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acteriemia é o termo que designa a indicacado

da presenca de microrganismos viaveis na

corrente sanguinea. E um fenémeno de grande

relevancia diagnostica, pois frequentemente
estd associado a um aumento consideravel nas taxas
de morbidade e mortalidade, além de representar
uma das mais significativas complica¢des no processo
infeccioso, o que torna a hemocultura um exame de
importante valor preditivo de infecgdo.

A maioria dos episédios sépticos tem origem
hospitalar e com certa freqiiéncia envolvem microrga-
nismos que apresentam grande resisténcia aos antimi-
crobianos, estando associados a taxas de mortalidade
com tendéncia a serem superiores as dos episddios
que ocorrem na comunidade (38).

Neste contexto, o laboratério clinico tem um papel
extremamente importante no manejo de pacientes com
bacteriemia, uma vez que a hemocultura positiva para
microrganismos patogénicos é um indicador altamente
especifico de Infec¢cdo da Corrente Sanguinea (ICS), per-
mitindo que a identificacdo do agente e o antibiograma
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auxiliem na orientacdo da terapia antimicrobiana, cuja
aplicacdo precoce tem demonstrado redugdo significa-
tiva na mortalidade (10,11).

A bacteriemia primaria é assim denominada por ter
origem no proprio sistema circulatério ou pela entrada
direta de microrganismos na corrente sanguinea, através
de agulhas, infusdes contaminadas, cateteres ou outros
dispositivos vasculares.

A bacteriemia secundéaria ocorre através de dre-
nagem de pequenos vasos sanguineos ou linfaticos,
seguindo para a corrente circulatéria como conse-
guéncia de um foco de infeccdo definido em outro
sitio do organismo.

As fontes mais comuns de ICS em geral ( incluindo
de origem comunitaria e hospitalar ) sdo: dispositivos
intravasculares (19%), trato geniturinario (17%), trato
respiratorio (12%), intestino e peritonio (5%), pele (5%),
trato biliar (4%), abscesso intra-abdominal (3%), outros
sitios (8%) e de sitios desconhecidos (27%) (1).

Conceitualmente, as bacteriemias se classificam em
transitoria, intermitente, continua ou de escape.



A do tipo transitoria, que em geral é rapida (com
duracdo que pode variar de alguns minutos a poucas
horas) é a mais comum, e ocorre ap6s a manipulacdo de
algum tecido infectado como em casos de abscessos,
furdnculos e celulites; durante algum procedimento
cirdrgico envolvendo tecidos contaminados ou coloni-
zados como em procedimentos dentarios; manipula-
¢6es geniturinarias como cistoscopia, cateterizacdo ou
dilatacdo uretral; abortamento ou endoscopias diges-
tivas; e cirurgias que envolvem areas contaminadas,
como resseccdo transuretral de prostata, histerecto-
mia vaginal e debridamento de queimaduras. Este tipo
de bacteriemia também ocorre em algumas infec¢des
agudas, localizadas ou sistémicas, como pneumonias,
meningites, artrites sépticas e osteomielites (2).

J4 quando a bacteriemia se manifesta em inter-
valos variaveis de tempo (com o mesmo microrganis-
mo) é denominada de intermitente. Geralmente este
tipo ocorre em processos infecciosos relacionados a
abscessos intra-abdominais, pélvicos, perinefréticos,
hepaticos, prostaticos e outros, configurando assim
causas frequentes de febre de origem indeterminada.

A bacteriemia continua é caracteristica da en-
docardite infecciosa aguda e subaguda e de outras
infeccbes endovasculares. Este padrdo também é
encontrado nas primeiras semanas da febre tiféide
e na brucelose (8).

A bacteriemia de escape (“breakthrough”) ocorre
mesmo enquanto o paciente esteja recebendo anti-
bioticoterapia sistémica apropriada (germe sensivel).
Quando se da no inicio da terapéutica, geralmente
deve-se a concentracgdes insuficientes do antimicro-
biano atingidas na corrente sanguinea (é interessante
lembrar que nas estafilococcias € comum haver escape
nos primeiros dias de tratamento, mesmo sob condi-
¢Oes adequadas de antibioticoterapia). J& os episddios
de escape que ocorrem tardiamente geralmente se
ddo por drenagem inadequada do foco infeccioso ou
por debilidade das defesas do hospedeiro (9).

Na maioria das vezes, as bacteriemias sdo causadas
por um unico microrganismo. Contudo, em algumas
situacOes, caracterizam-se por etiologia polimicrobiana.

O termo sepse refere-se a condicao pela qual a res-
posta do organismo ao agente infeccioso se manifesta,
por meio de sinais e sintomas da doencga, como a sindro-
me da resposta inflamatdria sistémica, independente da
presenca ou ndo de hemocultura positiva.
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A deteccdo de bacteriemia ou fungemia pode reme-
ter a uma falha nas defesas do hospedeiro em localizar
e neutralizar determinada infeccdo em seu foco inicial,
ou eventual insucesso na remogao ou drenagem de
determinado foco infeccioso. No paciente imunocom-
petente, geralmente as defesas naturais respondem
prontamente a presenca de microrganismos estranhos.
Essa eliminacdo pode ser menos eficiente quando se
trata de microrganismos encapsulados ou é mais eficaz
quando o paciente ja apresenta anticorpos contra o
organismo infectante. Ha situacdes determinadas em
que essa eliminacdo é menos efetiva, como nos casos de
infeccOes a partir de focos intravasculares, na presenca
de dispositivos invasivos (pela formagdo de biofilme) ou
em endocardites.

As condicbes que predispdem um paciente ao
quadro de bacteriemia ou fungemia incluem a idade,
doencgas de base, medicamentos (corticéides, quimio-
terdpicos, drogas citotoxicas) e alguns procedimentos
médicos invasivos (cateteres e procedimentos endos-
copicos). O risco é maior nas faixas etarias extremas e
nos pacientes portadores de doencas hematoldgicas,
neoplasias, diabetes mellitus, insuficiéncia renal em
dialise, cirrose hepatica, imunodepressdo e grandes
gueimaduras. Alguns procedimentos cirdrgicos séo
também predisponentes, particularmente os do trato
geniturinario e gastrointestinal (1).

