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Resumo

O laboratério de Analises Clinicas tem um papel essencial no que toca a prevengao,
diagnostico e tratamento das mais diversas patologias. Tendo uma agao direta a nivel individual,
mas criando um grande impacto a nivel da salde comunitaria.

O presente relatério aborda o estagio curricular realizado no ambito do Mestrado de
Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, que ocorreu no
servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) entre
o més de janeiro e o més de junho de 2021.

O documento engloba toda a componente tedrica e pratica apreendidas ao longo do
estagio, servindo como complemento a toda a formagao dada durante o curso. Aqui sao
abordadas as valéncias de Bioquimica e Imunologia e, em maior pormenor, Hematologia e

Microbiologia.

Palavras-chave: Mestrado em Analises Clinicas; Faculdade de Farmacia da Universidade de

Coimbra; CHUC; Diagnéstico Laboratorial; Hematologia; Microbiologia.

Abstract

The Clinical Analysis laboratory plays an essential role in preventing, diagnosing, and
treating the most diverse pathologies by taking direct action at individual level while creating
a major impact on community health.

This report addresses the curricular internship held in the context of the Master's
degree in Clinical Analysis of the Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra which
occurred in the Clinical Pathology service of the Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
(CHUC) between January and June 2021.

The document encompasses all the theoretical and practical components applied
throughout the internship, serving as a complement to all the training given during the course.
It addresses the valences of Biochemistry and Immunology, and in greater detail, Hematology

and Microbiology.

Keywords: Master's degree in Clinical Analysis; Faculdade de Farmacia da Universidade de

Coimbra; CHUC; Laboratory Diagnosis; Hematology; Microbiology.

xiii






l. Introducao

O laboratério de Andlises Clinicas tem um papel essencial na avaliagao da saide da
populagao, tendo impacto na prevengao, obtengao de diagnosticos e avaliagao da evolugao do
tratamento. Para isso, existe a cooperagao entre equipas multidisciplinares que atuam em
diferentes valéncias sendo que a partir da interligacao dos resultados obtidos pode-se chegar
a uma conclusao relativa ao estado de salde do paciente.

Para a realizagao de um diagnostico definitivo é necessario incluir a anamnese, a historia
clinica (idade, sexo, histérico clinico, profissao, viagens recentes, patologias existentes) e
avaliagoes laboratoriais. Na analise laboratorial sao varias as amostras que podem ser colhidas,
tais como sangue, urina, fezes, liquido cefalorraquidiano (LCR), amostras respiratorias, entre
outras.

Na dinamica do laboratério sao estabelecidas trés fases principais: a fase pré-analitica,
analitica e pos-analitica. A fase pré-analitica inclui todo o processo desde a requisi¢ao do teste
e preparagao do paciente até a colheita, transporte/conservagao e rece¢ao da amostra,
estando esta fase associada a uma maior percentagem de erros. A fase analitica corresponde
a todo o processamento da amostra, que atualmente evolui cada vez mais para técnicas
automatizadas. Por fim, a fase pés-analitica que é onde ha a obtenc¢ao dos resultados, a sua
validagio e o armazenamento ou eliminagio adequados da amostra'.

No ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra realizei o meu estagio com a duragao de seis meses no servigo de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) e, durante o qual,
tive a orientacao da Dra. Alice Mendes, da Dra. Cristiana Canha e da Professora Doutora
Olga Cardoso. O estagio visou a consolidagao dos conceitos tedricos apreendidos durante o
Mestrado assim como a aquisicao de competéncias praticas, de interpretagao e validagao nas
valéncias de Bioquimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia. Para a realizagio deste

relatério decidi abordar com maior detalhe as valéncias de Hematologia e Microbiologia.

2. Caracterizacao do Laboratorio

O estagio foi realizado no servigo de Patologia Clinica do CHUC (inclui o Hospital da
Universidade de Coimbra (HUC), Hospital Geral dos Covoes (HG) e Hospital Pediatrico
(HP)) que é dirigido pelo Dr. Fernando Rodrigues.

O laboratério localiza-se no edificio Sao Jeronimo e estruturalmente engloba:



- a area de colheitas, onde sao colhidas amostras sanguineas pelos Técnicos Superiores
de Diagnostico e Terapéutica, e amostras de urina colhidas pelo utente;

- a zona do Core, onde ¢ feita a recegao e triagem de todas as amostras. Neste local
existe uma cadeia que transporta as amostras de soro e sangue para os respetivos aparelhos
de forma automatizada, que executam parametros das areas de Bioquimica, Hematologia e
Serologia. Esta metodologia permite a otimizagao de todo o processo de distribuicao. Todas
as amostras passam depois para os diferentes setores onde sao executados procedimentos
mais especificos e/ou manuais;

- varios setores, entre eles o setor da Serologia e avaliagao urinaria, setor da
Autoimunidade, setor de Imunologia, setor da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), setor de Citogenética/Hibridizagao de Fluorescéncia in situ (FISH), setor de
Endocrinologia, setor da Coagulagao Especial, setor da Microbiologia (inclui sala de
Bacteriologia, sala de Micologia, sala de Micobacteriologia e sala de microscopia) e respetivas
salas de validacao;

- a sala de lavagens e esterilizagao e salas de armazenamento de reagentes.

O sistema informético que suporta todo o laboratério é o Clinidata® XXI (MaxData)
que permite fazer a triagem de todos os produtos colhidos, verificar exames pedidos, tirar
listas de trabalho, rastrear amostras, validar e verificar resultados e, também, ver o historico
do paciente. Grande parte dos resultados obtidos sao transmitidos diretamente do aparelho
para o sistema informatico, o que reduz a possibilidade de erro.

A equipa engloba diferentes profissionais que trabalham em sintonia, tais como médicos
Patologistas Clinicos, Farmacéuticos, Técnicos Superiores de Saude, Técnicos Superiores de
Diagnostico e Terapéutica, Assistentes Operacionais e Assistentes Administrativos.

Grande parte dos produtos biologicos processados provém da zona de colheitas do
laboratério, podendo também ser recebidos dos servigos de Internamento ou do servigo de
Urgéncia do CHUC. Para além destes, sao recebidas amostras de outros Hospitais ou ainda

de Centros de Salde.

3. Controlo de Qualidade

A qualidade corresponde a capacidade de satisfagao de requisitos e envolve a avaliagao
dos diferentes parametros laboratoriais tendo em conta a precisao, exatidao, custo, fiabilidade
e tempo oportuno. O controlo de qualidade da-nos a garantia da qualidade dos resultados

obtidos.



A amostra do controlo de qualidade interno deve ter uma constituicio e
comportamento semelhantes as amostras dos doentes, valores proximos dos niveis de decisao
clinica, apresentar baixa variabilidade, ser estavel por longos periodos de tempo e ter baixos
custos. Este muitas vezes vem incluido no kit juntamente com o respetivo valor, apresentando
diferentes niveis (baixo, médio e alto ou positivo e negativo).

O controlo interno é feito todos os dias para garantir que o processo esta controlado
e permitir a validagdo dos nossos resultados. Para além disso, da-nos informagao relativa a
reprodutibilidade do método e a precisao/variagao das determinagoes.

Os valores obtidos sao usados para desenhar a carta de Levey-Jennings que é
interpretada pelas regras de Westgard, onde é possivel observar a existéncia de erros
aleatorios ou tendéncias. Sempre que o controlo nao passar € necessario tomar uma agao e
averiguar a possivel causa do erro.

O controlo de qualidade externo corresponde a amostras acerca das quais o
laboratério nao possui qualquer informagao, que sao processadas como as amostras dos
pacientes. Com base nas determinagoes efetuadas é redigido um documento que é enviado
para o laboratorio avaliador. Este, por sua vez, compara os resultados individuais e os obtidos
por outros aparelhos e metodologias entre os laboratoérios participantes e redige um relatério
de apreciagao da performance. O controlo externo permite-nos averiguar se estamos a
trabalhar com exatidao.

S3o varios os programas de qualidade externa em que o laboratorio do CHUC

participa, como, por exemplo, o RIQAS ou o UK-NEQAS'.

4. Hematologia

O laboratério de Hematologia realiza um conjunto de testes de rotina e outros mais
diferenciados em diversos produtos como sangue total, medula 6ssea (MO) e liquidos
bioldgicos (liquido sinovial, liquido pleural, liquido pericardico ou liquido peritoneal).

O sangue é constituido pelos elementos figurados que se encontram em suspensao ho
plasma: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. O processo de formagao das células sanguineas é
designado hematopoiese e, no adulto, ocorre predominantemente ao nivel da MO do
esqueleto axial. A partir de células estaminais hematopoiéticas pluripotentes ha a diferenciagao
para linhagem mieloide e linféide que originam os diferentes percursores e respetivas células

sanguineas’.



4.1 Hemocitometria

No setor de Hemocitometria as amostras de sangue sao colhidas em tubos de EDTA
K; que sao distribuidos para analisadores automaticos incluidos numa cadeia de automagao
propria, a Sysmex XN-9000™ (Sysmex). Esta inclui quatro contadores hematoldgicos (trés
XN-10 e um XN-20), um moédulo que realiza e cora esfregagos de sangue periférico (SP-10)
e um modulo que digitaliza esses esfregagos, disponibilizando uma identificagao presuntiva e
agrupamento dos diferentes tipos celulares através de um software dedicado (DI-60).

Os contadores hematolégicos permitem a determinagao dos seguintes parametros:
eritrocitos e respetivos indices, reticuldcitos, eritroblastos, plaquetas, diferencial de leucocitos
(neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos), granuldcitos imaturos e linfocitos
atipicos, ativados ou blastos.

As determinagoes efetuadas pelos contadores utilizam diferentes metodologias. Para a

avaliagao dos eritrocitos e plaquetas é usada a impedancia com focagem hidrodinamica, que

tem por base o principio de Coulter. Nesta, a amostra diluida numa solugao salina atravessa
uma abertura onde existe um campo elétrico criado por dois elétrodos polarizados. A focagem
hidrodinamica permite direcionar o fluxo, fazendo com que passe apenas uma célula de cada
vez. Esta passagem causa uma mudanca na resisténcia elétrica e a impedancia dai resultante é

proporcional ao tamanho da célula. O impulso elétrico é depois convertido num histograma®.

A metodologia utilizada para a medi¢ao da hemoglobina é a espetrofotometria. Apds a
lise dos eritrocitos € adicionado lauril sulfato de soédio cuja porgao hidrofobica reage com a
globina, expondo o grupo heme e oxidando o ido ferroso (Fe*) a férrico (Fe*"). A porgio
hidrofilica liga-se depois ao ido férrico permitindo a medigio do complexo formado a 555 nm*.

A contagem total e diferencial dos leucocitos é feita através de citometria de fluxo com

fluorescéncia. Nesta metodologia células em suspensao alinhadas uma a uma passam através
de um laser sofrendo dispersao da luz a diferentes angulos. A medicao da luz dispersa a nivel
frontal permite-nos avaliar o niUmero e tamanho da célula. A luz dispersa a nivel lateral permite
avaliar a complexidade e conteudo da célula, definidos em termos de granularidade e
lobulagao. Através da permeabilizagao das células e por adicao de fluorécromos especificos

conseguimos distinguir as populagdes leucocitarias®.

O hemograma é avaliado automaticamente através de um conjunto complexo de regras
multiparamétricas e, caso seja necessario, é feito automaticamente um esfregaco corado pela
coloragao de May-Grunwald-Giemsa, assim como a digitalizagio da zona adequada do

esfregaco.



Apesar desta ser uma area bastante automatizada mantém a necessidade de averiguar
possiveis fontes de erro, entre elas confirmar a identificagao do paciente, verificar a presenga
de coagulos ou verificar a presenga de aglutininas a frio. Este Ultimo envolve colocar o tubo
do paciente a 37°C na estufa durante 30 minutos, homogeneizar e voltar a repetir o
hemograma. Caso os valores sofram alteracao, confirma a presenga de autoanticorpos que,
quando sujeitos a baixas temperaturas, provocam a aglutinagio dos eritrécitos®.

O hemograma permite avaliar quantitativa e qualitativamente as populagoes celulares

sanguineas e é composto pelo eritrograma, leucograma e trombograma.

4.1.1 Eritrograma

Os eritrocitos sao os elementos figurados predominantes no sangue e tém como
principal fungao a realizagao das trocas gasosas com os tecidos. A sua formagao € regulada
pela eritropoietina, hormona produzida pelo rim, que é estimulada quando a pressao parcial
de oxigénio nas células renais diminui’.

O eritrograma permite fazer a avaliagao dos eritrocitos em termos de quantificagao,
conteldo e tamanho, através da avaliagao dos diferentes indices eritrocitario presentes na
Tabela i®. Os intervalos de referéncia no CHUC sio ajustados para o tipo de populagio do

mesmo e em func¢ao dos dados demograficos.

Tabela i - indices Eritrocitdrios

Parametro Intervalo de referéncia Interpretacdo
Ndmero de eritrécitos Homem- 4,5-5,9X1012/L;
(RBC) Mulher- 3,9-5,2 X10'2/L
Os trés
Hemoglobina (Hb) Homem- 13-17,5 g/dL; Constituida por 4 PI:;T:“T:LOS
Mulher- 12-15,6 g/dL cadeias de globina e 4 ( ’ €
HCT) em
grupos heme -
(protoporfirina e assou'agao
atomo de ferro) perrnltem
confirmar a
Hematécrito (HCT) Homem- 41-53%; Percentagem de preseng'fl GE
Mulher- 35,5-45,5% eritrocitos no volume arlemla
2 Variam com
total de sangue apos )
. o sexo e idade
centrifugacao
Volume Corpuscular 80-100 fl Caracteriza o tamanho dos eritrécitos
Médio (MCV) Calculado através da divisao entre o
volume ocupado pelos eritrécitos e o n.°
total destes




microciticos, normociticos ou
macrociticos

Hemoglobina 27-33,5 pg Corresponde ao contetudo de Hb em
Corpuscular Média cada eritrocito
(MCH) Calculado através da divisao da Hb pelo
RBC
Permite caracterizar os eritrocitos como
hipocrémicos ou normocromicos
Concentracdo de 31-37 g/ldL Corresponde ao volume ocupado pela
Hemoglobina Hb no volume total de eritrocitos
Corpuscular Média Valor relativamente constante para o
(MCHC) mesmo individuo
Coeficiente de Variacdo | 11,5-15% Indica a variagao de tamanhos dos
da Distribuigcdo da eritrocitos (anisocitose)
Amplitude dos
Eritrécitos (RDW-CYV)
Reticulécitos 0,5-2,5% Permite avaliar a capacidade de resposta

da MO perante uma situagao de anemia

Para a caracterizagao da anemia podemos ter em atengao os sinais e sintomas clinicos,

como a palidez, astenia ou taquicardia, em conjunto com a interpretagao dos indices. Sendo

que, para se proceder a um tratamento eficaz, € necessario primeiro identificar a causa.

Diferenciando as anemias com base no tamanho dos eritrocitos e conteido de

hemoglobina, as causas mais comuns de anemia microcitica hipocrémica sao:

Deficiéncia de ferro/sideropenia - por aporte insuficiente na dieta ou associado a
problemas de absorcao intestinal. Nesta situagao importa avaliar também as reservas
de ferro através da ferritina, a capacidade total de ligacao do ferro (TIBC) e a saturagao
da transferrina;

Hemoglobinopatia quantitativa/talassémia - rastreio feito por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) com avaliagio das percentagens de hemoglobina (valores
normais de 97% para Hb A, 2% para Hb A; e |% para Hb F) e respetiva caracterizagao

por eletroforese.

Algumas causas de anemias normociticas normocrémicas sao:

Hemodlise - pode ter origem auto-imune, microangiopatica (confirmado pela presenga
de esquizocitos no esfregago de sangue periférico), devido a anomalias na membrana
plasmatica ou ainda a alteragoes enzimaticas. Nas situagcoes de suspeita de hemolise
deve ser feita a avaliacao da bilirrubina indireta, da haptoglobina, lactato desidrogenase
(LDH) e contagem de reticulcitos;

Anemia da doenca crénica - verificar se outras enzimas inflamatérias também se

encontram aumentadas, tais como ferritina ou pr'otel'na C reativa.

Permite caracterizar os eritrécitos como



Uma causa comum de anemia macrocitica é:
= Megaloblastica - associada a ingestao deficitaria ou a ma absorcao de vitamina Bl2.
Neste caso deve-se dosear a vitamina B12 e o acido folico e pesquisar a presenca de
autoanticorpos contra o fator intrinseco ou células parietais. Na observagao do
esfregaco de sangue periférico, para além de macrocitos, é possivel verificar a presenga

de neutrdfilos hipersegmentados?®.

4.1.2 Leucograma

Permite obter a contagem diferencial dos globulos brancos, células que fazem parte do
Sistema Imune permitindo a defesa do organismo.

Sao divididos em polimorfonucleares (neutrofilos, eosinodfilos e basofilos) e em
mononucleares (linfocitos e mondcitos). A Tabela ii apresenta o intervalo de referéncia do

CHUC para os diferentes globulos brancos.

