crescentemente abrangentes. Neste
trabalho foi estudada: a detec¢@o e identificacio molecular de microrganismos a partir
de amostras biolégicas; a identificacdo molecular de culturas bacterianas. A discussao

foi assim dividida em duas partes.

5.1 Deteccao e identificacao molecular a partir de amostras

biolégicas

5.1.1 SeptiFast Test

Lancado no mercado como um teste rapido, sensivel e especifico, 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 extrac¢do de &cidos nucleicos a demorar cerca de 4 horas de tempo
absolutamente dedicado. De 85 amostras, 3 foram consideradas invdlidas por auséncia
de amplificacdo de CI, o que poderd ter tido origem no processo de extrac¢do, 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 andlise individual dos resultados
discordantes mostrou uma falha no préprio estudo, a discrepancia entre datas de colheita
das hemoculturas e das amostras para estudo molecular, factor que nio foi possivel

controlar no inicio do estudo.

Em alguns dos casos discordantes, com crescimento cultural, mas com resultado

molecular negativo, observou-se presenca de picos de dissociacdo com Tm especifico 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 concentracdes muito baixas.

Um dos grandes desafios actuais na biologia molecular aplicada ao diagndstico prende-
se com a necessidade de standardizacdo de métodos e resultados. Ao pré definir valores
de corte (quer para linhas de base, quer para intervalos de temperaturas de dissociacdo),
premissa da designacdo IVD, pretende-se obviamente minimizar os erros inerentes a
subjectividade da interpretacdo humana. No entanto o uso de sondas de hibridacdo
FRET, cujas caracteristicas potenciam, a niveis elevadissimos, a especificidade do sinal
positivo, talvez justifique uma maior flexibilidade na defini¢do da linha de base. Sabe-se
que sdo frequentes contaminacdes, no momento da colheita de sangue, com a flora
comensal da pele, o que pode originar um sinal positivo sem significado clinico, assim
como sdo bem conhecidos os organismos normalmente responsdveis por estas
contaminacoes (Staphylococcus coagulase negativa) e estes casos estdo salvaguardados
pelo sistema SeptiFast. Os problemas encontrados ocorreram em bactérias gram-
negativo (E. coli e P. aeruginosa). Em trés casos ficou a certeza de um resultado
positivo observado visualmente, mas com interpretacdo negativa por parte do software

SIS.

Ha ainda que ter em conta a sensibilidade do teste. Segundo dados do fabricante o
SeptiFast Test € 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 € capaz de detectar at¢é 100 UFC/ml de sangue. A
sensibilidade da hemocultura € 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 esta severamente comprometida quando a colheita é efectuada apds
institui¢do de terapia antimicrobiana (Glerant et al, 1999; McKenzie & Reimer, 1987),
mas além destes casos € superior a sensibilidade do SeptiFast. Isto pode justificar quer
os sinais especificos 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 nimero baixo de organismos em
circulacdo, podendo estar abaixo do limiar de deteccdo do teste molecular. A
intermiténcia da presencga bacteriana em circulacdo pode explicar os casos em que nao
se detectou DNA microbiano quando a colheita para estudo molecular foi posterior a

colheita de hemocultura. Por fim, numa amostra com isolamento de P. aeruginosa a
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partir da hemocultura, ndo houve amplificacdo do CI na reac¢do de gram-negativos. A
presenca de CI para as restantes reaccoes de PCR da mesma amostra, usando o mesmo
DNA sugere que a extraccdo de 4cidos nucleicos foi eficiente. No entanto pode ter
ocorrido inibi¢do da reac¢do de PCR por excesso de DNA bacteriano. Isto justificaria a
auséncia de amplificacdo quer do CI, quer do alvo. Na tentativa de esclarecer este
resultado, o DNA foi diluido e tentou-se a repeti¢do do ensaio apenas para a PCR de
gram-negativos. O software SIS apenas contempla a andlise do conjunto das trés
reaccOes de PCR, impossibilitando a andlise automadtica dos resultados, mas a andlise
manual ndo mostrou sinal positivo para qualquer dos alvos ou controlo interno,

resultado sugestivo de inibi¢ao.