Indicacao clinica

Idealmente, a coleta deve ser feita antes do inicio
da antibioticoterapia de pacientes que configurem
qguadro clinico sugestivo de infeccdo e suficiente para
serem submetidos a internacdo e que apresentem febre
(> 38°C) ou hipotermia (< 36°C), leucocitose (> 10.000/
mm3, especialmente com desvio a esquerda) ou granu-
locitopenia absoluta (< 1000 leucocitos/mm3).

Em criancas pequenas com quadro de queda do
estado geral sem explicacdo, e em idosos, principal-
mente acompanhado de mal estar, mialgia ou sinais
de acidente vascular cerebral devem ser investigados.

Nos casos em que houver suspeita de foco de
infeccdo provavel, é desejavel também a coleta de ma-
teriais representativos dos outros sitios (por exemplo:
liquor, urina, fezes, secrec¢des, abscessos etc.).
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Numero de amostras

Para maior clareza, definimos neste documento
que a coleta de uma amostra de hemocultura corres-
ponde a uma pung¢do. Cada pungao corresponde a
dois frascos para adultos ou um frasco para pacientes
pediatricos até 13kg (Tabela 2).

Baseado em dados que se referem a positividade
cumulativa de hemoculturas e coletadas durante epis6-
dios sépticos comprovados, recomenda-se coletar no
minimo duas até quatro amostras por episédio infeccio-
so, 0 que permite o isolamento do agente bacteriano
ou fungico em mais de 95% dos eventos. Estudos de
décadas anteriores indicaram que ao se obter somente
uma hemocultura, havia cerca de 80 a 90% de chance de
recuperacdo, em duas amostras aumentaria significati-
vamente para > 88% e em trés amostras em até > 99%
de recuperacdo (39,40). Ja estudos mais recentes, tém
mostrado que as chances de recuperacdo com somente
uma amostra fica em torno de 70%, duas amostras em
torno de 80 a 90%, trés amostras entre 96 a 98 % e quatro
amostras >99%, desafiando-se os conceitos tradicionais
de que 2 a 3 amostras eram suficientes, sugerindo que
podem ser necessarias de 3 a 4 amostras para 6tima
recuperacao dos agentes (17,35).

Acredita-se que possiveis explicagdes para este
fato sejam que com as metodologias atuais mais sen-
siveis, tornou-se possivel a deteccdo de baixos niveis
de bacteriemia com mais pacientes em uso prévio de
antimicrobianos e talvez pela diferenca metodolégica
de analise dos estudos (2).

Concluindo, o nimero de amostras deve ser de no
minimo 2 e no maximo 4 mostras por episddio infeccio-
so. Um maior nimero de amostras traz pouco beneficio,
aumentando os custos, trabalho e risco de provocar
anemia, sem aumento significativo da positividade (2).

Tabela 1.

Suspeita de bacteriemia ou fungemia primaria ou secundaria
(endocardite, meningite, osteomielite, artrite, pneumonia etc.)

Febre de origem indeterminada (ex. abscessos ocultos, febre tifi-
de, brucelose ou outra sindrome infecciosa ndo diagnosticada)

Suspeita de bacteriemia ou fungemia com hemoculturas
persistentemente negativas

Tal amostragem também representa o volume de
sangue adequado para o isolamento, e permite auxiliar
na interpretagdo do resultado, de acordo com o nimero
de amostras positivas dentre as coletadas para indicar
provavel contaminante ou bacteriemia verdadeira.

O numero de hemoculturas positivas em funcao
do numero total de amostras coletadas (puncbes em
diferentes sitios) é uma ferramenta muito Gtil para
interpretacédo do significado clinico, pois ao contrario
dos casos de pacientes com bacteriemias verdadeiras,
0os contaminantes geralmente crescem somente em
uma amostra (quando duas ou mais sdo obtidas). Por-
tanto, a coleta de uma amostra Unica deve ser inibida,
ja que um numero substancial de bacteriemias pode
nao ser detectado e impossibilita a discriminacdo de
possiveis contaminantes( 2,17,35).

A politica do laboratério associada aos protocolos
médicos da instituicdo deve estar apta a criar meca-
nismos para desencorajar a coleta de amostra Unica e
instituir ou garantir a coleta de ao menos duas amos-
tras de hemoculturas por episodio infeccioso (com
excecdo de pacientes pediatricos de baixo peso ou
com outras limitagdes), de acordo a viabilidade local.

Hora, intervalos e local de coleta

De forma pratica, a coleta deve serindicada preco-
cemente ao inicio dos sintomas de infeccdo e antes do
inicio da antibioticoterapia. Se o paciente estiver em
vigéncia de antimicrobianos, as hemoculturas devem
ser obtidas imediatamente antes da administracdo da
proxima dose (vale). Preferencialmente sdo coletadas
por punc¢do venosa, tdo logo se inicie o aumento de
temperatura do paciente. A coleta de sangue arterial
nao estd associada com aumento da sensibilidade e
ndo é recomendada, em principio.

Obter 2-3 amostras, uma ap6s a outra, de diferentes sitios anatomicos, logo apds o
inicio dos sintomas

Obter 2-3 amostras, uma ap6s a outra, de diferentes sitios anatomicos, inicialmente. Se
negativas nas primeiras 24-48h de incubacao, obter mais duas amostras, uma apés a
outra, de diferentes sitios anatdmicos

Considerar métodos alternativos de hemoculturas, especificos para aumentar a
recuperacdo de micobactérias, fungos ou microrganismos fastidiosos

Adaptado de: Baron, E.J, M.P. Weinstein, W.M.Dunne Jr, P. Yagupsky, D.F. Welsh e D.M. Wilson. Cumitech 1C, Blood Cultures IV. Coordinating Ed. E.J. Baron. ASM Press, 2005. Washington D.C.
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O uso de antitérmicos ndo interfere nos re-
sultados de hemoculturas.

