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EAM — Enfarte Agudo do Miocardio

ECLIA — ElectroChemiluminescence ImmunoAssay

EHEC — Escherichia coli Enterohemorragica (Enterohemorrhagic Escherichia coli)
E) — Glicil-acido ribonucleico de transferéncia sintase

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ENA — Antigénios Nucleares Extraiveis (Extractable Nuclear Antigen)

EQAS — The External Quality Assurance Services

ESBL — B-lactamase de Espectro Alargado (Extended Spectrum f-Lactamase)
FFP3 — Filtering Face Pieces 3

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

FITC — Fluorescein Isothiocyanate Isomer

FSH — Hormona Foliculo-Estimulante (Follicle Stimulating Hormone)

FT3 — Triiodotironina Livre

FT4 — Tiroxina Livre

GnRH — Hormona Libertadora de Gonadotropinas (Gonadotropin-Releasing Hormone)
gp210 — Glicoproteina 210

HAEM — Gelose Chocolate Haemophilus

HCG — Hormona Gonadotropica Coriénica Humana (Human Chorionic Gonadotropin)
HCM — Hemoglobina Corpuscular Média

HNM — Hospital Dr. Nélio Mendonga

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

IFA — Indirect Fluorescent Antibody

INSA — Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge

IRC — Insuficiéncia Renal Cronica

ITU — Infecoes do Trato Urinario
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Jo-1 — Histidil-acido ribonucleico de transferéncia
K,-EDTA — Acido Etilenodiaminotetracético dipotassico
LC-I — Antigénio citosolico de tipo | do figado

LCR — Liquido Cefalorraquidiano

LH — Hormona Luteinizante (Luteinising hormone)

LKM-I — Anticorpos anti-microsoma de rim e figado

MALDI-TOF-MS — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry

MBG — Membrana basal glomerular

McF — McFarland

MCK — MacConkey

MGIT — Mycobacteria Growth Indicator Tube
Mi-2 — Antigénio miosite

MLDA — Meat Liver Dextrose Agar

MPO — Mieloperoxidase

MRSA — Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (Meticilin Resistant Staphylococcus aureus)

MRSM — Meio Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina

MSA — Manitol Salgado Agar

NAD - Nicotinamide Adenine Dinucleotide

NSE — Enolase Neuro-Especifica (Neuron Specific Enolase)
NT-proBNP — N-terminal pré Peptideo Natriurético do tipo B
OJ — Isoleucil-acido ribonucleico de transferéncia sintase

PCNA — Antigénio nuclear de células proliferadoras

PDGFR — Recetor para o fator de crescimento derivado de plaquetas
PGDH — hidroxiprostaglandina desidrogenase

PL-7 — Treonina-acido ribonucleico de transferéncia sintase

PM — Poliomiosite

PML — Leucemia promielocitica

PNAEQ — Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade
PR3 — Proteinase 3

Prot.-P-rib. — Proteina P ribossomal

PSA — Antigénio Especifico da Prostata (Prostate Specific Antigen)
PTH — Paratormona

RAM — Regiao Autonoma da Madeira

RBC — Rotulo e Codigo de Barras
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RDW — Red Cell Distribution Width

RIQAS — Randox International Quality Assessment Scheme
RNA — Acido Ribonucleico (Ribonucleic Acid)

RP — Polimerase 3 de acido ribonucleico

RPCA — Resisténcia a Proteina C Ativada

rpm — Rotagoes por minuto

RPR — Rapid Plasmin Reagin

RT-PCR — Real Time - Polymerase Chain Reaction

SAE| — Subunidade | da enzima de ativagao do modificador pequeno semelhante a ubiquitina
Scl — Escleroderma

SCT - Silica Clotting Time

SDA — Sabouraud Dextrose Agar

SESARAM — Servigo de Saude da Regiao Autonoma da Madeira
SHBG — Sex Hormone Binding Globulin

SHU — Sindroma Hemolitica-Urémica

SIL — Sistema Informatico Laboratorial

SLA/LP — Antigénio hepatico sollvel/antigénio figado-pancreas
Sm — Antigénio Smith

SMAC — Sorbitol MacConkey Agar

SNC - Sistema Nervoso Central

SPC — Servigo de Patologia Clinica

SRAA — Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

SRP — Particulas de reconhecimento de sinal

SS — Salmonella Shigella

SS-A — Antigénio A de sindrome de Sjogren

SS-B — Antigénio B de sindrome de Sjogren

STEC — Shiga Toxin Escherichia coli

T3 — Triiodotironina

T4 — Tiroxina

TDA — Triptofano Desaminase

Tg — Tiroglobulina

TMB — Tetrametilbenzidina

TP — Tempo de Protrombina

TPA — Tripopilamina
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TPO — Peroxidase Especifica da Tiroide (Thyroid peroxidase)

TRAb — Autoanticorpos contra o recetor da TSH (TSH receptor antibody)
TRH — Hormona Libertadora de Tirotropina (Thyrotropin Releasing Hormone)
TSA — Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

TSH — Hormona Estimulante da Tirdide (Thyroid Stimulating Hormone)
TT — Tempo de Trombina

TTPA — Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

UIl-snRNP — Componente Ul da ribonucleoproteina nuclear pequena
UFC — Unidades Formadoras de Colonias

UK NEQAS — United Kingdom National External Quality Assessment Service
VCM — Volume Corpuscular Médio

VDRL — Venereal Disease Research Laboratory

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana
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Resumo

O presente relatorio encontra-se inserido no contexto do estagio curricular do
Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC).
Este estagio curricular teve como principais objetivos a aplicagdo de conhecimentos tedricos
e praticos adquiridos ao longo das diversas unidades curriculares, bem como proporcionar
uma oportunidade de contacto, por um periodo de cinco meses, com os servigos prestados
pelo Servigo de Patologia Clinica (SPC) do Hospital Dr. Nélio Mendonga (HNM).

Neste relatorio sao abordadas as diversas sec¢oes do SPC, nomeadamente a
Hematologia, Microbiologia, Serologia, Biologia Molecular, Bioquimica, Endocrinologia e
Imunologia. De modo geral, o SPC é brevemente descrito em termos de organizagao espacial,
principais amostras recebidas, processos pré-analiticos, analiticos e pds-analiticos e sistemas
de controlo de qualidade implementados. No entanto, apenas as secgoes de Microbiologia e
Endocrinologia serao descritas em maior pormenor, no que diz respeito as metodologias
utilizadas, parametros analiticos, validagao de resultados e interpretagao de casos clinicos que

surgiram durante o decorrer do estagio.

Palavras-chave: Patologia Clinica; Analises Clinicas; Microbiologia; Endocrinologia.

Abstract

This report is inherent of the curricular internship of the Master’s in Clinical Analysis
at the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra (FFUC). This internship aimed to
apply practical and theoretical knowledge acquired over several curricular units, as well as
providing an opportunity of contact, for five months, with the services provided by the Clinical
Pathology Laboratory (SPC) of the Hospital Dr. Nélio Mendonga (HNM).

This report addresses the different sections of the SPC, namely Hematology,
Microbiology, Serology, Molecular Biology, Biochemistry, Endocrinology and Immunology. In
general, the SPC is briefly described in terms of spatial organization, main samples received,
pre-analytical, analytical and post-analytical processes, and the implemented quality control
systems. However, only the Microbiology and Endocrinology sections will be described in
greater detail, with regard to the methodologies used, analytical parameters, validation of

results and interpretation of clinical cases that emerged during the internship.

Keywords: Clinical Pathology; Clinical Analysis; Microbiology; Endocrinology.
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I. Introducio

O Servigco de Patologia Clinica (SPC) é um laboratério de andlises clinicas e como tal
representa um estabelecimento de salide que recorre a um conjunto extenso de profissionais
de salde, metodologias e equipamentos laboratoriais para garantir a implementagao de
cuidados de prevengao, prognostico, diagndstico, escolha e monotorizagao do tratamento,
permitindo assim detetar e corrigir desequilibrios no estado fisiologico do utente.

O presente relatorio foi elaborado aquando da realizagao do estagio curricular inserido
no plano de estudos do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) no Servigo de Patologia Clinica (SPC) do Hospital Dr. Nélio
Mendonga (HNM), unidade hospitalar central da Regiao Autonoma da Madeira (RAM). O
estagio curricular teve como principais objetivos proporcionar uma experiéncia imersiva de
cinco meses no meio profissional laboratorial, bem como permitir a aplicagio de
conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo das unidades curriculares do curso.

Este relatorio descreve o SPC do HNM em termos de fase pré-analitica, analitica e
pos-analitica. Na fase analitica sao abordadas de forma mais detalhada as secgoes da
Microbiologia e da Endocrinologia. No final do relatorio sao apresentados alguns casos clinicos

que surgiram durante o estagio, bem como o sistema de controlo de qualidade implementado.

2. Caraterizacao do laboratério

O Servico de Saude da Regiao Autonoma da Madeira (SESARAM) é formado por todas
as instituicoes publicas na RAM, nomeadamente o HNM, o Hospital dos Marmeleiros, o
Hospital Dr. Joao de Almada, a Casa de Saude Sao Joao de Deus, a Casa de Saude Camara
Pestana, o Centro Dr. Agostinho Cardoso, Estabelecimento Prisional, Lar Bela Vista e

cuidados de saude primarios, contando com 47 centros de saude.

Tabela |. Organizacao estrutural das secgoes do SPC do HNM.

Hematologia

Bioquimica

LabCore Endocrinologia

Imunologia

Rastreio Pré-Natal

Secgoes Técnicas
< Urina Tipo Il e Sangue Oculto (Secgao pertencente a Bioquimica)

Parasitologia

Microbiologia Bacteriologia | e 2

Micobacteriologia

Serologia e Biologia Molecular
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O SPC é dirigido pelo Dr. Nuno Canhoto, Assistente Graduado da especialidade em
Patologia Clinica, com subespecialidade em Microbiologia Médica. O SPC foi instalado em maio
de 2007 no nucleo de apoio do HNM e presta cuidados de satde as diversas instalagoes do
HNM (servigos de internamento, unidades de cuidados intensivos e cuidados intermédios,
blocos operatérios, urgéncias referenciadas e consultas externas), bem como as restantes
instalagoes do SESARAM. O SPC possui diversas secgoes técnicas (Tabela 1), salas de colheita,
um posto de colheitas no centro de saude do Bom Jesus e uma unidade de satude no Porto
Santo. O SPC recebe em média 1300 amostras por dia e dispoe de Assistentes Operacionais,
Assistentes Técnicos, Técnicos Superiores, Técnicos Superiores de Salde, Técnicos

Superiores de Diagnostico e Terapéutica e por médicos especialistas em Patologia Clinica.
3. Funcoes desempenhadas
Ao longo do estagio procedi a manutengao dos equipamentos, calibragao e controlo

de qualidade, bem como acompanhei de modo observacional a validagao dos resultados.

3.1.Seccdao Microbiologia

A Microbiologia, sec¢ao abordada com maior detalhe no relatério, constitui um ramo
da ciéncia que se dedica ao estudo de microrganismos, classificados em bactérias,
micobactérias, fungos, parasitas e virus (Anexo 1). Nesta seccao, adquiri aptidoes teorico-
praticas para o estudo microbioldgico de amostras de rotina. Observei exames a fresco, apos
coloragao manual (Lugol para observagao de parasitas) e apods coloragao automatica de Gram
e Ziehl-Neelsen, obtidas por equipamentos Aerospray (Anexo 2). Realizei também exames
culturais para avaliar o crescimento microbiano em diferentes meios de cultura e condigoes
de incubagao. Além disso, procedi a identificagdo microbiana por MALDI-TOF-MS
(lonizagao/Dessorgao a Laser Assistida por Matriz, acoplada a Espectrometria de Massa por

Tempo de Voo) e ao Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) por VITEK-2.

3.2.Secciao Hematologia

A Seccao de Hematologia contempla o estudo das doengas do sangue (as patologias
com as quais me deparei com maior frequéncia foram as anemias e hemoglobinopatias),
hemostasia (alteragdes no processo de coagulagao), bem como da medula éssea. Esta secgao
encontra-se dividida em trés partes: microscopia otica, citometria de fluxo e analitica, na qual
realizei o estagio. Na area da microscopia o6tica sao realizados esfregacos sanguineos e de

aspirados medulares, bem como o estudo citolégico do liquido cefalorraquidiano (LCR) em
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camara de Neubauer. Na drea de citometria de fluxo é realizada a imunofenotipagem do
sangue periférico e aspirado medular.

Na parte analitica, procedi a determinagao, em amostras de sangue em tubo com K,-
EDTA, do hemograma, velocidade de sedimentagao, separagao de hemoglobinas, esfregago
sanguineo e prova de fragilidade osmotica. Em particular, no hemograma sao quantificados os
leucocitos totais, neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basdfilos, eritrocitos,
hemoglobina, plaquetas e reticulécitos. Sao também avaliados parametros como o
hematocrito, Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM),
Concentragao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e Red Cell Distribution Width
(RDW). Realizei igualmente a determinagao dos parametros da hemodstase em amostras de

sangue em tubo com citrato de sédio pelo equipamento ACLTOP 750°™ (Anexo 3).

3.3.Seccdo Serologia e Biologia Molecular

Na subseccao Serologia, apliquei diversos métodos manuais e automaticos (Anexo 4)
que se baseiam na reagao especifica antigénio-anticorpo para detetar antigénios de um
microrganismo patogénico ou entao para detetar anticorpos produzidos em resposta a uma
infecao recente ou passada. Adicionalmente, também realizei andlises seroldgicas em contexto
de transplantes de medula e 6rgaos sélidos, bem como em contexto de exames pré-natais.
Na subsecgao de Serologia a principal amostra analisada é o soro, porém também tive a
oportunidade de determinar diversos parametros em amostras de plasma, urina, fezes e
liquido cefalorraquidiano (LCR).

Na subsecgao de Biologia Molecular acompanhei de modo observacional o processo
RT-PCR (Real Time - Polymerase Chain Reaction) que permite a amplificacdo e detecao de
sequéncias especificas de acidos nucleicos de microrganismos extraidas na amostra, com a
finalidade de diagnosticar infecoes respiratorias, neuroldgicas, sistémicas, sexualmente
transmissiveis e gastrointestinais, bem como a pesquisa de genes associados a resisténcias
bacterianas (Anexos 5 e 6). Os testes de Biologia Molecular sao utilizados para fornecer um
diagnostico rapido e preciso no caso de suspeita de uma infe¢ao e na monitorizagao de
infecoes em individuos transplantados renais. Adicionalmente, sao utilizados testes rapidos de
RT-PCR em cartucho (GeneXpert e LIAT) para a detecgao de acido ribonucleico (RNA) de SARS-
CoV-2 em amostras de zaragatoas nasais, sob situagoes de diagnostico urgente. Por fim, o
FilmArray é também um teste rapido RT-PCR, porém permite a detegao simultanea de acidos
nucleicos de um painel de microrganismos patogénicos (RT-PCR multiplex), sendo utilizado

com teste de segunda ou terceira linha na secgao (Anexo 6).
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3.4.Seccdao Endocrinologia

A seccao de Endocrinologia, abordada com maior detalhe no relatério, constitui um
ramo da Bioquimica que se dedica ao diagndstico e tratamento de perturbagdes no sistema
endocrino e no metabolismo geral, na qual adquiri aptidoes tedrico-praticas para a
determinagao de diversos parametros, nomeadamente para a avaliagdo da fungao tiroidea,
suprarrenal, cardiaca e hormonas da fertilidade. Adicionalmente, tive a oportunidade de
determinar inUmeros marcadores tumorais e marcadores de hipertensao secundaria, anemia,
metabolismo 6sseo e diabetes (Anexo 7). Na seccao de Endocrinologia a principal amostra

analisada é o soro, porém diversos analitos sao doseados no plasma ou na urina de 24 horas.

3.5.Seccao Bioquimica

A Bioquimica constitui uma valéncia central no diagndstico de grande parte das
patologias, uma vez que integra um painel de parametros que avaliam inUmeras perturbagoes
metabdlicas. As principais determinagoes realizadas nesta secgao para as amostras de soro e
urina (amostras mais comuns) encontram-se descritas no Anexo 8. No referido anexo esta
assinalado também o exame de Urina Tipo Il e o teste de sangue oculto (hemoglobina fecal)
usado no rastreio do cancro colorretal. Adicionalmente, como a maioria dos métodos sao
colorimétricos, espectrofotométricos, imunoturbidimétricos e potenciométricos, a medigao

dos parametros € afetada por interferentes de hemolise, ictericia e lipemia na amostra.

3.6.Secciao Imunologia

A Imunologia é um ramo da ciéncia que estuda os elementos do sistema imunolégico,
sendo uma ferramenta essencial no diagnostico e monitorizagao de patologias como as
doengas autoimunes, processos alérgicos e de hipersensibilidade, imunodeficiéncias e
gamapatias (monoclonais e policlonais). A principal amostra analisada é o soro, porém realiza-
se a determinacao de proteina de Bence-Jones na urina para o diagnéstico de gamapatias (por
exemplo, mieloma multiplo) e de calprotectina em fezes para o diagndstico de doengas
inflamatorias intestinais (por exemplo, doenga de Crohn e colite ulcerosa), ver Anexo 9.

A pesquisa de anticorpos IgE totais e especificos, associados a reagoes alérgicas e
hipersensibilidades, é realizada no equipamento ImmunoCap 250, Thermo Scientific. Quanto as
IgE especificas (produzidas em resposta a um determinado alergénio), a sua pesquisa no soro
é primeiramente realizada contra conjuntos Multirast de alergénios. Caso o Multirast seja
positivo, as IgE sao analisadas individualmente (Anexos 9 e 10). Adicionalmente é realizado o

doseamento da triptase para o diagnodstico de reagao anafilatica e mastocitose.
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Participei no screening de doengas autoimunes (por exemplo, lupus eritematoso
sistémico, esclerose sistémica, artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, doenga mista do
tecido conectivo, hepatite autoimune, cirrose biliar primaria, miosite inflamatoria autoimune,
sindrome anti-fosfolipidica, vasculites, doenga celiaca e doengas inflamatorias intestinais)
através da detecao de ANA (anticorpos antinucleares), ANCA (anticorpos anti-citoplasma de
neutrofilo) e AMA (anticorpos anti-mitocondria) por imunofluorescéncia em laminas de
tecidos, respetivamente, contendo células Hep-2 do carcinoma da laringe humana, neutrofilos
e uma mistura de tecidos de roedor (gastrico e rim). Apos, realiza-se a pesquisa individual dos
anticorpos especificos destas patologias através das técnicas CLIA (Chemiluminescence
ImmunoAssay), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e Immunoblot, ver Anexo 9.

Por fim, na seccao de Imunologia procedi ao estudo das proteinas séricas por
imunoneflometria e eletroforese capilar (proteinograma e imunodeslocamento) sobretudo

para monitorizar utentes com gamapatias (por exemplo, mieloma multiplo), ver Anexo 9.

4. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica compreende todo o conjunto de procedimentos que antecedem a
analise da amostra e que garantem a qualidade da mesma, tais como a requisigao clinica,
preparagao do utente (necessidade de realizar jejum, restricao alimentar especifica, hora e

condigcoes da colheita, entre outros), colheita, transporte, conservagao, recegao e triagem.

Tabela 2. Tubos para colheita de sangue, respetiva amostra e utilizagao nas secgoes do SPC.

Ordem Tubo de colheita Amostra Secgoes
1° Frasco de hemocultura Sangue total Microbiologia
Tubo com anticoagulante
2° Plasma Hematologia
Citrato de sédio (1:9) &
Bioquimica, Endocrinologia,
o Tubo com gel separador e com 9 o ] g
3 . . Soro Serologia, Biologia Molecular e
ativador de coagulagao )
Imunologia
Hematologia, Bioquimica,
4 Tubo com anticoagulante K- Sangue total Endocrinolo iagSeroquia e Biologia
EDTA Plasma g & &
Molecular
5° Tubo com fluoreto de sodio Plasma Bioquimica (medicao de glicémia)

O processo inicia-se com a elaboragao da requisi¢cao pelo clinico/servico. A requisicao
de amostras para analises no SPC é realizada quase totalmente por via eletronica, sendo
automaticamente transmitida para o Sistema Informatico Laboratorial (SIL), denominado por

Modulab Gold, versao 3.0.00. (Werfen) e Infinity (ROCHE). As amostras colhidas no HNM
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sao encaminhadas para as diferentes sec¢oes apds identificagao com rétulo e codigo de barras
(RCB). As restantes amostras dos servicos SESARAM e dos domicilios sao acondicionadas em
contentores térmicos e depois sao transportadas ao SPC pelo servico de transporte do
Servico Regional de Saude. As amostras colhidas no Porto Santo sao acondicionadas e
transportadas por aviao. Para a colheita de amostras de sangue periférico, recorre-se a
diversos tubos especificos (Tabela 2), segundo uma determinada ordem de colheita.

A chegada do laboratério é medida a temperatura dos contentores, sendo registada
juntamente com a data e hora. Na triagem, um técnico procede a confirmagio da
correspondéncia da amostra com a requisicao, bem como da identificagado do utente e
qualidade do produto. Assim que é dada a entrada no SIL, as amostras sao distribuidas pelas
diversas secgoes do SPC por Assistentes Operacionais e depois submetidas ao seu
processamento analitico ou pela cadeia de distribuigao robdtica de aliquotas de soro e urina,
Cobas (ROCHE), existente no LabCore. Esta cadeia de distribuicio permite realizar a
separacao de aliquotas de soro e urina para a linha de equipamentos Cobas, ROCHE, da
Bioquimica e Endocrinologia. Os tubos de amostra sao colocados na cadeia robotica, na qual
¢ lido o RCB e sao processados de acordo com a requisigao clinica presente no SIL. Ocorre
a descapsulagao dos tubos e doseamento dos respetivos parametros na linha de equipamentos
Cobas, ROCHE. Caso as amostras contenham parametros de outras secgoes (Imunologia,
Urina Tipo ll, Serologia e Biologia Molecular) sao colocadas num médulo separado de triagem.

As amostras com requisicao de parametros nao analisados pelo SPC sao enviadas ao
Centro de investigagao do SESARAM, Servico de Sangue e Medicina Transfusional, Laboratério
de Genética Humana da Universidade da Madeira, Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo

Jorge (INSA) e ao Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves.

5. Seccdo Microbiologia

A detecao e identificagdo de microrganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos em produtos biologicos constitui a base do diagnodstico laboratorial de doengas
infeciosas e, portanto, da Microbiologia clinica. Adicionalmente, para validar um resultado de
modo fidedigno é necessario conhecer quais sao os microrganismos pertencentes a microbiota
humana, bem como os principais agentes etiologicos associados a infe¢ao analisada. De modo
geral, realiza-se o isolamento dos microrganismos em meios de cultura, identificagao e depois
determina-se o seu perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos, através do método
TSA. Os processos de identificagao (manual e automatico) e TSA serao abordados em maior

pormenor nas paginas 28-32.
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5.1.Subsecc¢do Bacteriologia |: analises bacterioldgicas e micolégicas

5.1.1. Sangue periférico

O sangue, em condigoes fisiologicas, constitui um fluido biolodgico estéril, portanto a
presenca de bactérias no sangue (denominada bacteriémia) ou de fungos (fungemia)
representam um estado grave de infegao, seja esta transitoria, intermitente ou continua.
Adicionalmente, os produtos metabolicos e toxinas gerados pelo microrganismo circulam pelo
organismo, ativando o sistema imunitario, podendo levar a septicemia. A bacteriémia pode ter
origem intravascular, sendo resultante de, por exemplo, endocardites e de cateteres
intravenosos contaminados. Porém a origem mais comum de bacteriémia é pela circulagao
linfatica de um local de infegao primario localizado. [I]

Os microrganismos cuja detegao no sangue possui a maior relevancia clinica sao:
Enterobacteriaceae spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus PB-hemolitico, Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, grupo HACEK (Haemophilus spp., Actinobacillus
spp., Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, e Kingella kingae), anaerdbios e leveduras. Por
outro lado, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus spp., Propionibacterium spp. e
Corynebacterium spp. sao contaminantes da microbiota da pele. [, 2]

O sangue periférico é colhido em frascos de hemocultura. Estes sao incubados a 35°C
no equipamento automatizado BACTEC 9240 BD, que é um aparelho otimizado para detecao
do crescimento de bactérias ou fungos. O periodo de incubagao é definido para cinco dias,
porém na suspeita de microrganismos fastidiosos ou de endocardite é estendido a 10 dias.
Atenta-se que os frascos micoldgicos tém um periodo de incubagao de 14 dias. Se existirem
microrganismos na amostra de sangue havera produgao de diéxido de carbono no interior do
frasco de hemocultura, uma vez que é resultante do metabolismo dos mesmos no meio. O
dioxido de carbono reage com o corante presente no fundo do frasco de hemocultura,
resultando na sua mudanca de cor e emissao de fluorescéncia. Foto-detetores medem a
intensidade de fluorescéncia a cada 10 minutos, assinalando a presenca de microrganismos. [3]

Os frascos assinalados como negativos apos o periodo de incubagao sao eliminados,
enquanto os positivos sao transportados para a bancada e confirma-se se ha crescimento de
coldnias. Posteriormente, realiza-se um esfregago sanguineo que é de seguida corado pelo
equipamento automatico Aerospray Gram. O esfregago corado é observado ao microscopio
na objetiva de 100x e 6leo de imersao para detetar bactérias (de Gram positivo ou negativo)
ou fungos (leveduras ou filamentosos). Realizam-se também sementeiras por técnica de

esgotamento em quadrante sob meios de cultura especificos, tal como se pode verificar na
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Tabela 3. Quando os frascos de hemocultura anaerobia sao positivos realiza-se a subcultura
em dois meios CSB, um é incubado em aerobiose e outro em anaerobiose (dentro duma jarra

GasPak na estufa) para diferenciar bactérias anaerébias estritas de anaeroébias facultativas.