Tabela ii - Intervalos de referéncia de leucdcitos

Parémetro Intervalo de referéncia
Leucécitos Totais 4,0-11,0 X109/L
Neutréfilos 2,5-7,5 X109/L
Linfécitos 1,5-3,5 X109/L
Monécitos 0,2-0,8 X109/L
Eosindfilos 0,04-0,4 X109/L
Baséfilos 0,01-0,1 X109/L

A situagao de leucocitose ou leucopenia corresponde ao aumento ou diminuigao do
numero total de gldbulos brancos, respetivamente.

Distinguindo cada populagao leucocitaria temos os neutrdfilos com um nucleo
constituido por trés a cinco lobulos e com granulos finos (contém lisozima e mieloperoxidase)
dispersos no seu citoplasma. Estes tém fungao fagocitica e de quimiotaxia.

Situagoes de neutrofilia podem ser devidas a infegoes bacterianas (neste caso, os
neutrofilos podem aparecer hipergranulares e com vacuolos), inflamagao ou queimaduras. Ja
a neutropenia pode estar associada a presen¢a de sindromas congénitos ou ser adquirida
(medicamentos, doenga auto-imune).

Os linfocitos tém um nucleo geralmente redondo e incluem dois tipos principais, os B
e os T (imunidade adquirida). Os linfocitos B sao produzidos na MO e tém a capacidade de se
diferenciar em plasmocitos, que produzem imunoglobulinas (imunidade humoral). Ja os
linfocitos T sao produzidos na MO, mas sofrem maturagao no timo, tendo um papel

importante na imunidade celular e ativagao dos linfécitos B.



A linfocitose pode dever-se a infe¢oes virais, alergias ou doenga hemato-oncoldgica. Ja
a linfopenia pode advir de quimioterapia ou infegoes virais (virus da imunodeficiéncia humana
(HIV)).

Os mondcitos tém um nidcleo em forma de rim e possuem um papel importante ao
nivel da fagocitose, transformando-se em macroéfagos quando passam para os tecidos.

A monocitose pode ocorrer devido a doengas infeciosas causadas por virus e fungos
ou doenga hemato-oncologica. Ja a monocitopenia pode estar associada a medicamentos.

Os eosindfilos tém um nucleo geralmente composto por dois I6bulos e os granulos
(contém peroxidase eosinofilica) apresentam uma cor mais alaranjada pela coloragao de May-
Grunwald-Giemsa.

A eosinofilia esta associada a situagoes de infegao parasitaria ou alergias e a eosinopenia
esta associada a toxicidade por medicamentos ou processos inflamatorios.

Os basdfilos apresentam um ntcleo com dois l6bulos e no seu citoplasma existem
granulos grosseiros (contém heparina e histamina) que coram de roxo pela coloragao de May-
Grunwald-Giemsa.

A basofilia pode ser devida a doencas inflamatorias e a basopenia pode ser devida a

gravidez ou situagdes de stress'.

As leucemias sao, habitualmente, caracterizadas por um elevado nimero de leucécitos
ou respetivos precursores a nivel da MO e sangue periférico. Estas podem ser divididas em
agudas ou cronicas, sendo que nas primeiras ha um excesso de producao pela MO com um
elevado nimero de células imaturas e a segunda € devida a acumulagao de leucocitos maduros.
As leucemias podem também ser classificadas como mieloblasticas, mais comuns em adultos,
e linfoblasticas, mais comuns em criangas.

A sua etiologia é indeterminada, muitas vezes relacionada com anomalias genéticas,
radiagdo ou exposicao a quimicos. Para o seu diagnodstico, para além do leucograma e
observagao do esfregago sanguineo, deve ser feita a associagdo a técnicas como a

imunofenotipagem, citogenética e/ou hibridizagao de fluorescéncia in situ''.

4.1.3 Trombograma

As plaquetas tém um papel ativo na hemostase e trombose, sendo a megacariopoiese
regulada pela trombopoietina produzida pelo figado. No interior das plaquetas existem trés
tipos de granulos: denso, alfa e lisossomal. Estes contém enzimas com agao hidrolitica e

moléculas associadas ao processo de ativagao plaquetar (calcio, ATP e epinefrina).



O seu intervalo de referéncia oscila entre 150 a 400 X10°/L. A trombocitopenia pode
ocorrer devido a doengas auto-imunes ou infegoes e a trombocitose pode estar associada a

alteracoes ao nivel da MO "%

4.2 Velocidade de sedimentacdo (VS)

A velocidade de sedimentagao é medida no aparelho Ves-Matic Cube 30 (Menarini
Diagnostics) e baseia-se no método de Westergren, que inclui a formagao do fenomeno de
roleaux, seguido de precipitacio e sedimentacio dos globulos vermelhos". Apos a agitacio
do tubo de EDTA K; 0 aparelho faz medi¢oes de forma a verificar a diferenga da distancia de
sedimentagao dos eritrocitos durante 30 minutos. Esta é depois extrapolada para mm/hora.
Os valores de VS num individuo normal sao inferiores a 20 mm/h.

Num individuo saudavel os eritrocitos carregados com carga negativa repelem-se uns
aos outros. Quando ha alteragao da quantidade de proteinas no plasma, devido a estas terem
carga positiva ocorre uma neutralizagao da carga dos eritrocitos e o fenomeno de roleaux
acontece de forma mais acentuada'”.

Esta € uma analise bastante requisitada, podendo ser utilizada em casos de
monitorizagao de patologias auto-imunes, como a artrite reumatoéide ou lupus eritematoso
sistémico (LES), e em patologias hematoldgicas, como o Mieloma Multiplo. No entanto, é
bastante inespecifica podendo estar aumentada em varias situagoes, tais como inflamagao,

infecdo, doenca hematolodgica ou gravidez".

4.3 Hemostase

A hemostase corresponde ao processo fisiologico que permite a manutengao do fluxo
de sangue dentro dos vasos sanguineos aquando de uma lesao. Esta atua de modo a parar a
hemorragia de forma autolimitada, englobando fatores procoagulantes e anticoagulantes.

Foram varios os modelos desenvolvidos para explicar o processo de hemostase, sendo
o atual o modelo da coagulagao baseado em superficies celulares. Porém, a nivel laboratorial,
a avaliagao dos parametros relacionados com a coagulagao tem por base o modelo classico.
Este engloba trés etapas principais, sendo elas a hemostase primaria, hemostase secundaria e
fibrindlise (Figura I).

A hemostase primaria inclui o mecanismo de vasoconstricao que é obtido através da

contracao das células do musculo liso em associagao com vasoconstritores, de modo a reduzir



o fluxo sanguineo. O fator de von Willebrand (VWVF) liga-se as plaquetas e estimula a sua
adesao ao endotélio. A exposicao destas a fatores como o colagénio inicia a ativagao
plaquetaria, provocando a alteragao da sua conformagao, a libertagio do conteudo dos
granulos e a formagao de agregados plaquetarios.

A hemostase secundaria, também designada de coagulagao, permite a formagao do
coagulo de fibrina insoluvel. Numa fase inicial, o agregado de plaquetas serve de base para o
inicio da cascata de coagulagao, que engloba a via intrinseca e/ou a via extrinseca. A via
intrinseca envolve a ativagao pelo colagénio dos fatores de coagulagao XII, XI, IX e VI, e a via
extrinseca envolve a ativagao pelo fator tecidular do fator de coagulagao VII. Estas convergem
na via comum, onde o complexo protrombinase (fatores de coagulagao X e V, calcio e
fosfolipidos) converte a protrombina em trombina, que por sua vez converte o fibrinogénio
em fibrina. Por fim, existe a agio do fator XllI que estabiliza o codgulo”.

A fibrindlise corresponde a degradagao enzimatica do coagulo, permitindo restabelecer

a fungio e integridade do vaso'®.
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Figura | - Modelo Cldssico da Cascata de

Coagulagdo. Adaptado de '¢ (Anexo 1).

Na fase pré-analitica dos estudos de coagulagao é importante ter em conta os seguintes

fatores: MY
I . N ., e
= Utilizagao de tubos de citrato com proporgao de 1:9 de 3,2%
citrato trissodico para sangue (aceitavel variagao de 10%);
= Em individuos com hematocrito superior a 55% é necessario
fazer calculos de ajuste para o anticoagulante;
= S6 podem ser realizados testes até quatro horas apoés a

colheita;

= Determinados testes de coagulagao necessitam de dupla

. Figura 2 - Tubo lipémico
centrifugagio de modo a obter-se plasma pobre em  do lado esquerdo e
. o . presenca de codgulo no

plaquetas, uma vez que estas podem ter interferéncia nos 1o do lado direito.

) Fotogrdfia  tirada  no
resultados; CHUC.



= Distin¢ao entre antiagregante e anticoagulante. O primeiro evita a ativacao e agregacao
plaquetdria enquanto o segundo atua inibindo os fatores de coagulacao;

* A introdugao de erros pode ser devida ao uso do anticoagulante incorreto, volume
incorreto de amostra e presenga de coagulos, hemolise, ictericia ou lipémia (Figura

2)17.

O aparelho ACL TOP® 700 (Instrumentation Laboratory) determina diferentes
parametros hemostaticos recorrendo a trés metodologias diferentes: coagulométrica,
cromogénica e imunoldgica. Para estas avaliagoes sao utilizados tubos de citrato centrifugados

a 3000 rpm durante |5 minutos.

4.3.1 Método Coagulométrico
Na presenca de reagentes especificos para cada teste € adicionado cloreto de calcio e,
a partir dessa adigao, é iniciada a medigao do tempo necessario para a formagao do coagulo,

medido através de turbidimetria.

- Tempo de protrombina (PT)/ Racio Internacional Normalizado (INR)

Permite a avaliagio da eficiéncia da via extrinseca e via comum. Este mede, em
segundos, o tempo que demora a ser formado o coagulo apds a adigao de tromboplastina
(que inclui o fator tecidular e fosfolipidos). O intervalo de valores de referéncia usado no
CHUC é entre 9,4 a 12,55 segundos.

De maneira a reduzir a variabilidade associada ao uso de diferentes tromboplastinas foi
desenvolvido o INR, cujo valor normal varia entre 0,9 e I,7 e que corresponde a seguinte
equacao (ISl-indice de sensibilidade internacional):

PT paciente 151
INR = ]

PT controlo

O PT pode estar alterado devido a défice de fatores de coagulagao, patologia hepatica,
deficiéncia de vitamina k, presenca de inibidores ou anticoagulantes orais dependentes de

vitamina k'8,

- Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)

Permite a avaliagao da eficiéncia da via intrinseca e via comum. Mede o tempo de
coagulagao apds a ativagao dos fatores de contacto, que incluem cefalina bovina e silica. O

intervalo de valores de referéncia usado no CHUC é entre 23,4 e 35,45 segundos.



O aPTT é utilizado para monitorizagao de
terapia que usa heparina nio fracionada, sendo um
exemplo de grafico obtido o da Figura 3.

Este pode estar alterado devido a deficiéncia de

fatores (como na hemofilia), patologia hepatica e

% H

‘

"

presenga de inibidores, de heparina, do inibidor tipo  Figura 3 - Grdfico de aPTT onde se pode

B . . . observar a fase de interagdo dos componentes,
lpus ou de anticoagulantes orais diretos, iniciacdo da coagulacdo e estabilizacio do

pr‘incipalmente o dabigatrano 18,19 codgulo. Fotografia tirada no CHUC.

- Fibrinogénio

Molécula sintetizada nos hepatocitos que circula no plasma numa concentragao de |150-
400 mg/dL. A técnica utiliza o método de Clauss, que se baseia na adicao de uma quantidade
de trombina em excesso e desta forma a conversao depende apenas da concentragao do
fibrinogénio presente. O valor determinado permite-nos encontrar patologias quantitativas,
como afibrinogenémia ou hipofibrinogenémia, ou patologias qualitativas, como a
disfibrinogenémia. As informacoes obtidas a partir deste teste podem ser avaliadas em

associagdo com os tempos de trombina e reptilase'®.

- Tempo de Trombina (TT)

E medido através da conversio de fibrinogénio em fibrina pela adicio de trombina
bovina purificada. O intervalo de referéncia varia entre |5 e 18 segundos e permite avaliar

patologias relacionadas com o fibrinogénio'.

- Tempo de Reptilase (TR)

Realizado com base na atividade enzimatica da batroxobina, uma enzima obtida a partir
do veneno de serpente Bothrops atrox. Esta apresenta atividade semelhante a da trombina,
clivando o fibrinogénio A em fibrinogénio. O intervalo de referéncia varia entre 18 e 22
segundos.

O que distingue o TT do TR é que este Ultimo nao é afetado pela presenga de heparina.
Caso ambos se encontrem prolongados estamos na presenca de patologias associadas ao

fibrinogénio®.

- Fatores de Coagulacio

O doseamento individual dos fatores I, V, VII, VIII, IX, X, XI e XIl permite confirmar
o défice do fator e suspeitar de possiveis patologias associadas a esse défice. Por exemplo, um

défice de fator VIl pode estar associado a hemofilia A ou doenga de von Willebrand subtipo

2N2I,22.



O método envolve a adicao de plasma deficitario no fator de interesse e a
concentragao do fator no plasma do doente é proporcional a correcao do tempo de
coagulagao prolongado.

De forma a distinguir entre deficiéncia de fator ou presenca de inibidor podem ainda

ser realizados dois tipos de teste concomitantemente:

=  Teste de Mistura

Adicionar plasma do doente, com o tempo de coagulagao prolongado, a um plasma
controlo. Voltar a determinar o aPTT e, caso o doente apresente o défice, o tempo de
coagulagao é corrigido. Caso exista um inibidor o tempo mantém-se prolongado.

O teste de mistura € avaliado através do indice de Rosner, seguindo a seguinte formula:

aPTT plasma da mistura - aPTT plasma controlo

Indice de Rosner:

X 100 (%)

aPTT plasma do doente

Se o valor for inferior a 12% é devido a uma deficiéncia do fator, se for superior a 5%
é devido a presenca do inibidor. Quando o valor se encontra entre 12 e 15% é uma situagao

duvidosa.

= Teste do Paralelismo

Sao feitas diluigoes sucessivas cada vez maiores do plasma do doente e é doseado o
fator. No caso de haver um défice a medida que se dilui, a quantificagao do fator é cada vez
menor. Caso exista um inibidor a medida que se dilui, a percentagem de fator aumenta uma

vez existe cada vez menos inibidor a atuar®.

- Inibidor Tipo Lupus (ITL)

O anticoagulante lUpico corresponde a autoanticorpos policlonais que atuam contra
fosfolipidos. Quando se suspeita da sua presenga por prolongamento do aPTT sem uma causa
conhecida, utilizam-se dois parametros de avaliagao: o teste de veneno de vibora de Russell
diluido (TVVRd) e o tempo de coagulagao com silica (SCT).

Ambos envolvem um teste screen onde ha uma baixa concentragao de fosfolipidos o
que faz com que o reagente seja altamente sensivel ao ITL, apresentado um prolongamento
no tempo de coagulagao; e um teste confirmatorio cujo reagente apresenta uma elevada
concentragao de fosfolipidos, o que neutraliza o ITL e encurta o tempo de coagulagao. Com

base nos valores obtidos € calculado um racio para o TVVRd e para o SCT, bastando um deles
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ser superior a |,2 para indicar a presenga do anticoagulante lupico. Este tem significado clinico
quando, apos |2 semanas, se mantém positivo, estando entao associado a elevado risco
trombético.

O ITL é muitas vezes feito em individuos que apresentam doengas autoimunes (LES,
sindroma antifosfolipidico) ou a nivel pré-operatério, uma vez que a presenga deste permite

fazer a distingao entre risco trombético e risco hemorragico™?.

4.3.2 Método Imunoloégico

Utilizagado de uma suspensao de particulas de latex com anticorpos monoclonais
especificos para o parametro em analise. Quanto maior o grau de aglutinagao dai resultante
menor a quantidade de luz transmitida, sendo esta em alguns casos proporcional e noutros

inversamente proporcional a concentragao de analito (turbidimetria).

- D-dimeros

Moléculas obtidas a partir da degradagao da fibrina por agao da plasmina. Os D-dimeros
apresentam um valor preditivo negativo para o fenédmeno de tromboembolia pulmonar, ou
seja, se o seu valor for baixo (inferior a 500 mg/dL) este pode ser excluido.

Estes podem estar elevados em numerosas situagoes, tais como estados inflamatorios,

idade avancada, gravidez ou infegao por SARS-CoV-2%.

- Fator Xl
Fator de coagulagio que tem como fun¢ao a estabilizagio do coagulo de fibrina

insoluvel formado. Este nio influencia o PT nem no aPTT %.

- Anti Fator Plaquetar 4 (anti PF4)

A avaliagdo deste parametro permite distinguir a

w

presenca de trombocitopenia induzida por heparina (HIT).