Cada amostra deve ser coletada de puncdes
separadas e de sitios anatomicos diferentes. Va-
rios frascos com sangue de uma mesma pun¢ao
sdo considerados uma mesma amostra ou cultura
de sangue (2).

Poucos estudos avaliam sistematicamente a
hora e o intervalo 6timo entre amostras sucessi-
vas. Estudos experimentais mostraram que, apoés
um influxo de bactérias na corrente sanguinea,
ocorre um tempo de laténcia de aproximadamen-
te uma hora até que ocorram sintomaticamente
calafrios seguidos de febre (13).

Alguns autores classicamente recomendam
a coleta de amostras em intervalos arbitrarios
de 30 a 60 minutos. No entanto, Thomson e col.
observaram que ndo ha diferencas significativas
entre os indices de positividade de hemocultu-
ras obtidas em diferentes tempos em relacdo ao
pico febril (14) e Li e col. demonstraram que néao
ha diferencas na recuperacdo de hemoculturas
num periodo de 24 horas quando obtidas simul-
taneamente ou em intervalos separados (15).

O estado clinico do paciente é que vai de-
terminar o momento e o intervalo entre as co-
letas (Tabela 1). Em geral, nas infec¢des agudas,
recomenda-se a coleta de duas a trés amostras
(dois frascos por puncdo/amostra) em curto espa-
¢o de tempo, ou seja, sequenciais ou dentro de
1 hora. A coleta de hemoculturas em intervalos
maiores de 1 a 2 horas entre as amostras pode ser
recomendada para monitorar ou documentar bac-
teriemia continua em pacientes com suspeita de
endocardite ou infeccdo endovascular associada
a dispositivos invasivos (ex.: cateter vascular) (16).

As hemoculturas, preferencialmente, néao
devem ser coletadas a partir de cateter, exceto
para diagndstico de infecgcdo relacionada ao dis-
positivo. Neste caso, a amostra obtida através do
cateter deve ser sempre acompanhada por uma
ou duas amostras de veia periférica, de forma
sequencial ou concomitante, identificando corre-
tamente as amostras quanto ao local de puncéo.
As respectivas coletas devem ser representadas
por um mesmo volume de sangue, para que sejam
comparaveis quanto ao tempo de positividade (7),
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quando este dado for disponivel por metodologia
automatizada.

Volume de sangue

Esta € uma das varidveis mais criticas para a posi-
tividade do exame, pois quanto maior o volume, maior
serd a chance de positividade. Todavia, devemos
respeitar a idade do paciente (adulto ou crianca) e o
volume recomendado pelo fabricante para os tipos de
frascos utilizados, mantendo a proporcao de sangue /
caldo de cultura de 1:5 a 1:10 (2).

Para adultos, coleta-se 5 a 10ml de sangue
por frasco em cada puncgdo, totalizando 20ml,
distribuidos pelo nimero de frascos indicados, ou
seja, um par de frascos por puncdo / amostra (17),
conforme resumido na tabela 3.

Na suspeita de fungos dimoérficos ou fila-
mentosos (ex.: Histoplasma) ou micobactérias, o
indicado é coletar 5 a 10ml por frasco (conforme
instrucdes do fabricante), de duas a trés amos-
tras, coletadas com o intervalo de ao menos um
dia entre elas (2).

Para criancas, o volume 6timo de sangue ainda
ndo estd bem definido, mas os dados da literatura
demonstram que ha uma relacdo direta entre o
volume de sangue obtido e a deteccdo de ICS.
Estudos anteriores j& demonstraram que amos-
tras de sangue com volume maior ou igual a 1ml
detectaram mais bacteriemias que amostras com
volumes inferiores a 1ml. Kellogg e col. documen-
taram que a bacteriemia de baixo grau, com con-
tagem inferior a 10 UFC/ml (Unidades Formadoras
de Colonias / ml) ocorria em 68% dos lactentes até
dois meses e 60% das criancas do nascimento até
15 anos e em 23% dos episddios, tinha contagem
inferior ou igual a 1 UFC/ml (18,19).

De acordo com as recomendac¢des do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (16) o
volume de sangue extraido em criangas deveria ser
de até 1% da volemia. Entretanto, os estudos de
Kellogg e col., baseando-se na premissa de que até
4 a 4,5% da volemia caracteriza um indice seguro
e da relagao entre volemia e peso do paciente, as
recomendagdes para coleta em criancas esta re-
sumida na tabela 2 (18). Porém, de forma pratica,
ainda é impossivel estabelecer volumes étimos para
criancas muito pequenas ou prematuras.

J Infect Control 2012; 1 (1): 08-19.
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Tabela 2. Volume de sangue sugerido para hemoculturas de lactentes e criancas

VOLEMIA VOLUME TOTAL DE % DA
(kg) (ml) SANGUE P/CULTURA (ml) VOLEMIA
<=1 50-99 2 =

11-2 100 - 200 2 2 4

2-129 >200 4 2

13-36 >800 10 10 20 2,5
>36 >2.200 20-30 20-30 40-60 1,8-2,7

Adaptado de: Baron, E.J, M.P. Weinstein, W.M.Dunne Jr, P. Yagupsky, D.F. Welsh e D.M. Wilson. Cumitech 1C, Blood Cultures IV. Coordinating Ed. E.J. Baron. ASM Press, 2005. Washington D.C. (2).
Kellog, J.A. Manzella, J.P. e D.A. Bankert. Frequency of low-level bacteremia in children from birth to fifteen years of age. J. Clin. Microbiol. 2000. 38:2181-2185 (18).