Tabela 3. Exame microscopico e cultural dos frascos de hemocultura.

Exame
Produto ) , . Meios de Cultura Atmosfera | Incubagao
Microscopico
. Gelose Columbia + 5% de Sangue de o
risc? . Carneiro (CSB) 2
pediatrico Coloragao - -
Gelose Chocolate enriquecido com
ou adulto Gram N
., Suplemento PoliVitaminico (CHOC- CO, (5%)
aerobio
PVS)
O,
Gelose Columbia + 5% de Sangue de | Anaerobiose 37°C
Frasco - Carneiro (CSB) em jarra
24 a 48h
adulto Cocl;i::iao GasPak (242 48h)
anaerdbio Gelose Chocolate enriquecido com
Suplemento PoliVitaminico (CHOC- CO,
PVS)
. Col . Gelose Columbia + 5% de Sangue de
) ras,cc? olorasao Carneiro (CSB) O,
micoldgico Gram
Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Figura |. Tipos de hemolise em meio CSB com B-hemolise por Streptococcus pyogenes (A), a-hemolise por Escherichia coli (B)
e y-hemolise por Staphylococcus epidermidis (C). [5]

A gelose CSB é um meio nao seletivo e enriquecido com peptonas, extrato de levedura
e sangue de carneiro que fornece o fator X (hemina), permitindo assim o crescimento da
maioria das espécies microbianas. A presenca de sangue de carneiro permite discriminar o
tipo de hemolise (B, a ou y) provocado pela bactéria, sendo um critério de identificagao da
espécie (Figura ). Consoante a capacidade das bactérias para lisar os eritrocitos do meio CSB,
as coldnias apresentam halos diferentes em seu redor. Se realizarem hemolise total (B-
hemolise) geram um halo incolor, se realizarem hemolise parcial (a -hemolise) geram um halo
esverdeado e se nao realizarem hemolise (y-hemolise) nao ha halo. Por outro lado, a gelose

CHOC-PVS é um meio nao seletivo particularmente recomendado para o crescimento de
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estirpes fastidiosas que necessitam dos fatores X e V (Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina
- NAD), tais como a Neisseria spp., Haemophilus spp. e Streptococcus pneumoniae. Este meio é
uma variagao da gelose CSB e é composto por uma base nutritiva de eritrocitos lisados por
aquecimento, sendo também suplementado com fator V. [4]

O meio SDA foi desenvolvido por Sabouraud para o cultivo de dermatdfitos e outros
fungos. Apresenta um valor baixo pH (aproximadamente 5,6) que estimula o crescimento de
fungos em deterioramento detrimento das bactérias presentes na amostra clinica. [4]

Procede-se depois a observagao dos meios referidos na Tabela 3 as 24h de incubagao.
Se nao houver crescimento as 24h observa-se apos 48h de incubagao. Tem-se em conta que
geralmente, colonias mais pequenas sao formadas por bactérias de Gram positivo, enquanto
colénias maiores sao formadas por bactérias de Gram negativo. Assim as coldnias sao
valorizadas conforme a correspondéncia do seu aspecto nos meios com o exame microscopio,
sendo encaminhadas para identificagao e TSA. Caso exista mais do que um tipo de coldnia no
meio realiza-se a subcultura das mesmas de modo a isola-las. Dada a gravidade deste tipo de

infecoes, os resultados preliminares sao enviados ao médico requisitante logo que possivel.

5.1.2. Liquido cefalorraquidiano (LCR)

O LCR é um liquido limpido incolor e estéril que envolve o espago subaracnodideo do
cérebro e medula espinhal, sendo responsavel por proteger mecanicamente o cérebro e
reduzir o seu peso. E igualmente responsavel pelo transporte e distribuicio de nutrientes no
Sistema Nervoso Central (SNC), bem como pela remogao de metabolitos celulares. [I]

Em condigoes fisiologicas normais o cérebro também é protegido pela barreira
hematoencefilica contra a invasao microbiana. Assim, para que o SNC seja infetado por
bactérias, fungos, parasitas ou virus, a barreira hematoencefilica tem que se encontrar
permeavel. As bactérias e fungos geralmente provocam meningite purulenta, patologia definida
como sendo uma inflamagao do espago subaracnéideo com a presenga de exsudado purulento
no LCR colhido. Encefalites e meningites assépticas sao geralmente provocadas por virus. [6]

Recém-nascidos sao mais suscetiveis a desenvolverem meningite, nomeadamente por
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, pelo facto de possuirem um
sistema imunoldgico imaturo, uma barreira hematoencefalica relativamente permeavel e por
entrarem em contacto com a microbiota do trato vaginal durante o parto. Em individuos com
idades compreendidas entre os 2 e 50 anos, a Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae
sao as causas mais comuns de infegao. A partir dos 50 anos, a maioria dos casos de meningite

é derivada de Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes e bacilos
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de Gram negativo [7]. Individuos imunocomprometidos podem desenvolver infe¢oes
micologicas no SNC, geralmente provocadas por leveduras (Cryptococcus neoformans e Candida
spp.), bem como por fungos dimérficos (Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum). [8]

As amostras de LCR sao recebidas, apos colheita por pungao lombar, num contentor
estéril. Numa fase inicial, sao analisadas macroscopicamente em termos de cor e turvagao (em
condigoes normais o LCR é limpido e incolor, sendo a turvagao indicativa de uma infegao do
SNC de origem bacteriana ou fungica). Posteriormente, as amostras sao centrifugadas e o
sedimento é ressuspendido. Coloca-se uma gota de sedimento numa lamina e apds secagem
realiza-se a coloragao de Gram no equipamento automatico Aerospray. Em seguida, realiza-se
0 exame microscopico na objetiva de 100x para detetar a presenga de fungos (leveduras ou
hifas) e de bactérias como, por exemplo, diplococos de Gram negativo intracelulares de
Neisseria meningitidis, cocobacilos de Gram negativo de Haemophilus influenza e diplococos de
Gram positivo capsulados de Streptococcus pneumoniae. Realiza-se posteriormente a inoculagao
de duas a trés gotas de sedimento ressuspendido nos meios CSB, SDA e CHOC-PVS, sendo
espalhadas com um semeador descartavel. O restante do sedimento é inoculado no meio

liquido nao seletivo Meat Liver Dextrose Agar (MLDA), de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Exame microscopico e cultural de LCR.

Exame -
Produto . .. Meios de Cultura Atmosfera | Incubagao
Microscopico

CSB, MLDA e SDA (casos de
suspeita de infecao fungica)
CHOC-PVS CO, (5%)

0, 37°C
(24 a 48h)

Coloragao

LCR
Gram

Os meios sao avaliados em termos de crescimento e aspecto de colonias as 24h de
incubagao, tendo em conta os resultados do exame microscopico por coloragao de Gram.
Caso nao tenha sido observado crescimento de colonias reintroduz-se os meios na estufa até
perfazer as 48h de incubagao. Se o MLDA estiver turvo realizam-se subculturas para novos
meios solidos CSB, CHOC-PVS e SDA (apenas na suspeita de infegao flingica) sendo incubados
em condigoes idénticas aos meios sélidos primarios (Tabela 4). A amostra é considerada
estéril se no final deste periodo nao apresentar crescimento nos meios. As colonias isoladas
sao sempre valorizadas nesta amostra e conduzidas para identificacio e TSA. Dado o caracter
urgente do diagnéstico das infegoes do SNC, o LCR tem prioridade no processamento de

amostras, sendo os resultados preliminares disponibilizados assim que possivel.
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5.1.3. Liquidos pleural, peritoneal e sinovial

O liquido pleural lubrifica as superficies da pleura (membrana que reveste os pulmaoes),
sendo um liquido estéril em condigdes normais. Em resultado de inflamagao e infecao no
espago pleural ha uma acumulagao de liquido (derrame pleural) que em algumas situagdes,
como num estado avangado de pneumonia, pode apresentar um aspecto purulento (empiema)
[I]- Os casos de empiema adquiridos na comunidade sao geralmente causados Streptococcus
milleri, Streptococcus pneumoniae e bactérias anaerobias. Por outro lado, os casos de empiema
adquiridos em ambiente hospitalar sao geralmente causados por Staphylococcus aureus
(incluindo Staphylococcus aureus meticilina resistente — MRSA) e Pseudomonas aeruginosa. O
empiema flngico é raro e estd associado comumente a Candida spp. [9]

O liquido peritoneal é um liquido estéril e encontra-se na cavidade peritoneal, que
contém o figado, pancreas, bago, estdmago, intestino, bexiga, trompas de Falopio e ovarios. A
peritonite corresponde a inflamagao da membrana peritoneal e pode ser classificada como
primaria ou secundaria, A peritonite primaria origina-se pela disseminagao de microrganismos
no sangue e dos ganglios linfaticos. Os agentes etiologicos mais comuns sao o Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus spp. e Enterobacteriaceae spp. Em individuos
imunossuprimidos a peritonite fungica é causada por Candida spp. [1]

O liquido sinovial € um liquido estéril, limpido e viscoso que se encontra no interior
das articulagoes. A artrite pode resultar de bacteriémia ou, menos frequentemente, de uma
infecao fungica. Os agentes etiologicos mais comuns sao o Staphylococcus aureus, Neisseria

gonorrhoeae, Haemophilus influenzae e bactérias anaerobias. [1]

Tabela 5. Exame microscépico e cultural de liquidos pleural, peritoneal e sinovial.

Exame .
. o Meios de Cultura Atmosfera Incubagao
Microscopico

Anaerobiose em

CSB jarra GasPak
o 37°C
Coloragao Gram 2
MLDA e SDA (casos de suspeita de o (24 a 48h)
2

infecao fungica)
CHOC-PVS CO, (5%)

As amostras de liquidos pleural, peritoneal e sinovial sao recebidas em contentores
estéreis e analisadas macroscopicamente em termos de turvagao (indicadora de infegao). As
amostras liquidas devem ser concentradas por centrifugacao e o precipitado ressuspendido,

enquanto as amostras purulentas podem ser analisadas diretamente. Em seguida, a partir do
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sedimento ressuspendido ou amostra purulenta, realiza-se um esfregago circular em lamina
com uma ansa descartavel. Depois da secagem, a lamina é corada pela técnica de Gram no
equipamento automatico e analisada ao microscopico na objetiva de [00x. Em seguida,
efetuam-se sementeiras das amostras por técnica de esgotamento em quadrante nos meios
CSB (sob aerobiose e anaerobiose, para obter esta ultima atmosfera os meios sao colocados
no interior de uma jarra GasPak na estufa), SDA (apenas na suspeita de infegao fungica) e
CHOC-PVS, sendo o restante da amostra inoculado em MLDA, de acordo com a Tabela 5.
As culturas sao avaliadas as 24h de incubagao e eventualmente 48h. O crescimento de
coldnias nos meios de cultura e o seu aspecto sao comparados com o resultado do exame
microscopico. Os resultados sao valorizados de acordo com a correspondéncia do exame
cultural com o que é observado na coloragao Gram. Adicionalmente, se o MLDA estiver turvo
realizam-se subculturas para novos meios solidos em condigoes idénticas de incubagao (Tabela

5). As colodnias isoladas e valorizadas nos meios sao identificadas e realiza-se o TSA.

5.1.4. Exsudado purulento superficial e profundo

As infegoes das quais se colhe o pus podem ser de origem enddgena ou exogena. Estas
incluem nao so6 as feridas de origem traumatica como também as ulceras, queimaduras,
mordidas de animais, lesdes supurativas profundas, entre outras. O Staphylococcus aureus ¢ a
causa mais comum de desenvolvimento de infegoes superficiais e abcessos. Porém, outras
bactérias como Enterobacteriaceae spp. e Pseudomonas aeruginosa podem provocar abcessos.
No caso de infe¢oes por mordida de animais, os principais microrganismos isolados sao
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus e Pauteurella spp. Enquanto para as queimaduras, os
microrganismos mais isolados sao o Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus spp. e Enterobacter spp. Além disso, as infegoes fungicas superficiais sao causadas
por diversas espécies, tais como fungos dermatofitos, Candida spp. e fungos filamentosos
(Aspergillus niger e Fusarium spp.). ]

As amostras de exsudado purulento sao colhidas apds uma técnica asséptica local para
evitar a contaminagao com a microbiota da pele. No caso do exsudado purulento superficial
a amostra é colhida por aspiragao, através de uma agulha e seringa, para um frasco estéril. Se
nao for possivel aspirar o exsudado, a colheita é feita com uma zaragatoa e transportada em
meio de Amies ou Stuart. No caso do exsudado purulento profundo a amostra é colhida por
puncao e aspiragao, através de uma agulha e seringa, para o interior dum frasco estéril. Na
suspeita de infecao por microrganismos anaerobios, o conteiudo da seringa é colocado num

meio de transporte semi-solido com uma atmosfera de anaerobiose, denominado portagerm.
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Primeiramente realiza-se o esfregaco circular em lamina das amostras e apés secagem
¢ feita a coloragao de Gram. Procede-se também ao exame cultural por técnica de

esgotamento em quadrante nos meios de cultura, de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6. Exame microscopico e cultural de exsudado purulento superficial e profundo.

Exame

. .. Meios de Cultura Atmosfera Incubagao
Microscopico

Anaerobiose em jarra
GasPak (caso de

CSB portagerm)
Coloracio o 37°C
Gram 2 (24 a 48h)
MCK, MSA, MLDA e SDA (casos de
. PR O,
suspeita de infecao fingica)
CHOC-PVS CO, (5%)

A gelose MacConkey (MCK) é um meio seletivo para o crescimento de bactérias de
Gram negativo (por exemplo, Enterobacteriaceae spp. e Pseudomonas aeruginosa) uma vez que
possui na sua composicao cristal violeta e acidos biliares, que inibem o crescimento de
bactérias de Gram positivo (por exemplo, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.). E também
um meio diferencial pois permite distinguir bactérias fermentadoras de lactose (coldnias
vermelhas) de nao fermentadoras (colonias incolores) através do indicador de pH, vermelho
neutro, que é responsavel pela mudanga de cor do meio sob acidificagao fermentativa. [4]

O Manitol Salgado Agar (MSA) é um meio seletivo para isolamento de Staphylococcus
spp. pois a sua elevada concentragao de sal inibe o crescimento das bactérias de Gram
negativo. Permite também diferenciar coldnias de Staphylococcus aureus de outras espécies de
Staphylococcus spp., visto que apenas o Staphylococcus aureus fermenta o manitol contido no
meio (coldnias amarelas devido a acidificagdo do meio, indicada pelo vermelho de fenol). [4]

As culturas sao observadas as 24h e eventualmente as 48h de incubacao. Observa-se a
presenca de colonias nos meios seletivos (MCK — bactérias de Gram negativo; MSA —
Staphylococcus spp.; SDA — fungos), e nao seletivos (se ha ou nao hemolise em CSB e que tipo
de hemolise). Adicionalmente para amostras em portagerm comparam-se os meios CSB, em
aerobiose e anaerobiose, para determinar se estamos perante microrganismos anaerébios
estritos ou facultativos. Os resultados sao valorizados se houver correspondéncia do exame
microscopico com o aspecto/tamanho das colénias e com o tipo de meio em que cresceram.
Se o MLDA estiver turvo realizam-se subculturas em condig¢oes idénticas de incubagao (Tabela

6). Apos a valorizagao efetua-se a identificagao das colonias isoladas e o TSA.
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5.1.5. Exsudado faringeo

O Streptococcus pyogenes (B-hemolitico) € um coco de Gram positivo e constitui a causa
mais frequente da amigdalite e faringite bacteriana em criangas, sendo responsavel por,
aproximadamente, 10% a 15% dos casos de faringite microbiana em adultos. [10]

As amostras de exsudado faringeo sao colhidas em zaragatoa com meio de transporte
de Amies ou Stuart. Primeiramente, realiza-se a sementeira em meio liquido MLDA e em CSB
pela técnica de esgotamento em quadrante. Os meios sao incubados durante 24 horas a 37°C,
em atmosfera aerobiotica. Apds as 24h, verifica-se se ha crescimento em CSB de colonias B-
hemoliticas carateristicas de Streptococcus pyogenes. Se o MLDA estiver turvo realiza-se uma
subcultura em gelose CSB. As colodnias valorizadas sao identificadas e realiza-se o TSA.

Quando é solicitado, o SPC utiliza um kit comercializado, o DIMAStrep A, que consiste
num teste rapido de fluxo lateral imunocromatografico, em membrana, que possui anticorpos
monoclonais imobilizados, na linha de teste e controlo, para a detegao de antigénios de
Streptococcus pyogenes em amostras de exsudado faringeo. A amostra é adicionada no pogo da
membrana e caso contenha os antigénios estes formam um complexo com anticorpos
(marcados com particulas de latex coradas). O complexo migra por capilaridade pela
membrana e liga-se aos anticorpos imobilizados na linha de teste, gerando uma banda corada.
O aparecimento da linha colorida na zona de controle verifica a exatidao do procedimento,
pois se estiver ausente o resultado é considerado inconclusivo. Um resultado é dado como

positivo se houver formagao de uma banda colorida na zona teste e outra na zona controle.

5.1.6. Exsudado nasal

Amostra é recolhida por zaragatoa em meio de transporte de Amies ou Stuart e é
utilizada essencialmente para fins epidemioldgicos na detegcao de individuos portadores de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Assim que é recebida na subsecgao, a
amostra € inoculada por técnica de esgotamento no meio cromogéneo Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSM). O meio é posteriormente incubado a temperatura de 35-

37°C, em aerobiose, por um periodo de I18h a 24h.
NEGATIVO
Posteriormente, os meios de cultura sao observados em
relacao ao crescimento bacteriano e alteracao da cor das
coldnias (Figura 2).

Este meio consiste numa base nutritiva rica combinada

POSITIVO

. ; com diferentes peptonas, substratos cromogéneos, inibidores
Figura 2. Colénias MRSA negativas e

positivas no meio de cultura MRSM. de crescimento de bactérias de Gram negativo, leveduras e
(Fotografia tirada no SPC do HNM).
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algumas bactérias de Gram positivo, bem como o antibiotico cefoxitina, ao qual o MRSA ¢é
também resistente. Assim, este meio promove o crescimento de bactérias de Gram positivo
resistentes a cefoxitina, distinguidas entre si pela sua capacidade para hidrolisar os substratos
cromogéneos presentes no meio. Bactérias MRSA hidrolisam um substrato especifico cujo
produto lhe confere uma cor rosa arroxeado. Porém, bactérias nao MRSA utilizam outros

substratos, gerando coldnias azuis/verdes ou incolores caso nao utilizem os substratos. [4]

5.1.7. Amostras do trato respiratorio inferior

As amostras do trato respiratorio inferior (laringe, traqueia, bronquios, bronquiolos e
alvéolos) sao sobretudo a expetoragao, aspirado traqueal, secregoes bronquicas e lavado
bronco-alveolar, tendo estas um papel fundamental no diagnéstico bronquites (infecao dos
bronquios), bronquiolites (infecao sobretudo viral a nivel dos bronquiolos) e pneumonias
(infegao dos alvéolos). O processamento é efetuado na camara de fluxo laminar de nivel Il. Os
principais agentes etiologicos bacterianos da bronquite sao a Bordetella pertussis, Bordetella
parapertussis e Chlamydia pneumoniae. Entretanto, a pneumonia bacteriana é geralmente
causada por Streptococcus pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae spp., bactérias anaerdbias e
Staphylococcus aureus. Por fim, é de realgar que a pneumonia fungica é geralmente associada a

Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus. 1, 11]

5.1.7.1.  Expetoracdo e Aspirado traqueal

As amostras do trato respiratorio inferior sao recebidas na subsecgao em frasco
estéril. Primeiramente, avalia-se a qualidade das amostras de expetoragao e aspirado traqueal
pelo exame macroscopico, ou seja, verifica-se a presenca restos alimentares contaminantes.

Seleciona-se a porg¢ao mais purulenta da amostra e realiza-se o esfregaco em lamina
por esmagamento. Para tal, coloca-se uma por¢ao de amostra numa lamina e pressiona-se com
outra lamina, deslizando as laminas sobre si. Depois, a lamina é corada pela técnica de Gram
e observa-se ao microscopio na objetiva de ampliagao |0x para avaliar a qualidade da amostra
em termos da presenca de células epiteliais e leucécitos, aplicando os critérios de Murray e
Washington (Tabela 7). Deste modo, processa-se apenas as amostras que se enquadram nos
grupos quatro e cinco, que sao consideradas amostras do trato respiratorio inferior e nao
apenas saliva. Estes critérios nio deverao ser aplicados em doentes neutropénicos ou

imunocomprometidos. Em seguida, observa-se na objetiva de ampliagio 100x para detetar

eventuais bactérias ou fungos presentes na amostra. Por fim, realiza-se a sementeira das
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amostras de expetoragao e aspirado traqueal por técnica de esgotamento em quadrante nos

meios de cultura adequados (Tabela 8).

Tabela 7. Critérios de Murray e Washington.

Grupo Células epiteliais por campo Leucocitos por campo
I 25 <I0
2 25 10-25
3 25 25
4 10-25 25
5 <I0 25

Tabela 8. Exame macroscopico, microscopico e cultural de amostras do trato respiratorio
inferior.

Exam’e . . Exan*te' Meios de Cultura Atmosfera Incubagao
Macroscépico | Microscopico
Presenca de CSB, MCK, MSA, SDA
pus, sangue e Coloragao (casos de suspeita de O, 37°C
restos Gram infegao flngica) (24 a 48h)
alimentares HAEM CO, (5%)

A gelose HAEM é uma variacao da gelose chocolate (CHOC-PVS), uma vez que possui
uma base nutritiva idéntica com fatores X (hemina) e V (NAD). Porém, ao contrario da gelose
CHOC-PVS, a gelose HAEM contém antibioticos na sua composigao, como a bacitracina, o
que a torna um meio seletivo para o crescimento de Haemophilus spp., sendo o seu uso

recomendado para a anadlise destas amostras com uma microbiota complexa associada. [4]

5.1.7.2.  Secre¢des bronquicas e Lavado bronco-alveolar

No caso das amostras de secre¢oes bronquicas e lavado bronco-alveolar,
homogeneiza-se a amostra, centrifuga-se e ressuspende-se o precipitado. O lavado bronco-
alveolar deve ser processado de imediato. Em seguida, realiza-se o esfregagco em lamina por
esmagamento e apos a coloragao de Gram observa-se a lamina ao microscépio, na objetiva de
ampliagao 100x, para detetar bactérias ou fungos na amostra. Por fim, realiza-se a sementeira
das amostras por técnica de esgotamento em quadrante nos meios de cultura (Tabela 8).