1IH Jedx3 oS

Nesta situagao ocorre uma ativagao e agregacao plaquetaria
mediada por anticorpos IgG que reconhecem o complexo
formado pelo fator plaquetar 4 associado a heparina. Isto leva  Figura 4 - Teste de screening STic
Expert® HIT (Stago). Fotogrdfia tirada

a um consumo das plaquetas num periodo entre cinco e dez  no CHUC.
dias ap6s o inicio da toma do anticoagulante. Quando
confirmado, o anticoagulante deve ser suspenso de imediato e substituido por outro.

Como apenas uma baixa percentagem de individuos a quem é administrada heparina
desenvolve HIT, a sua avaliagao nao deve ser rotineira. Pelo que primeiro se realiza um teste
de screening por lateral flow assay STic Expert® HIT (Stago) (Figura 4) e caso este seja positivo,

passa-se para o doseamento dos anticorpos®®?”.
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4.3.3 Método cromogénico
E adicionado um substrato cromogénico especifico que sofre agao enzimatica do
analito de interesse, com consequente libertagao de para-nitroanilina. A sua absorbancia é

medida a 405 nm e é inversamente proporcional a quantidade de analito.

- Anti Xa

A sua avaliagao permite monitorizar e ajustar a dose de heparina nao fracionada.

O mecanismo de atuagao da heparina ocorre a nivel da inativagao do fator Xa e da
trombina, uma vez que estimula a antitrombina lll, evitando o processo de coagulacao.

Neste caso, € feita a determinagao do fator Xa residual que nao ligou a heparina

disponivel®.

4.4 Tromboelastometria rotacional

JET IR E o

Teste viscoelastico realizado no aparelho

ROTEM® (Sigma) que permite avaliar a formagao,

estabilizacao e degradagao do coagulo em tempo

real, mimetizando o processo de coagulagao in vivo.

Este é bastante utilizado em situagoes de hemorragia

maci¢a aguda, em pacientes com COVID-19 ou o S
Figura 5 - Tromboelastometria rotacional. Inclui os

durante transplantes. parémetros. Intem, Extem, Fibtem e Aptem.
Fotogrdfia tirada no CHUC.

Utilizando sangue total em tubo de citrato
(ndo centrifugado) é feita a avaliagdo de quatro parametros em simultineo: Intem, Extem,
Fibtem e Heptem ou Aptem. O seu processamento faz uso de um suporte com
compartimentos que possuem um pino suspenso com a capacidade de oscilar e a2 medida que
se forma o coagulo vai sendo encontrada uma resisténcia a essa oscilagao. O perfil resultante
é visto em termos de amplitude (em milimetros) em fungao do tempo (em segundos), como
observado na Figura 5.

Referindo cada parametro individualmente, o Intem avalia a via intrinseca e via comum,
sendo sensivel a presencga de heparina. O Extem avalia a via extrinseca e via comum. O Fibtem
avalia apenas a contribuigao do fibrinogénio para a formagao do coagulo, uma vez que ha a
inibicao da agao plaquetaria. O Heptem neutraliza a agao da heparina através da adicao de
heparinase e é comparado com o Intem. O Aptem permite verificar a presenca de

hiperfibrindlise e &€ comparavel ao Extem.



Este teste permite-nos diferenciar e verificar se estamos perante uma deficiéncia de
fibrinogénio ou de outro fator de coagulagao, hiperfibrinolise, trombocitopenia ou ainda

detetar a presenca de heparina®'.

5. Citogenética

A Citogenética envolve o estudo dos cromossomas e a identificagao de alteragoes
numéricas ou estruturais destes.

No CHUC a citogenética convencional é direcionada para o diagnéstico hemato-
oncoldgico de patologias como leucemias, neoplasias, sindromas mielodisplasicos ou
mieloproliferativos, entre outros. Esta tem como principal objetivo auxiliar no diagnostico, no
prognostico e orientar a terapéutica/avaliar a evolugao do tratamento.

O caridtipo humano é constituido por um conjunto de 23 pares de cromossomas que
sao classificados através do tamanho, padrao das bandas e posicao do centromero, sendo
representados através do cariograma.

As amostras tipicamente utilizadas sao a MO, colhida em tubo de heparina litio, ou
sangue periférico, quando o nimero de células blasticas neste é superior a 20%. A partir destes
produtos bioldgicos sao feitas culturas de forma a permitir a proliferaciao de células
precursoras, como blastos, promielécitos ou mielécitos.

As culturas sao realizadas em meio MarrowMAX™ (TermoFisher Scientific) ao qual
sao adicionados metotrexato ou timidina, agentes citostaticos, que bloqueiam a sintese dos
acidos nucleicos permitindo sincronizar as células na interfase. Posteriormente é adicionado
Colcemid que inibe a polimerizagao do fuso acromatico, mantendo as células na metafase. Com
recurso a uma solugao hipotdnica causamos a lise da membrana celular com dispersao dos
cromossomas. E depois adicionada a solugio de Carnoy (3:1 de metanol para acido acético)
que funciona como fixador, permitindo o espalhamento dos cromossomas sobre a lamina
(temperatura de 30°C, humidade superior a 35%).

Para uma melhor distingao dos cromossomas sao utilizadas técnicas de bandeamento,
como as bandas G. Nesta os cromossomas sofrem agao da tripsina, que se intercala entre as
bases do acido desoxirribonucleico (DNA) lisando parcialmente o material genético que &, de
seguida, corado com Giemsa. As regioes do cromossoma mais claras sao ricas em guanina e
citosina (zonas mais ativas transcricionalmente) e as mais escuras sao ricas em timina e adenina

(zonas pobres em genes).



Para se proceder a identificagao dos cromossomas e fazer o respetivo cariotipo é
utilizado o programa IKAROS. Através do cariétipo podemos observar a presenga de
alteragdes numéricas, como monossomia ou trissomia, ou alteragoes estruturais, como
translocagoes ou dele¢oes. O diagnostico é feito com base na observagao de pelo menos 20

metafases com a mesma alteracio®”.

6. Hibridizacdo de fluorescéncia in situ (FISH)

Técnica de citogenética molecular que permite a pesquisa de sequéncias de DNA,
apresentando elevada resolugao, sensibilidade e especificidade. Esta utiliza células na interfase,
mas também pode excluir os falsos positivos provenientes da avaliagao do caridtipo em
metafases™.

Primeiramente € feita imunofenotipagem (nao

B ———————— |
tive oportunidade de ver pois é feita no HG) de forma Metaler $cre —

a separar as células do clone oncoldgico e depois €
realizado o FISH (Figura 6).
O FISH envolve a desnaturacao dos

cromossomas de forma a ligarem-se a sondas

marcadas com fluorocromo especificas do local de

Figura 6 - Imagens obtidas a partir da técnica de
FISH utilizando uma sonda de fusdo. Fotografia
tirada no CHUC.

interesse, ocorrendo hibridizacao e emissao de
fluorescéncia.

Existem diferentes tipos de sondas, sendo as mais comuns as centroméricas, as
especificas de locus ou o pintado cromossémico (permite distinguir todo o cromossoma ou

apenas regioes deste). Estas sao ainda classificadas em:

* sondas de enumeragao, que permitem através da contagem do niumero de sinais avaliar
o numero de copias do gene presentes;

= sondas de fusdo, que determinam zonas de translocagdo entre duas regioes

cromossomicas. Quando existe uma translocacio em vez de serem observados os
quatro sinais correspondentes ao par de homodlogos, verificamos que em dois
cromossomas estes se encontram extremamente proximos dando origem a apenas
um sinal de fusao;

* sondas de rearranjo, nas quais marcamos a regiao proximal e distal a regiao de

interesse e, caso haja alguma alteragao, estes apresentam-se separados. Esta € bastante

utilizada quando se suspeita da existéncia de varios cromossomas envolvidos.



O FISH apresenta-se como uma técnica mais rapida e complementar a citogenética

convencional®’.

7. Caso Clinico de Hematologia

Individuo do sexo feminino de 54 anos deu entrada no servigo de Urgéncia devido a
apresentar sintomas como fraqueza, febre e presen¢a de equimoses nos membros inferiores.
O exame fisico permitiu confirmar a presenga das equimoses a nivel das palpebras e membros
inferiores e ainda a existéncia de petéquias nos membros inferiores. Foram entao pedidos

exames laboratoriais a nivel hematoldgico e hemostatico.

O hemograma com leucograma apresentava os valores presentes na Tabela iii.

Tabela iii - Hemograma do Caso Clinico de Hematologia

Parametro Resultado Unidades Intervalo de referéncial
Percentagem determinada

RBC 1,2 X1012/L 3,9-5,2
Hb 4,4 g/dL 12,0-15,6
HCT 12,5 % 35,5-45,5
MCV 104,2 fL 80-100
MCH 36,7 pg 27-33,5
MCHC 35,2 g/dL 31-37
RDW-CV 15,7 I1,5-15,0
Eritroblastos 0,5 /100 leucécitos
Reticulécitos 16 XI10%/L 25-105
Fracdo de | 13 %
reticulécitos
imaturos
indice de produgéo | 0,14 <2: anemia com eritropoiese insuficiente
de reticulécitos
Leucécitos 25,5 X109/L 3,90-10,2
Neutréfilos 0,1 X103/uL 0,5%
Linfécitos 5,7 X103/uL 22,2%
Monécitos 0 X103/uL 0%
Eosinéfilos 0 X103/uL 0%
Baséfilos 0 X103/uL 0%
Promielécitos 0,5 X103/uL 2,0%
Mielécitos 0,7 X103/uL 2,6%
Metamielécitos 0,5 X103/uL 2,0%
Outras células 17,9 X103/uL 70,2%
Plaquetas 6 XI109/L 150-400




A partir dos dados podemos averiguar que a paciente apresentava trombocitopenia,

anemia hiporregenerativa macrocitica hipercromica e linfocitose.

Pela observagao do esfregaco de sangue periférico foi possivel confirmar que os 70,2%
das “Outras células” correspondem a células imaturas sugestivas de blastos. A série branca
apresentava-se hiperleucocitaria e os blastos existentes apresentavam-se grandes, granulares,
alguns bilobados e com ramalhetes de bastonetes de Auer, sendo sugestivos de promielécitos
(Figura 7). Era também percetivel a trombocitopenia a nivel da série de trombdcitos. Podia,

portanto, suspeitar-se de uma Leucemia Promielocitica.

%
Figura 7 - A - Célula sugestiva de promieldcito onde se observa o niicleo bilobado e os ramalhetes de bastonetes de Auer (faggot
cell). Imagem obtida no CHUC. B - Célula sugestiva de promieldcito hipergranular. Inagem obtida no CHUC.

|

- .

Por imunofenotipagem foi confirmada a presenga de 95% de blastos de linhagem

mieldide no sangue periférico, caracteristico de Leucemia Promielocitica Aguda.

Quando se suspeita de Leucemia Promielocitica sao sempre pedidas quatro provas

hemostaticas, entre elas o PT, aPTT, fibrinogénio e D-dimeros (Tabela iv).

Tabela iv - Parémetros da coagulagdo do Caso Clinico de Hematologia

Pardmetro Resultado Unidades Intervalo de
referéncia
PT | 16,0 segundos 9,4-12,5
INR 1,38 0,9-1,7
aPTT 24,1 segundos 23,4-35,4
Fibrinogénio 178,0 mg/dL 200-500
D-dimeros 17162 ng/mL <230

O PT encontrava-se prolongado, sendo comum nestas situagoes o aPTT estar normal
ou até encurtado, uma vez que a coagulacio pode estar pré-ativada. Nas Leucemias

Promielociticas ocorre uma coagulopatia de consumo associada a um elevado risco
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hemorragico e é caracteristico o fibrinogénio estar muito reduzido e os D-dimeros muito

elevados®.

Através da realizagao do cariétipo da paciente foi possivel observar-se um excesso de
banda no cromossoma |5 e uma falta de banda no cromossoma |7, o que caracteriza a
translocagao t(15;17) (Figura 8 A).

A técnica do FISH permitiu suportar os resultados obtidos através da Citogenética.
Utilizando uma sonda de fusao LSI t(15;17) PML/RARA Dual Color Dual Fusion conseguimos

verificar a presenca de dois sinais de fusao (Figura 8 B).
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Figura 8 - A - Cariétipo com t(15;17). Imagem obtida no CHUC. B - Imagem de FISH utilizando a sonda de fusdo LSI t(15;17)
PMLI/RARA Dual Color Dual Fusion. Imagem obtida no CHUC.

Através da Biologia Molecular por Reagao em Cadeia da Polimerase com transcriptase
reversa (RT-PCR) foi possivel confirmar a presenga do transcrito do gene de fusao PML-RARA
subtipo bcr?2 tipico de Leucemia Promielocitica. Basta detetar a presenga do transcrito para

fazer logo o diagnostico da patologia.

O diagnéstico definitivo foi de Leucemia Promielocitica Aguda, com necessidade de

atuagao imediata.

A Leucemia Promielocitica € uma Leucemia Mieldide Aguda caracterizada pela
produgao continua pela MO de células precursoras da linhagem mieldide, devido a um
bloqueio ao nivel da diferenciagao. Os sinais e sintomas mais comuns associados sao fadiga,
fraqueza devido a anemia, hemorragias (secundarias a trombocitopenia e coagulopatia de
consumo) e febre (associada a leucopenia e aumento do risco infecioso).

A nivel genético é caracterizada pela presen¢a da translocagao reciproca t(15;17)

correspondente ao gene de fusao PML-RARA. A presenga desta mutagao afeta a ativagao da

20



transcrigao de genes implicados na granulopoiese, o nivel do crescimento celular e a regulagao
da apoptose®.

Esta leucemia é considerada uma emergéncia hematoldgica na qual se deve administrar
de imediato isotretinoina e/ou triéxido de arsénio, caso contrario o paciente pode morrer
por coagulopatia. O conteudo dos granulos libertado pelos promielécitos corresponde a
moléculas de acao procoagulantes que podem originar Coagulagao Intravascular Disseminada
(CID). A administragao dos diferenciadores atua no sentido de estimular a diferenciagao

promielocitica®.

8. Microbiologia

A valéncia de Microbiologia no CHUC engloba diferentes dreas, entre elas a
Bacteriologia, a Micologia, a Parasitologia, a Micobacteriologia, a Serologia, a Biologia
Molecular e a Virologia.

O principal objetivo da Microbiologia é conseguir isolar, identificar e, caso seja possivel,
realizar o antibiograma do agente infecioso responsavel pela infegio de modo a poder ser
iniciada uma terapéutica dirigida.

A colheita da amostra deve ser sempre regida por variados principios, tais como a
obtencao da amostra do local mais indicado para a pesquisa do microrganismo de interesse,
envolver todas as condigoes de assepsia necessarias de modo a diminuir possiveis
contaminagdes com a microbiota da regiao e, preferencialmente, antes de se iniciar
antibioterapia.

Quando as amostras chegam ao laboratoério sao triadas e integradas no sistema
informatico Clinidata® e, aquando da sua recegio, é importante ter em conta o seguinte:

= identificacao correta;

= contentor adequado;

» frasco bem fechado e selado ou, no caso de zaragatoas, se vém com o respetivo meio
de transporte;

» volume suficiente para os testes a realizar;

= condi¢oes de transporte e conservacao (tempo desde a colheita, temperatura).

Se estes parametros nao se verificarem devemos rejeitar a amostra e pedir nova
colheita, uma vez que os resultados obtidos podem ficar comprometidos®’.
De seguida, as amostras sao direcionadas para as respetivas segoes de acordo com os

pedidos efetuados.
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8.1 Bacteriologia

Bactérias sao organismos procariotas unicelulares que se apresentam isolados ou em
agrupamentos podendo englobar diversas morfologias, tais como cocos, bacilos ou
espiroquetas.

Estas assumem varios papéis na sua interagao com o ser humano e sao consideradas
comensais quando fazem parte da microbiota do organismo, como por exemplo a microbiota
do trato gastrointestinal. No entanto, podem apresentar-se como oportunistas em situagoes
esporadicas estimuladas por fatores como imunodepressao, idade ou tipo de dieta, tornando-
se assim responsaveis pela infecao. Para além disso, existem bactérias patogénicas que tém a
capacidade de causar sempre infegao.

Algumas possuem mecanismos de viruléncia que facilitam a infecao do hospedeiro,
como, por exemplo, a presenga de capsula ou a produgao de toxinas.

Outra forma de caracterizagao € o mecanismo de respiragao, existindo bactérias
aerobias obrigatorias (Pseudomonas aeruginosa), anaerobias facultativas e anaerobias estritas

(Clostridium spp)*.

No laboratério de Bacteriologia sao realizados os seguintes procedimentos:

8.1.1 Exame direto por coloracao de Gram

O exame direto corresponde a realizagado de um esfregaco em lamina feito
diretamente a partir da amostra, corado pela coloragao de Gram. Este é realizado para todo
o tipo de produtos bioldgicos, exceto urina e fezes.

A coloragao de Gram (Anexo 2) diferencia as bactérias de acordo com o tipo de
parede celular. As bactérias de Gram positivo apresentam uma densa camada de
peptidoglicano e coram de roxo, ja bactéricas de Gram negativo apresentam uma fina camada
de peptidoglicano e uma membrana externa e coram de rosa®.