Tabela 2. Tipos de frascos e volume de sangue sugeridos por amostra de hemocultura

Criancas até 13kg
Frasco AEROBIO® 1a4ml
Frasco ANAEROBIO® 2
Volume total/amostra 1a4ml°

Técnica de coleta

A antissepsia adequada da pele é parte fundamental
do processo e é o fator que determina a probabilidade de
uma hemocultura positiva ser considerada contaminagao ou
infeccdo. Os dados disponiveis até 0 momento mostram que
a tintura de iodo 1-2% (alcool iodado) ou preparagdes com
clorexidine alcodlico 0,5% parecem ser equivalentes entre si
e ambos apresentam menores taxas de contaminacdo do
que preparacoes de iodo-povidine (PVPI) (23). Clorexidine
tem a vantagem de ser incolor e menos irritante para a pele.
Recomenda-se que, devido a possibilidade de toxicidade,
seja feita a remocgao destes antissépticos com alcool da pele
de neonatos apds a coleta ou utilizar apenas alcool 70% (16).

De acordo com a padronizagado de antissépticos de cada
instituicdo, o seguinte roteiro para coleta pode ser proposto:

1) Preparar o material, dispor a etiqueta de identifica-
¢do no frasco, anotando o nome do paciente, leito, data,
hora e local de coleta (sitio anatdmico), imediatamente ao
procedimento. ATENCAO: Néo colar a etiqueta de identifi-
cagdo sobre o cédigo de barras do frasco.

2) Limpar a tampa de borracha com algoddo embebi-
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Criancas de 13 a 36kg Criancas > 36 kg
e Adultos
Sml 5a10ml
S5ml 5a10ml
10ml 20ml

a Ver recomendacgdes do fabricante
b Em lactentes com extrema dificuldade de coleta pode-se coletar um volume ndo inferior a 0,5ml.

do em alcool 70%. Manter o algodao sobre o frasco até o
momento da puncao ou proceder conforme as instru¢des
do fabricante.

3) Escolher o melhor local de pungéo para a coleta de
sangue. Colocando o garrote e apalpando livremente as
veias do paciente para escolher a mais calibrosa e menos
moével. Soltar o garrote.

4) Fazer a antissepsia com clorexidine alcodlico 0,5%,
friccionando a pele em circulos semi-abertos a partir
do ponto a ser puncionado. Secar por 30 segundos. Em
seguida, aplicar novamente clorexidine alcodlico 0,5%
utilizando novo algodéo ou gaze. Esperar cerca de 30 se-
gundos para secar, repetir o procedimento por mais uma
vez e aguardar secar.

Nota: clorexidine alcodlico para limpeza da pele
pode ser substituido por dlcool-iodado ou dlcool 70%,
dependendo da padronizag@o da instituicGo. Nao voltar
a tocar o local onde foi feita antissepsia, a ndo ser com
luvas estéreis (se necessdria nova palpacdo do local).
Se houver suspeita de contaminagéo da drea, repetir o
procedimento de antissepsia.



5) Colocar novamente o garrote e puncionar a veia
com agulha e seringa ou dispositivo para coleta a vacuo,
sem tocar diretamente no local de puncéo.

6) Coletar de 5 a 10ml de sangue (adultos) oude 1 a
4ml de sangue (criancas) para cada frasco.

7) Ao retirar a agulha, fazer compressdo local com
algodao seco, sem flexionar o braco.

8) Transferir a amostra para os frascos de hemo-
cultura, colocando primeiramente o sangue no fras-
co ANAEROBIO (sem troca de agulhas). Se a coleta
for realizada com escalpe e adaptador proprio (sis-
tema de coleta fechado a vacuo), inocular primeiro
o frasco AEROBIO. Importante lembrar que, nesse
caso, os frascos de hemocultura devem permanecer
em pé durante toda a etapa de coleta, para evitar
refluxo para a veia do paciente. Observar o volume
correto observando a guia de marcacdo na etiqueta
do proprio frasco, ja que a maioria deles ndo tem
volumes de aspiracdo a vacuo calibrados. Utilizar um
conjunto de seringa - agulha ou dispositivo préprio
de coleta a vacuo para cada pungao/amostra.

9) Dispensar o material de pungdo em local apro-
priado (caixa de perfurocortante).

Se a amostra for obtida a partir de cateter
vascular, deve ser realizada a antissepsia do local
a ser puncionado com alcool 70% (dispositivo) ou
clorexidine alcoodlico (pele) conforme instrugdes
acima e ndo é necessario descartar o volume ini-
cial de sangue ou lavar o acesso com salina para
eliminar heparina ou outros anticoagulantes, pois
a alta concentracdo protéica dos meios de cultura
normalmente neutraliza o efeito antimicrobiano
eventual do anticoagulante (16,30,31).

Além disso, o descarte do volume inicial de
sangue do cateter com o intuito de evitar contami-
nacado é assunto controverso e esta pratica ainda é
realizada em muitas instituicdes, mesmo nas pedi-
atricas, onde o volume de sangue é ponto critico.
Porém, estudo realizado por Dwivedi e col. em
2009 (36), demonstrou que o descarte da aliquota
inicial ndo diminui a chance de contaminacdo da
amostra, tornando esta pratica desnecessaria.
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Tipos de frascos
Tradicionalmente um par de hemoculturas
(equivalente a uma amostra ou uma puncdo) com-
preende um frasco aerébio e um anaerobio.
Estudos anteriores, das décadas de 80 e ini-
cio dos anos 90, indicavam que a recuperacao
de anaerdbios estava em declinio, jad que alguns
dados deram fundamentagdo ao conceito de que
os frascos anaerobios deveriam ser dirigidos a
casos selecionados. Sendo assim, alguns autores
preconizaram o uso de rotina de somente fras-
cos aerdébios (20, 21).
Apesar da proporcao de ICS causadas por
anaerdbios ter diminuido progressivamente, ha
estudos que mostram que a coleta do par incluindo
o frasco anaerdbio leva ao aumento do isolamento
de Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae, alguns
Streptococcus spp. e Enterococcus spp., anaerdbios
estritos e facultativos, além de garantir volume de
sangue mais adequado de amostra por puncdo para
melhor recuperacdo dos patdégenos (22).
Além disso, grande parte dos meios comer-
ciais disponiveis é capaz de detectar o cresci-
mento de leveduras no frasco aerdbio. Portanto,
recomenda-se que, preferencialmente, as hemo-
culturas de rotina incluam frascos pareados de
hemocultura aerébia e anaerdbia (16).
O uso de um frasco aerdbio, somente, mui-
tas vezes é preconizado em instituicdes onde ha
dificuldades relativas a acordos de ressarcimento
por parte da fonte pagadora ou quando nao hé
consenso para a solicitagdo do exame. Alguns au-
tores sugerem que pode haver beneficio na coleta
de dois frascos aerdébios nas instituicbes em que a
prevaléncia de leveduras seja elevada (2).
Quando a amostra obtida possuir volume total
inferior ao preconizado por frasco, o maior volume
de sangue deve ser inoculado no frasco aerdbio
para que ndo haja perda na detecgdo de bacte-
riemias causadas por Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia ou leveduras, que
sdo aerdbios estritos. O menor volume restante
deve ser inoculado no frasco anaerébio.
Ao ser coletda mais de uma amostra, anotar
nos respectivos frascos (aero e anaero) quais frascos
sdo do mesmo local de pungao ou sitio anatémico
(ex.: 12 amostra, veia periférica, cateter etc.).
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Método manual