As culturas sao avaliadas as 24h e 48h de incubacao, sendo consideradas estéreis se
negativas apos este periodo. Apos, avalia-se o tipo de hemolise no meio CSB e o aspecto das

coldnias nos meios de crescimento seletivos, sendo valorizados de acordo a correspondéncia

com a coloragao de Gram. Em seguida, as colonias sao identificadas e realiza-se o TSA.
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5.1.8. Fezes

A coprocultura (cultura microbioldgica de fezes) auxilia o diagnéstico e determinagao
da etiologia de patologias gastrointestinais, através do isolamento de organismos patogénicos
presentes nas fezes. A gastroenterite corresponde a uma inflamagao do trato gastrointestinal,
sendo acompanhada de sintomas como diarreia, vomitos, nauseas, dor abdominal e
ocasionalmente febre. As gastroenterites podem ser causadas por bactérias, virus ou parasitas.
Quando ¢é solicitada uma coprocultura de rotina sao procurados agentes etiologicos
bacterianos, tais como Shigella spp., Salmonella spp., Clostridium difficile, Campylobacter jejuni e
Escherichia coli, incluindo a Escherichia coli enterohemorragica O157:H7 (EHEC).

A Shigella spp. (Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Shigella flexneri e Shigella boydii) € uma
bactéria de Gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae. E transmitida sobretudo
por via fecal-oral, sendo responsavel por causar disenteria bacilar, um tipo de gastroenterite
associada a fezes com sangue e muco. Por outro lado, a salmonelose é uma gastroenterite
causada por Salmonella spp., também pertencente a familia Enterobacteriaceae e é transmitida
sobretudo por via fecal-oral ou alimentos contaminados. Existem mais de 2200 serotipos
segundo os antigénios somaticos (O) e flagelares (H), sendo a Salmonella enterica de varios
serotipos os principais agentes de gastroenterite, com excegao da Salmonella enterica serotipo
Typhi e Paratyphi que causam a febre tifoide. [12]

A infecao por EHEC pode provocar uma gastroenterite nao complicada, uma colite
hemorragica (colicas abdominais e diarreia sanguinolenta) ou uma sindroma hemolitica-
urémica (SHU). Produz uma toxina semelhante a toxina Shiga (STEC) e é transmitida por
alimentos ou agua contaminados, mas a disseminagao fecal-oral também é possivel. [12]

Adicionalmente, a maioria das gastroenterites em humanos por Campylobacter spp. sao
causadas por Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. A transmissao ocorre por via fecal-oral,
consumo de carne mal cozinhada, agua contaminada ou leite nao pasteurizado. Para além dos
sintomas normalmente associados a gastroenterites, o Campylobacter spp. é também
responsavel pela presenca de sangue e pus nas fezes. [12]

Por outro lado, o Clostridium difficile € um bacilo esporulado de Gram negativo
anaerobio, frequentemente transmitido nosocomialmente através da ingestao de esporos.
Estes esporos possuem a capacidade de resistir a digestao, tornando-se vegetativos no colon
até alteracSes na microbiota intestinal promoverem a sua proliferacio. E o agente etiolégico
da colite pseudomembrana, associada a administragao de antibidticos, patologia caraterizada
por nédulos pseudomembranosos nas zonas distal e sigmoide do colon e reto. Certas estirpes

produzem uma enterotoxina (Toxina A) e uma citotoxina (Toxina B). [12]
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Entretanto, as gastroenterites virais sao transmitidas por via fecal-oral e afetam
maioritariamente criangas. Os principais virus causadores de gastroenterites sao: Caliciviridae
(Norwalk virus e Norovirus), Rotavirus e Adenovirus. Os rotavirus e os adenovirus sao,
respetivamente, os primeiros e os segundos agentes etioldgicos mais comuns, principalmente
na infancia precoce. [12]

Inicialmente, as amostras de fezes sao analisadas macroscopicamente em termos de
consisténcia, cor, presenca de sangue, muco e pus. Amostras de fezes mais solidas sao
homogeneizadas em ImL de soro fisiologico no vortex. Posteriormente, € realizada a
inoculagao da amostra nos meios CSB, Salmonella Shigella (SS), caldo selenito, MCK, sorbitol

MacConkey agar (SMAC) e Campylobacter agar (CAMPY), de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9. Exame macroscépico e cultural de amostras de fezes.

Exame Macroscopico Meios de Cultura Atmosfera Incubagao
Consisténcia, cor, presenca de B, 55, Caldo Selenito, O, 37°C
MCL e SMAC (24h)
sanglie, mtico e pus CAMPY 5% O, 42°C (48-72h)

O meio SS é seletivo e de diferencial para detetar Salmonella spp. e Shigella spp. em
fezes. E um meio seletivo pois inibe o crescimento de microrganismos de Gram positivo pela
presenca de sais biliares e de corantes. E um meio diferencial, pois permite diferenciar colénias
fermentadoras de lactose (coldnias rosa) de nao fermentadoras (colonias incolores) pelo seu
indicador de pH, vermelho neutro. Adicionalmente possui tiossulfato de sédio e citrato férrico
que evidenciam colodnias capazes de reduzir o tiossulfato e produzir sulfureto de hidrogénio
(colonias com centro negro). Assim, as colonias de Shigella spp. sao incolores, enquanto as

coldnias de Salmonella spp. sao incolores, porém com centro negro (Figura 3A). [4]

Figura 3. A) Meio SS com colénias incolores (Shigella spp.) e de centro negro (Salmonella spp.); B) Meio SMAC com coldnias
incolores (EHEC) e rosas (Escherichia coli); C) Meio CAMPY cujo lado direito foi inoculado com Campylobacter jejuni. [4]

Para enriquecimento de Salmonella spp. e Shigella spp. em amostras de fezes é utilizado
o caldo selenito. Este meio possui selenito que inibe a maioria das Enterobacteriaceae e cocos

de Gram positivo. O caldo nao deve ser incubado por mais de 24 horas. Caso nao haja
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crescimento no meio SS apos 24h, utiliza-se uma porgao deste caldo para realizar a subcultura
para um outro meio SS, que ¢ incubado a 37°C em aerobiose por 24h [4]. Por fim, as colonias
sao valorizadas de acordo com a informagao clinica e aspecto, de modo a terem seguimento
para a identificacao por MALDI-TOF-MS e TSA por VITEK-2.

O meio SMAC destina-se ao isolamento e diferenciacao de EHEC, sendo uma variagao
do meio MCK, pois tem na sua composigao sorbitol em vez de lactose. Em MCK, a EHEC ¢
indistinguivel de outras Escherichia coli, visto que sao todas fermentadoras de lactose (coldnias
rosas). Porém, ao contrario de outras Escherichia coli, a EHEC nao fermenta o sorbitol e gera
coldnias transparentes no meio SMAC (Figura 3B), permitindo assim o seu isolamento e
posterior identificagao por MALDI-TOF-MS e TSA por VITEK-2. [4]

O meio CAMPY é seletivo para o isolamento de Campylobacter spp. a partir de fezes,
sendo uma variagao da gelose CSB com antibidticos e antifiingicos que inibem a maioria dos
contaminantes bacterianos e fungicos. O isolamento de Campylobacter spp. depende, além
disso, de um ambiente microaerofilico e de uma temperatura de incubagio de 42°C. As
coldnias de Campylobacter spp. sao pequenas e acinzentadas, e por vezes estendem-se ao longo
das estrias de inoculagao (Figura 3C) [4]. Finalmente, procede-se a identificagao por MALDI-
TOF-MS, tendo em conta a histéria clinica e aspecto das coldnias.

O SPC utiliza o Techlab C. diff Quick Check Complete, um imunoensaio cromatografico
de fluxo lateral, em membrana de nitrocelulose, com anticorpos imobilizados, nas zonas de
teste e controlo, para a detegao simultanea do antigénio glutamato desidrogenase e das
toxinas A e B do Clostridium difficile em amostras fecais nao moldadas. A detecao do glutamato
desidrogenase constitui um indicador da presenca de Clostridium difficile. A detecao das toxinas
A e B indica a presenga de uma estirpe toxigénica [13]. O teste possui anticorpos especificos
marcados com particulas de latex coradas que, em contacto com os antigénios e/ou toxinas
presentes na amostra, formam complexos. Os complexos migram por capilaridade e ligam-se
aos anticorpos imobilizados na zona de teste, formando até trés bandas coloridas (linha de
antigénio, toxina A e toxina B, respetivamente), bem como uma banda na zona de controlo.
A subsecao procede a este ensaio quando solicitado, se na requisicao constar um diagnostico
de colite pseudomembranosa e em doentes maiores de 65 anos com diarreia grave.

Por fim, o Imunoquick Adenovirus-Rotavirus-Norovirus Combo €& um imunoensaio
cromatografico de fluxo lateral utilizado no SPC para a detegao simultinea de antigénios de
Rotavirus, Adenovirus e Norovirus em amostras de fezes. Em casos de coinfecgao viral havera,
para além da banda colorida na zona de controlo, até um maximo de trés bandas na zona de

teste, cada uma respetiva ao virus detetado por este teste.
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5.2.Subseccdo Bacteriologia 2: analises bacterioldgicas, micologicas e
parasitoldgicas
5.2.1. Urina

A urina é uma amostra frequentemente utilizada para o diagndstico das infe¢oes do
trato urinario (ITU). As ITU ocorrem mais frequentemente em mulheres por motivos
anatémicos, visto que a uretra é mais curta que no sexo masculino e mais proxima ao anus.
Outros fatores de risco de ITU sao a idade, atividade sexual, diabetes, antibioterapia ou
imunossupressao prolongada (no caso de Candida spp. e outros fungos), transplante renal, uso
de cateter urinario, anormalidades anatomicas que interferem no fluxo de urina e
predisposicao genética. [I, 14]

As ITU podem ocorrer pela via ascendente (da uretra e bexiga para os ureteres e rim),
descendente (bacteriémia que progride a pielonefrite) ou linfatica (aumento de pressao na
bexiga pode causar um fluxo linfatico direcionado ao rim). A via ascendente constitui o
percurso mais comum de infeg¢ao e é causada frequentemente por bacilos de Gram negativo,
em particular por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa. Dentre os cocos de Gram positivo, os principais agentes etiologicos sao o
Enterococcus spp., Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus agalactiae. Adicionalmente, as
ITU por via hematogénica sao causadas por Staphylococcus aureus e Candida albicans. [1, 14]

As amostras de urina sao enviadas imediatamente ao SPC para evitar o contaminagao
e crescimento microbiano, que gera contagens falsamente elevadas, podendo se encontrar em:
e Uriline (Figura 4) — meio de transporte e cultura ideal para servigos afastados. Contém

dois meios de cultura: CLED (Cystine Lactose Electrolyte-Deficient) e MacConkey (MCK);

e Monovette 10mL com acido bdrico (verde) — contém acido borico que estabiliza o
crescimento de microrganismos até 48h a temperatura ambiente, sendo utilizado para
amostras de servigos afastados; Monovette 10mL sem estabilizador (amarela), sendo
utilizada principalmente para amostras colhidas no préprio SPC.

A gelose de CLED do Uriline é um meio nao seletivo e M
diferencial, pois contém na sua composi¢ao lactose e um indicador 1
de pH, o azul de bromotimol, que confere cor amarela perante
acidificacio fermentativa. Bactérias fermentadoras de lactose
apresentam-se como colonias amarelas e nao fermentadoras como ‘ -3

e

coldnias verdes, azuis ou incolores. O meio também possui cistina Figura 4. Meio Uriline com
geloses MacConkey e CLED

que permite o crescimento de “coldnias anas” de coliformes. [4] em faces opostas. (Fotografia
tirada no SPC do HNM).
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O défice em eletrdlitos inibe o efeito swarming do Proteus spp. A gelose MCK do Uriline
permite um crescimento seletivo de bactérias de Gram negativo e diferencia fermentadores
de lactose (colonias vermelhas) de nao fermentadores (colénias incolores). [4]

As amostras de urina sao incubadas em meios Uriline durante 24h a 37°C, em
aerobiose, sendo recebidas no SPC e juntamente com uma monovette de |OmL de urina.
Primeiramente, é realizado o exame citoldgico do sedimento urinario e, para tal, centrifuga-
se os |0mL de urina a 1500rpm durante 10 minutos. Em seguida, observa-se na objetiva de
40x, em pelo menos |0 campos diferentes, a presenca de células epiteliais, leucocitos,
eritrocitos, cilindros, cristais, bactérias, leveduras, pseudohifas (Candida albicans) e parasitas.

Os leucocitos e eritrocitos sao quantificados, sendo indicadores de ITU (Tabela 10).

Tabela 10. Parametros de quantificagao do exame citolégico do sedimento urinario.

Leucocitos Eritrocitos
Raros <5 por campo <4 por campo
Alguns 5-20 por campo 4-20 por campo
Muitos >20 por campo >20 por campo

10° 10°

10?2

Figura 5. Representagdo do crescimento microbioldgico no meio CLED e do resultado correspondente em UFC/mL. [15]

Posteriormente, observa-se a densidade das coldnias no meio CLED do Uriline e
determina-se o niumero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL, por comparagao
com a Figura 5. As amostras sao valorizadas da seguinte forma:

* Cultura pura com contagem superior a 10> UFC/mL, regista-se a contagem e procede-se
a identificacao por MALDI-TOF-MS e ao TSA por VITEK-2;

* Cultura pura com contagem entre 10* e 10° UFC/mL. Neste caso considera-se que se trata
de contaminagao uretral ou vaginal, exceto se o exame citologico do sedimento urinario
for sugestivo de ITU (presenga de alguns ou muitos leucocitos, eritrocitos e
microrganismos), se houver sintomatologia e historico prévio de ITU, em utentes com
cateter urinario, individuos recetores de transplante renal ou em situagoes de

antibioterapia prolongada. Nestes casos procede-se a coloragao de Gram do sedimento
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urinario para avaliar a qualidade da amostra (considera-se que ha contaminagao quando ha
prevaléncia de células epiteliais e/ou lactobacillus spp.), realiza-se a identificagao e o TSA;
Cultura com duas colodnias diferentes, em que pelo menos uma delas tem uma contagem
acima de 10* UFC/mL. Procede-se a coloragio de Gram do sedimento para avaliar a
qualidade da amostra e existéncia de predominancia entre os dois microrganismos. Se a
amostra nao apresentar indicios de contaminagao realiza-se uma subcultura em Uriselect4
para isolar os microrganismos, bem como a identificagao e TSA;

Cultura com uma ou mais coldnias com contagens abaixo de 10* UFC/mL. Geralmente
considera-se o resultado negativo por contaminagao uretral ou vaginal, principalmente se
a amostra foi obtida por saco coletor. Se a amostra foi obtida por pungao supra-publica
procede-se subcultura em Uriselect4 e posterior identificagao TSA;

Cultura com trés ou mais colonias. Solicitar uma nova amostra, exceto em amostras
obtidas por pungao supra-publica, situagdoes em que se procede a subcultura em Uriselect4
e posterior identificagao e TSA.

Depois de se observar a gelose CLED do Uriline observa-se a gelose MCK. Se houver

crescimento em ambos os meios trata-se de uma bactéria de Gram negativa. Se nao houver

crescimento na gelose MCK trata-se de uma bactéria de Gram positivo ou fungo.

Tabela Il. Andlise macroscépica de coldnias de agentes patogénicos em meio Uriselect4.

(Fotografias tiradas no SPC do HNM).

Cor das colonias pos - -
Microrganismo . ~P B ) B, Indol | TDA
24h de incubagao galactosidade | glucosidade
Escherichia coli “ + - + -
Enterococcus spp. ﬂ_ ! .E - + - -
.ht"—-":..“-'-
Klebsiella spp.
Enterobacter spp. + + - -
Serratia spp.
+
Proteus spp. (exceto
Providencia spp. - - Proteus +
Morganella spp. mirabilis)
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Por outro lado, quando as urinas sao recebidas unicamente em monovette sao
homogeneizadas por inversao e semeadas em Uriselect4 com uma ansa calibrada de 10 pL.
Posteriormente, o meio é incubado durante 24h a 37°C, em atmosfera de aerobiose. O
Uriselect4 é um meio nao seletivo e diferencial, que possui uma base nutritiva, dois substratos
cromogéneos para a detegao de enzimas bacterianas, respetivamente a B-galactosidade e B-
glucosidade, bem como triptofano para a detegao da actividade da triptofanase e de triptofano
desaminase (TDA) [16]. O aspecto das colonias resulta da presenga ou auséncia de clivagem
enzimatica dos substratos cromogéneos e na atividade da triptofanase e TDA (Tabela |1).

ApOs o periodo de incubagao do Uriselect4 observa-se a cor e densidade de colonias,
determinando-se ainda o UFC/mL. Paralelamente, é realizado o exame citoldgico do
sedimento urinario. A valorizagao dos resultados do Uriselect4 obedece aos mesmos critérios
empregues no Uriline. Caso seja necessario realizar subculturas para isolar microrganismos
estas sao feitas, de acordo com a cor da colonia em Uriselect4 e coloragao de Gram, em

meios CSB (cocos de Gram positivo como Enterococcus spp.), -

-

MCK (bactérias de Gram negativo como Escherichia coli, Klebsiella iy .

spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. _*: »

e Morganella spp.) e meio Candida (CAN2). | 7° f ;' D o
O meio CAN2 ¢ seletivo para o crescimento de i__f". e

leveduras (possui uma mistura de antibidticos para inibir o ‘5.:'?“:;2/ %

crescimento de bactérias) e contém substratos cromogénicos Figura 6. Colénias de Candida albicans
para a diferenciacao de espécies de leveduras. A hidrolise do ::?siecl:ozz E,ﬁ:ﬁ (Forografia cirada
substrato cromogénico de hexosaminidase origina a coloragao azul das colénias de Candida
albicans (Figura 6), enquanto a hidrélise de um segundo substrato origina coldnias rosa
(Candida tropicalis, Candida lusitaniae e Candida kefyr) [17]. Por fim, procede-se a identificagao

dos microrganismos isolados por MALDI-TOF-MS e ao TSA por VITEK-2.

5.2.2. Exsudado vaginal e uretral

As infecoes geniturinarias podem ser causadas por microrganismos patogénicos de
transmissao sexual (por exemplo, Neisseria gonorrhoeae e o parasita Trichomonas vaginalis) ou
por alteragoes na microbiota genital (vaginose bacteriana ou vaginite por Candida spp.). [18]

A microbiota vaginal é composta predominantemente por Lactobacillus spp., mas
também pode apresentar Enterobacteriaceae, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., leveduras
e anaerobios. Muitas mulheres gravidas sao portadoras de Streptococcus agalactiae (-

hemolitico em meio CSB) que pode causar infe¢des em recém-nascidos, tais como meningite
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e bacteriémia neonatal. Assim, o exsudado vaginal é colhido por zaragatoa entre a 35% e a 37°
semana de gestagao para avaliar a necessidade de antibioterapia durante o parto. [I, 18]

A vaginose bacteriana é caracterizada pela redugao de Lactobacillus spp., microbiota
polimicrobiana, auséncia de leucocitos e presenca de clue cells (células epiteliais rodeadas de
bactérias). Cerca de 80% a 90% dos casos de vaginite por Candida spp. sao causadas pela

proliferagao anormal de Candida albicans, levedura produtora de pseudohifas. [I, 18]

Tabela 2. Exame microscopico e cultural de exsudado vaginal e uretral.

Exame . -
. o Meios de Cultura Atmosfera Incubagao
Microscopico

CSB, Gelose Granada

Fresco e (apenas exsudado vaginal), MSA (apenas O, 37°C
Coloragao Gram exsudado uretral) e CAN2 (24-48h)
CHOC-PVS CO, (5%)

As amostras de exsudado vaginal e uretral sao recebidas em zaragatoas, em meio de
transporte Stuart, e processadas na subsec¢ao de acordo com a Tabela 12. Primeiramente
realiza-se um esfregago circular da amostra numa lamina com a zaragatoa e observa-se a fresco
na objetiva de 40x para detetar células epiteliais, leucocitos, eritrocitos, bactérias, leveduras e

pseudohifas (caracteristicas de Candida albicans).

Figura 7. Coloragdo de Gram de exsudado vaginal com: (A) trofozoito de Trichomonas vaginalis [19]; (B) clue cells [19]; (C)
formas leveduriformes coradas a roxo e (D) pseudohifas coradas a roxo. (C e D — Fotografias tiradas no SPC do HNM).

E também realizado um segundo esfregaco da amostra para ser corado pelo Aerospray
Gram. Observa-se na objetiva de 100x, além dos elementos anteriormente referidos, a
presenca do trofozoito de Trichomonas vaginalis e a microbiota genital. Em situagao normal
existe predominancia de Lactobacillus spp. e auséncia de clue cells (Figura 7).

De seguida as amostras sao semeadas por técnica de esgotamento em quadrante na
gelose de CSB (direcionado para a pesquisa de Streptococcus agalactiae, -hemolitico), gelose
MSA para o isolamento e diferenciagao de Staphylococcus spp. no exsudado uretral, CHOC-

PVS para o isolamento do diplococos de Gram negativo Neisseria gonorrhoeae, gelose CAN2
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para o isolamento e diferenciagdo de Candida spp. e gelose Granada para a diferenciagao de
Streptococcus agalactiae no exsudado vaginal de mulheres gravidas entre as 35 e 37 semanas de
gestacao. Na gelose Granada o Streptococcus agalactiae produz coldnias com um pigmento
vermelho alaranjado, enquanto outros microrganismos capazes de crescer neste meio nao
produzem tal pigmento. Por fim, realiza-se a identificagao definitiva das coldnias isoladas nestes

meios por MALDI-TOF-MS e efetua-se o TSA por VITEK-2.

5.3.Subseccdo Micobacteriologia

Na secgao de Microbiologia realiza-se também a pesquisa de micobactérias,
nomeadamente pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), tais como o
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum, que sao os agentes
patogénicos estritos que causam tuberculose. Embora existam outras espécies de
Mycobacterium, a maioria sao nao patogénicas ou patdgenos oportunistas. A tuberculose
geralmente afeta essencialmente os pulmoes e as vias respiratorias inferiores, mas pode ter
um envolvimento extrapulmonar em individuos imunocomprometidos. Estes microrganismos
sao bacilos acido-alcool resistentes (BAAR), portanto nao podem ser corados pela técnica de
Gram, mas sim por Ziehl-Neelsen (ver Anexo ). [20]

A transmissao da tuberculose ocorre por inalagao de goticulas e aerossois infeciosos,
bem como pelo processamento de amostras em laboratério. Tendo isto em consideragao, a
manipulagao das amostras € efetuada com equipamentos de protegao individual, como
mascaras de protecao FFP3 (Filtering Face Pieces 3), numa camara de fluxo laminar nivel Il que
esta situada dentro de uma sala isolada com pressao negativa.

As amostras mais comuns na Micobacteriologia sao as do trato respiratorio inferior e
liquido pleural. A emissao de micobactérias nio € continua, por isso sao necessarias trés
amostras de expetoragao colhidas em dias consecutivos pela manha, uma vez que é mais
provavel conterem BAAR pela acumulagao durante a noite. Outras amostras extrapulmonares
também sao analisadas, tais como: o liquido peritoneal, sinovial, urina (sedimento urinario
ressuspendido), sangue e LCR. No caso de urinas, s6 sao aceites amostras que tiverem muitos

ou alguns leucécitos no sedimento urinario e sem bactérias ou fungos patogénicos.

5.3.1. Analise das amostras de rotina

Primeiramente, realiza-se o exame microscépico pela técnica de Ziehl-Neelsen. Esta
técnica, apesar de ser Util para o diagnostico presuntivo nao permite distinguir micobactérias

do CMT de outras micobactérias e possui uma baixa sensibilidade, uma vez que sao
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necessarios 10 bacilos por mL de amostra para se poder observar os BAAR. Portanto, os
resultados negativos ou positivos sao sempre confirmados pelo exame cultural [21]. Contudo,
para se considerar que um exame microscopico é positivo nao basta detetar BAAR, é
necessario que sejam quantificados pelo menos 10 BAAR em 100 campos de observagao. Caso
se quantifique um a nove BAAR considera-se o exame duvidoso e pede-se uma nova amostra.