Para orientar o processo de recuperagao do microrganismo responsavel é bastante
importante a observagao do exame direto que permite uma avaliagado da amostra e, caso
necessario, acrescentar meios de cultura aos pré-estabelecidos. Podendo também, em alguns
casos, orientar para uma terapéutica empirica.

A observagao microscépica do esfregaco é feita utilizando a objetiva de 50X e de 100X
e permite verificar o tipo de microrganismo presente (bactéria, fungo, parasita), as
caracteristicas morfologicas apresentadas (forma, tamanho, cor) e a sua predominancia. Para

além disso, da-nos informagao acerca da existéncia de células epiteliais ou leucocitos.
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8.1.2 Exame cultural
Os meios de cultura servem para a inoculagao dos produtos biologicos e suportam o
crescimento do microrganismo de interesse. Corresponde a um substrato rico em nutrientes
que pode incluir tampoes, indicador de pH, fatores de crescimento ou inibidores, fontes de
carbono e azoto, sais minerais, vitaminas e aminoacidos.
Podemos encontrar diferentes tipos de meio no laboratério:
* meio de enriquecimento, que permite o crescimento da maioria dos microrganismos;
* meio de isolamento seletivo, que inibe o crescimento de determinado microrganismo,
por exemplo através da adigao de antibiéticos;
* meio diferencial, que permite distinguir os microrganismos presentes através das

respetivas caracteristicas metabodlicas e enzimaticas, auxiliando na sua identificagao*0.

Na Tabela v estiao descritos os meios utilizados no laboratorio do CHUC para

isolamento dos microrganismos de interesse.

Tabela v - Meios de cultura utilizados no laboratério de Microbiologia do CHUC

Meios de cultura Caracteristicas

Gelose de sangue (GS) | Meio de enriquecimento constituido por sangue de carneiro, que
permite a observagao do fenémeno de hemolise:
* B hemolise - hemélise total (Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae);
* o hemodlise - hemolise parcial (Enterococcus faecium,
Streptococcus pneumoniae);
* Y hemodlise - ndo realiza hemélise (Enterococcus faecalis)*!.

PolyViteX ou Gelose de | Meio de enriquecimento utilizado para o crescimento de
chocolate (PVX) microrganismos fastidiosos, como Haemophilus spp. ou Neisseria spp. O
meio é constituido por sangue de bovino cozido a 80°C, o que leva a
hemolise dos eritrocitos e libertacdo do seu conteido, nomeadamente
fator V (NAD) e fator X (hemina)#243,

Gelose Cistina-Lactose- | Meio diferencial usado para isolamento e semi-quantificacio de
Deficiente em uroculturas. Permite o crescimento de todos os microrganismos,
eletrélitos (CLED) inibindo o swarming do Proteus spp. devido ao baixo nivel de eletrélitos.
A cistina é adicionada de modo a facilitar o crescimento de coliformes
(Escherichia spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. e Klebsiella spp.). A
lactose no meio permite diferenciar fermentadores (meio adquire
coloragao amarela) de nao fermentadores (meio fica azul devido ao
indicador de pH azul de bromotimol)“2.

MacConkey com Meio seletivo e diferencial utilizado para distinguir a bactéria Escherichia
sorbitol (SMAC) coli enterohemorragica do seroétipo OI57:H7 responsavel por
gastroenterites e, em situagoes mais graves, pelo Sindroma Hemolitico-
Urémico. Esta nao tem a capacidade de fermentar o sorbitol e
apresenta-se incolor no meio de cultura. A seletividade é dada pelos
sais biliares e cristal violeta que impedem o crescimento de bactérias
de Gram positivo#.
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Gelose Salmonella-
Shigella (SS)

Gelose Hektoen
(HEKT)

Gelose Chocolate
Haemophilus (HAE)

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

Gelose Yersinia (CIN)

Gelose Campylosel
(CAM)

Gelose para
Burkholderia cepacia
(BCSA)

Gelose de chocolate
PolyViteX (VCAT 3)

Gelose Sabouraud
Gentamicina
Cloranfenicol (SGC)
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Meio seletivo e diferencial para pesquisa de Salmonella spp. e Shigella
spp. em coproculturas. Os sais biliares, citrato de sédio e verde
brilhante tém como fungao inibir o crescimento de bactérias de Gram
positivo e coliformes. A lactose permite distinguir os fermentadores
(colonias rosas) de nao fermentadores (colonias incolores), que é o
caso das duas bactérias de interesse. A presenca de tiossulfato de sodio
e citrato férrico permite evidenciar a produgiao de acido sulfidrico
correspondente a colénias de centro negro (tipico de Salmonella spp.)+2.

Meio seletivo e diferencial para pesquisa de Salmonella spp. e Shigella
spp. em coproculturas. Sais biliares e fucsina acida inibem as bactérias
de Gram positivo e coliformes. Composto por trés aglcares, o que
permite distinguir os fermentadores e fermentadores tardios, que
produzem coldnias amareladas, dos nio fermentadores, cujas colonias
sdo esverdeadas/azuladas (caso das bactérias de interesse). O
hipossulfito de soédio e o citrato de ferro amoniacal permitem
evidenciar a producio de acido sulfidrico correspondente a colénias de
centro negro (tipico de Salmonella spp.)*.

Meio seletivo para o isolamento de Haemophilus spp. a partir de
amostras com microbiota rica (trato respiratorio). Meio composto
pelos fatores V e X e antibidticos e antiflingicos para a inibigao de
bactérias de Gram positivo e fungos*s.

Meio seletivo para isolamento de bactérias de Gram positivo através da
presenca de antibioticos (acido nalidixico e colistina) que inibem
bactérias de Gram negativo. Permite verificar os tipos de hemolise
produzidos®.

Meio seletivo para o isolamento de Yersinia spp.. O meio é constituido
por antibioticos (cefsulodina, irgasan e novobiocina), acidos biliares e
cristal violeta de forma a inibir a maioria das bactérias tanto de Gram
positivo como negativo. O manitol e vermelho neutro diao uma
coloragao vermelha as coldnias de Yersinia spp.*3.

Meio seletivo para isolamento de Campylobacter spp. em coproculturas.
Contém antibiéticos e antifiingicos que inibem a maioria das bactérias
de Gram positivo, Gram negativo e fungos®.

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Burkholderia cepacia.
Contém cristal violeta e antibioticos que inibem a maioria da
microbiota respiratoria. Colénias de Burkholderia cepacia apresentam-
se amarelas neste meio“.

Meio seletivo e de enriquecimento para o isolamento das espécies
Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis. Inclui na sua composigao
uma base nutritiva enriquecida e um conjunto de antibidticos e
antifungicos, nomeadamente vancomicina, colistina, anfotericina e
trimetoprim*3.

Meio seletivo, com um pH acido de 6,8, que favorece o crescimento e
isolamento de fungos#.



Gelose Mueller-Hinton | Meio utilizado na realizacao de testes de suscetibilidade a antibioticos
(MHE) (TSA). Permite o crescimento da maioria dos microrganismos, nao
contendo inibidores da acao dos antibioticos#2.

Existem cinco tipos principais de sementeira feitas para os meios de cultura sélidos. A

sementeira de semi-quantificacdo para amostras de urina, onde utilizando uma ansa calibrada

de IpL se faz uma estria radial e de seguida estrias estreitas ao longo de toda a placa. A

sementeira em toalha, utilizada em antibiogramas de forma a cobrir uniformemente todo o

meio de cultura. A sementeira por inundagao, realizada para o LCR, na qual se utiliza uma

pipeta para colocar gotas do liquido biologico sobre o meio de cultura. A sementeira por
rolamento, utilizada para cateteres ou drenos que sao colocados sobre o meio de cultura e

rolados em toda a sua extensao. E, por fim, a sementeira por esgotamento, realizada para os

restantes produtos biologicos utilizando uma ansa de [0 pL. O objetivo desta ultima
sementeira é esgotar o inéculo de forma a conseguir obter coldnias isoladas**,

Sao varias as condigoes ambientais necessarias para potenciar o crescimento
bacteriano, tais como temperatura, tempo de incubagao e atmosfera. Portanto, a seguir a
realizagao da sementeira mais apropriada ao tipo de produto bioldgico e da inoculagao nos
meios de cultura pré-estabelecidos, a grande maioria dos meios é incubada numa estufa a
37°C, por um periodo de 18 a 24 horas e atmosfera capnofilica (cerca de 6% de CO,). As
exce¢oes sio o meio CAM que é incubado a uma temperatura de 42°C, por um periodo de
48 horas a 72 horas numa atmosfera de microaerofilia (5% de O,, 10% CO,, 85% N,), e os
meios de cultura semeados a partir da urina e fezes que sio colocados a 37°C, durante 18 a

24 horas numa estufa de atmosfera normal®*,

Apods o periodo de incubagao os meios sao avaliados macroscopicamente e ¢é
averiguada a necessidade de prolongar o tempo de incubagao ou repicar para outros meios
de cultura para isolamento. A observagao macroscopica das coldnias ajuda na sua distingao,
pois fenotipicamente estas podem apresentar diferengas a nivel morfologico (tamanho,
coloragao, forma, bordos, superficie). Alguns exemplos observados durante o estigio sao

apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - A - Placa de GS com S. aureus isolado apresentando colénias brancas/amareladas, com bordos bem definidos, brilhantes.
Também é possivel observar a 8 hemdlise. Fotografia tirada no CHUC. B - Placa de PYX com Haemophilus spp. isolado
apresentando colénias pequenas, translicidas e lisas. Fotografia tirada no CHUC. C - Placa de GS com Pseudomonas aeruginosa
apresentando coldnias planas, com brilho metdlico, cheiro caracteristico e que realizam 8 hemdlise. Fotografia tirada no CHUC.

O cultivo em caldos de enriquecimento visa maximizar a recuperagao do

microrganismo de interesse. A indicagao da presenga de crescimento bacteriano é dada

através da turvagio ou pela produgio de gas®.

Em relagao ao caldo de bacilos Gram negativo este é repicado para os meios SS e

HEKT apos 18 a 24 horas. Os restantes caldos sao mantidos na estufa ou repicados para os

meios de acordo com a suspeita caso apresentem turvagao apos as |18 a 24 horas.

Os caldos de enriquecimento utilizados no laboratério do CHUC estao descritos na

Tabela vi.

Tabela vi - Caldos de enriquecimento utilizados no laboratério de Microbiologia do CHUC

Caldos de Enriquecimento

Caracteristicas

Caldo de bacilos Gram
negativo

Brain Heart Infusion (BHI)

Cooked-Meat (CM)
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Caldo de enriquecimento seletivo para Salmonella spp. e Shigella spp.
que inclui na sua constituicao citrato, desoxicolato e manitol. Este
favorece o crescimento das bactérias de interesse que tém a
capacidade de fermentar o manitol, limitando o crescimento de
coliformes e Proteus spp.%.

Caldo adaptado ao crescimento de microrganismos fastidiosos ou
nao fastidiosos, aerébios ou anaerdbios, funcionando como um
meio enriquecido com constituintes de cérebro e coragao, peptonas
e glicose®2.

Caldo de enriquecimento constituido por tecido muscular,
principalmente utilizado para a obtengao de bactérias anaerdbias
obrigatorias esporuladas ou nao esporuladass!.



8.1.3 Exame direto a fresco
Engloba a colocagao de uma gota de soro fisiologico ou agua destilada numa lamina, a
suspensao da colonia de interesse sobre esta e a observagao ao microscopio na objetiva de

40X. Este € um exame que ajuda a diferenciar rapidamente leveduras, cocos ou bacilos®.

8.1.4 Identificagdo do microrganismo

O aparelho de identificagio MALDI Biotyper™ smart (Bruker Daltonics Inc.) utiliza a
técnica de Maldi-TOF-MS, lonizagao por Dessorcao a Laser assistida por Matriz com
Analisador do Tempo de Voo associado a Espetrometria de Massa. Neste é colocada uma
matriz juntamente com a colonia de interesse e ocorre o processo de liofilizagao do
microrganismo. De seguida, recorrendo a lasers, é provocada a ionizagao das proteinas e os
ioes sao acelerados por um campo elétrico ao longo de uma camara de vacuo. Estes chegam
ao detetor de acordo com a respetiva massa e carga formando um espetro especifico do
microrganismo. O espetro é depois comparado com uma base de dados permitindo a

identificacio do microrganismo™.

8.1.5 Teste de suscetibilidade aos antibioticos (TSA)

O antibiograma pode ser efetuado por sistemas automaticos, com recurso ao aparelho
MicroScan WalkAway DxM 1096 (Beckman Coulter), ou de forma manual. Para a sua
realizagao € necessario ter coldnias puras inoculadas em meio GS ou CLED.

O TSA automatico permite a incubagdo a 37°C, a leitura e a interpretagdo de cartas
de antibioticos com base nas normas estabelecidas pelo European Commitee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Este utiliza o método quantitativo de microdiluicao em caldo,
cujos pogos apresentam diluigoes em série dos antibioticos a testar. Através de turbidimetria
€ avaliado o crescimento do microrganismo de interesse e este € considerado como sensivel
(microrganismo inibido pela presenga do antibidtico), intermédio (microrganismo sensivel
com aumento da dose) ou resistente (microrganismo nao é inibido pelo antibidtico). A
concentragao minima inibitéria (CIM) corresponde a concentragao mais baixa de antibiético
necessaria para inibir o crescimento visivel do microrganismo.

Para o antibiograma manual é utilizado o método de difusao em disco, com base na
técnica de Kirby-Bauer, ou o E-test. Em ambos os casos, utilizando a técnica de sementeira
em toalha, é inoculado o meio de referéncia MHE com um in6culo de densidade 0,5 McFarland
(1,5X10® células/mL). No caso de microrganismos fastidiosos pode ser utilizada uma gelose

Mueller-Hinton com adigao de 5% de sangue (MHF). Os meios de cultura sao depois incubados
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a uma temperatura de 35 £ |1°C durante 18 * 2 horas numa atmosfera normal ou capnofilica
caso se trate de MHE ou MHF, respetivamente.

Os antibidticos utilizados sao pré-definidos pelo proprio laboratoério de acordo com
as regras do EUCAST e com a terapéutica utilizada para os diferentes microrganismos a nivel
da farmacia do hospital.

O método de difusao em disco envolve a colocagao de um disco de antibidtico sobre
o meio de cultura permitindo a sua difusao. A concentragao de antibiético vai sendo cada vez
menor a medida que nos afastamos do disco. A interpretacao deste método engloba a leitura
em milimetros do halo de inibicao formado.

No caso do E-test é utilizada uma tira impregnada de antibiético que sofre difusao
quando em contacto com o meio de cultura. Esta inclui uma escala que nos indica a CIM em
mg/L, CIM esta correspondente a intersecao da elipse de inibicao com a tira.

Em ambos os casos a caracterizagao do microrganismo é feita comparando os valores
obtidos com os breakpoints estabelecidos pelo EUCAST.

O antibiograma é utilizado de forma a definir a terapéutica mais eficaz para o paciente,
assim como reduzir possiveis resisténcias.

Em relacio aos diferentes antibidticos utilizados estes podem ter diferentes
mecanismos de atuagao, entre eles a inibicao da sintese da parede celular (beta-lactamicos), a
inibicado da sintese proteica (aminoglicosideos), a inibicao da sintese de acidos nucleicos
(quinolonas) ou a alteragao da fungao da membrana celular (colistina). Estes podem ainda

apresentar atividade bactericida ou bacteriostética *’.

Mencionando em especifico cada produto bioldgico processado no laboratério:

- Urina

A colheita de urina para uroculturas pode ser realizada de diferentes formas: saco
coletor, amostra cateterizada, aspiragao suprapubica, nefrostomia e, a mais comum, jato
intermédio. A urina colhida é transferida para tubos de acido boérico, que funciona como
conservante bacteriostatico®.

Na chegada ao laboratorio é primeiro feita a urina tipo Il ou sumaria de urina utilizando
o aparelho Sysmex UF-5000™ (Sysmex). Este, através do principio de citometria de fluxo
fluorescente com foco hidrodinamico, avalia a presenga de pariametros como eritrocitos,
leucocitos, células epiteliais, cilindros, bactérias, entre outros. Os parametros com maior peso
na decisio de se proceder a uroculturas sio a presenga de bactérias e o nimero de

leucécitos®. As primoculturas sao realizadas nos meios GS e CLED.
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Quando a amostra tem proveniéncia do HP sao feitas diretamente as uroculturas e a
amostra é colocada no aparelho de screening HB&L® (ALIFAX). Aqui a urina é introduzida em
frascos com caldo Mueller-Hinton e incubada a 37°C, o que permite a multiplicagio de
qualquer microrganismo presente. Através da leitura por turbidimetria obtemos resultados
num periodo de trés a cinco horas, sendo fornecida a curva de crescimento e a contagem

bacteriana em UFC/mL>>.