Atualmente os laboratérios que ainda se valem de
metodologias manuais, em sua grande maioria, utilizam
meios de cultura comerciais, aerébios e/ou anaerébios,
para a realizacdo de hemoculturas. Trata-se geralmente
de caldo infusdo cerebro-coracao (BHI) ou caldo case-
ina digerida de soja (TSB) para aerdbios, facultativos e
leveduras; e caldo Columbia para anaerébios que devem
favorecer o crescimento da maioria dos microrganismos,
inclusive dos considerados fastidiosos (2).

Além do frasco contendo caldo BHI ou TSB, o méto-
do manual mais interessante inclui meio bifasico, sendo
uma fase liquida e outra sélida, permitindo a observa¢do
de crescimento na superficie do agar.

A maioria destes meios tem na sua composi¢do o
anticoagulante SPS (0,025 a 0,05%), o qual apresenta
acao inibidora para lisozimas, além de certa acéo inibi-
téria frente a determinadas concentracées de amino-
glicosideos e polimixinas, pode ter acao inibitdria para
algumas fracdes do complemento e inibe parcialmente
a fagocitose. Por outro lado este anticoagulante pode
aduzir certa acdo inibidora para o isolamento de deter-
minados microrganismos, como por exemplo, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vagi-
nalis, Peptostreptococcus spp., Moraxella catarrhalis e
outros. Dai a recomendacdo de acrescentar gelatina na
concentracdo de 1,2% na composicdo destes meios para
inibir parcialmente o efeito nocivo do SPS, quando ha
suspeita de um dos agentes acima citados (2).

Embora ainda utilizado por razbes de custos, o
método manual ndo é o mais indicado por apresentar
baixa sensibilidade (quando comparado com métodos
automatizados), ser mais trabalhoso, além de favorecer
a possibilidade de contaminagdo das amostras exami-
nadas e de acidentes com perfurocortantes durante o
processamento e repiques sucessivos.

Um periodo de sete dias de incubacgdo e agitacdo
periddica dos frascos é um fator importante para maior
positividade; subcultivos deve ser realizado durante este
prazo. Tanto os frascos de hemocultura como as placas
de subcultivos, devem ser mantidos a temperatura de
35 + 2°C. O primeiro subcultivo (cultura cega) pode ser
feito apds 12 - 18 horas, em placa de agar-chocolate
com incubacdo em atmosfera de CO,, por no minimo
48 horas e observada diariamente para verificar a pre-
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senca de coldnias. Além dos subcultivos para cultura
cega, deve ser realizada a inspecdo visual dos frascos
diariamente a partir de 6 - 12 horas a procura de sinais
de hemolise, turbidez, producéo de gas, bolhas, pelicula
de crescimento, grumos, etc. que podem ser sinais de
positividade até o 7° dia. Nestes casos, a amostra deve
ser subcultivada imediatamente e preparada lamina para
microscopia (Gram). A inspecdo visual e o subcultivo sdo
fundamentais, e o crescimento é incrementado na me-
dida em que é feita a agitacdo do frasco (26). Culturas
cegas sequenciais e subcultivo terminal ndo acrescentam
ao resultado, desde que as amostras figuem sedimentadas
e seja feita inspecao visual diaria (27, 28). A grande maioria
dos microrganismos é isolada nas primeiras 72 horas.

Mediante a presenca de microscopia com mor-
fologia suspeita e sem crescimento no subcultivo em
aerobiose ou caso haja crescimento somente no fras-
co anaerdbio, suspeita-se de anaerdbios. Neste caso,
uma aliquota da amostra deve ser subcultivada em
placa de agar-sangue (preferencialmente enriquecido
com hemina e vitamina K), e incubada em atmosfera
de anaerobiose por 48 - 72 horas.

Em suspeitas diagnosticas de microrganismos de
crescimento mais lento, periodos mais prolongados de
incubacao devem ser indicados.

O frasco Signal (Oxoid®) apresenta um dispositivo de
deteccdo de producdo de CO, em que se pode visualizar
facilmente a positividade da amostra, ndo sendo neces-
sario o subcultivo periddico (cultura cega). Este frasco
apresenta custo relativamente elevado, semelhante aos
equipamentos automatizados e tem lugar em institui-
¢bes que processam numero pequeno de amostras, sem
justificativa de instalacdo de automacao.