As amostras sao processadas antes do exame cultural em quatro etapas:
homogeneizagao com soro fisiologico, descontaminagao com uma solugao N-acetil-L-cisteina
(agente mucolitico) com hidroxido de sodio 2% (pH alcalino), neutralizagao de pH com tampao
fosfato e concentragao por centrifugagao, com excegao do sangue e LCR que sao inoculadas
nos meios diretamente. As micobactérias toleram brevemente o pH alcalino, porém uma
descontaminagao prolongada pode elimina-las da amostra e provocar resultados culturais
falsos negativos, portanto esta etapa nao pode durar mais de 20 minutos [19]. Apos este
tempo, sucede-se a etapa de neutralizagao do pH alcalino com tampao fosfato.

Depois do processamento, o ressuspendido é semeado por inundagao em meio sélido
Lowenstein—Jensen e no meio liquido MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube), diretamente
no caso do sangue e LCR. Porém, em outras amostras deve-se adicionar previamente ao meio
MGIT um suplemento de antibidticos para reduzir possiveis contaminagoes.

O meio Lowenstein—Jensen possui uma composi¢ao nutritiva a base de ovo e verde de
malaquite (agente inibidor) que garante uma cultura pura pois impede a contaminagao do meio
por outros microrganismos [4]. Os meios Lowenstein—Jensen sao incubados, em aerobiose a
35°C, deitados e com a tampa meia desenroscada durante os primeiros sete dias para que a
amostra se mantenha distribuida pelo meio. Ao fim de sete dias aperta-se a tampa e coloca-se
o meio na vertical, sendo examinados semanalmente até a sétima semana de incubagao.

Os frascos de meio liquido MGIT contém um composto fluorescente sensivel a
presenca do oxigénio e sao monitorizados pelo aparelho BACTEC MGIT 960 BD a cada 60
minutos durante 42 dias, de acordo com um principio semelhante ao do BACTEC 9240 BD
(ver pagina 7). Porém no BACTEC MGIT 960 BD ¢é o consumo de oxigénio resultante do
crescimento de microrganismos que causa a emissao da fluorescéncia. O aparelho indica a
presenca de micobactérias e quantifica o nimero de coldnias no meio liquido MGIT.

Um exame cultural positivo (ha crescimento no meio solido e colonias suspensas no
meio liquido MGIT) com um exame microscopico negativo pode significar que ocorreu
contaminagao da amostra com um microrganismo que nao seja micobactéria ou devido a baixa
sensibilidade do exame microscopico. Se o exame cultural for negativo e o microscopico

positivo, deve-se possivelmente a descontaminagao prolongada com eliminagao de BAAR.
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Quando o exame cultural é positivo (Figura 8) realiza-se
um teste rapido imunocromatografico (SD BIOLINE TB Ag
MPT64 Rapid) que possui uma membrana revestida na linha de
teste com anticorpos especificos para a pesquisa do antigénio
MPT64, carateristico de micobactérias do CMT. Um resultado
positivo neste teste rapido indica que a amostra possui este tipo

de micobactérias, porém é necessario ter em consideragao os

exames cultural e microscopico anteriores para se confirmar as

Figura 8. Exame cultural positivo

carateristicas tipicas das micobactéria do CMT. - . .
com colénias de micobactérias

Atenta-se que culturas em Lowenstein—Jensen com CMT- Esquerda —meio Lowenstein-

Jensen. Direita — meio MGIT.
crescimento de colénias em menos de sete dias corresponde a (Fotografia tirada no SPC do HNM).
micobactérias atipicas, ou seja, nao pertencem ao CMT. A alteragao de cor do meio de
Lowenstein-Jensen com colonias de aparéncia de “couve-flor” sao caracteristicas do CMT
(Figura 8), juntamente com a presenga de BAAR agrupados em “cordas” no exame
microscopico. Apos, realiza-se o TSA a partir do meio MGIT positivo.

Por outro lado, quando o exame cultural é positivo, mas o teste rapido
imunocromatografico (SD BIOLINE TB Ag MPTé4 Rapid) é negativo suspeita-se de uma
micobactéria atipica, principalmente se nao tiver carateristicas de micobactérias do CMT,
anteriormente referidas nos exames cultural e microscopico. Nesta situagao realiza-se a
sementeira do meio liquido MGIT, com uma ansa por técnica de esgotamento em quadrante,
num meio CHOC-PVS, que é posteriormente incubado a 37°C, durante 24 a 48h, numa
atmosfera 5% CO,. Se houver crescimento trata-se de contaminagao com um microrganismo
que nao € uma micobactéria e pede-se uma nova amostra. Se nao houver crescimento no
meio CHOC-PVS ha uma elevada possibilidade de se tratar de uma micobactéria atipica.

E de referir que, em alguns casos com suspeita de tuberculose ou em utentes infetados
com o virus de imunodeficiéncia humana (VIH), com uma doenga pulmonar obstrutiva cronica
ou neoplasia, realiza-se o RT-PCR pelo equipamento Hain FluoroType MTB para fazer a
determinagao rapida de DNA do CMT na amostra. O sistema integra a extragao de acidos
nucleicos das amostras, ciclos de amplificagao e detegao de sequéncias-alvo. Apds a extragao,
os acidos nucleicos emparelham com um sonda molecular complementar a sequéncia de DNA
do CMT. A sonda esta complexada nas extremidades a um fluoréforo e um quencher.
Adicionalmente existe uma segunda sonda molecular complementar a uma sequéncia de DNA
introduzida como controlo interno. Durante as fases de emparelhamento de cada ciclo de

amplificagao, o fluordforo é afastado do quencher e a fluorescéncia é detetada. Os resultados
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sdo gerados num grifico de unidades de fluorescéncia por temperatura de melting
(temperatura na qual metade das cadeias de DNA estao desemparelhadas). Uma sequéncia de
DNA do CMT tem uma temperatura de melting carateristica de 70,5°C, enquanto a

temperatura de melting do controlo é de 60°C. [22]

5.4. Métodos de identificaciao manual

As coldnias isoladas, apos a incubagao em meios de cultura adequados, sao valorizadas
consoante a clinica do utente e correspondéncia entre os exames microscopico e cultural.

A identificagao consiste inicialmente no registo dos resultados do exame microscopico
pela coloragao de Gram ou Ziehl-Neelsen, em termos de morfologia e agrupamento das
bactérias, bem como da sua afinidade para os corantes (bactérias de Gram positivo ou
negativo, BAAR ou nao BAAR). Em relagao aos fungos regista-se a presenca de leveduras de
Gram positivo (Candida albicans produz também pseudohifas). Apos, avalia-se o crescimento
dos microrganismos nos diferentes meios de cultura, seletivos e nao seletivos, de acordo com
o tempo e condigoes de incubagao para atmosfera, humidade e temperatura (por exemplo, o
Campylobacter spp. s6 cresce em atmosfera 5%0O, a 42°C e os anaerobios estritos so6 crescem
nas jarras de anaerobiose GasPak). Observam-se também as carateristicas macroscopicas das
coldnias, tais como: forma (por exemplo, micobactérias do CMT com colonias “couve-flor”),
dimensao (colonias de Gram negativo sao geralmente maiores), elevagao, margem da colonia
(Proteus spp. gera efeito swarming), superficie, consisténcia (Klebsiella spp. € mucoide),
producao de pigmento (Pseudomonas aeruginosa produz piocianinas e pioverdinas que lhe
confere um aspecto esverdeado), capacidade de fermentagao de aglcares evidenciada pela
mudanca de cor do meio, producao de sulfureto de hidrogénio, metabolismo de substratos
cromogéneos evidenciado pela cor da coldnia, bem como a presencga e tipo de hemolise.

S6 depois de realizados os exames microscopicos e culturais € que se procede as
provas de identificagdo manuais metabodlicos (oxidase, catalase e coagulase), principalmente na

suspeita de Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp. € Campylobacter spp.

5.4.1. Teste de oxidase

O teste de oxidase é baseado na produgao intracelular, pelas bactérias, de citocromo-
oxidase. Esta enzima atua na cadeia transportadora de eletroes da respiracao celular, em
particular, catalisa a conversao do citocromo c reduzido em citocromo c oxidado e eletroes.
O teste utiliza um corante (tetrametil-p-fenilenodiamina), impregnado numa tira de papel de

filtro, que no contacto com uma coldnia de bactérias produtoras de citocromo-oxidase atua
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como dador de eletroes para o composto citocromo ¢ oxidado, gerando assim um produto
de cor plrpura (reagao oxidase positiva). A reagao deve ser observada dentro de um minuto
e permite distinguir as bactérias oxidase positiva (por exemplo, a Pseudomonas aeruginosa,
Neisseria spp. e Campylobacter spp.) de bactérias oxidase negativa, como as Enterobacteriaceae

spp. (por exemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp.). [23]

5.4.2. Teste da catalase

A catalase é uma enzima produzida por certas bactérias sendo responsavel por
converter o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, libertado sob a forma de bolhas. Esta
€ uma prova utilizada para diferenciar o Staphylococcus spp. de bactérias como o Streptococcus
spp. e Enterococcus spp., visto que o primeiro produz esta enzima (catalase positivo). No SPC
esta prova nao € realizada com peroéxido de hidrogénio, mas sim por uma solugao (ID Color
Catalase), que possui propriedades similares. Em termos praticos, deposita-se uma gota de ID
Color Catalase diretamente na colonia e observar-se se ha produgao de bolhas de gas. O teste

€ positivo para catalase se ocorrer libertagao de bolhas de oxigénio. [23]

5.4.3. Teste da coagulase

Se o teste da catalase for positivo para as colonias suspeitas de Staphylococcus spp.,
deve ser realizado o teste PASTOREX STAPH-PLUS para se diferenciar as bactérias coagulase
positivo (Staphylococcus aureus) de bactérias coagulase negativo (Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus). O PASTOREX STAPH-PLUS é um teste de aglutinagao para a
detecao simultinea de coagulase ligada, proteina A e polissacarideo capsular caracteristicos
de Staphylococcus aureus. O reagente contém: particulas de latex revestidas com fibrinogénio
que reagem com a coagulase ligada; particulas de latex revestidas com IgG que reagem com a
proteina A e particulas de latex revestidas com anticorpos monoclonais que reagem com os
polissacaridos capsulares, formando assim uma aglutinagao visivel (teste positivo). Em termos
praticos, coloca-se uma gota de reagente num pedago de cartao de aglutinagao, depois com o
auxilio de um palito retira-se a colonia e homogeneiza-se lentamente a mistura. A leitura deve

ser feita durante os primeiros 30 segundos de reagao e verifica-se se ha aglutinacgao. [24]

5.5. Métodos automaticos de identificacao de microrganismos

Depois de efetuada a identificagdo manual de bactérias e fungos é realizada a
identificacao definitiva por métodos automaticos como MALDI-TOF-MS. Este método permite

fazer a identificacao definitiva diretamente a partir de coldnias isoladas em meios de cultura.
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O aparelho MALDI-TOF-MS Biotyper é composto essencialmente por trés
componentes: camara de ionizagao de amostra, analisador de massa por tempo de voo e um
detetor de particulas. E colhida uma colénia isolada num determinado meio de cultura e
colocada numa placa juntamente com uma matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico —
CHCA). Seguidamente, a placa que contém a mistura de amostra com matriz (e acido formico
no caso dos fungos) é inserida na camara de ionizagao, sob vacuo, na qual a mistura é pulsada
por lazer. A irradiagao por lazer gera uma excitagao vibratoria da matriz e consequente a
dessor¢ao de moléculas da amostra e matriz. Apds a dessorgao, as moléculas de matriz
transferem protoes para as moléculas de amostra, resultando em ides com carga positiva no
estado gasoso. Estes ides sao acelerados em contacto com um campo elétrico na camara de
ionizagao, segundo uma velocidade que depende da relagao massa/carga do iao. Em seguida,
os ioes sao separados no analisador e o “tempo de voo” de cada iao é registado no detetor.
Com base no tempo de voo, é determinada a relagao massa/carga de cada iao gerado,
construindo-se assim o espectro de massa da amostra que € comparado com uma base de
dados de microrganismos clinicamente relevantes. [25]

A identificacao definitiva de espécies de bactérias e fungos por MALDI-TOF-MS Biotyper
¢ validada de acordo com a correspondéncia da espécie com os resultados da identificagao
manual, tipo de amostra, bem como pela situagao clinica, pois que pode ocorrer crescimento

de agentes nao patogénicos pertencentes a microbiota humana.

5.6. Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

Quando um utente apresenta uma doenga causada por um microrganismo infecioso,
em muitos casos saber quais as melhores opgoes de tratamento requer mais do que
determinar a identificacdo da espécie. Tendo isto em consideragao, recorre-se ao TSA que
fornece o perfil preliminar de sensibilidade e de resisténcia de microrganismos aos agentes
antimicrobianos utilizados no tratamento de infe¢oes, sendo assim fundamental para a escolha
de terapias mais adequadas, bem como para implementar medidas de prevencao de
propagacao dos agentes patogénicos multirresistentes.

O VITEK-2 permite realizar o TSA automatico apos a identificagao definitiva da espécie
do fungo ou bactéria por MALDI-TOF-MS. Baseia-se na técnica da concentragao minima
inibitoria (CMI) através de cartas de TSA, tendo cada carta diversos pogos de teste com meio
de cultura sob diluicdes sucessivas de agente antimicrobiano. A carta TSA contém também
um pogo de controlo que possui meio de cultura. A CMI corresponde a concentragao mais

baixa de agente antimicrobiano na qual ha inibicao do crescimento. [26]

Pagina | 30



As cartas TSA sao selecionadas consoante a identificagao definitiva do microrganismo:
AST-P648 — Staphylococcus spp.; AST-P586 — Streptococcus agalactiae e Enterococcus spp.; AST-
ST 03 — Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus viridans; AST-N 355 —
Bactérias de Gram negativo fermentadoras (por exemplo, Enterobacteriaceae spp.); AST-N 373
— Bactérias de Gram negativo nao fermentadoras (por exemplo, Pseudomonas aeruginosa) e

antibioticos de segunda linha; AST-YS08 — leveduras.

Tabela |3. Densidade do inéculo, em McFarland (McF), adequada a cada microrganismo.

Microrganismos Densidade do inéculo
Bactérias aerodbias (exceto Neisseria spp. e Haemophilus spp,) 0,5-0,63 McF
Leveduras 1,80-2,20 McF
Bactérias anaerobias, Neisseria spp. e Haemophilus spp, 2,70-3,30 McF

Em seguida, retira-se uma colonia isolada com uma ansa esterilizada e prepara-se uma
suspensao numa solugao salina. A densidade da suspensao é verificada através do VITEK-
2DensiCHEK e depende do microrganismo isolado (Tabela |3). A carta de TSA e a suspensao
diluida sao colocadas numa cassete e introduzidas no equipamento. No interior do VITEK-2 a
suspensao € inoculada nos pogos. Durante o periodo de incubagao, o aparelho monitoriza o
crescimento de microrganismos em cada pogo de teste, em relagao ao pogo de controlo,
através da medigao da turbidimetria. A auséncia de turvagao no pogo equivale a inibicao de
crescimento, ou seja, sensibilidade face a concentragao de antimicrobiano existente nesse
pogo teste. Depois da andlise de todos os pogos, os valores de CMI| sao determinados e os
resultados sao classificados pelo equipamento como “sensivel”, “intermédio” ou “resistente”
perante o painel de antimicrobianos da respetiva carta. [26]

Adicionalmente, o SPC realiza o TSA das micobactérias pertencentes ao CMT (com o
teste rapido imunocromatografico SD BIOLINE TB Ag MPTé4 Rapid positivo e crescimento nos
meios Lowenstein—Jensen e MGIT). Porém o nimero de colonias no meio liquido MGIT
indicado pelo aparelho BACTEC MGIT 960 BD tem que ser superior a 400, caso contrario o
meio é reincubado até atingir as 400 colonias (soma dos dois resultados de incubagao). O TSA
€ necessario para a escolha do tratamento adequado de doentes com tuberculose. O
tratamento é frequentemente realizado através de um conjunto de agentes antimicrobianos
estreptomicina, isoniazida, rifampicina, pirazinamida e/ou etambutol. E importante que os
agentes antimicrobianos utilizados demonstram eficacia contra a micobactéria CMT isolada.

Em termos praticos, dilui-se o meio liquido positivo num fator de |:5 com solugao

salina estéril. Depois coloca-se 0,8 mL de suplemento nutricional e 0,ImL de inéculo diluido
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em cinco meios liquidos MGIT (utiliza-se um meio como controlo). Posteriormente, pipeta-
se 0,ImL de um agente antimicrobiano (estreptomicina, isoniazida, rifampicina ou etambutol)
nos restantes quatro meios liquidos. Repete-se o procedimento para outro kit que contém
apenas o controlo e pirazinamida. Procede-se a incubagao dos sete meios liquidos no BACTEC
MGIT 960 BD no prazo de 14 dias. A auséncia de crescimento microbiano num determinado
meio liquido com agente antimicrobiano, em relagao ao meio de controlo positivo, € indicativa

da sensibilidade da micobactéria a esse farmaco, sendo util no tratamento da doenga.

5.7.Subseccdo Parasitologia
5.7.1. Fezes

As fezes constituem o produto biologico mais comum em exames parasitologicos, pois
a maioria das estruturas parasiticas sao eliminadas pela via gastrointestinal. As principais
estruturas sao o parasita em si ou parte dele, ovos e larvas de parasitas metazoarios, bem
como quistos e ooquistos (forma de resisténcia) e trofozoitos (forma de vida ativa) de
parasitas protozoarios. Porém estas estruturas sao eliminadas nas fezes de forma intermitente
e, portanto, realiza-se a colheita em trés dias alternados, nao ultrapassando os |0 dias. [27]

O exame parasitolégico compreende duas etapas essenciais: 0 exame macroscopico e
o exame microscopico. No exame macroscopico observa-se a consisténcia (trofozoitos sao
mais comuns em fezes liquidas, enquanto os quistos sao geralmente encontrados em fezes
formadas), cor, muco, sangue, presenga de larvas e parasitas metazoarios. Antes de proceder
ao exame microscopico das fezes é utilizado um kit REAL Mini-System que combina o método

de sedimentacdo com o método de concentragao de Richie, de modo a concentrar as
&, Ry ” - W

i

estruturas parasiticas num pequeno volume.

O kit REAL Mini-System é composto por um tubo de
amostra que contém uma solugao fixadora e filtros, bem como
um tubo de sedimentag¢ao. Numa fase posterior, o sedimento &

ressuspenso em Lugol (corante para destacar as estruturas dos

Figura 9. Observacao ao
microscopio, na objetiva de 40x, de

parasitas). Inicialmente pesquisa-se presenga de ovos e larvas ao

microscopio na objetiva de |0x e quistos, coquistos e trofozoitos UM ©vo de Taenia spp. Preparacio

corada com Lugol. (Fotografia tirada

na objetiva de 40x. no SPC do HNM).
Adicionalmente, a subsecao dispoe de um teste imunocromatografico de fluxo lateral,
CerTest Giardia, para a pesquisa de antigénios de Giardia lamblia. Porém os resultados positivos
s6 podem ser validados com um exame microscopico positivo para o mesmo parasita. A

giardiase é uma doencga diarreica provocada pelo parasita intestinal Giardia lamblia. Pode
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apresentar dois estados no seu ciclo de vida: o trofozoito que produz os antigénios a-| giardin
e o quisto que produz os antigénios CWPI. Apos o hospedeiro ingerir os quistos por via
fecal-oral ou por agua e alimentos contaminados, estes convertem-se em trofozoitos no
intestino e sofrem divisao. Porém alguns trofozoitos enquistam e sao eliminados nas fezes do
hospedeiro [28]. A presenca de antigénios a-| giardin e/ou CWPI resulta numa banda corada
no zona de teste, juntamente com uma banda na zona controlo que verifica o volume de

amostra e reagentes.

6. Seccao Endocrinologia

O sistema endocrino consiste num Hypothalamus
__,,./..—-—"‘"Pmealgland \
conjunto de glandulas, tais como o hipotalamo, T —— Piitary \
gland T —T——
landula pineal, hipofise (ou glandula pituitaria Thyroid
g pineal, hip (oug p )s | T
tiroide, paratiroide, timo, glandulas . pathyoid — T
. . A , \Thymus /
suprarrenais (ou adrenais), pancreas e gonadas gland

(ovarios ou testiculos), tal como se pode i

gland\
observar na Figura 10. Estas glandulas sao @ ",/P\‘ ?

responsaveis pela secrecao de diversas ovary

(female) \

Testicle

hormonas que realizam a comunicagao entre /" (maie)

células e tecidos, regulando o desenvolvimento

Male Female

. g .~ . Figura 10. Glandulas do sistema endocrino. [29]
embrionario, cognigao, metabolismo celular,

homeostase do organismo, cognicao e mudangas reprodutivas. [30]

Adicionalmente, a produgao e secrecao de hormonas pelo sistema endécrino é
estreitamente regulada pelo SNC através do hipotdlamo, bem como por mecanismos de
retrocontrolo negativo. Neste sentido, estimulos percecionados pelo SNC regulam a secrecao
de hormonas libertadoras ou inibidoras por neuronios hipotalamicos. Certas hormonas
hipotalamicas (ocitocina e vasopressina) sao libertadas no l6bulo posterior da hipofise através
do qual entram diretamente na corrente sanguinea. Por outro lado, as restantes hormonas
hipotalamicas sao libertadas no Iébulo anterior da hipdfise, onde atuam sobre células
endodcrinas, que por sua vez, secretam hormonas hipofisarias para a corrente sanguinea. [30]

As hormonas libertadas na corrente sanguinea sao transportadas as respetivas células
alvo que possuem recetores superficiais (no caso de hormonas hidrofilicas) ou no seu interior
(no caso de hormonas hidrofobicas). Em resultado desta interagao hormona-recetor gera-se

uma cascata de reagao bioquimica que culmina nos efeitos das referidas hormonas. [30]
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6.1. Amostras

Na secgao de Endocrinologia a principal amostra analisada é o soro, porém diversos
analitos sao doseados no plasma ou urina de 24 horas (Anexo 7). Caso se pretenda dosear
certos parametros e nao for possivel fazé-lo no proprio dia congela-se a amostra.

As amostras de plasma usadas para a determinagao da paratormona (PTH) e da
hormona adrenocorticotrofica (ACTH) requerem colheita, centrifugagao e conservagao a frio.
As amostras de plasma usadas para a determinagao de renina sao colhidas e centrifugadas a
temperatura ambiente, sendo congeladas a -20°C apds a recegao para evitar degradagao.

A colheita de urina de 24 horas ¢é realizada pelo proprio utente, tendo o mesmo que
rejeitar a primeira urina da manha e recolher todas as micgoes seguintes ao longo das 24
horas. Atenta-se que, durante as colheitas o frasco de urina deve ser armazenado no
frigorifico. A urina de 24 horas é utilizada para o doseamento de cortisol, peptideo C,
aldosterona, catecolaminas (norepinefrina, epinefrina e dopamina) e derivados de
catecolaminas (metanefrinas, normetanefrina, 3-metoxitiramina, acido vanilmandélico, acido
homovanilico e acido 5-hidroxi-indolacético). Atenta-se que para o doseamento de
catecolaminas e derivados, o utente tem que cumprir uma restrigao alimentar, durante dois
dias antes da colheita e no proprio dia da colheita, de modo a prevenir interferéncias analiticas
alimentares. Estas restrigoes incluem a proibicao de ingestao de refrigerantes, chocolate,
cacau, café, cha, bebidas alcodlicas, efervescentes, vegetais, beterraba, beringela, tomate, kiwi,
banana, ananas, citrinos, nozes, baunilha, gelados, caramelos e marmeladas. Adicionalmente, as
aliquotas de 10ml urina de 24 horas utilizadas para o doseamento de catecolaminas e derivados

sao conservadas com duas gotas de acido cloridrico no congelador até serem analisadas.

6.2. Metodologias

A seccao da Endocrinologia possui diversos equipamentos que permitem o
doseamento automatico de parametros analiticos, porém a maioria dos equipamentos utiliza
uma metodologia em comum, o imunoensaio. Esta técnica baseia-se no principio de interagao
especifica entre um anticorpo e um antigénio. Os métodos de detegao de imunocomplexos

em amostras de soro, plasma e urina sao a quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia.