Houve também situagdes em que o SeptiFast foi capaz de detectar DNA microbiano,
mas ndo houve recuperacdo de microrganismos em cultura. Em sete dos oito casos o
isolamento por métodos convencionais das mesmas espécies detectadas por SeptiFast, a
partir de locais anatomicos clinicamente relevantes, ou a confirmacdo clinica da
infeccdo com resposta a terapéutica, sugerem que de facto estarfamos na presenca de
verdadeiros positivos. A administracdo empirica de antibioterapia antes da colheita
poderia justificar estes resultados, no entanto apenas nos trés casos provenientes da
UCIP havia registo acerca da mesma. Nos registos dos pacientes provenientes do SU
ndo havia indicagdo de antibioterapia, no entanto em pelo menos trés casos havia
internamento prévio recente, podendo nessa altura ter havido terapia antimicrobiana,
permanecendo o efeito inibitério do crescimento cultural. Um caso ndo foi possivel
confirmar: a detec¢do de Streptococcus pneumoniae num paciente sem mais estudos
laboratoriais microbiolégicos e sem histdria clinica relevante. Mas ndo deixa de ser
curioso que o resultado revele precisamente uma das bactérias que pode ser mais
problemadticas de recuperar em cultura. Varios estudos mostraram uma detec¢do eficaz
de S. pneumoniae por PCR directamente a partir do sangue, em pacientes com historia
sugestiva, evidéncia radioldgica de pneumonia, tratamento com antibidticos, mas cujas
hemoculturas permaneceram negativas (Lorente et al, 2000; Wheeler et al, 2000; Zhang
et al, 1995). Contudo um outro factor pode interferir na detec¢io molecular desta
espécie; foi detectado DNA de S. pneumoniae por PCR, no sangue de 30% das criangas
saudaveis com colonizacdo S. pneumoniae na nasofaringe (Dagan et al, 1998; Isaacman

et al, 1998). Uma vez que este tipo de coloniza¢do diminui com a idade e o paciente em
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causa era adulto, isto pode ndo explicar o resultado positivo, tendo por isso sido

considerado como um falso positivo.

Por defini¢do, ndao é possivel mostrar que um novo teste de diagndstico é melhor que o
método de referéncia, no caso a hemocultura (Peters et al, 2004), no entanto
comparando os dois métodos com base na evidéncia de infeccdo, observam-se valores
de sensibilidade semelhantes para SeptiFast Test (67%) e hemocultura (68%), sendo o
ultimo o método mais especifico e com valor preditivo positivo superior. Destaca-se
também o considerdvel valor preditivo negativo (VPN) que foi nos dois casos de 88%.
Aqui existe uma diferenca de relevo. No caso da hemocultura, sdo inimeros os
microrganismos que € possivel detectar, virtualmente todas as bactérias e fungos
cultivaveis. O SeptiFast Test estd 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 responsdveis por sépsis (Ziegler et al,
1998). Sendo assim, um resultado negativo obtido pelo SeptiFast Test, ndo exclui a
possibilidade, ndo s6 de existirem microrganismos em quantidade inferior ao limiar de
deteccdo do método (como, alids, acontece com qualquer metodologia), mas também de
existir infec¢do por um agente que nao faz parte da lista de 25 espécies detectadas por
este método, sendo de referir que desta lista ndo faz parte a Neisseria meningitidis, um

patogéneo importante.

No entanto um dos objectivos principais da aplicacdo de um teste molecular como o
SeptiFast € sem duvida conseguir um resultado em tempo clinicamente util. Os
conceitos da “golden hour” e “silver day” tradicionalmente aplicados aos pacientes
traumdticos (Bledsoe, 2002; Blow et al, 1999) foram adaptados as situacdes clinicas de
sépsis grave e choque séptico. O diagndstico precoce e a intervencao terapéutica eficaz,
traduzem-se num progndstico mais favordvel para o paciente (Blow et al, 1999). A
transicdo de sépsis para choque séptico ocorre mais frequentemente durante as primeiras
24 horas de internamento hospitalar, o que se reflecte ndo s6 na taxa de morbilidade,
mas também na taxa de mortalidade associada: 20 a 46% (Balk, 2000; Rivers et al,
2001). Estd também estabelecida a relacdo positiva entre a administragdo precoce de
terapia antimicrobiana especifica e a diminui¢do das taxas de mortalidade e morbilidade
em UCIs (Houck & Bratzler, 2005; Kollef et al, 1999). A administracio de