Método de Lise-centrifugacao

Durante muitos anos foi considerado o padrao-ouro
para hemoculturas. O sistema Isolator® (laboratoérios
Wampole) constitui de tubo a vacuo adulto e pediatrico
contendo uma substancia lisante de leucécitos e hema-
cias, liberando microrganismos intracelulares. Os tubos
sdo centrifugados e, apos desprezar-se o sobrenadante
(contendo debris celulares, agentes antimicrobianos,
plasma e complemento), o sedimento contendo o su-
posto agente etioldgico é semeado em qualquer tipo de
meio inclusive para patdgenos especiais como Legionella,
Micobactérias e fungos. Tem ainda a possibilidade de se
fazer a contagem de col6nias por mL de sangue (cultura



quantitativa). Este método tem como limitacdo o custo
elevado e o fato de ser trabalhoso, o que inviabiliza o
processamento de grande nimero de amostras.

Métodos Semi-automatizados

O sistema Hemobac Trifasico (Probac®) é com-
posto por um laminocultivo com duas fases acoplado
a parte superior de um recipiente plastico contendo
caldo suplementado com extrato de levedura e SPS que
pode ser acrescido de substancias para neutralizagcdo
de antimicrobianos. As faces do laminocultivo contém
agar-chocolate, agar Sabouraud e agar MacConkey. Os
frascos acoplados sdo incubados em estufa propria que
faz a inversao periddica do caldo sobre o laminocultivo.
A positividade é visualizada por meio de um indicador
colorimétrico de CO,. A bacterioscopia, a identificacdo e
o antibiograma sdo processados diretamente a partir de
coldnias desenvolvidas no laminocultivo, ndo havendo
necessidade de subcultivo, estabelecendo maior agilida-
de na obtencdo do resultado.

O sistema Septi-Check® (BBL, BD Diagnostic Sys-
tems) apresenta principio semelhante e a inversao do
frasco é feita manualmente.

Métodos Automatizados (monitoracao continua)

Atualmente existem diversos equipamentos auto-
matizados no mercado para a realizagdo de hemocul-
turas que apresentam grande vantagem em relacdo as
metodologias manuais, principalmente no que se refere
a rapidez dos resultados e a diminui¢do do trabalho
técnico. Geralmente os protocolos sdo de cinco dias de
incubacdo, mas a grande maioria dos resultados positi-
vOos ocorre nas primeiras 48 horas.

As metodologias utilizadas pelos equipamentos
automatizados disponiveis no Brasil, como por exemplo,
BACTEC® modelos FX, série 9000 ( 9050, 9120, 9240 ) ou
MGIT (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems,
Sparks, MD, USA) e BacT/ALERT® 3D 60/120/240 (bioMé-
rieux, Durham, NC, EUA), tém como base a deteccdo por
fluorescéncia ou colorimetria.

Indmeros trabalhos mostram as vantagens dessas
metodologias e a opcao da escolha do equipamento, em
geral, estd mais relacionada ao custo do equipamento
e/ou de seus frascos de consumo. Seguem alguns dos
beneficios:

. Continuo monitoramento pelo sistema (leitura
em minutos).
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. Maior sensibilidade e rapidez para detec¢do de
positividade da amostra (agitacdo).

. Possibilidade de criacdo de banco de dados dos
microrganismos isolados e dados demogréficos, além
do interfaceamento com o sistema do laboratério, o
que facilita a liberacdo dos resultados negativos.

. Determinac¢do do tempo para positividade de
cada frasco, auxiliando no diagndstico de infecgdes
relacionadas a cateter.

. Menor risco de contaminacgdo laboratorial, pois
o repique so6 é realizado em amostras positivas.

. N&o é necessario repicar amostra negativa.

«  Economia de tempo e material (agulha, seringa
e placas com meios de cultura para repiques) com
menor risco de manipulacao.

«  Os frascos de plastico possuem a vantagem
de serem mais leves e provocarem menos risco de
acidentes.

A principal desvantagem do método é o custo ainda
elevado, algumas vezes ndo compensados pelas fontes
pagadoras.

Para os laboratérios que dispde de metodologias
automatizadas, existe a possibilidade do uso de meios
de cultura com resinas ou carvdo que apresentam a¢do
inibitdria para antimicrobianos, Util para pacientes que
receberam antibioticoterapia prévia.

Os frascos aerdbios devem manter area suficiente
de volume de ar para permitir crescimento de bactérias
aerdbias estritas como Pseudomonas aeruginosa e leve-
duras, enquanto os frascos para anaerébios devem ter
uma mistura de gases livres de oxigénio, evitando-se a
introducdo de ar durante a coleta. Agitacdo do meio é
um fator importante para facilitar a multiplicacdo bacte-
riana, principalmente dos aerébios estritos e facultativos.

Pacientes com infeccdo avancada pelo HIV, bem
como outros imunossuprimidos, tem risco elevado de
infeccdes por Mycobacterium tuberculosis e pelo comple-
xo Mycobacterium avium, assim como por Histoplasma
capsulatum. Nestes casos, a inoculacdo do sangue con-
centrado (sistema de lise-centrifugacdo Isolator®) pode
ser feita em agar Lowenstein-Jensen ou caldo Middle-
brook 7H11 ou usar os frascos especificos de sistemas
automatizados como MYCOF® (BACTEC — BD®) ou MB/
BACT® (BacT/ALERT - bioMerieux®) (41).

Em geral, a maioria dos meios comercializados
para automacao tem desempenho semelhante para os
patogenos usuais. Apesar da recomendacdo de coletar
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amostras antes do inicio da antibioticoterapia, muitos
pacientes ja estdo recebendo antimicrobianos no mo-
mento da coleta, diminuindo potencialmente a chance
de positividade. Os meios contendo resinas ou carvao
ativado tendem a levar ao aumento da recuperagdo de
microrganismos incluindo Staphylococcus spp., Ente-
robacteriaceae e leveduras, propiciando o aumento da
positividade em pacientes recebendo antimicrobianos e,
em contrapartida, a recuperacdo de mais contaminantes,
tipo Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (2).

Em situacOes rotineiras, utilizando-se o método
automatizado de monitoracdo continua, recomenda-
-se que os frascos de hemocultura sejam incubados
por cinco dias para bactérias aerdbias, anaerébias e a
grande maioria das leveduras (16), e 42 dias para frascos
especiais para outros fungos e micobactérias (32), ou
conforme instrucdes do fabricante.