6.2.1. Imunoensaios
Os imunoensaios possuem como carateristicas marcantes a elevada especificidade,
sensibilidade e flexibilidade analitica derivadas das propriedades dos anticorpos. A reagao de

imunoensaio pode ser classificada em dois tipos distintos conforme o analito em estudo,
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nomeadamente imunoensaio nao competitivo (sandwich) e imunoensaio competitivo. O
imunoensaio sandwich é utilizado para a detegao de analitos de elevado peso molecular. Baseia-
se na determinagao qualitativa e quantitativa de analito numa amostra através da aplicagao de
dois anticorpos monoclonais especificos. Primeiramente, o anticorpo primario especifico
interage com o analito e posteriormente € adicionado um segundo anticorpo marcado com
uma substancia produtora de sinal. O segundo anticorpo liga-se a epitopos do antigénio que
sao distintos daqueles reconhecidos pelo anticorpo primario, formando-se assim um
complexo imunitario em sandwich. Adicionalmente, a quantidade de analito na amostra é
diretamente proporcional a intensidade do sinal detetado. [31]

Por outro lado, o imunoensaio competitivo € utilizado para a detegao de analitos de
baixo peso molecular. Baseia-se no principio de competicao de ligagao entre o analito da
amostra e um analito andlogo marcado (com uma substincia produtora de sinal) a uma
quantidade limitada de anticorpo especifico. Assim, a quantidade de analito na amostra é

inversamente proporcional a intensidade do sinal. [32]

6.2.2. ElectroChemiluminescence ImmunoAssay (ECLIA)

A técnica de imunoensaio associado a eletroquimioluminescéncia (ECLIA -
ElectroChemiluminescence ImmunoAssay) determina a maioria dos parametros da seccao de
Endocrinologia e é empregue pela cadeia de equipamentos Cobas (ROCHE) que se encontra
dividida em maédulos. No principio sandwich, o equipamento emprega, numa primeira etapa, a
amostra com dois anticorpos monoclonais, um marcado com biotina e outro com um
complexo de ruténio. Por outro lado, no imunoensaio competitivo é utilizado um analito
marcado com biotina e um anticorpo marcado com um complexo de ruténio. Durante a
segunda etapa, o complexo imunitario liga-se a microparticulas paramagnéticas revestidas com
estreptavidina, através da interagao biotina-estreptavidina. A mistura de reagao ¢ aspirada para
a célula de leitura, na qual os imunocomplexos sao magneticamente capturados pelo elétrodo
de platina, sendo os restantes elementos eliminados pela solucio ProCell que contém
tripopilamina (TPA), essencial para a reagao eletroquimioluminescente. Por fim, a aplicagao de
uma corrente elétrica no elétrodo de platina catalisa uma reagao oxidagao-redugao entre a
TPA e o complexo de ruténio, e por consequéncia, emissao de sinal quimioluminescente que
¢ detetado por um fotomultiplicador a 620nm, sendo convertido em unidades de
concentragao [33]. Existem testes com tempos de incubagao de 9 minutos (pardmetros de

urgéncia), 18 minutos (maioria dos parametros) ou 27 minutos (requerem preé-tratamento).
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6.2.3. Chemiluminescence ImmunoAssay (CLIA)

A técnica de quimioluminescéncia (CLIA — Chemiluminescence ImmunoAssay) é utilizada
pelos equipamentos UniCel DXI 800, Beckman Coulter e Maglumi 600, Snibe. O CLIA baseia-
se na emissao de luz (luminescéncia) derivada de uma reagao quimica que sinaliza a formagao
de um imunocomplexo. No imunoensaio sandwich do UniCel DXI 800, Beckman Coulter sao
utilizadas microparticulas paramagnéticas revestidas com anticorpos monoclonais, especificos
para o analito a dosear na amostra, bem como anticorpos monoclonais marcados com
fosfatase alcalina. Porém, no ensaio competitivo a fosfatase alcalina encontra-se ligada a um
andlogo do analito. Durante o periodo de incubagao, forma-se um imunocomplexo e os
componentes nao ligados sao eliminados por meio de lavagens sucessivas. A adicao de
dioxetano inicia a emissao de sinal quimioluminescente assim que reage com a fosfatase alcalina
[34]. O sinal é detetado e convertido em unidades de concentragao.

Em relagao ao equipamento Maglumi 600, Snibe, no imunoensaio sandwich sao
utilizados anticorpos monoclonais marcados com FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer),
anticorpos monoclonais marcado com ABEI (N-(4-Aminobutyl)-N-Ethylisoluminol) e microesferas
magnéticas revestidas com anticorpos monoclonais anti-FITC. Numa primeira fase, o analito
presente na amostra forma um imunocomplexo em sandwich com os anticorpos marcados
com ABEI e FITC. Por outro lado, no ensaio competitivo o ABEIl encontra-se ligado a um
andlogo do analito a dosear. Posteriormente, sao adicionadas as microesferas magnéticas que
se ligam aos imunocomplexos e permitem a separagao dos mesmos aquando do processo de
lavagem, sob influéncia de num campo magnético. Depois sao adicionadas solugdes iniciadoras
de reagao por quimioluminescéncia, o sinal de luz é medido por um fotomultiplicador e

convertido em unidades de concentragao. [35]

6.2.4. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

O equipamento 1260 Infinity, Agilent Technologies utiliza a técnica HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) de fase reversa, que consiste na separagao de analitos
provenientes de uma amostra de urina de 24 horas através da sua distribuicao entre duas fases
imisciveis (fase movel e fase estacionaria). Primeiramente, a fase mével liquida de concentragao
constante € bombeada em elevada pressao, juntamente com os analitos da amostra, ao longo
de uma coluna cromatografica, que contém a fase estacionaria. Os compostos que apresentam
uma maior afinidade com a fase moével em relagao a fase estacionaria sio eluidos mais
rapidamente. Em seguida, a passagem dos analitos no detetor eletroquimico gera uma

diferenga de potencial que é convertida num grafico, o cromatograma, sob a forma de picos
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em fungao do tempo de retengao (tempo necessario para percorrer a coluna). Ao interpretar
um cromatograma, €& possivel identificar os compostos pelo seu tempo de retengao
caracteristico, bem como quantifica-los pela area do pico, que é proporcional a concentragao
de analito. Para tal, as amostras sao previamente fortificadas com um controlo interno de
concentragao conhecida, cuja area do pico € comparada com a dos compostos. [36]

Neste sentido, o HPLC requer um tratamento prévio das amostras para remover
interferéncias analiticas e evitar eventuais danos a coluna. Consoante o tipo de analito é
utilizado um pré-tratamento especifico, definido na bula do teste, em colunas de extragao.
Durante esta etapa de pré-tratamento, sao preparados calibradores e controlos do mesmo

modo que as amostras e adiciona-se a cada um destes e as amostras o controlo interno.

6.3. Determinacoes analiticas

A maioria dos parametros sao doseados por equipamentos automaticos que utilizam
métodos de imunoensaio associados a eletroquimioluminescéncia (Cobas, ROCHE) e
quimioluminescéncia (Maglumi 600, Snibe e UniCel DXI 800, Beckman Coulter). Porém,

outros parametros sao analisados por HPLC (1260 Infinity, Agilent Technologies), ver Anexo 7.

6.3.1. Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sao moléculas produzidas, metabolizadas ou secretadas por
células neoplasicas ao longo do desenvolvimento tumoral ou pelo préprio hospedeiro em
resposta a este processo, sendo libertados para os fluidos bioldgicos. Tais marcadores tém
sido utilizados como ferramenta auxiliar no diagndstico de processos tumorais, para
diferenciar tecidos normais de neoplasicos e na monitorizagao do estado de doenga durante
a terapia anti-tumoral. Um marcador tumoral ideal deve ser altamente especifico e sensivel
para um determinado tipo de tumor e os niveis do marcador devem se correlacionar com
precisao com a carga tumoral de modo a refletir quaisquer progressoes ou recidivas. [37]

Os marcadores tumorais englobam diversas moléculas, incluindo antigénios de
superficie celular (por exemplo glicoproteinas), proteinas citoplasmaticas (por exemplo,

citoqueratinas), enzimas, hormonas e antigénios oncofetais. [37]

6.3.1.1.  Antigénio especifico da prostata (PSA)
O antigénio especifico da prostata (PSA) é uma glicoproteina formada principalmente
na glandula prostatica e tem como funcao a liquefagao do sémen e aumento da motilidade dos

espermatozoides. Pode encontrar-se na forma complexada com inibidores enzimaticos ou na
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forma inativa livre. As principais aplicagoes da determinagao do PSA total (complexado e livre)
sdo a monitorizagao da progressao do carcinoma da prostata e da eficiéncia da terapéutica.
Apesar do PSA total ser um marcador com elevada sensibilidade para detecao do cancro da
prostata possui uma baixa especificidade, ou seja, € relativamente especifico de 6rgao, mas nao
¢ especifico do tipo de alteragao prostatica, podendo estar aumentado devido a inflamagao ou
estimulagao da prostata. [38, 39]

De modo a aumentar a especificidade deste parimetro nos utentes em que o
doseamento de PSA total esteja situado na zona de duvida (4-10ng/mL) é determinada a razao
entre as concentragoes de PSA livre e PSA total no soro. O PSA livre é associado a doenga
benigna da proéstata ou a auséncia de doenga, portanto, uma razao PSA livre/total baixa é

indicativa de carcinoma da prostata. [38]

6.3.1.2.  Antigénio carcino embrionario (CEA)

O antigénio carcino embrionario (CEA) é um antigénio oncofetal produzido durante o
periodo embrionario e fetal, sendo a sua produgao suprimida apds o nascimento. Observam-
se frequentemente concentragoes elevadas de CEA nos casos de adenocarcinoma colorretal
e aumentos ligeiros em doengas nao malignas dos intestinos, pancreas, ovarios e pulmoes. A

principal indicagao da determinagao de CEA é a monitorizagao do tratamento do carcinoma

colorretal e avaliagao de recidivas e metastases. [40]

6.3.1.3.  Alfal-fetoproteina (AFP)

A alfal-fetoproteina (AFP) é um antigénio oncofetal produzido durante o periodo
embrionario e fetal pelas células hepaticas fetais. Nos adultos, niveis séricos elevados de AFP
podem ser derivados de diversas situagoes clinicas como a gravidez, doengas tumorais (por
exemplo, o carcinoma hepatocelular, carcinoma gastrico, cancro do pulmao, cancro do
pancreas e cancro do testiculo), bem como em patologias nao tumorais (por exemplo, hepatite
croénica). No entanto, o seu doseamento é fundamental como auxiliar de rastreio, diagnostico

e monitorizacdo de terapéutica do carcinoma hepatocelular e de tumores de células

germinativas (por exemplo, cancro do testiculo). [41]

6.3.1.4.  Antigénio carboidrato 125 (CA 125)
O antigénio carboidrato 125 (CA 125) é um peptideo da mucina 16 expresso
maioritariamente no revestimento do epitélio de 6rgaos do trato reprodutor feminino. Na

pratica clinica tem sido utilizado como auxiliar de rastreio, diagndstico e monitorizagao de
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terapéutica de carcinoma epitelial do ovario e de massas pélvicas. Porém, os niveis séricos de
CA 125 podem se encontrar aumentados devido a menstruagao, gravidez ou a doengas
benignas como quistos do ovario, endometriose, doenga hepadtica, pancredtica, inflamatéria

pélvica, pulmonar e pleural. [42]

6.3.1.5.  Antigénio carboidrato 19-9 (CA 19-9)

O antigénio carboidrato 19-9 ou antigénio Lewis a sialilado (CA 19-9) é uma
glicoproteina produzida pelo pancreas, células do ducto biliar e pelos epitélios gastrico, colon,
endometrial e salivar. Adicionalmente, pode encontra-se em concentragoes elevadas no soro
devido ao cancro do pancreas, hepatobiliar, hepatocelular, gastrico, colorretal e de mama.
Atualmente, o CA 19-9 nao esta indicado para auxiliar o rastreio de tumores pois
aproximadamente 6% da populagao com grupo sanguineo de Lewis negativo nao produzem

CA 19-9, nem mesmo na presenga de tumor. Contudo constitui um marcador de elei¢ao na

monitorizagao de terapéutica em utentes com adenocarcinoma do pancreas. [43]

6.3.1.6.  Antigénio carboidrato 15-3 (CA 15-3)

O antigénio carboidrato 15-3 (CA 15-3) deriva da glicoproteina Mucina-| e é expresso
principalmente em células epiteliais glandulares, como por exemplo do tecido mamario.
Durante o processo neoplasico, o tecido epitelial sofre modificagao e disrupgao gradual,
libertando no soro elevadas quantidades de CA 15-3 aberrantemente glicado. O CA [5-3
aparenta desempenhar fungdes na adesao celular e estar envolvido no processo de
metastiza¢ao tumoral. Tendo isto em consideragao, tem sido utilizado globalmente como um

marcador do cancro da mama, nomeadamente como auxiliar de diagnostico e rastreio, bem

como na monitorizagao da terapéutica anti-tumoral e avaliagcao de recidivas e metastases. [44]

6.3.1.7.  Antigénio carboidrato 72-4 (CA 72-4)

O antigénio carboidrato 72-4 (CA 72-4) é uma glicoproteina expressa na superficie de
células tumorais do estomago, coélon, ovario, pancreas, mama e pulmoes. Enquanto o CEA,
CA 125 e CA 19-9 sao usados como marcadores tumorais para o cancro do gastrointestinal,
ovario e pancreas, respetivamente, o CA72-4 é apenas utilizado como marcador tumoral

secundario para a monitorizagao da eficacia do tratamento contra estes tipos de cancro, sendo

doseado em associagao com os marcadores anteriormente referidos. [45]
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6.3.1.8.  Enolase neuro-especifica (NSE)

A enolase neuro-especifica (NSE) ou enolase y é uma isoenzima neuro-especifica da
enzima enolase glicolitica, sendo produzida por neurdnios e células neuroendocrinas
periféricas. Na pratica clinica, tem sido fundamental como ferramenta auxiliar no diagnéstico
e rastreio de cancros neuroenddcrinos, tais como o carcinoma pulmonar de pequenas células
e neuroblastoma, bem como na monitorizagao da terapéutica e avaliagao de formagao de
metastases. Porém, niveis elevados de NSE podem resultar de outros tumores e condigoes

clinicas, tais como: o melanoma, carcinoma das células renais, hemorragia intracerebral,

traumatismo craniano, acidente isquémico e doengas cerebrais inflamatorias. [46]

6.3.1.9.  Citoqueratina fracao 21-1 (Cyfra 21-1)

As citoqueratinas sao proteinas estruturais que compoem os filamentos intermediarios
do citoesqueleto, tanto de células epiteliais normais como tumorais. A citoqueratina fragao
21-1 (Cyfra 21-1) é um fragmento soluvel da citoqueratina fragao 19 e tem sido utilizada como
um marcador tumoral para o diagnostico e prognostico de carcinoma pulmonar de células nao

pequenas, bem como no carcinoma da cabega e do pescoco. E também fundamental para a

monitorizagao da eficacia da terapéutica e detegao de desenvolvimento de metastases. [47]

6.3.2. Funcao tiroidea Hypothalamus

Durante o estagio tive a oportunidade de contactar com maior
frequéncia com casos de hipotiroidismo primario autoimune (tiroidite
de Hashimoto), hipertiroidismo primario autoimune (doenga de
Graves), disfungoes subclinicas da tirdide, bem como casos de
monitorizagao de terapéutica e avaliagao pos-cirurgia de remogao da
tiroide (tiroidectomia) total ou parcial. Serum
A tirdide é uma glandula endécrina composta por dois lobulos

conectados por um istmo. E composta por dois tipos distintos de

células: foliculares, que produzem e armazenam o coléide (material

Figura 1l. Mecanismo de
retrocontrolo negativo do eixo
hipotalamo-hipdfise-tirdide.
[49]

A funcao tiroidea é regulada por um mecanismo de retrocontrolo negativo a nivel do

viscoso maioritariamente constituido por tiroglobulina — Tg), e as

células parafoliculares ou C, que secretam calcitonina. [30, 48]

eixo hipotdlamo-hipdfise-tirdide (Figura I1), dai a importancia da compreensao deste eixo
para a correta interpretagao dos parametros analiticos. Neste sentido, o hipotdlamo produz
a hormona libertadora de tirotropina (TRH) que estimula o lobulo anterior da hipdfise a

secretar a tirotropina ou hormona estimulante da tirdide (TSH). A TSH, por sua vez, atua ao
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nivel do seu recetor na tirdide e induz a produgao de hormonas tiroideas, nomeadamente a
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), processo dependente da ingestao de iodeto. Assim,
quando os niveis séricos das hormonas tiroideas estao diminuidos, ha um aumento na sintese

e secrecao de TRH e TSH, e vice versa no caso de estarem aumentados. [49]

6.3.2.1.  Tirotropina (TSH), Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4)

Para avaliar a fungao tiroideia, é realizado o doseamento da TSH no soro, sendo o
teste de primeira linha do SPC para este painel. A produgao de TSH é influenciada pelo ritmo
circadiano, porém a sua determinagao constitui um parametro muito sensivel e especifico.
Durante o estagio, o doseamento deste parametro permitiu auxiliar o diagnéstico de
hipotiroidismo e hipertiroidismo, bem como monitorizagao de terapia de substituigao em
situagoes de hipotiroidismo, de terapia de supressao em situagoes de hipertiroidismo. [29,49]

Por um lado, a T4 constitui a principal hormona secretada pela tiréide, por outro, a
T3 é essencialmente formada pelo processo de desiodinagao da T4 nos tecidos periféricos,
nomeadamente, no figado (Figura | I). Adicionalmente, como estas hormonas sao hidrofébicas

circulam na corrente sanguinea predominantemente na forma ligada a proteinas como a

globulina de ligagao a tiroxina (TBG), albumina e pré-albumina. [30, 48]

Tabela 14. Interpretagao dos testes de primeira linha do SPC para a fungao tiroidea. [49]

FT4 baixa () FT4 normal (<) FT4 elevada (1)
Hiba() | Femedme | Heededme | Hpreaden
o | e | B | e
Tdens() | Mmdme | Mreedme e

A T4 livre (FT4) e a T3 livre (FT3) constituem as formas nao ligadas a proteinas e
biologicamente ativas, representando menos de 1% das formas totais. No SPC realiza-se
preferencialmente a determinacao de FT4 e FT3, pois tal permite excluir a influéncia de
quaisquer alteragoes nas concentracoes e propriedades das proteinas de ligagao, como por
exemplo, a gravidez, doencas agudas ou medicagao por glucocorticoides e amiodarona [30,
48]. A FT4 é um parametro util de primeira linha, juntamente com a TSH (Tabela 14).

Adicionalmente, a determinagao da FT3 é utilizada em conjunto com a TSH e FT4 no
diagnostico do hipertiroidismo e de tirotoxicose facticia (ingestao excessiva de hormonas da

tiroide) [30, 48]. Atenta-se, no entanto, que a determinagao da FT3 nao é utilizada pelo SPC
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para o diagnostico de hipotiroidismo, pois pode encontrar-se dentro dos valores de
referéncia, visto que é formada essencialmente fora da tiroide. [51]

Em termos praticos, valores elevados de TSH com FT4 reduzida sao indicativos de
hipotiroidismo primario. A causa mais comum de hipotiroidismo primario é autoimune
(tiroidite de Hashimoto), porém pode ser resultante do tratamento contra o hipertiroidismo
(tratamento supressor da tiréide, iodo radioativo ou tiroidectomia), deficiéncia de iodo ou em
casos mais raros, de etiologia congénita [51]. O hipotiroidismo secundario, sendo menos
frequente que o primario, traduz-se na diminuigao de ambas as TSH e FT4 e é resultante de
disturbios no eixo hipotalamo-hipdfise ou do recetor de TSH. Em relagao ao hipertiroidismo
primario, as principais causas sao a autoimune (doenga de Graves) e tumoral (adenoma toxico
e bocio multinodular téxico), sendo caracterizado pelo aumento de FT3 e FT4 com diminuigao

da TSH. No entanto, no hipertiroidismo secundario a TSH, FT4 e FT3 estao aumentadas. [48]

6.3.2.2.  Anticorpos anti-tiroideos

Os autoanticorpos produzidos contra moléculas expressas na tirdide desenvolvem-se
em resultado de uma resposta imunologica aberrante, levando a inflamagao da tirdide
(tiroidite) e dano tecidular. Estes anticorpos sao doseados no SPC para investigar se a
disfuncao da tirdide, evidenciada pelas alteragoes da TSH, FT3 e FT4 tem uma causa
autoimune. A peroxidase especifica da tiroide (TPO) é uma enzima peroxidase presente na
membrana das células foliculares, sendo responsavel pela sintese de T3 e T4. Diversas formas
de tiroidite de causa autoimune (tiroidite de Hashimoto e doenga de Graves) apresentam
titulos elevados de autoanticorpos anti-TPO (Tabela 15), sendo um parametro fundamental
no diagnostico e monitorizagao da terapéutica de tiroidite autoimune [30, 48]. Entretanto, se
houver suspeita de tiroidite autoimune sem anticorpos anti-TPO detetados, sao doseados os
autoanticorpos anti-Tg, apesar de nao ser um parametro tao sensivel e especifico. [53]

De igual modo, os autoanticorpos contra o recetor da TSH (TRAb) também sao
detetados em tiroidites autoimunes (Tabela 15). Podem ser classificados como estimuladores,
bloqueadores ou neutros, dependendo do seu mecanismo de acgao. Apesar de terem agoes
semelhantes a TSH, os anticorpos estimuladores nao sao regulados por mecanismos de
retrocontrolo negativo, levando a ativagao prolongada do recetor. Como resultado ha
hipertrofia da tirdide com consequente aumento da produgao de hormonas T4 e T3. O TRAb

¢ utilizado no diagnostico e monitorizagao de terapéutica da doenga de Graves. [54]
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Tabela |5. Prevaléncia dos anticorpos anti-tiroideos. [49]

Pulsres aiiileiiss Populagao | Doenga de | Tiroidite de

Geral Graves Hashimoto
Anti-tiroglobulina (anti-Tg) 3% 12-30% 35-60%
Anti-peroxidase especifica da tiréide (anti-TPO) 10-15% 45-80% 80-99%
Anti-recetor da TSH (TRAb) [-2% 70-100% 6-60%

6.3.2.3. Tiroglobulina

A tiroglobulina é detetavel no soro, sendo um marcador da presenca de tecido
tireoidiano ativo, uma vez que a tirdide € a sua Unica fonte. As concentragoes de Tg podem
aumentar pela estimulagao da tiréide sob TSH, na sequéncia de qualquer disfuncao tiroidea
ou tumor no tecido da tirdide. Na pratica clinica, a dosagem de Tg sérica é util na
monitorizagao pos-tiroidectomia em pacientes diagnosticados com carcinoma da tiroide de
origem folicular. O seu nivel sérico devera, respetivamente, diminuir ou ser indetetavel na
sequéncia de tiroidectomia parcial ou total, caso contrario suspeita-se da presenca de recidiva
ou metateses. A determinacao da Tg pode ser afetada pela presenga de autoanticorpos anti-

Tg, portanto, este parametro € invalidado no SPC quando se detetam anticorpos anti-Tg. [55]

6.3.2.4. Calcitonina

A calcitonina humana é uma hormona segregada principalmente pelas células
parafoliculares da tiréide e é estimulada por niveis elevados de calcio sérico. Atua como um
inibidor da reabsorcao osteoclastica 6ssea e estimula a excrecao renal de calcio de modo a
garantir a homeostasia do metabolismo mineral. A situacao clinica mais associada a
hipersecrecao da calcitonina é o carcinoma medular da tiréide, um tumor nas células
parafoliculares. Sendo assim, a calcitonina constitui um parametro auxiliar para o diagnostico
e monitorizagao pos-terapéutica contra o carcinoma medular da tiroide. Porém, niveis de

calcitonina moderadamente elevados podem ser derivados a outras patologias, tais como

outros tumores neuroendocrinos e insuficiéncia renal. [56]