antibioterapia correcta entre 4 a 8 horas da hospitalizacdo reduz significativamente a

mortalidade (Houck et al, 2004; Meehan et al, 1997). A primeira informacao disponivel
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a partir de uma hemocultura positiva € o exame directo com colora¢do por Gram que no
presente estudo demorou em média 20 horas, com uma média de 30 horas para bactérias
gram-positivo. A esta primeira informacdo serd necessirio acrescentar o tempo para
isolamento e identificacdo do agente, o que por norma ocorre cera de dois dias apds a
colheita. E possivel obter uma identificacio objectiva do organismo responsével usando
o SeptiFast Test em 6 horas e a partir desta informagdo proceder ao inicio ou ajuste da
terapia antimicrobiana. Mesmo na impossibilidade de completar o teste num dia normal
de trabalho, ha a capacidade de ter o resultado disponivel na manha seguinte a colheita.
A identificacdo do agente causal e o conhecimento dos padrdoes de susceptibilidade
usuais nas enfermarias onde eles s3o 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 servicos do Centro Hospitalar do Porto - Hospital Geral de
Santo Anténio: UCIP e SU. Os dados mais significativos vieram corroborar o esperado,
a administracdo macica de antibioterapia aos pacientes internados na UCIP (91%). No
entanto este factor ndo pareceu influenciar os resultados, uma vez que o SeptiFast teve
um desempenho apenas ligeiramente superior no SU, servico onde o registo da
instituicdo de antibioterapia era francamente inferior (5%). Como ja referido, no
entanto, a histéria clinica destes pacientes ndo permite excluir a possibilidade de
antibioterapia antes da admissdo ao SU (internamentos prévios) o que justificaria os

resultados.

Quanto ao tipo de microrganismos detectados, o desempenho dos dois métodos, ja
discutido, explica as diferencas entre o tipo de organismos detectados, no entanto os
resultados sugerem uma menor eficiéncia na detec¢do de bactérias gram-negativo por
parte do SeptiFast, quer seja por menor sensibilidade, quer por possivel inibicdo por
excesso de DNA. Na fase final deste trabalho a empresa que comercializa o teste
SeptiFast (Roche) alterou o protocolo de extrac¢do recomendado, reduzindo o volume
de amostra testada para metade, reflexo de problemas de inibicdo da amplificacdo do CI
observados na PCR de gram-negativos, por excesso de DNA (informacido do

fabricante).
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Os resultados estdo de acordo com o descrito, destacando-se as bactérias gram-negativo,
principalmente enterobacteredceas (E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae) € S. aureus,

como os organismos mais frequentemente detectados.

Por fim uma referéncia ao custo do sistema SeptiFast. Sendo bastante dispendioso, a
sua utilizacdo obriga a selecc@o criteriosa dos casos onde este teste apresenta mais
vantagens custo-beneficio, ou seja, nos casos em que a informacdo obtida por este
método pode significar uma mais valia para o paciente e para a rentabilizacdo de
recursos hospitalares. Para tal, serd necessario alargar o estudo, com uma colaboracao

clinica activa, tanto na selec¢do de pacientes, como na interpretacio dos resultados.

5.1.2 Deteccao e sequenciacao de 370bp do gene 16S rRNA

A detecgao de bactérias por PCR universal foi experimentada na Unidade de Biologia
Molecular em 2001 para aplicagdo 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 identificacdo do agente causal. A recuperacdo deste protocolo teve por
finalidade usar a tecnologia agora disponivel para tentar melhorar a sensibilidade do
método, aplicd-lo a amostras de sangue e identificar as amostras positivas por

sequenciacao.