Nota: apesar de a maioria dos fungos dimdrficos
crescerem em meios de hemocultura convencionais o
crescimento pode levar até quatro semanas. Por isso,
0 uso de automacéo ndo é totalmente confidvel e outro
método deve ser usado quando hd suspeita de infec¢éo por
fungo filamentoso ou dimérfico, se possivel, hemocultura
por lise-centrifugacdo e semeadura em Agar (33), além da
coleta de outros materiais do provavel sitio de infeccéo.
Para o crescimento de Malassezia furfur, é necessdrio su-
plementar o meio com lipides (ex. dleo de oliva) (16).

Cateteres intravenosos sao notaveis fontes de bacte-
riemia e fungemia, assim como complicagdes infecciosas
no local da inser¢do. Os mesmos cuidados para inser¢ao
devem ser adotados na retirada do cateter. A pele ao redor
do cateter deve ser cuidadosamente desinfetada com solu-
¢do iodada ou de clorexidina. Apds a secagem da solucéo
sobre a pele (cerca de 30 segundos a 1 minuto), o cateter
é removido cuidadosamente. O excesso de antisséptico
sobre a pele pode ser removido, ao final, com alcool 70%.

O segmento distal (que estava inserido na veia do
paciente), de aproximadamente 5cm, é assepticamente
cortado com auxilio de tesoura estéril, colocado em um
frasco estéril seco, e remetido em um prazo minimo (1
hora) ao laboratério.
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O método descrito por Maki é o mais amplamente
utilizado para determinar a relacdo entre colonizacédo
do cateter e infeccdo. O segmento distal do cateter é
rolado (deve-se evitar a esfregacdo) 4 a 5 vezes sobre
a superficie de uma placa de agar-sangue, com auxilio
de uma pinca estéril. Apds incubacdo, durante 18 - 24
horas a 35°C, preferencialmente em atmosfera de CO,,
é realizada a contagem de colonias. E recomendavel
fazer uma nova observacdo da placa apds 48 - 72h. Esta
técnica avalia somente a superficie externa do cateter.
Considera-se o crescimento de > 15 UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) por placa como sugestivo de
colonizacao do cateter (34).

Na auséncia de cultura semiquantitativa, a infeccéo
relacionada ao dispositivo vascular também pode ser
diagnosticada clinicamente quando ha drenagem de
secrecao purulenta na juncdo da pele com o cateter e
realizando-se a cultura deste material.

A técnica mais sensivel é a cultura quantitativa, em
gue o segmento do cateter é imerso em caldo e sonicado
(ultrassom) para a liberagdo dos microrganismos aderi-
dos nas superficies intra e extraluminal. Em seguida sdo
executadas dilui¢bes e culturas quantitativas a partir do
caldo, apés sonicacdo. O crescimento de >=100 UFC/ml
na auséncia de sinais inflamatorios sugere colonizacdo
e, na presenca destes, infeccao relacionada ao cateter. O
crescimento de < 15 UFC/placa (Maki) ou < 100 UFC/ml
(sonicacdo) é considerado indeterminado e vai depender
de outros critérios para diagnostico (34).

Ambas as metodologias requerem a retirada do
dispositivo vascular, que na maioria dos casos resultam
em culturas negativas.

Em paralelo, testes diagnésticos mais conservadores
tem sido usados com relativo sucesso para preservar o
cateter, principalmente nos pacientes com dificil acesso
venoso ou com cateteres de longa permanéncia. Estes
compreendem a coleta de hemoculturas pareadas e
simultaneamente obtidas, uma através do cateter cen-
tral e outra de veia periférica. Em estudos ja realizados,
demonstrou-se que se a contagem de colénias/ml da
amostra de sangue obtida pelo cateter for no minimo 4
vezes maior que a da amostra obtida da veia periférica,
significa alto valor preditivo positivo de infeccdo rela-
cionada ao dispositivo vascular ( que pode ser realizado
pelo método de lise-centrifugacgdo - Isolator®)(42).

Partindo desse principio, amostras de igual volu-
me, coletadas pareadas do cateter e da veia periférica



podem ser inoculadas simultaneamente em frascos de
hemocultura de sistemas automatizados de monitora-
¢do continua. O tempo para deteccdo de positividade
¢é diretamente proporcional ao inéculo inicial; portanto,
se a diferenca no tempo de positividade for maior que
2 horas, mais precoce do frasco coletado do cateter em
relacdo ao da veia periférica, estd frequentemente rela-
cionada a infec¢Oes devido ao cateter. Esta metodologia
apresenta sensibilidade variavel a depender do tipo de
cateter, tempo de permanéncia e presenca de outros
focos infecciosos a distancia, mas apresenta um alto va-
lor preditivo negativo, principalmente para cateteres de
longa permanéncia, o que pode evitar em muitos casos
a retirada desnecessaria dos mesmos (3,4,6,7).

Hemoculturas obtidas a partir de dispositivos intra-
vasculares como cateteres ou ports, sdo associadas com
maior taxa de contaminacdo ( cerca de 10% ) do que
amostras coletadas por venopungdo ( 2 - 3% ) (36,37).
Em casos especificos, onde ha a necessidade de coleta
através de dispositivos, esta deve ser sempre acompa-
nhada de 1 ou 2 amostras de veia periférica para auxiliar
na interpretacdo do resultado. Em caso de impossibilida-
de de coleta por veia periférica, colher duas amostras de
duas vias diferentes do cateter (34).

Interpretacao dos resultados

Por muitos anos tem sido consenso entre clinicos
e microbiologistas que a hemocultura é um dos testes
laboratoriais mais importantes para o diagnostico de
infec¢es graves.