6.3.3. Marcadores cardiacos

Na seccao de Endocrinologia do SPC siao determinados marcadores bioquimicos
indicativos de lesdes no musculo cardiaco (miocardio), tais como o enfarte agudo do
miocardio (EAM), sendo libertados na corrente sanguinea apos o dano. Determinam-se
também biomarcadores para avaliar o stress cardiaco e potenciais casos de insuficiéncia

cardiaca.
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6.3.3.1. Mioglobina
A mioglobina é uma proteina citoplasmatica envolvida no transporte e armazenamento
de oxigénio, no interior dos musculos cardiaco e esquelético. Devido ao facto de ser uma
molécula relativamente pequena, € libertada na primeira hora apés uma lesao do miocardio,
atingindo o pico de concentragao 4-12 horas depois. Os valores basais sao restabelecidos
dentro de 24-36 horas. Como marcador cardiaco permite a detegao precoce de EAM, porém
os niveis de mioglobina podem estar aumentados apos lesoes musculo-esqueléticas e devido

a insuficiéncia renal, sendo um marcador pouco especifico principalmente sem a andlise

conjunta com outros marcadores cardiacos. [57]

6.3.3.2.  Troponina T de alta sensibilidade (cTnT-hs)

As troponinas sao proteinas citoplasmaticas que compoem um complexo regulador da
contragao da musculatura estriada, incluindo o miocardio. Este complexo é composto por
trés subunidades: a troponina C, troponina |, e troponina T. Quando ocorre a ligagao do calcio
a troponina C ha uma mudanga conformacional do complexo, favorecendo a interagao com a
miosina e actina com consequente contragao muscular. Adicionalmente, as troponinas
possuem isoformas cardiacas que sao libertadas durante os processos de lesao do miocardio
(por exemplo, EAM), ocorrendo um aumento nos niveis séricos ao fim de 2-3 horas, com um
pico as 12-48 horas. Os niveis podem permanecer elevados por 4-10 dias. Quando ha suspeita
de EAM é necessario dosear as troponinas inicialmente e apds trés horas para perceber se
efetivamente ocorreu lesaio no miocardio. No SPC ¢ efetuada a determinagcao da isoforma

cardiaca da troponina T de alta sensibilidade (cTnT-hs) que permite auxiliar o diagnostico de

EAM, com um valor preditivo negativo de 99%. [58]

6.3.3.3.  N-terminal proBNP (NT-proBNP)
O peptideo natriurético do tipo B (BNP) é uma hormona maioritariamente produzida
pelos miocitos do ventriculo esquerdo, sob a forma de pro-peptideo inativo (proBNP). O
principal estimulo para a sintese e secrecao de proBNP ¢é o stress e estiramento do mesmo
resultante do aumento da perfusao e pressao sanguinea no ventriculo esquerdo. Durante a
sua secrecao, o proBNP é clivado proteoliticamente em BNP e N-terminal proBNP (NT-
proBNP), sendo que o BNP atua de modo a favorecer a diurese, vasodilatagao e diminuicao

da perfusao cardiaca e da pressao sanguinea. O doseamento de NT-proBNP no SPC é

realizado essencialmente para efetuar o diagnostico inicial de insuficiéncia cardiaca. [59]
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6.3.4. Funcao suprarrenal e Marcadores de hipertensao secundaria

As glandulas adrenais ou suprarrenais sao estruturas bilaterais situadas sobre os rins,
sendo divididas em cortex e medula. O cortex adrenal &, por sua vez, subdividido em: a zona
glomerulosa que secreta a aldosterona, a zona fasciculada que produz cortisol e a zona
reticular, que produz androgénios. Adicionalmente, a medula adrenal corresponde a regiao
central da glandula e é responsavel pela secre¢io de catecolaminas. Além disso, a fungao
suprarrenal e os marcadores de hipertensao secundaria (renina, aldosterona e catecolaminas)
sao regulados pelo eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal, que por sua vez, é regulado por

estimulos externos (por exemplo, stress) e por mecanismos de retrocontrolo negativo. [60]

6.3.4.1.  Hormona Adrenocorticotropica (ACTH) e Cortisol

O hipotalamo secreta a hormona libertadora da corticotropina (CRH) que estimula a
secre¢ao da hormona adrenocorticotropica (ACTH) pelo lobulo anterior da hipofise. A
ACTH, por sua vez, atua em diversas regidoes do cortex suprarrenal, estimulando-as a
produzirem aldosterona, cortisol e androgénios. As concentragcoes de ACTH apresentam uma
variagao diurna com niveis mais elevados de manha e baixos a noite. [30]

O cortisol é um glucocorticosterdide regulado pelo ritmo circadiano, tendo
concentragoes séricas maximas pela madrugada (7-25 pg/dL), que diminuem até atingirem um
nivel noturno de 2-14 pg/dL. O cortisol estimula a gluconeogénese, protedlise e lipolise, além
de possuir uma agao anti-inflamatoria e imunossupressora. No SPC a determinagao de cortisol
sérico as 9, 16 e 2| horas, juntamente com o doseamento da ACTH, permite realizar o
diagnostico da sindrome de Cushing (hipersecrecao de cortisol, dependente ou independente
de ACTH) e da sindrome de Addison (hipossecrecao de cortisol com niveis elevados de
ACTH) [59]. Porém, o doseamento do cortisol na urina de 24 horas é o método de eleigao

no SPC para o diagnéstico da sindrome de Cushing, uma vez que este nao ¢ influenciado pelo

ritmo circadiano. [62]

6.3.4.2.  Renina e Aldosterona
O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) constitui uma cascata hormonal
responsavel pelo controlo homeostatico da pressao arterial e volume extracelular. Assim a
desregulagao do SRAA conduz a hipertensao e desenvolvimento de doengas cardiovasculares
e renais. A renina é uma enzima secretada pelas células justaglomerulares dos rins em resposta

a estimulos do sistema nervoso simpatico, a diminuicao da perfusao renal e a diminuigao da

concentragao de sodio sérico. Inicialmente, a renina realiza a conversao do angiotensinogénio
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produzido no figado em angiotensina |, que é posteriormente convertida no epitélio pulmonar
em angiotensina Il. Por fim, a angiotensina Il, dentre outras fungoes, estimula a secregao de
aldosterona na glandula suprarrenal, hormona mineralocorticéide responsavel pela
reabsorgao de sédio e excregao de potassio a nivel renal. [63]

No SPC o doseamento da aldosterona, juntamente com a renina, permite
essencialmente diagnosticar e monitorizar situagoes de hipertensao secunddria a um
hiperaldosteronismo. O hiperaldosteronismo primario é caracterizado pela sobreprodugao de
aldosterona pelas glandulas suprarrenais, com uma baixa concentragao de renina plasmatica.
Por outro lado, o hiperaldosteronismo secundario é caracterizado pela sobreprodugao de
aldosterona resultante de niveis elevados de renina plasmatica, apds hiperestimulagao do
SRAA. A aldosterona pode ser medida no soro ou na urina de 24 horas, sendo que a ultima

nao ¢ influenciada pelo ritmo circadiano. [30]

6.3.4.3.  Catecolaminas e seus derivados

As catecolaminas (dopamina, epinefrina e norepinefrina) sao moléculas que agem como
neurotransmissores e hormonas, sendo produzidas principalmente nas células cromafins da
medula suprarrenal e no cérebro. O excesso de catecolaminas e seus derivados (metanefrinas,
normetanefrina, 3-metoxitiramina, acido vanilmandélico, acido homovanilico e acido 5-
hidroxi-indolacético) tem como principais consequéncias: hipertensao secundaria, taquicardia,
cefaleia, sudorese excessiva, ansiedade, tremores, perda de peso, palidez, nausea e vomitos.

No SPC, o doseamento de catecolaminas e seus derivados em amostras de urina de
24 horas tem como principal objetivo o diagnostico de tumores produtores de catecolaminas
em utentes com sinais e sintomas sugestivos. Os tumores produtores de catecolaminas podem

ter origem na medula suprarrenal (feocromacitoma e neuroblastoma) ou ter origem

neuroenddcrina extra-suprarrenal (paraganglioma). [64]

6.3.5. Estudo de diabetes mellitus

A diabetes mellitus € um termo geral utilizado para designar um conjunto de disturbios
heterogéneos metabdlicos, sendo o principal a hiperglicémia croénica resultante de alteragoes

na secregao e/ou agao da insulina. [48]

6.3.5.1.  Insulina e Peptideo C

A pré-proinsulina é secretada nas células § dos ilhéus de Langerhans no pancreas e é

clivada em pro-insulina. Posteriormente, proteases degradam a proé-insulina em insulina e
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peptideo C. A agdo da insulina é mediada por recetores especificos extracelulares e consiste
principalmente na facilitagao da captagao de glicose pelas células do figado, tecidos gordos e
musculos, tendo assim uma fungao hipoglicemiante. [65]

No SPC, a determinagao da insulina e do peptideo C permite auxiliar o diagnodstico
diferencial do tipo de diabetes mellitus (hiperglicémia). Na diabetes tipo |, devido ao processo
autoimune, a produgao de insulina e peptideo C nao ocorre ou € minima. Por outro lado, na
diabetes tipo 2, ha produgao de insulina (e consequentemente de peptideo C), contudo nao é
capaz de atuar nos 6rgaos alvo devido a resisténcia dos recetores a sua agao. Adicionalmente,
a determinagao do peptideo C também ¢é utilizada como auxiliar no diagnostico diferencial de
hipoglicémia (distinguir hipoglicémia causada por administragao de insulina exdgena de
hipoglicémia causada por insulinoma, um tumor produtor de insulina endogena). No caso de
se tratar de um insulinoma ha aumento na sintese de peptideo C em paralelo com a insulina,

ao contrario do que se observa na hipoglicémia por administragao de insulina exdgena. [66]

6.3.6. Estudo de anemias

A anemia é definida como uma condigao na qual o conteido de hemoglobina no sangue

ou quantidade de eritrocitos esta abaixo dos valores de referéncia estabelecidos. [67]

6.3.6.1.  Folato, Vitamina B12 e Anticorpo anti-Fator Intrinseco

O folato e a vitamina B12 nao sao sintetizados pelo organismo humano, sendo obtidos
por alimentagao. As principais fontes de folato sao os vegetais e fruta [66], enquanto a vitamina
B12 é obtida essencialmente pela ingestao de carne, peixe, ovos e produtos lacteos. [69]

O folato pertence a familia das vitaminas do grupo B e é vital para a manutengao de
fungoes celulares normais, tais como a sintese dos precursores de purina e pirimidina dos
acidos nucleicos que compoem o DNA. Ja a vitamina BI2 é um cofator enzimatico que,
juntamente com o folato, esta envolvido na sintese dos referidos precursores de DNA. A
deficiéncia de folato pode dever-se a ingestao nutricional reduzida, ma absorcao intestinal ou
por um aumento de necessidade (por exemplo, durante o esforgo fisico ou gravidez). Por
outro lado, a deficiéncia de vitamina Bl12 pode ser devia a uma ingestao insuficiente e ma
absorcao intestinal (por exemplo, por deficiéncia de fator intrinseco). [68, 70, 71]

No SPC a determinagao de folato e vitamina Bl2 permite realizar o diagnostico de
anemias megaloblasticas (macrociticas). Em situagcoes de deficiéncia destes parametros ha um

comprometimento na sintese de DNA e da maturagao celular, sendo observados eritrocitos

macrociticos e neutrofilos com nucleo hipersegmentado. Num caso particular, a anemia
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perniciosa € um tipo de anemia megaloblastica que se deve a ma absorgao intestinal de vitamina
Bl12, em consequéncia da deficiéncia de fator intrinseco, proteina sintetizada nas células
parietais do estomago que favorece a absorgao intestinal de vitamina B12. No seguimento de
deficiéncia de vitamina Bl2, o SPC realiza o doseamento de anticorpos anti-fator intrinseco

para o diagnostico de anemia perniciosa autoimune. [71]

6.3.6.2.  Ferritina
A ferritina é uma proteina sintetizada no figado, sendo responsavel pelo
armazenamento de ferro intracelular. Deste modo o doseamento de ferritina permite avaliar
as reservas de ferro do organismo, bem como detetar perturbagoes na homeostase e
metabolismo do ferro. No SPC, realiza-se o doseamento deste parametro para distinguir
situagoes de deficiéncia de ferro (por exemplo, anemia ferropriva) de situagoes de excesso de

ferro (por exemplo, hemocromatose e anemia sideroblastica). Além disso, € uma proteina de

fase aguda que se encontra aumentada em utentes com anemia inflamatoria cronica. [72]

6.3.6.3.  Eritropoietina
A eritropoietina € uma glicoproteina sintetizada no rim, sendo a sua produgao
estimulada em situagoes de deficiéncia de oxigénio sanguineo (hipdxia). A eritropoietina tem
como principal fungao a estimulagao da eritropoiese, ou seja, produgao de eritrocitos na
medula ossea. A situagao mais frequente em que se determina a eritropoietina no SPC ¢é o
diagnostico de insuficiéncia renal cronica e ocasionalmente de poliglobulia (doenga
caracterizada por um aumento de eritrocitos acima dos valores de referéncia). Nas situagoes

de insuficiéncia renal cronica a produgao de eritropoietina é reduzida, enquanto na policitemia

vera encontra-se em concentragoes elevadas no soro. [67]

6.3.7. Metabolismo 6sseo

6.3.7.1.  Paratormona (PTH)

A PTH é produzida pelas glandulas paratirdides face a diminuicao da concentragao
sérica de calcio livre, sendo regulada por um mecanismo de retrocontrolo negativo quando a
concentragao de calcio livre se encontra elevada. A sua sintese também é regulada, de forma
semelhante, porém menos significativamente, pela concentragao sérica elevada de magnésio,
fosfato e vitamina D. A PTH induz o aumento dos niveis séricos de calcio livre através de dois

mecanismos: estimulagao da reabsor¢ao/desmineralizagao ossea pelos osteoclastos (libertagao
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de célcio e fésforo do osso para a corrente sanguinea) e atuagao no rim para aumentar a
reabsorgao de calcio, excregao de fosfato e sintese de 1,25-dihidroxivitamina D. [73]

No SPC a determinagao da PTH, juntamente com a determinagao de calcio livre,
permite essencialmente diagnosticar casos de hiperparatiroidismo primario (PTH e célcio livre
elevados) causado geralmente por adenomas da paratirdide, hiperparatiroidismo secundario
(PTH elevada e calcio livre reduzido) causado frequentemente por insuficiéncia renal cronica,
bem como hipoparatiroidismo primario (PTH e célcio livre reduzidos) em consequéncia da

remogao cirurgica das glandulas da paratiréide. [73]

6.3.7.2.  Vitamina D total

A vitamina D é uma hormona esteroide sintetizada endogenamente pelas células da
pele, apds exposicao solar, ou adquirida exogenamente através da alimentagao. A vitamina D
é convertida em 25-hidroxivitamina D no figado (principal forma circulante) e posteriormente
em |,25-dihidroxivitamina D no rim (forma biologicamente ativa), esta ultima etapa é
estimulada pela PTH quando os niveis de calcio sérico livre se encontram reduzidos.
Concretamente, a |,25-dihidroxivitamina D induz o aumento da absorgao intestinal de calcio
e fosfato, minimizando os efeitos de reabsorgao/desmineralizagao dssea pela PTH. [73]

No SPC, realiza-se o doseamento da vitamina D total para avaliar o metabolismo 6sseo,
principalmente no que diz respeito ao diagnodstico de raquitismo em criangas e osteomalacia
em adultos, situagoes resultantes de deficiéncia de vitamina D e consequente desmineralizagao

ossea. A deficiéncia de vitamina D é geralmente causada por: fraca exposigao solar, dieta pobre

em vitamina D e em insuficiéncia renal crénica. [73]

6.3.8. Hormonas da fertilidade

6.3.8.1.  Hormona Foliculo-Estimulante (FSH) e Hormona Luteinizante (LH)

A FSH e LH pertencem a familia das gonadotropinas, sendo sintetizadas no l6bulo
anterior da hipofise, sob estimulo da hormona libertadora de gonadotropinas (GnRH)
produzida no hipotalamo. Assim, a sintese destas hormonas é regulada por um mecanismo de
retrocontrolo negativo no eixo hipotalamo-hipofise-gonadas. A FSH e a LH sinergicamente
estimulam o crescimento e o funcionamento das gonadas (ovarios e testiculos). [74]

Nas mulheres, a FSH promove o crescimento e maturagao dos foliculos ovaricos

durante a fase folicular do ciclo ovarico, bem como a secregao de estrogénio pelos foliculos.

Nos homens, a FSH estimula a espermatogénese testicular. Por outro lado, a LH induz a
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ovulagiao e formagao do corpo liteo, que por sua vez, sintetiza a progesterona. Nas células
de Leydig dos testiculos, a LH estimula a produgao de testosterona. [75]

No SPC, o doseamento de FSH e LH serve para reconhecer perturbagdes no eixo
hipotalamo-hipofise-gonadas. Estes pardmetros sao requisitados com maior frequéncia para
diagnosticar e avaliar situagoes de menopausa, infertilidade, irregularidades menstruais e

amenorreia. Contudo, possibilita também o estudo de puberdade precoce ou tardia.

6.3.8.2.  |7B-estradiol e Progesterona

Os estrogénios sao responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias e do sistema reprodutor feminino, bem como o ciclo menstrual e manutengao da
gravidez. Ja a progesterona desempenha um papel fundamental na libertagao de odcitos,
facilitacao de implantagao intrauterina do zigoto, manutencao da gravidez e promogao da
capacidade proliferativa e secretora das glandulas mamarias. [74, 76]

Os estrogénios e progesterona sao produzidos, sob influéncia da FSH e LH,
principalmente nos ovarios, a nivel das células do foliculo (e corpo liteo no caso da
progesterona), bem como em pequenas quantidades nos testiculos e cortex suprarrenal.
Durante a gravidez, estas hormonas formam-se principalmente na placenta. O estrogénio
biologicamente mais ativo é o |7B-estradiol, estando maioritariamente ligado a proteina Sex
Hormone Binding Globulin (SHBG) e a albumina. [74]

No SPC, o doseamento de |7B-estradiol e progesterona € utilizado, em conjunto com
a FSH e LH, para reconhecer perturbacoes no eixo hipotalamo-hipofise-gonadas. Mais
concretamente, permite distinguir situagoes de hipogonadismo primario causado pela
disfungcao das gonadas (FSH e LH elevadas com |7B-estradiol e progesterona reduzidos) de
situagoes de hipogonadismo secundario (FSH e LH reduzidos com |7B-estradiol e
progesterona elevados) causado por disfungao hipotilamo-hipdfise. Tais disfungoes de
hipogonadismo sao observadas em casos de infertilidade, irregularidades menstruais,

amenorreia e puberdade precoce ou tardia. [75]

6.3.8.3.  Testosterona total e livre
A testosterona é responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias e espermatogénese. E sintetizada quase exclusivamente pelas células de Leydig nos
testiculos, sob estimulo da LH, sendo produzida em menor quantidade no coértex suprarrenal
e ovarios. A maior parte da testosterona circulante esta ligada a SHBG e albumina, estando

uma minoria sob a forma livre (biologicamente ativa). [75, 77]
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No SPC, realiza-se o doseamento da testosterona total e livre, juntamente com a LH,
para avaliar perturbagoes no eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, bem como puberdade precoce
ou tardia. As situagoes clinicas mais frequentes no laboratorio para testosterona baixa incluem
o diagndstico de infertilidade masculina, enquanto situagoes de testosterona elevada em

mulheres permitem diagnosticar o sindrome do ovario poliquistico e hirsutismo. [77]

6.3.84.  Sex Hormone Binding Globulin (SHBG)

A SHBG é uma proteina de transporte de androgénios (dihidrotestosterona e
testosterona) e |7B-estradiol na corrente sanguinea, tendo uma maior afinidade para os
androgénios. Deste modo, concentragoes reduzidas de SHBG estao associadas a niveis
elevados de testosterona livre, bem como aos sinais e sintomas caracteristicos do excesso
desta hormona. E doseada no SPC sobretudo para avaliar niveis elevados de testosterona livre
em mulheres com irregularidades menstruais, diagnosticadas com sindrome do ovario
poliquistico ou, menos frequentemente, com hirsutismo. [78]

6.3.8.5.  Sulfato de Dehidroepiandrosterona (DHEA-S)

O DHEA-S constitui a principal forma de dehidroepiandrosterona em circulagio. E um
androgénio fraco sintetizado maioritariamente no cortex das glandulas suprarrenais, sob
estimulagao da ACTH, tal como foi referido anteriormente. Adicionalmente, o DHEA-S é um
precursor esterdide na sintese de androgénios mais potentes (testosterona) e estrogénio.
Assim, a determinagao de DHEA-S no SPC é importante na avaliagao da fungao suprarrenal
como causa de hiperandrogenismo em mulheres (por exemplo, em casos de infertilidade,
irregularidades menstruais, sindrome do ovario poliquistico ou até mesmo hirsutismo). [79]

6.3.8.6. Hormona Gonadotrépica Coridnica Humana (HCG)

A HCG pertence a familia das gonadotropinas, juntamente com a FSH e LH, sendo
produzida pelas células do trofoblasto (células que envolvem o embridao e dao origem a
placenta) no contexto de gravidez. Possui duas subunidades (a e ), sendo que a subunidade
B é responsavel pelas sua fungdes como hormona analoga a LH, nomeadamente, a HCG induz
a produgao de progesterona pelo corpo luteo durante as primeiras semanas da gravidez. [80]

A determinagao quantitativa da HCG no soro pelo SPC permite essencialmente
realizar a detegao precoce e monitorizagao da gravidez (niveis baixos sao indicativos de aborto
espontaneo). Adicionalmente, é de notar que a HCG elevada pode ser usada como marcador

de tumores trofoblasticos, ovaricos ou testiculares. [80, 81]
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6.3.8.7.  Prolactina

A prolactina é produzida pelo |6bulo anterior da hipofise predominantemente na forma
monomérica (biologicamente ativa), dimérica (biologicamente inativa) e macroprolactina
(baixa atividade bioldgica). Tem como principal fungao o desenvolvimento da glandula mamaria
durante a gravidez e a estimulagao e sustentagao da lactagao no pos-parto. [82]

Quando os niveis de prolactina no soro se encontram acima dos valores de referéncia
(hiperprolactinemia) e ha manifestagao clinica, fora do contexto de gravidez e lactagao, as
causas mais frequentes estao associadas a disfungoes a nivel hipotalamo-hipdfise, como por
exemplo o prolactinoma (tumor no lobulo anterior da hipofise). A hipersecregao da prolactina
suprime a produgao da FSH e LH, e consequentemente, a sua agao sobre as gonadas. [82]

No SPC, a determinagao de prolactina pode ser requisitada para o diagnodstico de
infertilidade feminina, irregularidades menstruais, impoténcia nos homens e galactorreia
(produgao de leite em homens ou mulheres nao gravidas ou lactantes). Adicionalmente,
quando se deteta hiperprolactinemia é determinada a prolactina no soro apos precipitagao de
macroprolactina com polietilenoglicol a 25% (numa proporgao 1:1). Depois da centrifugagao,
doseia-se a prolactina no sobrenadante e determina-se os resultados sob a forma percentual
de quociente de prolactina apds centrifugagao/prolactina da amostra original. Se o resultado
for acima de 60% trata-se de uma situagao de hiperprolactinemia, se o for abaixo de 40% trata-
se de uma falsa hiperprolactinemia devida a macroprolactina. Para valores entre 40 e 60%

considera-se o resultado como indeterminado. [82]

7. Casos Clinicos

7.1.Caso | — Miltiplas Infecées do Trato Urinario (ITU)

O caso clinico que se descreve em seguida foi selecionado visto que, para além de
exemplificar a analise microbioldgica da urina, uma das amostras com maior afluéncia no SPC,
permite também elucidar a importancia da realizagao de testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos (TSA) para garantir que o/a utente recupere da infecao e nao desenvolva
infecoes secundarias oportunistas perante terapias antimicrobianas empiricas.