Interpretacao

As infe¢oes do trato urindrio (ITU) sao das infegoes mais comuns. Estas ocorrem
predominantemente em individuos do sexo feminino, o que esta associado a propria anatomia
e ao facto do homem produzir fluidos prostaticos com baixo pH e elevada osmolaridade.

A infecao tanto pode ser ao nivel do trato urinario inferior, como ¢ o caso da cistite,
ou ao nivel do trato urinario superior, como a pielonefrite. Existem trés vias de acesso, a
hematogénea, linfitica e, a mais frequente, a via ascendente’®.

Os microrganismos mais frequentemente responsaveis por ITU sao Enterobactérias
(Escherichia coli uropatogénica, Klebsiella spp., Proteus spp.), Staphylococcus saprophyticus e
Enterococcus spp.”.

A valorizacao das uroculturas ¢é feita de acordo com a Tabela vii.

Tabela vii - Avaliagdo do crescimento de microrganismos em uroculturas (a semi-quantificagdo é feita devido a utilizagdo de uma ansa
calibrada de 1ul)

Nidmero de Colénias em Cultura Equivalente em Unidade Formadora de
Colénias (UFC)
0 Negativo
I-10 <10* - Crescimento nao significativo, apenas

considerado em situagoes especificas (gravidez,
transplantados)

10-100 104-105 - Valorizar de acordo com historial
clinico do paciente, nomeadamente sexo, idade,
tipo de servico, hora da colheita ou histérico de

infecoes
>100 >105 - Valorizar
Polimicrobiano (presenca de trés ou mais Flora mista - Pedir nova colheita

microrganismos distintos)

29



Nas culturas onde tenhamos coldnias puras do microrganismo relevante com
quantificagio superior a 10° UFCs, procede-se de imediato para identificagio e antibiograma.
Existem casos onde ha necessidade de proceder a repicagem antes de avangar.

Na interpretagao das nossas culturas é de extrema importancia verificar a informagao
clinica presente como, por exemplo, a forma de colheita. No caso da aspiragao suprapubica a
presenca de qualquer microrganismo é um possivel agente infecioso, uma vez que esta é uma

amostra estéril .

- Sangue

O sangue é colhido para garrafas de hemocultura (primeiras a ser colhidas antes dos
restantes tubos de sangue) e a sua colheita engloba a pungao de uma veia periférica em
condigoes de assepsia. O volume recomendado é de 10 mL para adultos e variavel de acordo
com o peso para criangas, sendo obrigatoria a colheita de pelo menos duas hemoculturas de
locais diferentes. Isto permite evitar erros de ma colheita (contaminagao pela microbiota da
pele) ou detetar microrganismos que nao se apresentem continuamente na corrente sanguinea
(bacteriémia intermitente)®.

Apos a triagem das garrafas de hemocultura Bact/Alert® FA Plus estas sao colocadas
no aparelho Bact/Alert® Virtuo® (bioMérieux) para a obtengio de quaisquer microrganismos
aerobios, anaerobios facultativos ou fungos leveduriformes. As garrafas incluem na sua
composicdo um caldo triptico de soja, meio nutritivo e nao seletivo, que permite o
crescimento da maioria dos microrganismos assim como a producao e detecao correta do
CO,. Para além disso contém anticoagulante e resinas poliméricas que neutralizam antibioticos
que possam ter sido administrados, facilitando a recuperagao do possivel microrganismo. Estes
componentes sao separados por uma membrana semipermeavel do sensor de pH do CO,.
Quando a garrafa é colocada no aparelho é medido o CO, inicial e a partir dai sao feitas
leituras a cada 10 minutos. As amostras sao incubadas a uma temperatura de 37°C até um
periodo maximo de cinco dias.

A positividade é avaliada pela produgio de CO, (associado ao crescimento e
multiplicacao dos microrganismos) que se dissolve no meio tornando-o mais acido. Este
modifica o pH e faz com que haja a alteragao da cor do sensor de cinzento para amarelo, que
é detetada por técnicas colorimétricas®.

Numa hemocultura positiva procedemos a realizagdo do esfregagco corado pela
coloragao de Gram e inoculagao em GS. A observacao do esfregaco nestes casos € de extrema

importancia, uma vez que pode orientar para uma terapéutica empirica.
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Determinadas hemoculturas positivas (provenientes do HP) ou casos referidos como
possivel sepsis, sinalizados pelo Servico de Colheitas, sao colocadas no aparelho Accelerate
PhenoTest® BC (Accelerate Diagnostics). Este permite uma rapida identificacio fenotipica do
microrganismo, num periodo maximo de duas horas, e respetivo teste de sensibilidade, em

sete horas (Anexo 3)*’. Em concomitincia é sempre feito o procedimento classico.

Interpretacao

O sangue é um fluido estéril, portanto qualquer microrganismo que seja daqui isolado
pode ser responsavel pela infecao. No entanto, é preciso ter em aten¢ao possiveis
contaminantes presentes na microbiota da pele, como é o caso de Staphylococcus coagulase
negativa >’

Na maioria das situa¢oes de infegao existe apenas um agente infecioso, sendo exemplos

de microrganismos encontrados Escherichia coli, Staphylococcus aureus ou Klebsiella spp.®.

- Amostras respiratorias (expetoraciao, aspirado brénquico, lavado broncoalveolar)

As amostras respiratorias sao das amostras mais frequentes no laboratorio a seguir as
amostras de urina. A colheita da expetoragao pode ser feita logo pela manha pelo préprio
paciente, que deve lavar a boca com agua e de seguida colher o produto para um contentor
estéril através de tosse produtiva profunda. Em relagao as amostras de aspirado bronquico e
lavado broncoalveolar (LBA) a sua colheita é feita por pessoal especializado através de
fibroscopia do contetido brénquico ou do contetdo alveolar, respetivamente®.

A nivel laboratorial é feito o esfregaco corado pela coloragao de Gram e os meios de
cultura utilizados sao a GS, HAE e PVYX. Nos casos de Fibrose Quistica e Doencga Pulmonar

Obstrutiva Cronica (DPOC) sao adicionados os meios BCSA e SGC.

Interpretacao

Na expetoragao sao avaliadas caracteristicas macroscopicas, como coloragao (verde,
amarela, branca) e presenca de pus ou sangue. Para a realizagao do esfregaco e inoculagao dos
meios o produto deve ser retirado preferencialmente das zonas que possuem o pus/sangue.
Este produto tem associada uma rica microbiota da cavidade oral e, como tal, ha um cuidado
acrescido na sua interpretagao.

A informagao fornecida pelo esfregaco corado pela coloragio de Gram permite-nos
verificar se amostra foi bem colhida, se estamos na presenca de uma infecao e quais os
microrganismos predominantes. Para caracterizar a sua qualidade focamo-nos na quantidade

de células epiteliais e o que nos indica a presenca de infecao € o nimero de leucocitos. Ambos
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os parametros sao avaliados de acordo com a seguinte classificagao: | (<10 por campo, raras),
2 (entre 10-25 por campo, algumas) e 3 (>25 por campo, muitas). No caso dos aspirados
bronquicos e LBA é tido em conta também a presenca de células bronquicas.

O aspirado bronquico e o LBA sao fluidos estéreis portanto, caso seja detetado algum
microrganismo, € de se esperar que esteja presente em ambos.

As principais bactérias e fungos responsaveis por infe¢oes do trato respiratorio sao
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes,

Staphylococcus aureus, Enterobactérias e Candida spp.°'.

A Fibrose Quistica corresponde a uma doenga autossomica recessiva associada a uma
mutacao no gene de uma proteina transportadora de cloretos que é caracterizada por
alteragdes a nivel respiratorio, glandular, digestivo e reprodutor. As suas consequéncias
pulmonares implicam desidratagao das secregoes e aumento da viscosidade do muco. Os
portadores sao individuos que ficam sujeitos a um maior risco de desenvolver complicagoes
respiratérias devido a infegdes provocadas principalmente por Pseudomonas aeruginosa,

Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae®.

- Fezes

Os sintomas mais comuns de uma infecao a nivel gastrointestinal sio vomitos e
diarreia. Posto isto, quando um paciente os apresenta o clinico pede uma colheita de fezes.
Esta pode ser realizada pelo proéprio, utilizando uma espatula e colhendo uma quantidade de
fezes representativa, de preferéncia de zonas que apresentem pus ou sangue®.

A suspeita do tipo de microrganismo pode advir da histéria clinica do paciente,
patologias associadas, viagens recentes ou alteracio na agua/alimentos consumidos. E com
base nessa suspeita e, tendo em conta quais as principais bactérias responsaveis por infe¢coes
gastrointestinais, que sao definidos os meios de coproculturas: SS, HEKT, CIN, CAM, SMAC
(este ultimo apenas para amostras com proveniéncia do HP) e o caldo de enriquecimento de

bacilos Gram negativo®.

Interpretagao

Quando avaliamos este produto é bastante importante ter em atengao a sua
consisténcia (mole, dura, liquida) e presenca de pus/sangue. Para além disso, o colon é um
local com uma microbiota muito rica dai ser importante a distingao dos microrganismos que

normalmente colonizam o intestino dos que causam infegoes.
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As principais bactérias responsaveis por infecoes do trato gastrointestinal sao
Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Campylobacter spp., E. coli enterohemorragica

O157:H7 e Clostridium spp.®".

- Liquido cefalorraquidiano (LCR)

As amostras de LCR sao colhidas por profissionais para contentores estéreis através
de puncio lombar, devendo ser imediatamente processadas. E uma amostra de dificil colheita
que deve ser manuseada em condigoes de assepsia de forma a evitar possiveis contaminagoes.
Esta pode ser utilizada para estudos citologicos, bioquimicos e microbiologicos.

O seu processamento para detegao de microrganismos engloba a centrifugagao a 2500
rpm durante 10 minutos a 23°C, sendo utilizado o sedimento dai resultante. A partir deste é
feita a lamina para ser corada pela coloragao de Gram (colocando com uma pipeta duas gotas

do sedimento sem espalhar) e sio inoculados os meios GS, PVX e BHI®,

Interpretacgao

Na maioria das suspeitas de encefalites ou meningites é colhido LCR. Este produto
biologico é avaliado a nivel macroscopico (limpido ou turvo), citologico (tipo de leucocitos
presente) e bioquimico (glicose e proteinas).

O LCR é um liquido estéril, portanto qualquer microrganismo presente € o
responsavel pela infegao. Como a quantidade do agente infecioso presente é muito reduzida
existe a necessidade de concentrar a amostra de modo a aumentar a probabilidade de o
encontrar.

As bactérias mais associadas a infe¢oes do LCR sao Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae e Listeria monocytogenes e os fungos mais associados sao Cryptococcus neoformans

e Cryptococcus gattii®'.

- Zaragatoa de ferida cirurgica/nao cirurgica, vaginal ou uretral

As zaragatoas sao colhidas por pessoal especializado e colocadas no respetivo meio de
transporte, permitindo a conservagao de quaisquer microrganismos presentes.

O ideal é serem sempre colhidas duas zaragatoas para os exsudados vaginais e para os
exsudados de feridas, devendo a colheita deste Ultimo ser feita nos bordos pois é onde o
microrganismo se encontra mais ativo.

A nivel laboratorial é feito o esfregaco corado pela coloragao de Gram e os meios

utilizados estao de acordo com os principais agentes infeciosos que podem ser encontrados
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nessas localizagoes. As zaragatoas de exsudado de feridas sao semeadas em GS e as zaragatoas
vaginais e uretrais sao semeadas em GS, VCAT 3 e CNA. Quando apenas temos uma zaragatoa

sao sempre inoculados primeiro os meios de cultura e s6 depois ¢é feita a lamina do esfregaco.

Interpretagao

Neste tipo de amostra por vezes pode ser dificil a obtengcao do agente responsavel.

Nos exsudados de ferida cirurgica normalmente qualquer microrganismo ¢é
considerado, ja nos exsudados de ferida nao cirurgica (colheita mais superficial) alguns agentes
possiveis sao S. aureus e Enterococcus spp..

No caso dos exsudados vaginais e uretrais podem ser encontradas bactérias
responsaveis por infecoes sexualmente transmissiveis (Neisseria gonorrhoeae) ou

microrganismos da microbiota que se tornam oportunistas (C. albicans, L. monocytogenes)®.

- Outros liquidos biolégicos

Aqui estao incluidos liquidos como o liquido pleural, pericardico, peritoneal e sinovial.
Este tipo de produto é colhido por pessoal especializado utilizando uma seringa para
contentores esterilizados ou frascos de hemocultura. Os liquidos biologicos sao estéreis e,
como tal, a presenca de microrganismos é de valorizar®.

E sempre feito o esfregaco corado pela coloracio de Gram e inoculagio em GS, PVX
e BHI para os liquidos pleural, pericardico e sinovial, e em GS e CM para o liquido peritoneal.

Neste tipo de amostras para além de microrganismos aerdobios podemos encontrar
anaerobios. Dai a observacio do Gram e dos meios de enriquecimento permitir dar uma

orientacio nesse sentido®'.

- Exsudados purulentos, pus de abcesso e bilis

Diferentes produtos bioldgicos, todos colhidos por pessoal especializado para frascos
Portagerm™. Estes transportam a amostra em condi¢goes de anaerobiose, permitindo a
obtencao de aerdbios e anaerobios presentes. No meio de transporte existe resazurina que
por alteraciao de cor de incolor para azul nos alerta para a presenca de oxigénio dentro do
frasco®.

Para estes produtos é feito o esfregaco corado pela coloragao de Gram e as amostras

sao inoculadas em meio GS e CM.

34



- Biopsias

Esta amostra envolve uma colheita invasiva por pessoal especializado do produto
bioldgico para contentores estéreis. O seu processamento envolve a realizagio do maximo
de cortes da porgao de tecido com o bisturi, de modo a que os pedagos da amostra que sao
cultivados contenham o microrganismo®. Os meios utilizados sio GS e BHI ou CM

(dependendo da localizagao da bidpsia).

8.2 Micologia

A drea da Micologia no CHUC estuda os fungos responsaveis por infegoes a nivel
hospitalar, tanto leveduriformes como filamentosos.

Os fungos sao organismos eucariotas, metabolicamente heterotroéficos e a grande
maioria é aerdbio obrigatorio, que obtém os seus nutrientes por absor¢ao. Em termos de
constituigao estes apresentam uma parede celular composta por quitina e uma membrana
celular cujo lipido principal é o ergosterol.

Cada vez mais sao uma das causas de infegao em individuos imunocomprometidos
(transplantados, portadores de HIV, doentes oncoldgicos), apresentando-se muitas vezes
como oportunistas. Ja a porgao de fungos patogénicos para o ser humano € pequena, como €
o exemplo do Histoplasma capsulatum.

Estes podem ser isolados de diversas amostras, tais como pele, cabelo, unhas, amostras
respiratorias, sangue, LCR, entre outras. A suspeita da presenga de um fungo muitas vezes
esta associada ao historial do paciente, tendo por base dados epidemioldgicos (profissao,
viagens recentes), patologias associadas ou terapéuticas realizadas. Com base nisso as
amostras sao inoculadas em meio SGC e colocadas a incubar numa estufa a 30°C com alguma
humidade. Quando se suspeita de dermatofitos estes sao colocados a uma temperatura de
25°C. O tempo de incubagio varia, sendo necessarios pelo menos entre 21 e 30 dias até se
classificar uma cultura como negativa.

No que toca a leveduras estas sao identificadas através da
técnica Maldi-TOF-MS onde podemos distinguir fungos
leveduriformes relevantes clinicamente, como Candida spp.,
Crytpococcus neoformans ou Rhodotorula rubra (Figura 10). Em

relagao aos fungos filamentosos a medida que estes crescem e se

desenvolvem apresentam proteinas em constante alteragao, Figura 10 -  Levedura

o oL . . . ~ i Rhodotorula rubra. Fotografia
tornando dificil a criagao de um perfil para a identificagao através tirada no CHUC.
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do Maldi-TOF-MS. Para a sua caracterizagao e realizagao do diagnostico definitivo sao avaliadas
as caracteristicas macroscopicas e microscopicas.

No que toca a macroscopia importa ter em aten¢ao a pigmentagao, textura, tipo de
micélio, taxa de crescimento, entre outras. Para a realizagao da avaliagao microscopica é
utilizado o método de fragmento da coldnia sobre uma gota de azul de lactofenol e observagao
ao microscopio na objetiva de 10X e de 40X. Na microscopia é importante analisar a estrutura
das hifas e a morfologia dos esporos.

Por vezes os fungos isolados na amostra fazem parte da microbiota do individuo
(colonizagao) ou sao contaminagdes, nao tendo qualquer relevancia no diagnéstico do
paciente.

O antifingico mais utilizado no tratamento de infegdes flngicas é o flucozanol®.

Focando no microrganismo Pneumocystis jirovecii, uma
espécie que ja foi considerada um parasita mas hoje em dia é
classificada como fungo. Este pode colonizar o pulmao do ser :
humano, transmitindo-se por via respiratoria. Em individuos ‘
saudaveis causa uma infecao assintomatica e fica em estado

latente, manifestando-se apenas quando ocorre algum tipo de

imunossupressao (portadores de HIV). Nestas situagoes pode

Figura || - Observagdo ao microscopio

ser responsavel pela ocorréncia de uma pneumonia de fluorescéncia de quistos de
Pneumocystis jirovecii numa amostra

intersticial difusa. de LBA. Fotografia tirada no CHUC.