O grande desafio da amplificacdo de regides bacterianas conservadas, é conseguir uma
sensibilidade Optima sem amplificar DNA contaminante de origem exdgena. A
experiéncia anterior com este protocolo permitiu prever e evitar os principais focos de
contaminacdes, o que foi conseguido com sucesso. No entanto uma das fontes
recorrentes de contaminagdo 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 contaminacdes, ndo apresentou
qualquer vantagem, uma vez que originava amplificacdo dos controlos negativos.
Contaminag¢des com esta enzima foram ja descritas por outros autores (Koponen et al,

2002). Com a enzima EXT DNA Polymerase, aumentando o volume de DNA na
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reaccdo para o dobro e optimizando a concentracdo da sonda, foi possivel melhorar a
sensibilidade da PCR em tempo real em cerca de um logaritmo. O passo seguinte
deveria ter sido a aplicacdo deste protocolo as 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 sequenciagdo de bactérias
previamente identificadas, para avaliar o desempenho do método, bem como em DNA
extraido a partir de amostras de LCR testados em 2001, com resultado positivo. Os
resultados obtidos permitiram identificar a maioria das bactérias ao nivel do género, no
entanto ndo foram tdo conclusivas ao nivel da espécie. A regido sequenciada, localizada
na parte final do gene 16S rRNA (primer forward RWO1: 1170-1189; primer reverse
DG74: 1522-1540 em E. coli) ndo permite a correcta diferenciacdo, por exemplo, entre
espécies de Staphylococcus (Jordan et al, 2006). Um estudo recente analisou as nove
regides hiper-varidveis do gene 16S rRNA, designadas V1 a V9 (Chakravorty et al,
2007). Estas regides compreendem os nucledtidos 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 VO:
1435-1465, previamente descritos (Van de Peer et al, 1996). A cada regido estd
associada uma maior capacidade de discriminacdo entre determinadas espécies, excepto
para as regides V4, V5, V7 e V8, estas duas udltimas abrangidas pelos primers RWOI e
DG74 usados na PCR em tempo real. A sequenciacdo dos 370bp do gene 16S rRNA foi
aplicada a poucas amostras, e a maioria das identificagdes obtidas correspondia sem
surpresa a Neisseria meningitidis, um dos principais agentes da meningite bacteriana,
resultados que confirmaram o isolamento por métodos convencionais. Nao existem
primers verdadeiramente “universais”, uma vez que ndo ha garantias da amplificacio de
todos os procariotas, nem serd simples conseguir discriminar entre todas as espécies
possiveis (Baker et al, 2003), no entanto serd necessdrio averiguar a capacidade

discriminatdria destes primers em mais espécies bacterianas.

A andlise destas sequéncias revelou alguns problemas, nomeadamente a incapacidade
de uma leitura correcta dos 370 nucle6tidos. As sequéncias comparadas com as bases de
dados tinham em média menos de 300 nucleétidos, o que também pode interferir no

resultado.

Estando prevista a substituicdo proxima do equipamento de sequenciacdo ABI

PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems), por um outro equipamento, serad
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interessante verificar a qualidade dos resultados. Prevendo-se que o novo equipamento
tenha uma maior capacidade de resposta, serd de esperar que o tempo necessdrio para a
sequenciacdo (tipicamente 75 minutos por amostra), venha a ser significativamente

reduzido.

Existe ainda a possibilidade de numa amostra biologica estar presente mais do que um
agente bacteriano, o que, ndo interferindo com a detec¢do do DNA microbiano, pode
tornar problemdtica a identificacdo, nomeadamente por sequenciacdo. Nestes casos
existe a possibilidade de separar as sequéncias recorrendo a kits de clonagem de

produtos de PCR.

Finalmente, o significado clinico da detec¢ao de dcidos nucleicos pode suscitar algumas
didvidas. Os métodos convencionais detectam organismos vidveis, mas os métodos
moleculares conseguem detectar DNA de organismos invidveis, ou mesmo produtos de
fagocitose. O DNA bacteriano pode ser amplificado longos periodos apds o efeito
bactericida da antibioterapia. Em qualquer dos casos é imprescindivel a articulacdo dos
resultados moleculares com os resultados obtidos por métodos convencionais, sempre

acompanhados da interpretagdo clinica dos mesmos.

5.2 Identificacao molecular de culturas bacterianas

A sequenciacdo de DNA de culturas bacterianas com o sistema MicroSeq 500 Bacterial
Identification System revelou-se um método de grande utilidade na identificacdo de
estirpes. Os casos em que ndo se conseguiu chegar a uma identificacdo definitiva ao
nivel da espécie compreenderam os géneros Brucella spp. Campylobacter spp,

Lactobacillus spp, Mycobacterium spp e Acinetobacter spp.