Uma utente de 87 anos, diabética, deu entrada no dia 20 de janeiro de 2022 no servigo
de urgéncia do centro de salde do Porto Santo, Dr. Francisco Rodrigues Jardim, com queixas
de ardor ao urinar (disUria) e necessidade de urinar frequentemente (polaquiuria). Assim, foi
colhida uma amostra de urina em monovette verde que foi posteriormente enviada ao SPC.

A urina apresentava-se turva e segundo o exame citolégico continha algumas células

epiteliais, raros eritrocitos e alguns leucocitos (ver Tabela 10), cuja presenga é caracteristica
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de ITU. Os resultados foram confirmados pelo exame cultural em Uriselect4 que apresentava,
apos o periodo de incubagao, crescimento de coldnias azul-turquesa (ver Tabela | 1) com uma
densidade superior a 10° UFC/mL. Posteriormente, as colénias foram identificadas por
MALDI-TOF-MS como sendo Klebsiella pneumoniae (bactéria de Gram negativo aerdbia as
Enterobacteriaceae spp.), o que coincide com o aspecto das coldnias no meio Uriselect4. Por
fim, realizou-se o TSA por VITEK-2, aplicando a carta AST-N 355, apropriada para
Enterobacteriaceae spp. Segundo os resultados do TSA (Tabela 16), suspeita-se que se trata de
uma Klebsiella pneumoniae produtora de beta-lactamases de espectro alargado (ESBL), visto
que € resistente a todos os antibioticos da classe B-lactimico, com exce¢io dos
carbapenemos. As ESBL sao enzimas que hidrolisam o anel B-lactimico de antibiéticos da
classe B-lactamico, com excegao dos carbapenemos. Os carbapenemos sao antibioticos
utlizados como como Ultimo recurso na terapéutica de infegoes bacterianas, em especial para

estirpes produtoras de ESBL [83], portanto a escolha de terapia foi o Meropenemo.

Tabela |6. Resultados do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA), adaptados do

boletim de analises do SPC do HNM.

Antibidticos da carta AST-N 355 Suscetibilidade da bactéria

Ampicilina Resistente

B-lactamico (penicilinas) Amoxicilina/Acido clavulinico Resistente

Piperacilina/Tazobactam Resistente

. . Cerufoxima Resistente

B-lactamico (cefalosporinas) — -

Ceftazidima Resistente

.. Ertapenemo Suscetivel
B-lactamico (carbapenemos) -

Meropenemo Suscetivel

. L, Gentamicina Resistente
Aminoglicosideos — -

Amicacina Suscetivel

Ciprofloxacina Resistente

Fosfomicina Resistente

Colistina Suscetivel

Trimetoprim/Sulfametoxazol Resistente

Entretanto, a utente deu novamente entrada no mesmo servi¢co de urgéncia no dia 6
de fevereiro de 2022 com sintomas de ITU (nao especificados) e foi-lhe colhida uma nova
amostra de urina em monovette verde. Ao exame citolégico a urina continha raras células
epiteliais, formas leveduriformes, pseudohifas e alguns leucécitos. Adicionalmente, o meio de
cultura Uriselect4, apos o periodo de incubacdo, apresentava colonias incolores com uma
densidade de 10° UFC/MI, tendo sido valorizada devido a idade avancada da utente e pelo

facto de ser diabética (fator de risco de ITU), ter historia clinica de ITU recente e o exame
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citolégico ser indicativo de infecao fungica. Como se observou formas leveduriformes,
realizou-se uma subcultura em meio seletivo para fungos (CAN2), que apos o periodo de
incubagao, apresentou colonias azuis carateristicas de Candida albicans (Figura 6), nao tendo
sido requisitado o TSA. A terapia instaurada foi uma combinagao de um antifingico
(Fluconazol) com um antibidtico (Ciprofloxacina).

No dia 2| de margo de 2022, a utente deu entrada no referido servico de urgéncia
com sintomas de ITU nao especificados. A amostra de urina apresentava-se turva e com um
exame citologico indicativo de uma segunda ITU flngica, visto que a urina continha formas
leveduriformes, muitos leucdcitos, muitos eritrocitos e raras células epiteliais. Foi realizado
um exame de Gram que demonstrou apenas formas leveduriformes e nao pseudohifas
carateristicas de Candida albicans (Figura 7). Adicionalmente, o meio de cultura Uriselect4,
apresentava crescimento de colénias incolores com uma densidade de 10* UFC/MI, tendo sido
valorizado pelas mesmas razoes referidas anteriormente. Confirmou-se que a levedura nao
era Candida albicans pela subcultura em meio CAN2, visto que o mesmo apresentou coldnias
incolores apos o periodo de incubagao, ao invés de coldnias azuis. Posteriormente, as colonias
foram identificadas por MALDI-TOF-MS como sendo Candida glabrata. Nao foi requisitado o
TSA e a terapia empirica utilizada foi um antifungico (Anidulafungina).

Esta utente, por ser mulher, ter idade avancada e diabetes ja se encontrava sob risco
elevado de desenvolver ITU, por exemplo por Klebsiella pneumoniae. Tendo isto em conta, e
considerando que foi posteriormente submetida a uma terapia antimicrobiana (Meropenemo),
ficou ainda mais exposta a uma ITU fungica oportunista por Candida albicans, visto que a terapia
possivelmente desregulou a microbiota comensal do trato urinario. Além do mais, nao foi
requisitado o TSA para a Candida albicans de modo a avaliar o perfil de suscetibilidade
juntamente com a identificagao do microrganismo. O clinico/servigo requisitante preferiu
instaurar uma terapia empirica com Fluconazol que de certo modo auxiliou o desenvolvimento
da terceira ITU descrita, sendo provocada por Candida glabrata. Segundo a literatura, o
aumento da utilizagao de Fluconazol contra infegoes por Candida spp. tem dado origem ao

desenvolvimento de estirpes flngicas resistentes, principalmente de Candida glabrata. [84]

7.2.Caso 2 - Insuficiéncia Renal Croénica (IRC) em Estadio V

O seguinte caso clinico foi selecionado devido ao facto de apresentar uma forte
componente laboratorial para a sua andlise, uma vez que durante o estagio nao tive acesso ao
processo e historia clinica completa dos utentes. Para além disso, este caso permite

demonstrar a relagao entre varios parametros medidos na secgao de Hematologia, Bioquimica
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e Endocrinologia (Tabela 17), perante a respetiva situagao clinica. Em concreto, trata-se de

um homem de 31 anos sob tratamento de hemodiilise e que aguarda transplantagao renal.

Tabela |7. Resultados obtidos pré-didlise, adaptados do boletim de andlises do SPC do HNM.

Parametros Resultado Intervalo de Referéncia Unidades
HEMATOLOGIA - Hemograma
Leucocitos 4,3 42 -10,8 103/uL
Eritrocitos 4,01 4,37 — 5,74 108/l
Hemoglobina 12,4 13,7-17,3 g/dL
Hematocrito 37,5 40,0 - 51,0 %
VCM 93,5 80,0 — 99,0 fL
HCM 30,9 > 27,2 pg
CHCM 33,1 32,0 - 36,0 g/dL
RDW 15,3 I1,5-15,0 %
Plaquetas 128,0 144,0 — 440,0 103/uL
BIOQUIMICA
Glicose 87,0 74,0 — 106,0 mg/dL
Ureia 166,0 16,6 — 48,5 mg/dL
Creatinina 12,28 0,70 - 1,20 mg/dL
Taxa de filtragao glomerular estimada )
(Formula CKD-EPI) 5 > 60 ml/min/1,73m?
Sédio 137,0 136,0 — 145,0 mEg/L
Potassio 5,90 3,50-5,10 mEq/L
Cloro 97,0 98,0 - 107,0 mEq/L
Magnésio 2,88 1,60 — 2,60 mg/dL
Cilcio 8,15 8,60 — 10,00 mg/dL
Fosforo inorganico 7,60 2,50 - 4,50 mg/dL
Transferrina 175,4 200,0 — 360,0 mg/dL
Capacidade de Fixacao do Ferro Total 219,2 250,0 — 450,0 mg/dL
Ferro sérico 31,1 33,0-193,0 pg/dL
Saturacao de transferrina 14,2 20,0 — 50,0 %
Proteina C reativa 16,89 < 5,00 mg/L
ENDOCRINOLOGIA
Ferritina 542,0 30,0 — 400,0 ng/mL
Paratormona (PTH) 973 I5-65 pg/mL

A IRC em estadio V ¢ definida pela Norma n° 017/201 1 da Diregao-Geral da Saude
por uma taxa de filtragio glomerular inferior a |5 ml/min/1,73m?, tendo este homem um valor
de 5 ml/min/1,73m?* (Tabela 17). O tratamento requer pelo menos uma técnica de terapéutica
substitutiva da fungao renal: hemodiilise, didlise peritoneal e transplantagao renal. [85]

A destruicao progressiva e irreversivel do tecido renal, com consequente perda de
nefronios funcionais, origina a IRC. Deste modo o rim perde a sua capacidade de filtragao e
excrecao de produtos metabolicos, tais como a ureia e creatinina, bem como de potassio.
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Assim, ha retengao renal e aumento das concentragdes séricas destes parametros (Tabela 17).
Por outro lado, a IRC tende a diminuir sinergicamente as concentragoes dos ices sodio e
cloro, visto que ha um comprometimento do mecanismo de reabsorcao renal de sodio [86].
Porém os niveis deste iao encontram-se ligeiramente acima do limite inferior de referéncia.

Tal como foi referido nas paginas 48-49, o hiperparatiroidismo secundario constitui
uma complicagao clinica da IRC, porém tende a nao se manifestar até a IRC atingir estadios
avangados. Neste sentido, o rim perde a capacidade responder aos estimulos da PTH, e
consequentemente, verifica-se uma diminuicado da concentragao sérica de calcio
(hipocalcémia) com um aumento das concentragoes de fosforo inorganico (hiperfosfatémia) e
magnésio (Tabela |7). Em concreto, devido a falta de resposta renal a PTH, o rim nao realiza
de forma eficiente a reabsorg¢ao de calcio, excregao de fésforo inorganico e sintese de 1,25-
dihidroxivitamina D, resultando nas alteragoes de concentragao anteriormente descritas.
Adicionalmente, esta deficiéncia de |,25-dihidroxivitamina D potencia a hipocalcémia, visto
que € responsavel pela absorgao intestinal de calcio. Por fim, a hipocalcémia e hiperfosfatémia
conduzem a sobreproducao de PTH (Tabela 17) numa tentativa de atenuar tais efeitos. [73]

Segundo o hemograma, verifica-se que o homem apresenta uma anemia, visto que os
parametros de contagem de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito estao abaixo dos
intervalos de referéncia (Tabela 17). Adicionalmente, a anemia é normocrémica (VCM e
CHCM dentro dos intervalos de referéncia) e normocitica (VCM dentro do intervalo de
referéncia). A anemia geralmente se desenvolve durante o processo de perda progressiva da
funcao renal, principalmente devido a deficiéncia de capacidade de produgao renal de
eritropoietina, hormona que estimula a eritropoiese (processo de producao e maturagao de
eritrocitos). Contudo, a IRC também constitui um processo inflamatorio cronico (evidenciado
pela proteina C reativa em concentracao elevada) e como tal gera perturbagdes no
metabolismo do ferro, que por sua vez potenciam a anemia. Concretamente, o processo
inflamatorio diminui os niveis de ferro sérico, transferrina, capacidade de fixacao do ferro e
saturacao de transferrina. Por outro lado, induz um aumento nos niveis de ferritina, uma
proteina de fase aguda inflamatoria. A ferritina e a transferrina sao, respetivamente, proteinas
de armazenamento e transporte na corrente sanguinea do ferro. A capacidade de fixa¢ao do
ferro total encontra-se reduzida devido a diminuicao da transferrina, uma vez que reflete a
capacidade total desta para se ligar ao ferro (Tabela 17). [87]

As alteragoes nos parametros de avaliagdo do metabolismo do ferro devem-se a
producao de hepcidina no figado durante o processo inflamatoério. A hepcidina inibe a agao da

proteina canal (ferroportina) que por sua vez, regula a absorgao duodenal e mobilizagao do
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ferro dos enterocitos intestinais, hepatocitos e macréfagos para a corrente sanguinea. Deste
modo, o ferro fica retido com a ferritina no espago intracelular, gera-se uma diminuigao de

ferro sérico circulante no sangue e consequente deficiéncia na sintese de hemoglobina. [87]

8. Fase poés-analitica

A fase pos-analitica compreende o conjunto de processos posteriores a andlise da
amostra, e inclui o armazenamento e eliminagao de amostras, bem como a validagao e envio
dos resultados aos servigos requisitantes. A validagao analitica consiste na verificagao da
conformidade dos resultados obtidos de acordo com as metodologias, condigoes de execugao
e controlo da qualidade interno, sendo da responsabilidade dos técnicos de secgao. Por outro
lado, a validagao biopatologica consiste na correlagao de todos os resultados obtidos nas
diversas secgoes do laboratorio, tendo em conta o seu estado clinico, boletins de resultados
anteriores e os tratamentos a que esta sujeito, sendo da responsabilidade de técnicos
especialistas em Analises Clinicas ou de médicos especialistas em Patologia Clinica.

Informagoes com particular relevancia clinica sao comunicadas imediatamente ao
clinico/servigo requisitante. O SPC possui uma comunicagao telefonica com registo
documentado de trocas de informagao. Apos a obtengao dos resultados, as amostras sao
arquivadas e armazenadas com recurso ao SIL por um periodo de tempo estipulado. Por fim,
os residuos e amostras sao eliminados de acordo com o Despacho n°® 242/96 do Ministério

da Saude, de modo a minimizar o impacto dos referidos no ambiente e na populagao.

9. Controlo de qualidade

O SPC do HNM é sujeito a um sistema de controlo de qualidade baseado na realizagao
do Controlo de Qualidade Interno (CQI) e na Avaliagao Externa de Qualidade (AEQ), a nivel
nacional e internacional, que tém como objetivo avaliar periodicamente o desempenho das
seccoes do SPC e minimizar o erro laboratorial durante a fase analitica. Adicionalmente,
existem indicadores de controlo de qualidade implementados para a monitorizagao das fases
pré-analitica (hnomeadamente, a atualizagao do manual de colheitas, transporte e critérios de
rejeicio de amostras no SPC, bem como o registo de erros de requisicao, colheita,
identificacao, transporte, conservagao e triagem) e pos-analitica (homeadamente: o tempo de
fornecimento de resultados e o registo dos erros de transcrigao e validagao). O SPC encontra-
se acreditado pela Direcao-Geral da Saude, Departamento de Qualidade na Saude, recorrendo

ao modelo internacional de acreditagao da ACSA (Agencia de Calidad Sanitaria de Andalucia).
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9.1. Controlo de qualidade interno (CQI)

O CQI consiste na aplicagao de um conjunto de procedimentos de monitorizagio e
avalizagao da qualidade de toda a fase analitica a nivel intra-laboratorial. O objetivo do CQI é
assegurar a precisao e reprodutibilidade dos resultados obtidos nas amostras dos utentes.

Para tal, cada secgao do SPC desenvolve e implementa um sistema de CQI periddico
antes do processamento das amostras dos utentes. Neste sistema sao utilizadas amostras
definidas como controlos internos, que para além de possuirem uma matriz biolégica idéntica
as amostras de utentes, contém um ou mais analitos em concentragoes conhecidas e proximas
a pontos de decisao médica, ou seja, em concentragoes estabelecidas como normais ou
patoldgicas (nivel alto ou baixo). Preferencialmente recorre-se a controlos internos
independentes dos fornecidos pelos fabricantes dos reagentes e dos equipamentos.

Em termos praticos, sao utilizados dois niveis de controlo interno (um normal e um
patoldgico) ou trés niveis de controlo interno (um normal e dois patologicos). Os controlos
sao processados exatamente do mesmo modo que as amostras de utentes seriam processadas
e os resultados sao representados em cartas de controlo graficas de Levey-Jennings, visualizada
no programa informatico Unity Real Time, Biorad. Nestas cartas é possivel analisar a dispersao
dos resultados (desvio-padrao) em torno de um valor de média moével, em fungao do tempo.
As cartas de Levey-Jennings sao inicialmente contruidas com os valores de média e desvio-
padrao fornecidas pela bula dos controlos e, apos cerca de 20 medigoes consecutivas para um
determinado nivel de controlo, obtém-se os valores de média e desvio-padrao do laboratério.

A interpretacao dos resultados das cartas de Levey-Jennings consiste na verificagao da
conformidade dos resultados com as regras de Westgard ativas no programa Unity Real Time,
Biorad, para os limites aceitacdo (média £ N desvio-padrao, em N é pode ser |, 2 ou 3). Caso
os resultados estejam em conformidade com as regras de Westgard e apresentem um
comportamento estavel ao longo do tempo e em torno dos limites de aceitagao (auséncia de
erros aleatorios e sistematicos detetaveis) € iniciado o processamento das amostras de
utentes. Caso contrario, € necessario determinar a origem do erro pela verificagao do estado
do controlo interno, do estado do equipamento e do estado, validade e eventual mudanga no
lote dos reagentes. Apos a detegao da origem do erro, este deve ser corrigido através da
aplicacao de medidas, tais como, a repeticao da analise do controlo interno ou de uma nova
aliquota do controlo, mudanga de reagente, manutengao ou calibragao do equipamento.
Relativamente as ultimas trés acoes corretivas referidas, é posteriormente analisado o

controlo interno. Se apos a implementagao destas medidas corretivas o erro persistir o
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técnico entra em contacto com o fornecedor do equipamento ou reagentes. Se o erro tiver
sido corrigido, o laboratoério esta em condigoes de iniciar a andlise das amostras dos utentes.

Adicionalmente, realiza-se a calibragao do equipamento sempre que haja mudanga no
lote dos reagentes, no proprio equipamento ou no procedimento analitico. A calibragao
consiste na analise pelo equipamento, em duplicado, de dois niveis de calibradores diferentes.

Na secgao de Microbiologia o controlo de qualidade interno € realizado, de |5 em 15
dias, através de estirpes conhecidas e provenientes da UK NEQAS (United Kingdom National
External Quality Assessment Service). Estas estirpes destinam-se ao controlo da identificagao
microbiologica e do teste de suscetibilidade a antimicrobianos (TSA). O SPC realiza também
a monitorizagao diaria da temperatura das estufas, mensalmente os registos de temperatura
dos frigorificos sao verificados e de acordo com a frequéncia dos erros detetados ¢ feita a

gestao dos reagentes, meios de cultura, técnicas e equipamentos.

9.2. Avaliacdo externa de qualidade (AEQ)

A avaliagao externa de qualidade é um programa de controlo inter-laboratorial, a nivel
nacional e internacional, definido por uma entidade de avaliagio externa e possui uma
programagao prévia em termos de calendario de envio das amostras e do relatorio de
avaliagao dos laboratérios participantes. O SPC participa em diversos programas de AEQ:
Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade do Instituto Ricardo Jorge (INSA
PNAEQ), United Kingdom National External Quality Assessment Service (UK NEQAS), The External
Quality Assurance Services (EQAS) e Randox Iternational Quality Assessment Scheme (RIQAS).

Perante a AEQ, o SPC recebe periodicamente amostras da entidade externa com uma
breve descrigao clinica, mas cujos resultados sao desconhecidos ao SPC. As amostras sao
entao processadas exatamente do mesmo modo que as amostras de rotina e os resultados
sao enviados a entidade externa. Tal entidade recolhe os resultados, avalia-os e envia um
relatorio estatistico que compara os resultados esperados com os obtidos por cada grupo de
laboratérios participantes que utilizam o mesmo equipamento, metodologia e reagentes.
Deste modo, a AEQ permite realizar uma avaliagao retrospetiva do desempenho do SPC em
relagao ao grupo de laboratérios participantes, para além de aferir a exatidao dos resultados

provenientes das diversas secgoes do SPC.
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10. Conclusdes

O Mestrado em Andlises Clinicas e, em particular, o estdgio curricular em que se
encontra integrado constituiram uma das experiéncias mais desafiadoras com que me deparei,
porém muito enriquecedoras, uma vez que revelaram ser uma mais-valia para o meu
desenvolvimento, tanto a nivel profissional como pessoal. Deste modo, o estagio permitiu a
consolidagao e aplicagdo em contexto pratico dos conhecimentos adquiridos ao longo das
diversas unidades curriculares do mestrado e aprofundamento de outros conceitos, para além
de fornecer uma oportunidade para que eu pudesse desenvolver uma certa autonomia,
responsabilidade e espirito critico a nivel da rotina de um laboratério clinico.

Em relagao a Microbiologia, infelizmente nao contactei com espécies de fungos para
além da Candida spp., ou com espécies de parasitas para além de Taenia spp. e Giardia lamblia.
Ja na Endocrinologia, pude superar algumas dificuldades que tinha em relagao as hormonas da
fertilidade, uma vez que nao tive uma formagao académica solida debrugada sobre as mesmas.

Nao obstante a forte componente automatizada da fase analitica, fui capaz de
compreender a base tedrica das metodologias utilizadas, executar técnicas manuais e também
tive a oportunidade de manipular, processar e analisar diversos produtos bioldgicos. Para além
disso, adquiri diversas competéncias técnicas na fase pré-analitica e acompanhei a validagao
dos resultados na fase pos-analitica.

Adicionalmente, deparei-me com a importancia e complexidade da implementagao de
um sistema de qualidade interno e da avaliagao externa da qualidade laboratorial em todas as
secgoes em que estagiei. Neste sentido, desenvolvi inUmeros conhecimentos para a avaliagao
do desempenho de qualidade dos testes laboratoriais executados na rotina.

Sendo Bioquimico, de formagao base de Licenciatura, a area das Ciéncias da Saude
sempre me fascinou e despertou curiosidade. Assim, quando me candidatei ao Mestrado de
Analises Clinicas ja sabia que queria exercer a profissao de Técnico Superior de Saude.

Em virtude dos factos mencionados, este relatério € o culminar de todo o esforco,
dedicacao e trabalho que tive ao longo destes Ultimos dois anos, e com a sua entrega e

apresentagao aproxima-se o fim de mais uma etapa na minha vida.
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12. Anexos

Anexo |. Conceitos introdutdrios de Microbiologia.