O diagnéstico é feito através de imunofluorescéncia direta pela observagao de quistos
e trofozoitos, sendo a amostra ideal o LBA. A preparagao desta inclui duas a trés lavagens,
seguidas de centrifugacao a 1500 g durante cinco minutos. Sobre o sedimento resultante sao
colocados anticorpos monoclonais marcados com isotiocianato de fluoresceina especificos
para quistos e trofozoitos de P. jirovecii. Através da observagido ao microscopio de
fluorescéncia é possivel observar as estruturas com uma coloragao fluorescente verde maga.
Os quistos sao redondos de grande dimensao, como observado na Figura || (para ser
considerado é necessario existirem mais de dois), e os trofozoitos apresentam forma de

quarto crescente®.
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8.3 Parasitologia

Hoje em dia as infe¢oes parasitarias encontram-se distribuidas por todo o Mundo,
apesar de existirem nichos endémicos. Esta crescente distribuigdo esta associada ao aumento
do nimero de viagens, ao uso descontrolado de antibioticos, as alteragoes climaticas e ao
elevado nimero de individuos imunodeprimidos.

O parasitismo implica uma dependéncia metabdlica por parte do parasita para com o
hospedeiro. Este pode causar infegao em qualquer 6rgao do corpo humano, podendo também
existir dispersos em circulagao, sendo a sua transmissao feita através de agua/alimentos,
contacto sexual, trauma ou vetores.

Os parasitas encontram-se divididos em dois sub-reinos principais: os Protozoarios,
onde estao incluidos os flagelados, ciliados, amebas e Apicomplexa; e os Metazoarios, que
incluem os Nematelmintas, Platelmintas (Trematoda e Cestoda) e artrépodes®.

As amostras para o diagnostico parasitologico podem ser ajustadas consoante a
suspeita, sendo as mais frequentes fezes e sangue.

A colheita de fezes é realizada durante trés dias alternados devendo ser colhida uma
quantidade representativa (1/3 do contentor) para cada contentor. Estas sao primeiro
analisadas macroscopicamente em termos de consisténcia (solida, pastosa, diarreica), presenga
de sangue/muco e ainda observagao de vermes adultos ou dos seus fragmentos.
Posteriormente, € feito o exame apds concentragao baseado no método bifasico de Ritchie,
utilizando o kit ParasiTrap® (Biosepar), de forma a obtermos um sedimento que é observado
ao microscépio nas objetivas de 10X e 40X*.

Em relagao as amostras de sangue sao feitos esfregacos sanguineos finos e em gota
espessa corados pela coloracio de Giemsa®. No caso dos esfregacos sanguineos finos existe
uma maior integridade da amostra, o que facilita a identificagao do parasita. No caso do
esfregaco em gota espessa concentramos numa menor area uma maior quantidade de amostra,
o que aumenta a sensibilidade da detegao do parasita. A observagao microscopica das
caracteristicas morfologicas (tamanho, cor, forma) para a sua identificagao é feita nas objetivas
de 50X e 100X.

Nas suspeitas de parasitoses € de extrema relevancia a historia clinica do paciente que
permite uma correta orientagdo no que toca a pesquisa do parasita responsavel. Aqui
importam dados como viagens realizadas recentemente, estado imunitario, patologias

associadas e terapéutica recente®.

37



Tive oportunidade de observar varios parasitas, tanto de pacientes como de amostras

de controlo de qualidade externo, dos quais destaco:

8.3.1 Plasmodium spp.

Agente responsavel pela malaria, pertencente ao filo Apicomplexa. Dentro deste
género existem cinco espécies diferentes responsaveis pela infe¢ao no ser humano: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi.

O parasita é transmitido através da picada da fémea do mosquito do género Anopheles
e no sangue do ser humano podem aparecer as seguintes formas parasitarias: trofozoitos,
esquizontes e gametocitos.

P. falciparum: infeta eritrécitos em diferentes fases de maturagao, que mantém o seu
tamanho. No esfregaco podem observar-se elevadas parasitémias (quantidade de eritrécitos
parasitados em fungao do total de eritrécitos), granulagbes de Maurer (pontuagdes
avermelhadas proximas da membrana do eritrocito), poliparasitismo e alguns parasitas
apresentam-se na marginal do eritrécito (fenomeno de bordo). Os trofozoitos tém forma de
anel (Figura 12 A) e os gametocitos forma de “banana” (Figurasl2 B), nao se observando
outras formas evolutivas. Excetuando nas situagoes de acesso pernicioso em casos graves de
malaria com altas parasitémias, onde pode ocorrer o rompimento de trombos nos capilares e

libertagao de esquizontes para o sangue periférico.

Figura 12 - A - Esfregacos de sangue periférico fino onde se observam trofozoitos de P. falciparum (em anel) e os fenémenos de
poliparasitismo e de bordo. Fotografia tirada no CHUC. B - Esfregaco de sangue periférico fino onde se observam gametdcitos
(forma de “banana”) com pigmento maldrico acastanhado. Fotografia tirada no CHUC.

P. vivax: infeta reticulocitos, apresenta baixa parasitémia e podem ser observadas
granulagoes de Schiffner (granulagoes vermelhas, pequenas e redondas). Os trofozoitos tém
aspeto ameboide, os esquizontes forma de rosacea com |2 a 24 merozoitos e os gametocitos
sao arredondados.

P. ovale: semelhante a P. vivax, diferindo na capacidade de causar um aumento do

tamanho dos eritrécitos parasitados e os seus esquizontes contém entre seis e |2 merozoitos.
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P. malariae: apresenta baixas parasitémias e os eritrocitos
mantém o seu tamanho. Os trofozoitos apresentam-se em banda
equatorial, os esquizontes em rosacea contém seis a |2
merozoitos (Figura |3) e os gametocitos sao arredondados.

P. knowlesi: pode ser observado o fendmeno de
poliparasitismo com eritrocitos de tamanho normal. O
trofozoitos apresentam-se em banda ou anel, os esquizontes
contém |6 merozoitos e os gametocitos ocupam todo o

eritrocito®.

8.3.2 Leishmania spp.

Flagelado transmitido pelos insetos hematofagos da familia
Phlebotomidae. Existem diversas espécies responsaveis por
diferentes leishmanioses: cutanea, mucocutanea ou visceral.

Nas amostras de sangue as espécies de Leishmania spp.
tém a capacidade de parasitar células fagociticas, aparecendo sob
a forma amastigota (Figura 14) onde se observa o nucleo e

cinetoplasto®.

8.3.3 Trypanosoma spp.

O

|
Figura 13 - Esfregaco em gota
espessa onde se observa o
esquizonte de P. malariae com

oito merozoitos. Fotografia tirada
no CHUC.

Figura 14 - Esfregaco de sangue
periférico fino onde se observa a
forma amastigota de Leishmania
sp.. Fotografia tirada no CHUC.

Hemoflagelado que inclui duas espécies principais: Trypanosoma cruzi, responsavel pela

doenga de Chagas, e Trypanosoma brucei, responsavel pela doenga do sono.

T. cruzi desenvolve-se no tubo digestivo de triatomineos podendo aparecer sob duas

formas no ser humano, a amastigota (nos tecidos) ou a tripomastigota (no sangue, Figura |15

A). Este completa o seu ciclo de vida no ser humano nos musculos esquelético ou cardiaco

ou em macroéfagos.

T. brucei utiliza como vetor a mosca Tsé tsé e no sangue apresenta estadios

extracelulares na forma de tripomastigota (Figura 15 B)®.
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Figura 15 - A - Esfregaco sanguineo fino com tripomastigotas de T. cruzi (cinetoplasto posterior ao niicleo, membrana ondulante,
forma em C ou U, flagelo na regiGo anterior). Fotogradfia tirada no CHUC. B - Esfregaco sanguineo fino com tripomastigotas de T.
brucei (mesma caracteristicas apresentadas por T. cruzi exceto a forma que se apresenta mais ondulada). Fotografia tirada no
CHUC.

8.3.4 Ascaris lumbricoides
Nematoda transmitido de forma fecal-oral, bastante encontrado em zonas pobres em
termos de condigoes sanitarias. O verme adulto (Figura 16) e os seus ovos podem ser

pesquisados nas fezes®.

Figura 16 - Dois vermes adultos de A. lumbricoides, redondos, com coloragdo rosada, extremidades dfiladas e cujo tamanho
varia entre |5 e 25 cm. Fotogrdfia tirada no CHUC.

8.3.5 Schistosoma haematobium

Trematoda responsavel pela esquistossomiase. Uma
espécie que se encontra distribuida geograficamente ao nivel
de Africa e cuja transmissio ocorre em ambiente aquatico

por penetragao da pele pela cercaria.

O seu diagnodstico envolve a pesquisa de ovos na

Figura 17 - Ovo embrionado de S.
haematobium com cilios e espicula
terminal. Fotografia tirada no CHUC.

urina, sendo aconselhada a colheita apos esforgo fisico
(saltar ou descer escadas). Um exemplo de ovo observado

encontra-se na Figura 17%.
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8.4 Micobacteriologia

Micobactérias sao bacilos acido-dlcool resistentes aerobios estritos, que possuem
acidos micolicos na constituicao da sua parede celular. O género engloba mais de 60 espécies
diferentes.

Mycobacterium tuberculosis complex é um grupo de micobactérias que ao infetar o ser
humano é sempre considerado um agente patogénico obrigatorio. Este é responsavel pela
tuberculose, que clinicamente pode envolver diferentes 6rgaos, como rins, ossos ou o mais
comum, os pulmoes. Os sintomas mais associados sao a perda de peso, tosse crénica com
sangue e suores NOturnos.

A transmissao é feita através de aerossois, ocorrendo a infegao primaria a nivel
pulmonar. O microrganismo vai até aos alvéolos onde ¢é fagocitado pelos macrofagos e uma
pequena percentagem tem a capacidade de resistir, sendo libertada aquando da morte destes.
As micobactérias conseguem evadir ao Sistema Imune e entram no sistema linfatico e corrente
sanguinea, espalhando-se por todo o corpo. Os individuos mais suscetiveis sao os
imunocomprometidos®.

Como a transmissao € feita por aerossdis e a sua patogenicidade é elevada a
manipulagao dos produtos bioldgicos para esta pesquisa & feita numa area especifica e
utilizando camaras de seguranga bioldgica classe |l.

No diagnostico da tuberculose a histéria clinica é suportada por exames radiologicos
em associagado com a detegao laboratorial. As micobactérias podem ser pesquisadas em
qualquer produto biolégico devido a sua dispersao, sendo o mais frequente as amostras
respiratérias. No caso da colheita da expetoragao esta é aconselhada ser feita em trés dias
consecutivos, uma vez que a emissao das micobactérias nao é continua.

O processamento das amostras inclui um processo de homogeneizacao/liquefagao,
descontaminagao e concentragao. Este envolve a utilizagao do BD BBL™ MycoPrep™ Kit que
€ composto por hidroxido de sédio a 2% (NaOH), agente mucolitico toxico para a maioria
dos microrganismos contaminantes. Inclui também N-acetil-L-cisteina (NALC) como agente
mucolitico e citrato de sodio que se liga aos ides de metais pesados quelando-os para uma
melhor acao da NALC. De forma a parar a reagao é utilizado tampao fosfato que a neutraliza.
As amostras sao depois concentradas através de centrifugacao a 3000 g durante |5 minutos,
sendo apenas utilizado o sedimento. Nas amostras estéreis e liquidas, como é o caso do LCR,

o processamento inicial ndo é necessario®.
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8.4.1 BACTEC™ 9120

Para a pesquisa de micobactérias no sangue sao utilizadas garrafas de hemocultura BD
BACTEC ™ Myco/F Lytic Culture Vials que contém no seu interior o meio nao seletivo
Middlebrook 7H9 e BHI. As garrafas sao incubadas a 35°C no aparelho BACTEC™ 9120
(Becton Dickinson) e permanecem em constante agitagao por um periodo maximo de 42 dias.
O crescimento de microrganismos € detetado através da diminuicao do oxigénio presente,
devido ao seu consumo pelas micobactérias para a realizagio do seu metabolismo®.

Em relagao ao meio Middlebrook 7H9 este inclui sais inorganicos, cloreto de sodio,

albumina bovina, dextrose e glicerol, que potenciam o crescimento das micobactérias®’.

8.4.2 Esfregaco corado pela coloracao de Ziehl-Neelsen modificada
O esfregago pode ser obtido diretamente a partir da amostra, apds o seu

processamento ou a partir de qualquer um dos meios de crescimento positivos. A coloragao

o)

de Ziehl-Neelsen modificada, ou coloragao de Kinyoun, tem
como objetivo distinguir bactérias acido-alcool resistentes.
Esta utiliza um corante primario, carbol fucsina, que cora
todas as bactérias de rosa. De seguida, administra-se o
diferenciador acido-alcool que descora todas as estruturas
celulares. No caso das micobactérias o diferenciador nao tem

atividade. Por fim, é adicionado o corante de contraste, azul

de metileno, que ajuda na distingdo das micobactérias caso
Figura 18 - Esfregaco corado pela

estejam presentes. Através da observagio ao microscépio, na  coloragdo  de  Zhiel-Neelsen
modificada onde se observam cordas

objetiva de 50X, do esfregaco proveniente de um Tubo  sugestivas de M. tuberculosis
complex. Fotografia tirada no CHUC.

Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT) com

crescimento positivo, conseguimos verificar a presenga de micobactérias coradas de rosa em

forma de cordoes num fundo azul (Figura 18). Os esfregacos sao depois classificados em nao

observado, I+ (I a 10/100 campos), 2+ (I a 10/10 campos), 3+ (I* 10/campo) ou 4+

(>10/campo)®.

8.4.3 Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT)

Os tubos de MGIT contém caldo modificado de Middlebrook 7H9 ao qual é adicionada
uma mistura de antibidticos e antifungicos, designada de PANTA (polimixina B, anfotericina B,
acido nalidixico, trimetoprim e azlocilina).

Utilizando o sistema automatico BACTEC™ MGIT™ 960 (BD) é possivel nao so fazer

a detecao de micobactérias como também o seu TSA. A detegao é feita através da presenga
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de fluorécromos sensiveis ao oxigénio livre em solucio. A medida que as bactérias se
multiplicam ha consumo de oxigénio e a sua substituicao por didxido de carbono. Desta forma,
o fluorécromo deixa de ser inibido, emitindo fluorescéncia. Os tubos sio incubados a 37°C e
lidos a cada hora. Estes sao considerados negativos se apos seis semanas nao tiver existido

qualquer tipo de emissio de fluorescéncia®.

8.4.4 Meio de cultura Lowenstein-Jensen (L))

O meio solido utilizado para o isolamento de micobactérias é o
meio Lowenstein-Jensen, que é colocado numa estufa a 37°C. Este inclui
na sua constituicao ovo, glicerol (fontes de proteina e acidos gordos) e
verde de malaquite (inibe o crescimento de contaminantes).

A avaliagao deste meio deve ser feita diariamente durante seis

semanas e, caso haja o crescimento de colonias de M. tuberculosis complex,

estas apresentam-se esbranquicadas com um formato de couve-flor
Figura 19 - Tubo de LJ

(Figura |9)49. com uma  colénia
sugestiva de M.

tuberculosis complex.
Fotografia tirada no
CHUC.

Caso qualquer um dos meios de cultura (MGIT ou L)) positive é sempre realizado um
esfregaco corado pela coloragao de Ziehl-Neelsen modificada e inoculada uma placa de GS
para ter a certeza que nao é um contaminante. De seguida, procede-se a identificacio da

micobactéria presente.

8.5 Serologia

O Sistema Imune inclui uma componente celular, constituida por células como
macroéfagos, neutrofilos ou linfocitos, e uma componente humoral, correspondente aos
anticorpos.

Os anticorpos ou imunoglobulinas sao glicoproteinas sintetizadas a partir de
plasmécitos, existindo cinco classes diferentes caracterizadas pela cadeia pesada que os
compoem.

Na Serologia do CHUC as classes com maior relevancia para o estudo de infegoes sao:

= IgG, anticorpo que existe em maior percentagem no soro humano, sendo o Unico com
capacidade de atravessar a placenta;
= |gM, anticorpo que existe em menor quantidade no soro, apresentando-se como um

pentamero. Este é o primeiro a ser produzido aquando do contacto com um antigénio;
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= |gA, o segundo anticorpo mais comum no soro, apresentando-se sob a forma de um dimero.
Este funciona como primeiro sistema de defesa ao nivel das mucosas, estando presente em

secregoes como a saliva.

A Serologia € uma drea que tem como base a interagao antigénio-anticorpo, permitindo
a detegao e quantificagao do anticorpo presente e a avaliagao da evolugao de infegoes. Estes
anticorpos resultam da exposigdo a um agente infecioso®.