Foi desenvolvido um sistema de classificagcdo que reconhece seis espécies de Brucella,

baseado em diferencgas fenotipicas e antigénicas muito subtis, bem como nos diferentes
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hospedeiros especificos. Assim tradicionalmente sdo reconhecidas: B. abortus (bovina),
B. melitensis (caprina e ovina), B. ovis (ovina), B. canis (canina) B. suis (suina) e B.
neotomae (roedores) (Whatmore et al, 2007). Estudos genéticos permitiram reconhecer
a limitada variabilidade genética da Brucella spp, tendo sido ja proposto o
reconhecimento de apenas uma espécie (B. melitensis) dentro do género (Gandara et al,
2001). No entanto esta op¢do ndo é consensual, estando em curso estudos que permitam
caracterizar de forma mais concreta este género (Whatmore et al, 2007). Assim, a
sequenciacdo do gene 16S rRNA constitui um método de confirmacdo da identificacdo
ao nivel do género, ndo permitindo concluir sobre a espécie em causa (Gee et al, 2004),
0 que estd de acordo com os resultados obtidos, em que as sequéncias estudadas
apresentavam homologia de 100% com as varias espécies presentes na base de dados. A
dificuldade em discriminar entre Campylobacter jejuni e C. coli por sequenciacdo
parcial do gene 16S rRNA, por elevada homologia nas sequéncias, ja foi também
descrita (Gorkiewicz et al, 2003; Woo et al, 2003) podendo a sequenciacdo da totalidade

do gene ter maior capacidade discriminatéria (Woo et al, 2003).

A sequenciacdo do gene 16S rRNA tem sido amplamente aplicada a identificacdo de
micobactérias, com resultados superiores aos conseguidos por métodos fenotipicos
(Clarridge, 2004) no entanto mais uma vez a elevada homologia partilhada por duas
espécies (M. abscessus e M. chelonae) ndo permitiu a sua distingdo como ja 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 delimitacdo da identificacdo a duas espécies, possibilita a
discriminacdo recorrendo a testes fenotipicos simples, o que € clinicamente importante,
uma vez que os padroes de susceptibilidade aos antimicrobianos sdo diferentes entre as
duas (Yakrus et al, 2001). O baixo polimorfismo do gene 16S rRNA em espécies
proximas de Acinetobacter, também ndo permite a sua distingdo, sendo mais adequada a
sequenciacdo da internal transcribed spacer, genes da recombinase A (recA) e girase B
(gyrB) e a subunidade-p da polimerase do RNA (rpoB) (La Scola et al, 2006). A
identificacdo da espécie de Lactobacillus ndo foi conseguida com o sistema MicroSeq,
mas sequenciando os 370bp na regido final do gene, foi possivel chegar a uma

identificacdo conclusiva de Lactobacillus paracasei, confirmada com o resultado do

91




DiscussAo

controlo de qualidade UK-NEQAS, o que mostra que neste caso a sequenciacdo da

totalidade do gene permitiria uma boa discriminagdo (Mori et al, 1997).

Foi tentado, com sucesso, a utilizacdo do sistema MicroSeq 500 directamente numa
amostra de LCR, no entanto o sistema apenas estd validado para culturas bacterianas,

onde a quantidade de DNA bacteriano € substancialmente superior.

As culturas estudadas, agrupadas de acordo com algumas caracteristicas fenotipicas
comuns, revelaram uma maior prevaléncia de bacilos gram-positivo, seguida de
Streptococcus do grupo viridans e bacilos gram-negativo fastidiosos. Sem surpresa, é
nestes casos que os métodos fenotipicos tipicamente apresentam maiores dificuldades
na identificacdo, fornecendo resultados com “fraca discriminacdo” (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 laboratério de
microbiologia por métodos convencionais, mas que ndo apresentaram uma identificagao
conclusiva: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus e
Haemophilus influenzae. Estes organismos podem ser classificados como estirpes
aberrantes, uma vez que apresentam um fendtipo incomum, que nao € 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 util na detec¢do de bactérias e fungos
directamente a partir de amostras de sangue, com identificacdo objectiva do agente em
cerca de 6 horas. No entanto, dado o custo elevado, mais estudos sdo necessarios,
principalmente para avaliar em que pacientes este teste pode ser mais vantajoso numa
relacdo custo-beneficio. Uma possibilidade serd a populacdo neo-natal, em que a
antibioterapia € instituida perante a suspeita de infec¢do e a quantidade de bactérias em
circulacdo é normalmente superior a populagdo adulta, sendo a rapidez no diagndstico

um factor decisivo.