As bactérias sio organismos procariontes, ou seja, nao possuem uma membrana
nuclear nem organelos intracelulares, tais como mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico, caracteristicos dos eucariontes. A coloragao de Gram permite classificar as
bactérias em dois grupos: bactérias de Gram negativo (rosas) e de Gram positivo (roxas),
consoante com o tipo de parede celular bacteriana. As bactérias de Gram negativo possuem
uma camada fina de peptidoglicano entre duas membranas celulares, sendo que a membrana
externa contém um elevado teor lipidico. Enquanto as bactérias de Gram positivo apresentam
uma parede celular espessa predominantemente constituida por peptidoglicano. (Figura 12).
[88, 89]

A) 4 B) C)
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Figura 12. Representagio da constituicio da parede celular de bactérias de Gram negativo (A) Gram positivo (B) e
micobactérias (C). [90]

Durante a coloragao, o corante cristal violeta é adicionado e penetra no interior das
bactérias, formando um complexo insollvel na presenga de Lugol. Mais tarde, aplica-se o
diferenciador alcool/acetona, que solubiliza a membrana celular externa de bactérias de Gram
negativo, deste modo criam-se poros de libertagao de cristal violeta e ha descoloragao celular.
No entanto, as bactérias de Gram positivo retém este cristal devido a espessa camada celular
e permanecem roxas em contacto com o diferenciador alcool/acetona. Por fim, adiciona-se o
corante secundario (safranina) torna as bactérias de Gram negativo rosas. [88, 89]

O esfregago, entre lamina e lamela, sob coloragao de Gram é observado na objetiva
de 100x, com oleo de imersao, e é possivel classificar a morfologia em esferas (cocos),
bastonetes (bacilos), cocobacilos, espirais (espiroquetas) e virgula (vibrio). Estes, por sua vez
podem estar presentes em agrupamentos, como por exemplo de pares (diplobacilos e
diplococos), cacho (estafilococos) e em fila (estreptococos e estreptobacilos). [89]

Porém, existem bactérias como os micoplasmas (por exemplo, Mycoplasma hominis) e
ureaplasmas (por exemplo, Ureaplasma urealyticum) que nao possuem parede celular, mas sim
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uma membrana flexivel e, portanto, nao apresentam uma morfologia definida ao microscopio.
Adicionalmente, existem as micobactérias que sao bacilos com uma parede celular semelhante
as bactérias de Gram positivo, por nao possuirem membrana externa (Figura 12), contudo
esta € bem mais espessa e cerosa devido ao elevado teor lipidico, nomeadamente em acido
micdlico. Tal teor lipidico confere as micobactérias uma resisténcia alcool-acido, que impede
a sua coloragao pela técnica de Gram. Assim, é necessario empregar a técnica de Ziehl-
Neelsen nestes bacilos acido-alcool resistentes (BAAR). [19]

Na técnica de Ziehl-Neelsen, uma mistura do corante vermelho fucsina com fenol é
introduzida nas células por meio de um aquecimento lento (o fenol aumenta a absorgao da
fucsina nos lipidios). Apos a lavagem com agua destilada, a preparagao é descorada com
solugao de alcool-acido e todas bactérias nao BAAR perdem a sua coloragao, sendo
novamente coradas pelo azul-de-metileno. Como resultado as micobactérias sao coradas a
vermelho, enquanto os organismos nao BAAR e fundo sao corados de azul. [91]

Os fungos sao organismos eucariontes e podem ser classificados em leveduras, fungos
filamentosos e dimorficos (podem assumir ambas as morfologias). As leveduras sao
unicelulares e formam coloénias redondas e mucosas, enquanto os fungos filamentosos sao
multicelulares com estruturas tubulares microscopicas denominadas de hifas, formando
coldnias algodoadas, lanosas, aveludadas, entre outras caracteristicas. [|8]

Os parasitas sao seres eucariontes que apresentam diversas estruturas ao longo dos
seus ciclos de vida complexos. Alguns parasitas sao unicelulares (protozodrios) enquanto
outros sao multicelulares (metazoarios), porém todos apresentam como caracteristica
marcante, a dependéncia metabdlica de um hospedeiro para sobreviver, geralmente causando
doenga no mesmo. [92]

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatérios e as menores particulas infeciosas
que existem (18 a 600nm), nao podem ser cultivados em meios de cultura utilizados para
bactérias e fungos, nem observados ao microscopio otico. Em termos estruturais, os virus sao
constituidos por um Unico tipo de acido nucleico (acido desoxirribonucleico — DNA ou acido
ribonucleico — RNA) e por uma capsula proteica que envolve o genoma. Certos virus sao
designados de envelopados, pois possuem uma membrana externa formada pela modificagao
da membrana plasmatica da célula hospedeira, aquando da sua libertagao para o espago

extracelular. [19]
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Anexo 2. Equipamentos, metodologias e parametros da seccao Microbiologia.

Equipamento

Metodologia

Determinagoes Analiticas

Bactec 9240 BD

Bactec MGIT 960 BD

Fluorescéncia

Incubagao de meios de cultura e
detecao de crescimento
microbiano

VITEK-2 Compact,

Turbidimetria

Teste de suscetibilidade

bioMérieux antimicrobiana automaticos
VITEK-2DensiCHEK, . L. Medicao de densidade de
A Densidade otica - . .
bioMérieux suspensoes microbianas

MALDI-TOF-MS Biotyper,
Bruker

MALDI-TOF-MS
(lonizagao/Dessorgao a Laser
Assistida por Matriz, acoplada a
Espectrometria de Massa por
Tempo de Voo)

Identificagao automatica de
microrganismos

Aerospray Gram — Slide
Stainer Cytocentrifuge

Coloragiao de Gram automatica
de laminas

Aerospray TB — Slide
Stainer Cytocentrifuge

Coloracao de Ziehl-Neelsen
automatica de laminas

Estufa 5% CO, 150,
Heracell

Estufas O,, Mermmet

Estufa O, RI-150, Thermo
Scientific

Incubagao de meios de cultura

Ultrasafe 48, Faster

Camara de fluxo laminar nivel Il

FluoroType MTB, Hain

RT-PCR (Real Time - Polymerase
Chain Reaction)

Detegao de sequéncias de
nucleétidos do complexo
Mycobacterium tuberculosis

Microscopio otico

Observacio de laminas
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Anexo 3. Equipamentos, metodologias e parametros da seccao Hematologia.

Equipamento

Metodologia

Determinagdes Analiticas

Mindray BC-6800 Auto

Tecnologia Volume,
Condutividade e Scatter,

Al Hemograma
Hematology Analyzer Impedancia,
Espectrofotometria
VES MATIC CUBE 80 Westergren Velocidade de sedimentagao

D-100™ Hemoglobin Testing
System

VARIANT™ || HbA»/HbA c

Cromatografia de troca
ionica por HPLC
(High Performance Liquid
Chromatography)

Hemoglobina glicada (Aic)

Separagdo de hemoglobinas (Ao,
AZ’ F’ AIC, S, C, D, E)

Shimadzu UV-1800
Spectrophotometer

Espectrofotometria

Prova de fragilidade osmotica

ACLTOP 750¢Ts

Coagulometria

Tempo de Protrombina (PT),
Tempo de Trombina (TT), Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativada

(TTPA), Doseamento de
fibrinogénio, Tempo de veneno de
vibora de Russel diluido (dRVVT),

Silica Clotting Time (SCT) e
Resisténcia a Proteina C Ativada
(RPCA)

Colorimetria

Antitrombina lll e Atividade da
proteina C

Imunoturbidimetria

D-Dimeros e Proteina S livre
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Anexo 4. Equipamentos, metodologias e parametros da subseccdo Serologia.

Equipamento

Metodologia

Determinagoes Analiticas

Alinity i,
Abbott

Maglumi 800,
Snibe
Diagnostic

CLIA (Chemiluminescent
Immuno Assay)

Anticorpos anti-Toxoplasma Gondii, virus da Rubéola,
Cytomegalovirus, virus Epstein-Barr, Treponema
pallidum, Trypanossoma cruzi e SARS-CoV-2

Anticorpos anti-SARS-CoV-2, Helicobacter pylori, virus
Herpes Simplex e Treponema pallidum

AP22 Speedy
IF, DAS

ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Interferao-y em resposta a Mycobacterium
tuberculosis (amostra: plasma); Anticorpos anti-
Bordetella pertussis, Borrelia burgdotferi, Brucella spp.,
Chlamydophila pneumonia, Chlamydia trachomatis,
Closteridium tetani, Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum,
Enterovirus, Parvovirus Bl 9, virus da Parotidite, virus
Varicella-Zoster, virus do Dengue e Toxocara canis

SD Biosensor

FIA (Fluorescent Immuno

Antigénios de Legionella pneumophila e Streptococcus

Imunocromatografia de
fluxo lateral

F200 Assay) pneumoniae na urina
Aglutinagao (RPR — Rapid
gl |naga<? ( ) api Anticorpos nao treponémicos (Reagina) no soro
Plasmin Reagin)
, Aglutinacao (VDRL — - , ,
Técni Anti i Reagi liquid
écnica Venereal Disease Research nticorpos nao treponemlcc‘as‘( eagina) no liquido
manual cefalorraquidiano
Laboratory)
Aglutinacao (Brucella
Micoagglutination Test — Anticorpos totais anti-Brucella spp.
BMAT e Rosa Bengala)
Hemaglutinagio Anticorpos tot.ais an'ti-Aspergf'IIus fumingtus,
Entamoeba histolytica e Fasciola hepatica
, Antigénios de Helicobacter pylori e Salmonella enterica
Técnica i i .
manual serotipo Typhi (amostra: fezes); Antigénio de

Cryptococcus neoformans; Antigénio e Anticorpos
anti-virus do Dengue; Anticorpos anti-Leptospira spp.,
Echinococcus granulosus, Leishmania spp. e Schistosoma

SPP-
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Anexo 5. Equipamentos da subsecc¢do Biologia Molecular.

Equipamento

Descrigao/Fungao

KingFisher Apex, Thermo Scientific

EZ| Advanced, QUIAGEN

MagNA Pure Compact, Roche

Andis 350, 3D Med

Sistema de extracao de acidos nucleicos

QuantGene 9600, Bioer

StepOne, Applied Biosystems

QuantStudio 5, Applied Biosystems

FluoroType MTB, Hain

ELITe InGenius, ELITechGroup

Termociclador de amplificagao RT-PCR (Real

Time - Polymerase Chain Reaction)

FilmArray, BioFire

GeneXpert, Cepheid

Liat, Cobas

Sistema automatico de extragao e amplificagao

RT-PCR (Real Time - Polymerase Chain Reaction)
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Anexo 6. Amostras, metodologias e parametros da subseccao Biologia Molecular.

Infecao

Amostras

Metodologia

Respiratoria

Expetoragao,
aspirado bronco-
alveolar, secrecoes
bronquicas, lavados
bronco alveolares

Teste RT-PCR de 1? linha para detegao de
Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Pneumocystis jiroveci e SARS-CoV-2
Teste RT-PCR de 2* linha Multiplex FilmArray
Pneumonia Panel plus

Exsudado naso-
faringeo (zaragatoa

Teste RT-PCR de 1? linha para detegao de Influenza A,
Influenza B e SARS-CoV-2

Neurolodgica

em meio de Teste RT-PCR de 2* linha Multiplex FilmArray
transporte) Respiratory Panel 2.1 plus
Teste RT-PCR de 1? linha para detegao de Enterovirus,
virus Herpes Simplex, virus Varicella-Zoster, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis e Streptococcus
Liquido pneumoniae

cefalorraquidiano
(LCR)

Teste RT-PCR de 2? linha para detegao de
Cytomegalovirus, virus do Dengue, virus Epstein-Barr, Listeria
monocytogenes, Streptococcus agalactiae, virus JC e
Toxoplasma gondii
Teste RT-PCR de 3* linha Multiplex FilmArray
Meningitis/Encephalitis Panel

Sistémica

Sangue

Teste RT-PCR para detegio de virus BK,
Cytomegalovirus, virus do Dengue, virus Epstein-Barr, virus
Herpes Simplex, Leptospira spp., Parvovirus BI9, virus
Varicella-Zoster, Zika virus e Streptococcus agalactiae

I® urina da manha

Teste RT-PCR para detecao de virus BK,
Cytomegalovirus, Leptospira spp. e Zika virus

Exsudado de
vesicula

Teste RT-PCR para detecao de virus Herpes Simplex e
virus Varicella-Zoster

Liquidos biologicos

Teste RT-PCR para detecao de Cytomegalovirus,
Neisseria gonorrhoeae e Streptococcus pneumoniae

Sexualmente
transmissivel

I? urina da manha

Teste RT-PCR para rastreio de Chlamydia trachomatis

Exsudado
uretral/cérvico-
vaginal

Teste RT-PCR para detecao de Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Haemophilus
ducreyi, Ureaplasma spp., Mycoplasma genitalium e
Mycoplasma hominis

Exsudado de lesao
venérea

Teste RT-PCR para detecao de Treponema pallidum e
virus Herpes Simplex

Exsudado anal

Teste RT-PCR para detecao de Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum e virus Herpes

Simplex
o Teste RT-PCR para detecao de Cytomegalovirus e
Biopsias )
Gastrointestinal Helycobacter pylori
astrointestina Fezes Teste RT-PCR para detecao de genes produtores de

toxinas de Clostridium difficule

Resisténcias

bacterianas

Exsudado retal

Teste RT-PCR para detecao de genes produtores de

carbapenemases
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Anexo 7. Equipamentos, metodologias e parametros da seccao Endocrinologia.

Painel

Determinagoes Analiticas

Amostra

Equipamento

Método

Tiroxina livre

Triiodotironina livre

Tiroxina

Triiodotironina

Tirotropina (TSH)

Funcao

Anticorpos anti tiroglobulina

tiroideia

Anticorpos anti-peroxidase
especifica da tiréide

Anticorpos anti-recetor da TSH

Tiroglobulina

Calcitonina

soro

COBAS 8000

ECLIA

Progesterona

Testosterona total

Hormona Foliculo-Estimulante

Hormona Luteinizante

Prolactina

Hormonas da

| 7B-estradiol

fertilidade

Hormona Gonadotropica
Corionica Humana

Sulfato de Dehidroepiandrosterona

Sex Hormone Binding Globulin

Testosterona livre

soro

COBAS 8000

ECLIA

Maglumi 600

CLIA

Folato

Vitamina B2

Estudo de

Ferritina

anemias

Eritropoietina

Anticorpo anti-Fator Intrinseco

Soro

COBAS 8000

ECLIA

UniCel DXI 800

CLIA

Antigénio Especifico da Proéstata
total e livre

Antigénio Carcino Embrionario

Alfal -fetoproteina

Marcadores

Antigénio Carboidrato 125

tumorais

Antigénio Carboidrato 19-9

Antigénio Carboidrato 15-3

Antigénio Carboidrato 72-4

Enolase Neuro-Especifica

Citoqueratina fragao 21-1

soro

COBAS 8000

ECLIA

Estudo de

Insulina

soro

diabetes
mellitus

Peptideo C

soro

COBAS 8000

urina 24h

ECLIA

Troponina T de alta sensibilidade

Marcadores

Mioglobina

soro

cardiacos

NT-proBNP

COBAS 8000

ECLIA

Metabolismo

Paratormona

plasma

COBAS 8000

osseo

Vitamina D total

ECLIA

soro
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Painel Determinagoes Analiticas Amostra Equipamento Método
Norepinefrina
Epinefrina
Dopamina
Acido Vanilmandélico
Acido Homovanilico urina 24h 1260 Infinity HPLC
Funcio Acido 5-hidroxi-indolacético
suprarrenal e Metanefrinas
marcadores de Normanefrinas
hipertensao 3-Metoxitiramina
secundaria Renina plasma
Aldosterona urina 24h Maglumi 600 CLIA
soro
Cortisol urina 24h | UniCel DXI 800 ECLIA
soro COBAS 8000 CLIA
Hormona Adrenocorticotroéfica plasma COBAS 8000 ECLIA
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Anexo 8. Equipamentos, metodologias e parametros da seccdo Bioquimica.

Equipamento

Metodologia

Parametros analiticos

Cobas ¢ 702

Colorimetria

Albumina, a-amilase pancreatica, bilirrubina
(direta, indireta e total), calcio, creatinina, ferro,
magnésio, fosforo inorganico e proteinas totais

séricas

Colorimetria Enzimatica

Fosfatase alcalina, alanina aminotransferase,
amoOnia, aspartato aminotransferase, colesterol
(total, HDL e LDL), creatinina cinase total, y-
glutamil-transferase, glicose, lactato, lactato
desidrogenase, lipase pancreatica, triglicéridos,
acido urico, ureia e homocisteina

Imunoturbidimetria

B2-microglobina, proteina C reativa,
transferrina, capacidade de fixagdo do ferro
total e saturacio de transferrina

Turbidimetria

Proteinas totais urinarias

Ultravioleta imunologico

Creatinina cinase MB

Cobas ISE

Potenciometria indireta

Sadio, cloreto, potassio e osmolaridade

Aution Max
Ax-4030

Colorimetria,
turbidimetria,
refratometria e tiras de
reacao/refletancia

Urina Tipo Il (cor, turvagao, densidade, pH,
glicose, proteinas, bilirrubina,
urobilinogénio, corpos cetodnicos, nitritos,
hemoglobina e leucécitos)

SediMax 2

Microscopia otica

Sedimento urinario (eritrocitos, leucocitos,
cilindros hialinos, cilindros patoldgicos,
células epiteliais, células pequenas redondas,
bactérias, leveduras, cristais € muco)

HM-Jack Arc

Imunoturbidimetria

Sangue Oculto (hemoglobina fecal)
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Anexo 9. Equipamentos, metodologias e parametros da seccdo Imunologia.

Equipamento

Metodologia

Parametros analiticos

Patologias

ImmunoCap 250,
Thermo Scientific

Imunoensaio
fluoro-enzimatico

Anticorpos IgE totais

Anticorpos IgE especificos

Alergias e
hipersensibilidades

Triptase

Reacio anafilatica e
mastocitose

Atellica NEPH
630 System,
Siemens
Healthineers

Imunoneflometria

Anticorpos IgG totais, IgM
totais, IgA totais, cadeias leves
kappa, cadeias leves lambda,
razao cadeias leves
kappa/lambda, cadeias leves
livres kappa, cadeias leves
livres lambda, razao cadeias
leves livres kappa/lambda

Screening de doengas
autoimunes,
imunodeficiéncias e
gamapatias

Fator reumatoide

Artrite reumatoide

C3eC4

Estudo do sistema de
complemento

Alfal anti-tripsina,
ceruloplasmina, haptoglobulina
e beta2 microglobulina

Estudo de proteinas
séricas

V8 Nexus, helena
Biosciences Europe

Eletroforese capilar

Eletroforese de proteinas
séricas (Proteinograma) e
imunodeslocamento

Screening de
gamapatias

Técnica manual

Imunocromatografia
competitiva

Proteina urinaria de Bence-
Jones

Screen de gamapatias

Zenit ra, Menarini
Diagnostics

(Chemiluminescent
Immuno Assay)

Z/;r;:al:i:’?’ IFA (Indire.ct ANA. ANCA, AMA Screening.de doencas
) . Fluorescent Antibody) autoimunes
Diagnostics
Anticorpos anti-ENA (SS-A,
SS-B, Sm, Ul-snRNP, Scl-70 e Screening de doengas
Jo-1) autoimunes
Anticorpos anti-dsDNA
Antlc‘orp?s antl-Péptldeo Artrite reumatoide
citrulinado ciclico
D inflamatori
Calprotectina fecal oen(%as n ‘ar’r.1a orfas
CLIA Intestinals

Anticorpos IgG e IgA anti-
gliadina deaminada

Anticorpos IgG e IgA anti-
transglutaminase

Doenca celiaca

Anticorpos IgG e IgM anti-B;-
Glicoproteina |

Anticorpos IgG e IgM anti-

Sindrome anti-
fosfolipidica e lupus
eritematoso sistémico

cardiolipina
Anticorpos anti-PR3, MPO e Screen de doencgas
MBG autoimunes
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Equipamento Metodologia Pardmetros analiticos Patologias
Anticorpos IgA e IgG ASCA Doen(%as |nf‘larr‘1ator|as
ELISA (Enzyme- intestinais
Zenit UP, , 4 Anticorpos IgG anti-LC-1| e Hepatite autoimune e
o Linked . - s
Menarini SLA/LP cirrose biliar primaria
. . Immunosorbent -
Diagnostics Assay) Glomerulonefrite
v Anticorpos anti-Clq associada a lupus
eritematoso sistémico
Anticorpos IgG anti-Mi-2, Ku,
Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70,
EUROBIotMaster, PM-Scl-100, Jo-1, CENP B, Screening de doengas
Immunoblot .
EUROIMMUN PCNA, dsDNA, nucleosomas, autoimunes
histonas, Prot.-P-rib., AMA-M2
e DFS70
Anticorpos IgG anti-Scl-70,
CENP A, CENP B, RPI 1,
RP155, fibrilarina, NOR90, | Esclerose sistémica
Th/To, PM-Scl-100, PM-Scl-
75, Ku, PDGFR e Ro-52
Anticorpos IgG anti-Mi-2a,
Mi-23, TIFly, MDAS, NXP2, Miopati
EUROBIotMaster, -2p Y ) 'opa ’|a.
EUROIMMUN Immunoblot SAEI, Ku, PM-Scl-100, PM- inflamatoria
Scl-75, Jo-1, SRP, PL-7, EJ, autoimune
OJ, Ro-52 e cN-IA
Anticorpos IgG anti-AMA-
M2, M2-3E, Sp100, PML, Hepatite autoimune
gp210, LKM-I, LC-I, e cirrose biliar
SLAJ/LP, SS-A, Ro-52, Scl-70, primaria
CENP A/B e PGDH

C3 — Componente 3 do complemento; C4 — Componente 4 do complemento; ANA — Anticorpos antinucleares; ANCA —
Anticorpos anti-citoplasma de neutréfilo; AMA — Anticorpos anti-mitocondria; ENA — Antigénios nucleares extraiveis; SS-A
— Antigénio A de sindrome de Sjogren; SS-B — Antigénio B de sindrome de Sjogren; Sm — Antigénio Smith; Ul-snRNP —
Componente Ul da ribonucleoproteina nuclear pequena; Scl — Escleroderma; Jo-1 — Histidil-acido ribonucleico de
transferéncia; dsDNA — Acido desoxirribonucleico de dupla cadeia; PR3 — Proteinase 3; MPO — Mieloperoxidase; MBG —
Membrana basal glomerular; ASCA — Anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae; LC-1 — Antigénio citosélico de tipo | do figado;
SLAJ/LP — Antigénio hepatico soluvel/antigénio figado-pancreas; Clq — Fragmento q do componente | do complemento; Mi-
2 — Antigénio miosite; PM — Poliomiosite; CENP B — Proteina B do centrémero; PCNA — Antigénio nuclear de células
proliferadoras; Prot.-P-rib. — Proteina P ribossomal; DFS70 — Anticorpos Dense fine speckled; CENP A — Proteina A do
centromero; RP — Polimerase 3 de acido ribonucleico; PDGFR — Recetor para o fator de crescimento derivado de plaquetas;
SAEl — Subunidade | da enzima de ativagio do modificador pequeno semelhante a ubiquitina; SRP — Particulas de
reconhecimento de sinal; PL-7 — Treonina-acido ribonucleico de transferéncia sintase; E] — Glicil-acido ribonucleico de
transferéncia sintase; OJ — Isoleucil-acido ribonucleico de transferéncia sintase; ctN-1A — 5'-nucleotidase citosélica I1A; PML —
Leucemia promielocitica; gp210 — Glicoproteina 210; LKM-1 — Anticorpos anti-microsoma de rim e figado; PGDH —
hidroxiprostaglandina desidrogenase.

Pagina | 80



Anexo 10. Parametros de alergias e hipersensibilidade da seccdo Imunologia.

Multirast de alergénio

Multirast alimentar em criangas . . . . .
. Amendoim, bacalhau, clara de ovo, grao de soja, leite e trigo
com idade <4 anos

Multirast de cereais Aveia, milho, semente de sésamo, trigo, e trigo mourisco

Acacia, eucalipto, melaleuca, oliveira, pinheiro silvestre e
salgueiro
Multirast de gramineas Panasco, sargasso bravo, azevém, rabo de gato e erva de febra

Multirast de arvores

) ) Erva de Santiago, artemisia verdadeira, corrijo, pé de ganso e
Multirast de ervas infestantes soda

) Penicilium notatum, Cladosporium herbarum, Aspergilus fumigatus,
Multirast de fungos . . . . .
Candida albicans, Alternaria alternata, Helmintthosporium spp.

. i Acaros, fungos, barata, gramineas, arvores, ervas infestantes
Multirast Phadiatop inalante » 1Hingos, barat, & " ’ '
pélo e caspa de cao e gato

Alergénios individuais

Alergénios individuais dos Multirast alimentar em criangas com idade inferior a quatro anos,
cereais, arvores, gramineas, ervas infestantes, fungos e Phadiatop inalante

Alergénios dos cereais para além do Multirast de cereais (arroz, centeio ou cevada)

Alergénios da carne de porco, vaca ou carneiro

Alergénios do ovo (gema, clara, ovoalbumina ou ovomucoide)

Alergénios do leite (alfa-lactoalbumina, beta-lactoalbumina ou caseina)

Alergénios do gluten

Alergénios dos frutos (maca, kiwi, péssego, laranja ou ameixa)

Alergénios dos frutos secos (améndoa, amendoim, aveld, noz ou pinh&es)

Alergénios do pescado (atum, bacalhau, salmao, carapau, cavala ou pescada)

Alergénios do marisco (camarao, mexilhao azul, ameijoa ou caranguejo)

Alergénios dos moluscos (lapa, lula ou polvo)
Alergénios dos acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae ou Blomia
tropicallis)
Alergénios do p6 de casa

Alergénios dos parasitas (Anisakis spp. ou Ascaris spp.)

Alergénios do latex

Alergénios das arvores para além do Multirast de arvores (castanheiro ou cipreste)
Alergénios dos insetos (abelha, vespa ou barata)

Alergénios dos farmacos (penicilina G, penicilina V, ampicilina ou amoxicilina)
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