Sao varias as técnicas realizadas no laboratério para a detegao das imunoglobulinas,

nomeadamente:

8.5.1 Ensaio de Imunoabsorc¢ao Enzimatica (ELISA)

Os anticorpos presentes na amostra ligam-se ao antigénio adsorvido em cupulas de
uma microplaca, formando o complexo antigénio-anticorpo. De seguida, é adicionado um
anticorpo anti-imunoglobulina humana marcado com a enzima peroxidase. Para revelar a
presenca do complexo ¢é utilizado um substrato cromogénico, que por agao enzimatica origina

cor. A intensidade da cor é diretamente proporcional & quantidade de anticorpo®.

8.5.2 Ensaio de Fluorescéncia Enzimatica (ELFA)

Adicionamos a amostra a um suporte constituido por cones que tém adsorvido o
antigénio para o anticorpo de interesse. De seguida, é adicionado um anticorpo anti-
imunoglobulina humana marcado com fosfatase alcalina. Apds a reagao de hidrolise entre a
enzima e um substrato marcado com uma substancia fluorescente, é medida a fluorescéncia

emitida a 450 nm, que é proporcional A concentracio de anticorpo®.

8.5.3 Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia (CMIA)

Utiliza antigénios recombinantes especificos que revestem microparticulas magnéticas,
permitindo a ligacdo ao anticorpo de interesse. De seguida, é adicionado um anticorpo
monoclonal anti-imunoglobulina humana ligado a isoluminol e sao adicionados reagentes que
iniciam a reagao quimioluminescente. O sinal dai resultante é proporcional a quantidade de

anticorpo®.
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8.5.4 Rosa de Bengala

Teste qualitativo para detecao de anticorpos IgM
ou IgG anti-Brucella abortus através de uma reagao de
aglutinagao. Este envolve a adicao de uma suspensao

inativada e corada com rosa de bengala de Brucella

BIOMERIEUX

abortus ao soro do paciente. A positividade é observada =TT lex=1| (1 [Te [0 =153 ¢

através da presenga de aglutinados na placa, como € o Figura 20 - Teste negativo de Rosa de Bengala.
7 Fotogrdfia tirada no CHUC.
caso do controlo positivo da Figura 20™.

8.5.5 Rapid Plasma Reagin (RPR)

RPR-Carbon (BioSystems) é um teste nao treponémico para detecao de Treponema
pallidum. Este determina a presenca de reaginas (anticorpos formados contra lipidos derivados
de células infetadas por T. pallidum) no soro do paciente. As reaginas ligam-se ao antigénio
constituido por cardiolipina, lecitina e colesterol associado a carvao ativado. Quando o teste
é positivo observa-se aglutinacao e a positividade € caracterizada pela maior diluicao onde esta
se apresenta.

Utilizando o RPR podemos fazer a monitorizagio da infecio e do seu tratamento™®.

8.5.6 Treponema Passive Particle Agglutination (TP-PA)

O Kit Serodia TP-PA (Fujirebio Inc) é um teste
treponémico que utiliza o principio de aglutinagao em
microplaca. Neste caso, siao utilizadas particulas de
gelatina em suspensao sensibilizadas com antigénio

de T. pallidum.

Este é um teste qualitativo e semi-quantitativo
‘ : S " para a presenga de anticorpos anti-T. pallidum 1gM ou
Figura 21 - Exemplo de testes TP-PA. Fotografia

tirada no CHUC. IgG. Caso as particulas estejam concentradas no
centro do pogo este é considerado negativo. Caso exista aglutinagdo forma-se um anel bem
definido periférico ou as particulas ficam dispersas de modo uniforme e este é considerado

positivo (exemplos presentes na Figura 21)*.

8.5.7 Imunofluorescéncia Indireta (IFl)
Utilizagao de uma lamina que a superficie tem adsorvido o antigénio para a pesquisa do

anticorpo de interesse. Numa primeira fase, caso a amostra seja positiva, forma-se um
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complexo antigénio-anticorpo que é revelado através da utilizagdo de um anticorpo anti-
imunoglobulina humana marcado com fluoresceina. A lamina é observada no microscopio de
fluorescéncia, permitindo uma avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa da titulagao do
anticorpo. A intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a concentragao da

imunoglobulina”'.

O principal produto biologico utilizado na Serologia é o soro, podendo em alguns casos
ser utilizado LCR.

A colheita das amostras deve ser feita na fase aguda da infecao e novamente na fase de
convalescenca, duas a trés semanas depois, permitindo uma correta avaliagao da cinética dos
anticorpos. Um aumento de quatro vezes o seu titulo faz o diagndstico da maioria das infe¢oes.
A titulagao permite a detegao e também a monitorizacao de doengas infeciosas.

Normalmente a presenca de anticorpos IgM indica que estamos perante uma infe¢ao
primaria e a presenca de anticorpos IgG esta associada a situagoes de infe¢ao passada, podendo
em determinados casos conferir imunidade®. Aquando da presenca simultinea de anticorpos
IgM e IgG é por vezes necessario distinguir o tempo ocorrido desde o inicio da infe¢ao e para
isso € feita a avidez da IgG. Este teste faz uso de um agente desnaturante, como a ureia, para
quebrar a ligacao do complexo antigénio-anticorpo. Quando a avidez ¢ alta significa que ha
uma maior interagao antigénio-anticorpo e, portanto, a infecao ocorreu ha mais de quatro
meses”.

As serologias mais solicitadas no CHUC sao para:

- Treponema pallidum, bactéria responsavel pela sifilis. Para o seu diagnostico utiliza-se

o seguinte logaritmo: primeiro é feito o rastreio dos anticorpos IgM/IgG através de CMIA e

caso este seja positivo procede-se a titulagao por RPR. Quando o RPR ¢ reativo estamos na
presenca de uma infecao recente que tem de ser confirmada por testes treponémicos,

nomeadamente a pesquisa especifica de anticorpos IgM. Nos casos em que o RPR da nao

reativo sao realizados testes treponémicos, como o TP-PA ou o Fluorescent Treponemal

Antibody Absortion Test (FTA-Abs). Este Gltimo é uma técnica de imunofluorescéncia indireta

que permite a pesquisa de anticorpos IgG contra T. pallidum. Caso o TP-PA ou o FTA-Abs
sejam positivos confirmam a presenga de uma infegao passada pela bactéria.
Os anticorpos treponémicos ao contrario dos nao treponémicos mantém-se para o

resto da vida do individuo®.

- Virus da Hepatite B, agente patogénico que infeta os hepatocitos causando hepatites.

Este pode ser transmitido por diferentes vias, entre elas a via perinatal, sexual e parentérica.
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Com base nos sintomas de dor abdominal, ictericia e aumento de enzimas hepaticas o clinico
pode suspeitar desta infecao.

No diagnostico serologico de Hepatite B esta pode ser classificada como Hepatite B
aguda, quando estamos na presenca do antigénio de superficie (HBsAg) e antigénio e (HBeAg)
(virus encontra-se em fase replicativa), ou como Hepatite B crénica, quando estao presentes
o HBsAg por um periodo superior a 6 meses, anticorpo total de core (Anti-HBc total) e o

HBeAg ou o anticorpo anti-e (Anti-HBe)®.

- SARS-CoV-2, virus responsavel pela atual pandemia de Coronavirus Disease 2019
(COVID-19). Este é transmitido através de aerossois e os principais sintomas associados sao
tosse, febre, falta de paladar e olfato.

No CHUC sao determinados os anticorpos IgM contra a nucleocapside do virus ou os
anticorpos IgM e IgG contra a proteina spike através de CMIA. A serologia deste virus ainda
esta a ser pesquisada, sendo que alguns estudos referem o aparecimento dos anticorpos IgM

em simultdneo com os anticorpos IgG’>

Para além disso em grupos populacionais especificos é sempre feita a serologia como
forma de prevengao. Nas gravidas é sempre avaliado o acronimo STORCH (sffilis,
toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus e herpes), uma vez que o adquirir da infecao durante
a gravidez pode ter graves consequéncias para o bebé.

No caso de doentes sujeitos a transplantes é também preciso haver um seguimento
imunolégico de diferentes virus, bactérias e parasita, uma vez que estes ficam

imunodeprimidos apos o transplante, podendo vir a desenvolver alguma infegao®.

8.6 Biologia Molecular

A detegao e identificagao de microrganismos por técnicas de Biologia Molecular tem
sido uma grande aposta a nivel laboratorial devido a sua rapidez de resposta (principalmente

em casos urgentes) através da pesquisa de partes do genoma.

8.6.1 GeneXpert® (Cepheid)
O aparelho faz uso de cartuchos que incluem todos os reagentes necessarios para a
lise da amostra, amplificacao e detecao de genes de microrganismos utilizando a técnica de

Reagao em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real). Nalguns casos permite
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também a detecio de genes de resisténcia’. A colheita da amostra envolve a utilizacio de
zaragatoas com meio de transporte especifico.

Sao varios os microrganismos ou toxinas que podem ser identificados utilizando este
aparelho, sendo alguns exemplos:

- o complexo M. tuberculosis complex e presencga do gene de resisténcia a rifampicina:
teste realizado em situagoes de urgéncia com forte suspeita ou quando o esfregago € positivo.
Desta forma, esta pesquisa permite evitar cadeias de transmissao e a administragao da
terapéutica mais correta”;

- Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA): colheita de uma zaragatoa nasal
para testes de rastreio de colonizagao em individuos de risco (internados);

- Klebsiella resistente a carbapenemases (KPC): colheita de zaragatoa retal para testes
de rastreio de colonizagao em individuos de risco (internados). A pesquisa destas bactérias
permite reduzir taxas de transmissao e de mortalidade;

- Streptococcus agalactiae: detegao feita em mulheres gravidas, uma vez que a infegao
por esta bactéria tem elevadas implicagoes em termos de morbidade e mortalidade no recém-
nascido;

- Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae: pesquisa em exsudados vaginais e
uretrais de bactérias responsaveis por infecoes sexualmente transmissiveis, para as quais
outras areas, como a serologia, por vezes nao conseguem dar resposta;

- toxina de Clostridium difficile: a pesquisa deve ser feita em fezes diarreicas de individuos
com idade superior a 65 anos, uma vez que esta é uma causa de comorbilidades apods

antibioterapia®.

8.6.2 FilmArray® Torch (bioMérieux)

Utiliza painéis que pesquisam diversos agentes infeciosos (bactérias, fungos ou
parasitas) mais associados ao tipo de infecao para os diferentes sistemas, tanto a nivel
respiratério superior ou inferior, meningites/encefalites, gastrointestinal ou hematologico.

Esta técnica utiliza um PCR multiplex nested que consegue fazer no mesmo aparelho a
extracao, purificacio e amplificacio dos genes dos diferentes microrganismos presentes na
amostra. Primeiro é feito um PCR utilizando primers externos e de seguida um PCR com
primers internos. Neste caso, é utilizada uma sonda de fluorescéncia LCGreen® Plus que emite
fluorescéncia ao ser intercalada na dupla cadeia de DNA. Os resultados podem ser obtidos

numa hora’.
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8.6.3 VitaPCR (Credo Diagnostics)

Utiliza a técnica de PCR em tempo real, permitindo a obtengao de um resultado em
apenas 20 minutos. Através da colheita de uma zaragatoa, neste caso nasofaringea, é capaz de
detetar o virus SARS-CoV-2. Esta determinagao engloba a pesquisa de trés alvos em
simultaneo, um correspondente ao gene humano da P-globina, um gene especifico da
nucleocapside viral e uma sequéncia conservada do virus. Apesar do aparelho possuir uma
menor sensibilidade, pode ser utilizado em situagoes de rastreio e situagoes mais urgentes,

uma vez que apresenta elevada especificidade e resultados bastante rapidos”.

8.7 Virologia

Virus sao microrganismos intracelulares obrigatérios que dependem da célula
hospedeira para se replicarem. Existem virus cujo genoma é constituido por DNA (virus
herpes simplex) ou acido ribonucleico (RNA) (HIV). O viriao inclui o genoma envolvido pela
capside e, em alguns casos, um envelope®. Estes podem ser transmitidos de diversas formas,
como por exemplo através de aerossdis, fecal-oral, contacto sexual ou trauma®.

O laboratério de Virologia encontra-se no HP e devido ao tempo ser limitado nao
houve a oportunidade de observar os procedimentos Ia realizados.

Neste setor a pesquisa laboratorial ocorre de forma dirigida através da pesquisa de
componentes virais (antigénios ou o genoma) ou pesquisa de anticorpos contra o virus.
Algumas amostras necessitam de passar primeiro por um processo de inativagao. De seguida
é realizada a extracao e amplificacao, que pode ser feita através de PCR em tempo real, no
caso de se tratar de virus de DNA, ou RT-PCR, no caso de se tratar de virus de RNA. A
amplificacao engloba ciclos de aumento e diminuicido da temperatura onde sao utilizados
primers especificos para o gene do virus que pretendemos pesquisar, que se ligam a sequéncia
de interesse e por hibridizagio permitem a obtencio de varias copias do mesmo®.

Outras técnicas bastante utilizadas sio o FilmArray® Torch (bioMérieux) e técnicas
imunocromatograficas ou imunoenzimaticas, quando se tenciona pesquisar os anticorpos.

Em algumas situagoes, como no caso do HIV, é ainda quantificada a carga viral de forma
a permitir avaliar a evolugao da doenca e a monitorizagao da terapéutica e sio utilizadas

técnicas de sequencia¢ao, que determinam a presenca de resisténcias a antirretrovirais.
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9. Caso Clinico n.°l de Microbiologia

Um individuo do sexo masculino de 20 anos deu entrada no servigo de Urgéncia com
queixas de dor no pénis (com varios dias de evolugao e agravamento recente), apresentando
no Ultimo dia um corrimento uretral. Na avaliagao clinica referia disuria, dor de 3 em 10 e
encontrava-se com sinais vitais normais.

Com base nisto o clinico determinou a colheita de uma zaragatoa de exsudado uretral
para despiste de infecoes sexualmente transmissiveis e este foi medicado com terapéutica
empirica.

A nivel laboratorial a partir da zaragatoa do exsudado uretral foram feitas as
sementeiras nos meios de cultura GS, VCAT 3 e CNA e depois o esfregago corado pela
coloragao de Gram. Os meios foram incubados a 37°C em atmosfera capnofilica e observados
apo6s 18 a 24 horas.

Na observagao do esfregago verificou-se a presenga de diplococos de Gram negativo
sugestivos de Neisseria spp. (Figura 22 A), fornecendo uma expectativa em relagao ao
microrganismo a ser recuperado através das culturas.

O Unico meio que permitiu o isolamento da bactéria de interesse foi o VCAT 3, uma
vez que os restantes estavam contaminados com microbiota da zona urogenital.

As espécies de Neisseria spp. apresentam um crescimento lento, podendo demorar
mais de 48 horas até serem detetadas em cultura. Como o individuo tinha uma terapéutica
prévia fez com que demorasse ainda mais tempo a sua recuperagao e visualizagao em placa. A
persisténcia na obtengao da bactéria foi devida a observagao do exame microscopico.

Posteriormente, foi inoculada em meio GS de forma a realizar-se o respetivo

antibiograma (Figura 22 B).

Figura 22 - A - Esfregaco corado pela coloragdo de Gram onde se observam diplococos de Gram negativo. Fotogrdfia tirada no
CHUC. B - Meio GS com colénias de N. gonorrhoeae que se apresentam esbranquicadas, translicidas e brilhantes. Fotografia
tirada no CHUC.
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Apos o isolamento foi feita a identificagao pela técnica de Maldi-TOF-MS de Neisseria
gonorrhoeae e o respetivo antibiograma manual.
Para a sua realizacao foram utilizadas tiras de E-test em meio

de cultura MHF e testados os antibioticos definidos pelo

ey

.

laboratério contra N. gonorrhoeae com base nas normas do

il
M

EUCAST (Figura 23): azitromicina, ceftriaxona, ciprofloxacina,

penicilina, espectinomicina e tetraciclina. Os meios foram

incubados a 37°C durante 18 a 24 horas em atmosfera capnofilica. —
. . . . Figura 23 - Antibiograma
Com base nos breakpoints estabelecidos pelo EUCAST foi possivel  manual através de E-test para
. o L L espectinomicina e ceftriaxona.
averiguar a sensibilidade da bactéria a todos os antibidticos  Fotografia tirada no CHUC.
testados.

Outra técnica que podia ter sido utilizada na identificagdo do microrganismo era a
Biologia Molecular (GeneXpert®), porém esta apresenta a desvantagem de nio permitir a
realizacao do antibiograma.

Através da historia clinica, sintomas, observacao do esfregaco corado pela coloragao
de Gram e exame cultural foi possivel fazer o diagndstico de uretrite provocada pelo agente
patogénico Neisseria gonorrhoeae.

Como a terapéutica empirica nao teve resultado, a medicacao foi alterada apos o

diagnostico. Porém, foram desenvolvidas resisténcias aos antibioticos utilizados, sendo as

possiveis causas a falha terapéutica ou o nao tratamento do parceiro sexual.