Uma estratégia a seguir poderd passar pela optimizacdo de um protocolo de extracc¢ao
automdtica de 4cidos nucleicos, com um passo inicial de lise da parede microbiana e
tratamento com DNase para remover DNA gendmico humano potencialmente inibidor.
O volume de sangue € uma varidvel a ter em conta; serd necessdrio optimizar o volume
da amostra a extrair para minimizar a inibi¢do, bem como o volume de eluicdo, que
possibilite DNA suficiente para as reaccdes (250uL), mas ndo tanto que possa diluir os
acidos nucleicos, diminuindo a sensibilidade do método. Com este objectivo surgiram
recentemente sistemas de concentracdo e tratamento de amostras de sangue (Sample
Preparation for Pathogen Detection, Looxter®, SirsLab e Selective Bacterial DNA
Isolation, MolYsis, Molzym) desenvolvidos para extraccio de DNA bacteriano e

fungico para amplificacdo por PCR universal.

A PCR em tempo real para amplificacdo de 370bp do gene 16S rRNA poderd beneficiar
da optimizacdo do método de extrac¢do, no entanto serd imprescindivel avaliar a
capacidade discriminatdria dos primers usados para a sequenciacdo entre as diferentes
espécies de Staphylococcus spp, de forma a ser possivel diferenciar uma infec¢do real

de uma contaminacao sem significado clinico.

A aquisicdo de um novo equipamento de sequenciacdo, com maior capacidade de
resposta, permite pensar em diferentes estratégias de escolha de primers. Seleccionando
diferentes regides varidveis, serd possivel aumentar a possibilidade de detectar, por
exemplo, agentes responsdveis por endocardites, normalmente dificeis de detectar por
métodos convencionais, ou mesmo agentes que ndo crescem em cultura (Tropheryma

whippelii). Estas estratégias podem ainda ser aplicadas a outras amostras biologicas
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desde que de locais anatémicos normalmente estéreis (LCR, Liquidos das cavidades

serosas, bidpsias)

Um dos factores que dificulta a interpretacdo dos resultados moleculares prende-se com
a possibilidade de deteccdo de DNA com origem em bactérias ndo vidveis, ou produtos
de fagocitose. Estdo ja a decorrer estudos que determinam o nimero de copias 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 sequenciagdo parcial do gene 16S rRNA com o sistema MicroSeq 500 revelou-se
bastante util, sendo correntemente usada na rotina do Servico de Microbiologia e
Unidade de Biologia Molecular do Centro Hospitalar do Porto, na identificacdo de
bactérias com perfis bioquimicos ambiguos, bactérias incomuns, fastidiosas, fracamente
descritas ou com fendtipos aberrantes. Mais uma vez a aquisicdo de um novo
equipamento de sequenciacdo vird diminuir significativamente o tempo de resposta,
sedo possivel, quando necessdario e se justifique, proceder a sequenciacdo da totalidade
do gene recorrendo ao MicroSeq Full Gene Bacterial Identification Kit (Applied
Biosystems). Poderd ainda ser considerada uma estratégia semelhante para a
identificacdo de fungos, recorrendo a sistemas com 0 mesmo principio, mas dirigidos ao

gene 18S rRNA.

Cerca de 20 anos apds o desenvolvimento do primeiro método de amplificacdo de DNA
praticivel em laboratério clinico, os avancos tecnolégicos sdo enormes € constantes,
possibilitando a aplicacdo mais abrangente dos métodos moleculares na rotina
laboratorial. As vantagens destas abordagens sdo indiscutiveis, no entanto os métodos
convencionais mantém o seu papel fundamental. Os melhores resultados obtidos sdo os
que resultam da conjugacdo dos dois métodos, funcionando a Biologia Molecular como

um complemento cada vez mais qtil.
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