O indice de positividade pode variar bastante de
acordo com o tipo e o grau de complexidade da institui-
¢do (atendimento primario ou terciario, comunitario ou
académico), sendo em média de 10 a 15% (37). Quando
este indice diminui para valores muito baixos (< 5%) ou
aumenta muito (>15%), é conveniente que seja revista
a adequacdo dos pedidos de hemoculturas pelo corpo
clinico. Outro indicador que pode ser usado para mo-
nitorar se o pedido de exames esta sendo apropriado é
auditar o numero de hemoculturas por 1000 pacientes-
-dia, que deve ficar entre 103 e 188 (2).

Alguns microrganismos tém alto valor preditivo
positivo para bacteriemia verdadeira (> 90%), mesmo
quando isolado em somente uma amostra como, por
exemplo: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e outras
Enterobacteriaceae, Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Brucella spp.,

Hemoculturas - Recomendagdes de coleta, processamento e interpretagio dos resultados

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrho-
eae, Haemophilus influenzae, membros do grupo Bacte-
roides fragilis, Candida spp. e Cryptococcus spp., 0s quais
quase sempre representam infeccao verdadeira (1, 25).

Streptococcus viridans, Enterococcus spp. e Sta-
phylococcus coagulase negativo (SCN) representam
em média respectivamente 38%, 78% e 15% de bacte-
riemias verdadeiras (1).

Alguns tipos de microrganismos sdo mais frequen-
temente associados com contaminacao (< 5% de chance
de bacteriemia verdadeira) como Corynebacterium spp.,
Micrococcus spp., Bacillus spp. e Propionibacterium acnes (1).

Outros patdgenos mais raros costumam estar relacio-
nados a imunossupressao causada por cancer ou leucemia,
como Aeromonas, Bacillus, Campylobacter, Capnocytopha-
ga, Clostridium, Corynebacterium, Listeria, Mycobacterium,
Rhodococcus, Salmonella typhimurium, Streptococcus do
grupo G e também membros do grupo Streptococcus
gallolyticus (grupo Streptococcus bovis) (1, 29).

Quando uma hemocultura é inesperadamente
positiva (na auséncia de sinais ou sintomas) ou quando
somente uma dentre varias amostras é positiva para
um determinado microrganismo, este pode eventual-
mente ser considerado um contaminante.

Os indices de contaminacdo aceitaveis ficam em
torno de 1 a 3%, sendo toleravel até 5%, podendo
ser maiores em unidades de emergéncia e pediatria.
Portanto, preferencialmente, as unidades devem ser
monitoradas separadamente (24).

Nos ultimos anos, tornou-se evidente que microrga-
nismos antes considerados quase sempre contaminantes,
como por exemplo, Staphylococcus coagulase negativo
(SCN), passaram a ser cada vez mais comumente isola-
dos e algumas vezes associados a infec¢bes verdadeiras
(principalmente relacionadas a dispositivos invasivos),
frequentemente confundindo a avaliagdo clinica (1).
Além disso, hemoculturas falsamente positivas levam
a trabalho extra ao laboratério, realizacdo de exames
adicionais, uso desnecessario de antibidticos e tempo
prolongado de internagdo, com aumento dos custos.

Portanto, toda hemocultura positiva, com germes
potencialmente contaminantes, deve ser criteriosamente
avaliada, incluindo pacientes neonatos e lactentes, pela
dificuldade de coleta em diferentes sitios anatémicos (25).

Muitos destes casos ndo sdo suficientemente avalia-
dos somente pela identificacdo do género / espécie. O
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numero de amostras positivas sobre o nimero de amos-
tras coletadas tem mostrado ser Gtil na interpretacdo
do significado de hemoculturas positivas. Ao contrario
de pacientes com endocardite ou outra infeccdo da
corrente sanguinea, nos quais a maioria dos frascos
é positiva, nos casos de contaminacdo, geralmente
somente uma amostra (dentre duas ou mais coletadas)
apresenta positividade. Enfatize-se aqui que a coleta
de uma amostra Unica perde todo o significado, tor-
nando impossivel esta avaliacdo. Este é um dos moti-
vos pelos quais se recomenda a coleta de no minimo
duas amostras de hemocultura de sitios diferentes
(além de garantir um volume de sangue adequado) (1).

Ainda e apesar disso, alguns estudos mostram
gue mesmo uma Unica amostra com SCN pode ser
indicativa de infeccdo em determinadas situacoes
(principalmente associadas a cateter intravascular) e
em pacientes de alto risco, encontrar mais de uma
hemocultura positiva para bactérias normalmente
consideradas contaminantes como Corynebacterium
spp. e Bacillus spp., pode ter significado clinico (1, 12).

Limitacoes

Ainda ndo existe um padrdo-ouro para o diagnos-
tico de ICS. Os métodos em uso requerem de horas a
dias de incubacdo para detectar o crescimento de mi-
crorganismos. Ndo ha um sistema comercial disponivel
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ou meio de cultivo capaz de possibilitar a deteccédo de
todos potenciais patégenos. Num futuro proximo, é
provavel que os sistemas baseados em cultivo passem
a ser substituidos ou complementados por métodos
moleculares ou de espectrometria de massa com a
possibilidade de se tornarem mais sensiveis e rapidos.

Comunicacao dos resultados

O exame mais importante a ser realizado em qual-
quer hemocultura sinalizada como positiva é a coloragdo
de Gram. E altamente provavel que esta informacéo
descritiva das caracteristicas morfotintoriais, junta-
mente com os dados do paciente, ira ditar a escolha
da antibioticoterapia primaria com impacto positivo
na escolha terapéutica e na evolucéo clinica (5).

Portanto, o resultado parcial de hemoculturas
deve ser considerado de alta prioridade para notifica-
cao ao médico assistente, inclusive por escrito. E sem-
pre util rever outras culturas do mesmo paciente, para
identificar possiveis pistas da identificacdo do agente.
O numero de hemoculturas positivas sobre o total de
amostras enviadas e o tempo de positividade também
devem ser analisados ao reportar os resultados. Estu-
dos mostram que um periodo curto para a notificacdo
do resultado ao médico consiste de importante fator
para diminuir o tempo de internacao e propiciar me-
Ihor evolugao do paciente. Este deve ser considerado
um “resultado critico”.
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