Neisseria gonorrhoeae é um diplococo de Gram negativo aerobio com crescimento
fastidioso. Esta é a bactéria responsavel pela gonorreia, uma infegao sexualmente transmissivel.

A nivel clinico a gonorreia € caracterizada pela emissao de uma descarga purulenta nos
orgaos genitais e disuria (em individuos sintomaticos), sendo mais comum existirem mulheres
assintomaticas do que homens.

Hoje em dia a gonorreia é considerada a segunda principal infecao sexualmente
transmissivel, com cerca de 87 milhoes de novas pessoas infetadas por ano, e a sua prevaléncia

deve-se ao cada vez maior nimero de estirpes multirresistentes®.

10. Caso Clinico n.°2 de Microbiologia

Individuo do sexo feminino de 48 anos transferida de outro Hospital, deu entrada no

servigco de Urgéncia do CHUC devido a cefaleia intensa occipital associada a vomito aquoso,
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sem sinais de irritagao meningea e com episddios de delirio durante a noite. Para além disso,
referia a ocorréncia de sudorese intensa e rigidez na nuca. A mulher apresentou-se sempre
consciente e orientada. Esta era portadora de HIV desde 2017, porém sem tratamento nem
acompanhamento em consulta.

Com base nos sintomas e conhecimento da presenca da infegao por HIV, suspeitou-se
de meningite flingica por Cryptococcus spp. A mulher foi internada no servi¢o de Infeciologia e
foram colhidos os produtos biologicos urina, sangue e LCR.

A urina foi colhida e processada de acordo com o mencionado no produto biolégico
“Urina” e como nao apresentava quaisquer alteragoes significativas nao se procedeu a exame
cultural.

Em relagao ao sangue foram colhidas duas garrafas de hemocultura seguidas do tubo
de gel, tubo de citrato e tubo de EDTA K;. O procedimento para as garrafas de hemocultura
foi de acordo com o mencionado no produto bioldgico “Sangue”, tendo apenas positivado
uma delas. A partir desta procedeu-se ao esfregaco corado pela coloragao de Gram e a
inoculagdo do meio GS, que permaneceu na estufa a 37°C com atmosfera capnofilica durante
I8 a 24 horas.

Os tubos de gel, citrato e EDTA K; foram utilizados para as determinagoes bioquimicas
e seroldgicas, de hemostase e hemograma com leucograma, respetivamente. Os parametros
da hemostase e do hemograma nao apresentaram alteragoes significativas.

O LCR foi colhido e processado de acordo com o descrito em ‘“Liquido
cefalorraquidiano (LCR)” e foi analisado em termos microbioldgicos, bioquimicos e
citoldgicos. A nivel microbioldgico, a partir do sedimento obtido pela centrifugacao do LCR
foi realizado o esfregago corado pela coloragao de Gram e inoculados os meios GS, PVX e

BHI, que foram colocados na estufa a 37°C em atmosfera capnofilica durante 18 a 24 horas.

Devido a ser uma situagao de emergéncia e ao facto da obtengao dos resultados
através de exame cultural ser um processo demorado, foram realizadas técnicas de Biologia
Molecular utilizando o FilmArray® Torch (BioMérieux). Neste foi colocado o painel para
meningites/encefalites (requer no minimo 200uL de LCR) e foi feito um PCR multiplex nested,
que detetou um microrganismo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii numa hora.

E sempre necessaria a realizacio dos procedimentos classicos para fazer o diagnéstico

definitivo.

Em relagao aos resultados obtidos para as diferentes amostras verificamos que na

andlise do esfregaco da hemocultura foram observadas células leveduriformes sugestivas de

52



Cryptococcus ssp.. O exame microscopico foi confirmado pelo exame cultural onde cresceu
um microrganismo identificado pela técnica Maldi-TOF-MS como Cryptococcus neoformans.

A bioquimica sanguinea permitiu confirmar que a mulher apresentava um estado de
infecao generalizada, através dos elevados niveis de proteina C reativa e procalcitonina.

A observagao microscopica do LCR permitiu visualizar alguns leucocitos (10-
25/campo) e algumas células leveduriformes com capsula a gemular (10-25/campo) (Figura 24
A). No exame cultural foi detetado o crescimento de um microrganismo, identificado pelo

Maldi-TOF-MS como Cryptococcus neoformans (Figura 24 B).

Figura 24 - A - Esfregaco corado pela coloragdo de Gram onde é possivel observar células leveduriformes a gemular e respetivas
capsulas. Fotogrdfia tirada no CHUC. B - Sementeira por inundagdo de LCR em PVX, onde é possivel observar C. neoformans
com coldnias esbranquigadas, mucdides e brilhantes. Fotografia tirada no CHUC.

A bioquimica do LCR analisou trés parametros: a glicose, as proteinas e a LDH. Neste
caso, a glicose apresentava-se normal e as proteinas e a LDH estavam aumentadas. Em relagao
a analise citologica, esta determinou um predominio de mononucleares.

Estas informagoes permitem confirmar a existéncia de uma possivel infecao devido ao
aumento do nivel proteico e LDH e excluir a infegao por bactérias, uma vez que nestes casos
ha consumo de glicose e um predominio de polimorfonucleares’.

A nivel serologico foram detetados anticorpos contra HIV. A amostra foi enviada para
o HP para se proceder a confirmagao, avaliagao do tipo de HIV e quantificagao da carga viral
de modo a seguir a evolugao da patologia e do tratamento. No HP foi identificado o HIV tipo
I (HIV-1).

Desta forma foi feito o diagndstico de meningite criptocécica secundaria a infecao por
HIV e a paciente teve alta para o domicilio, com consulta marcada em Imunodeficiéncia e

medicagao antirretroviral e contra C. neoformans prescrita.

Cryptococcus neoformans € um fungo leveduriforme cosmopolita encontrado em solos
contaminados com excrementos de pombo. Este é transmitido através da inalagao de esporos

em aerossois.
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O fungo apresenta como principal fator de viruléncia uma capsula polisacaridica, que
permite a evasao ao Sistema Imune, inibe a fagocitose e suprime as defesas do organismo. As
pessoas saudaveis tém a capacidade de eliminar a infegao tornando-a limitada, sendo os
individuos muitas vezes assintomaticos. Em situagoes de imunodepressao C. neoformans pode
apresentar-se como um oportunista e em casos de criptococose disseminada esta pode ser
fatal, caso a infegao nao seja tratada. Portadores de HIV sao um exemplo de individuos mais
suscetiveis a este tipo de infecao.

A primoinfe¢ao ocorre a nivel pulmonar, sendo o fungo disseminado para a circulagao
através de macrofagos. Este apresenta um neurotropismo acentuado podendo ser responsavel
por meningoencefalites. A clinica é caracterizada por febre, dor de cabega, disturbios visuais

e alteragoes neurologicas.

O virus da imunodeficiéncia humana pertence a familia Retroviridae e inclui dois tipos:
o tipo | (HIV-1) e o tipo 2 (HIV-2).

Em relagao ao HIV-1, este tem a capacidade de infetar linfocitos T CD4+, sendo a
principal forma de transmissao o contacto sexual desprotegido. Apos a infecao primaria o
virus atua no sentido de aumento de replicagao e consequentemente da carga viral, e
diminuicao dos linfécitos T CD4+. A implicagao é o aumento da destruicao imunoldgica,
tornando o individuo mais suscetivel a infe¢oes oportunistas.

A terapéutica envolve a administragdo de antirretrovirais (TARV), cujo principal
objetivo é a supressao da replicagao viral, permitindo a recuperagao imunolégica.

Em algumas situagoes € através da detegao de infe¢oes oportunistas, como o caso da

criptococose, que é descoberta a presenca da infegio por HIV®.

1. Bioquimica

Na Bioquimica sao avaliados parametros que permitem analisar a correta performance
de diferentes partes do organismo: func¢ao renal, pancreatica, intestinal, cardiaca, hepatica, os
diferentes metabolismos ou ainda o balango eletrolitico. Os principais produtos biologicos
analisados sao o soro e a urina, e devido a ser processado um tao grande niUmero de amostras,
esta € uma das areas que apresenta maior nivel de automatizagao.

A maioria dos parametros € determinada utilizando os aparelhos Alinity c (Abbott) que
utilizam técnicas fotométricas e potenciométricas e, para além disso, sao feitas outras

determinagoes, tais como:
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- avaliagao sumaria da urina, que inclui os parametros bioquimicos (pH, proteinas,
bilirrubina, entre outros) e a analise do sedimento (leucocitos, cilindros, cristais, entre outros);

- hemoglobina glicada através de HPLC e possiveis variantes de hemoglobina;

- pesquisa de sangue oculto nas fezes por técnicas de imunoquimica, realizadas em
amostras de individuos com mais de 45 anos como forma de rastreio de cancro do colon;

- lateral flow assay para pesquisa da hormona B-gonadotrofina corionica humana, virus
(dengue), parasitas (Plasmodium spp.), multidrogas ou mononucleose;

- pesquisa de vitaminas e metabolitos através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espetrometria de Massa (HPLC-MS);

- caracterizagao da composicao de calculos renais, l ; y
através da avaliagao da percentagem de carbonatos, calcio, %Q 9 \,f\é L
oxalato, fosfato, magnésio, acido urico e cistina (Figura 25);

- utilizando sangue arterial sao feitas gasometrias,
onde se avaliam os gases sanguineos (pressao parcial de O,  Figura 25 - Processo manual para

caracterizagdo da composigdo de cdlculos
e COZ), pH e eletrolitos (potéSSiO, sodio, calcio e cloreto) renais. Fotografia tirada no CHUC.
presentes;

- pesquisa e quantificagao de metais, como o zinco, aluminio ou cobre, por técnicas de
Espetrofotometria de Absorgao Atomica.

No HP foi possivel contactar com outras técnicas, entre elas:

- teste do suor, para pesquisa de cloretos quando se suspeita de Fibrose Quistica;

- esteatocrito, que permite a avaliagao da gordura fecal.

12. Imunologia

A Imunologia permite o estudo do sistema imunolodgico associado as respetivas
interagoes com o proprio organismo ou substancias externas a este. Nesta area podem ser
estudadas uma grande panoplia de patologias, tais como
gamapatias monoclonais, rea¢oes alérgicas ou de
hipersensibilidade, imunodeficiéncias, doengas autoimunes,
entre outras.

A area de Imunologia no CHUC inclui dois setores

distintos, o da Autoimunidade e o da Imunologia. As  Figyg 26 - Exemplo de padrdo de
.. - - . fluorescéncia observado utilizando a
principais amostras utilizadas sao o soro, o LCR e a urina  ycnica de IFI. Fotografia tirada no CHUC.

de 24 horas. Existindo uma grande variedade de técnicas
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realizadas que sao mencionadas nas Tabelas viii e ix, juntamente com alguns exemplos dos

parametros avaliados.

Tabela viii - Técnicas e exemplos de pardmetros avaliados no setor da Autoimunidade

Setor da Autoimunidade

ELISA Pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina, anti-p2-
glicoproteina, anti-histonas, anti-fator intrinseco

IFI Pesquisa de anticorpos antinucleares e
citoplasmaticos através dos diferentes padroes
de fluorescéncia apresentados (Figura 26)

Immunoblotting Pesquisa de anticorpos associados a sindromas
neurolégicos, hepaticos, miosites e do tecido
conjuntivo

Imunoensaio Fluroenzimatico (FEIA) Pesquisa de anticorpos anti- transglutaminase,

anti-gliadina, anti-dsDNA, anti-mieloperoxidase,
anti-proteinase 3

Quimioluminescéncia Screening de  anticorpos  anti-antigénios
nucleares (ENA7): anti-SSA (Roé60), anti-
Ro52/TRIM21, anti-SSB (La), anti-Sm, anti-nRNP,
anti-Scl-70 e anti-Jo-|

Radioimunoensaio (RIA) Pesquisa de anticorpos anti-dsDNA, anti-insulina

Tabela ix - Técnicas e exemplos de pardmetros avaliados no setor da Imunologia

Setor da Imunologia

Eletroforese e Imunofixacdo Realizado em proteinas do soro (albumina, al,
a2, B e Y), urina (proteinas de origem tubular,
albumina e proteinas de origem glomerular) ou
LCR (bandas oligoclonais)

FEIA Pesquisa de IgE especificas para alergénios
ambientais, animais ou alimentares

HPLC-MS Quantificacao de imunossupressores
(everolimus)

Nefelometria Pesquisa de albumina, imunoglobulinas,
subclasses de IgG, cadeias leves livres, fator
reumatoide

Turbidimetria Pesquisa de imunoglobulinas A, G, E e M, cadeias
leves kappa e lambda, complemento C3 e C4,
subclasses de IgA, apoAl, apoB 100

Técnicas Manuais Pesquisa de Crioglobulinas, técnica de Waaler-
Rose

56



13. Conclusao

As Anilises Clinicas apresentam-se como uma area em constante mudanga e evolugao
que necessita de estudo continuo, uma vez que sao constantemente feitas novas descobertas
e desenvolvidas novas tecnologias.

A realizacao deste estagio permitiu perceber a rotina dentro de um laboratoério
hospitalar e também participar de forma ativa na realizagdo das muitas técnicas executadas
nos diferentes setores. Desta forma, para além de consolidar todo o conhecimento dado
durante o curso pude também aprender novas tematicas, como as abordadas no setor da
Autoimunidade.

Durante o mesmo consegui presenciar a necessidade da interligagao e cooperagao
entre as diversas areas e os diferentes profissionais, de modo a serem obtidos os resultados
mais corretos e no menor tempo possivel. Sendo notoria a crescente automatizagao devido
ao elevado numero de amostras.

Apesar do esforgo realizado pelas minhas orientadoras e responsaveis dos setores, nao
houve, por vezes, oportunidade para visualizar a dindmica ou a execugao das técnicas devido
ao laboratério englobar tantas areas diferentes e ao tempo limitado. Contudo foi sempre
explicado o modo de funcionamento, as técnicas utilizadas e enquadrado o tipo de parametros
avaliados.

Um dos aspetos que acho que ajudaria a complementar toda esta experiéncia teria sido
a formagao para realizacao de colheitas aquando do curso de Analises Clinicas, de modo a ter
a oportunidade de praticar em contexto laboratorial.

Considero esta uma experiéncia bastante enriquecedora a nivel profissional e inter-
relacional que me permitiu integrar nos procedimentos laboratoriais e contactar com pessoas

com outro tipo de formagoes, fungdes e conhecimentos tao diversos.
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15. Anexos

Anexo |: Autorizagao para uso de imagem

rendrik franco <rendri@hotmail.com> q & N

ter, 2 02118:32

Para: Vocé

Prezada Patricia,

Obrigado pela mensagem.

Escrevi este capitulo ha tanto tempo, fico apenas em duvida se a imagem que quer utilizar (ndo
sei exatamente qual seria) ainda seria valida a luz dos conceitos atuais. De qualquer forma, de
minha parte ndo haveria problema algum.

Cordiais saudacdes,

R. Franco

Anexo 2: Coloragcao de Gram

A Coloragao de Gram envolve a adigao de um corante primario, cristal de violeta, que
penetra a parede bacteriana e cora todas as bactérias de roxo. De seguida, é adicionado o
mordente, soluto de lugol, que forma um complexo com o primeiro corante e fica retido
dentro das bactérias. A adicao do diferenciador, alcool-acetona, para além de eluir os lipidos
da membrana externa consegue atravessar a fina camada de peptidoglicano retirando a
coloragao as bactérias de Gram negativo. Nas bactérias de Gram positivo este nao tem agao
devido a espessa parede de peptidoglicano. Por fim, é adicionado o segundo corante, safranina,
que cora todas as bactérias que nao foram coradas.

Utilizando esta técnica conseguimos obter uma distingao entre bactérias de Gram
positivo que coram de roxo e bactérias de Gram negativo que coram de rosa.

Anexo 3: Fundamento do aparelho Accelerate PhenoTest® BC (Accelerate
Diagnostics)

Em primeiro lugar é feita uma electrofiltracao em gel, de forma a limpar a amostra de
restos celulares, sais ou proteinas, obtendo apenas os microrganismos presentes. Sobre estes
é aplicado um campo elétrico e utilizado um gel com poros mais pequenos que o diametro
dos microrganismos.

Posteriormente é realizada a técnica FISH, utilizando uma mistura de sondas alvo
marcadas com fluorescéncia (verde) que através de permeabilizagao se ligam ao RNA do
ribossoma. E também utilizada uma sonda universal (vermelha) que se liga a todas as bactérias
ou fungos clinicamente relevantes. Isto permite a quantificagao e identificagao dos organismos
alvo, que apresentem tanto a sonda alvo como a sonda universal.

ApOs a identificagao sao testados uma selegao de antibioticos através de analise celular
morfocinética, que permite verificar o crescimento e multiplicagado do microrganismo (inclui
morfologia, taxa de divisao, entre outras). E com base nestas caracteristicas sao extrapoladas

as CIM para cada antibiotico testado.
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