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Resumo

A elaboragao do presente relatério de estagio tem como objetivo a descricao das
atividades realizadas no ambito do estagio curricular do Mestrado em Anilises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, efetuado no laboratdrio de analises
clinicas Coimbralab. Este relatério inclui uma abordagem geral do local de estagio, uma
descricao dos procedimentos pré-analiticos, analiticos e pods-analiticos, assim como do
controlo de qualidade de cada uma das areas. Os procedimentos analiticos sao os mais

detalhados, focando-se principalmente nas areas de Imunologia e Microbiologia.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Imunologia, Microbiologia, Serologia, Urocultura

Abstract

The elaboration of the following report aims to describe the developed activities in the
curricular internship of the MSc degree in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of
Coimbra University, that took place at the laboratory Coimbralab. This report includes a
general approach of the internship, a description of the pre-analytical, analytical and post-
analytical procedures, as well as the quality control of each area. The analytical procedures

are the most detailed, focusing mainly on the Immunology and Microbiology areas.

Keywords: Clinical Analysis, Immunology, Microbiology, Serology, Urine Culture






I. Introducio

Ao longo dos dois anos do Mestrado em Andlises Clinicas foram-nos transmitidos
conhecimentos tedricos que, com alguma formagao pratica complementar, nos permitem
desempenhar um papel ativo, como profissionais de salde, no laboratorio de andlises clinicas,
como tivemos oportunidade de experienciar durante o estagio curricular.

Os laboratoérios de andlises clinicas tém um papel fundamental na manutengao da qualidade
de vida das populagdes, sendo os resultados analiticos obtidos essenciais nao s6 para auxiliar
o clinico a efetuar diagnodsticos, mas também para alertar para a possibilidade de existéncia de
determinadas patologias e acompanhar/monitorizar o tratamento das mesmas. Desta forma,
o laboratério deve garantir a qualidade de todos os seus resultados.

Estes laboratérios tém vindo a sofrer alteragoes no seu funcionamento, utilizando-se cada
vez mais equipamentos automaticos em detrimento das técnicas manuais, o que permite

fornecer os resultados mais rapidamente e reduzir o nimero de erros pelo operador.

2. Coimbralab

O laboratério Coimbralab iniciou a sua atividade a 16 de Maio de 1984, tendo como
objetivo a realizacio de analises clinicas. E constituido por um laboratério central na zona do
Vale das Flores, em Coimbra e diversos postos de colheitas, tendo também ao dispor dos
utentes servigo ao domicilio e algumas parcerias com institui¢oes.

O laboratoério integra varios setores funcionais, sendo estes: hematologia, coagulagao,
microbiologia, bioquimica, uriandlise, coprologia, imunologia/imunoquimica, serologia,
toxicologia, monitorizacao de drogas e um setor de endocrinologia laboratorial.

O Coimbralab é um laboratoério certificado, de acordo com as duas normas: NP EN ISO
9001 e Normas para Laboratério Clinico.

Em 2018, o Coimbralab passou a fazer parte do grupo Unilabs.

3. Procedimento pré-analitico

As amostras bioldgicas passam por diversas etapas até chegarem ao laboratorio. Para
comegar tem que ser feita a inscricao do utente e registo das analises a realizar, bem como
de informagoes importantes acerca do utente (se toma algum tipo de medicagao ou se tem
algum problema de saude, entre outras). O utente deve ser informado, pelos colaboradores

do laboratoério, dos procedimentos a seguir para as analises que ira realizar, como por exemplo



se necessita ou nao de efetuar a colheita de sangue em jejum, ou no caso da colheita de urina
a forma como esta deve ser realizada.

A fase que se segue a inscrigao consiste na colheita e correta identificagdo das amostras
bioldgicas a analisar. No Coimbralab é utilizado um sistema de identificagao com etiquetas, em
que cada uma contém: o nome do utente e o seu nimero de processo seguido da identificagao
do setor para onde deve ser encaminhada essa amostra, algumas indicagoes de como deve ser
conservada a amostra (protegao da luz, centrifugar e separar, entre outras) e, no caso de
colheita de sangue, a cor da tampa do tubo a utilizar.

Finalmente, as amostras sao encaminhadas para o ponto de triagem do laboratério, em

que se regista a entrada das mesmas e se efetua a sua distribui¢ao por setores.

4. Amostras

Existem amostras de grande diversidade a serem analisadas no ambito das anilises clinicas,
sendo que no Coimbralab as amostras mais comuns s3o: sangue total, soro, plasma, urina,

fezes, exsudatos vaginal, uretral, retal, purulento e nasofaringeo.

5. Controlo de qualidade

5.1. Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno é importante na avaliagao da precisao, ou seja, da
aproximagao dos resultados dentro do proéprio laboratério. Cada equipamento segue um

plano de controlo interno.

5.2. Controlo de qualidade externo

O controlo externo é importante para garantir a exatidao dos resultados obtidos nos
equipamentos utilizados no laboratério, comparando-os com os de outros laboratorios.

Este controlo é realizado todos os meses nos equipamentos de hematologia, coagulagao
e bioquimica, enquanto no equipamento de imunologia alguns pardmetros sao controlados
mensalmente e outros trimestralmente. Na microbiologia realiza-se um controlo trimestral

no setor da bacteriologia e um controlo quadrimestral no setor da parasitologia.



6. Bioquimica

6.1. Amostras e equipamentos

No setor de bioquimica sao analisados trés tipos de amostras, sangue total, soro e urina.
Para o processamento destas amostras sao utilizados varios equipamentos, com diversas
fungoes: a quantificagdo de parametros no soro e urina é realizada no Olympus AU680; a
hemoglobina glicada (HbAc) é quantificada no HA8160, sendo que para essa analise se utiliza
sangue total; o sedimento urinario é analisado no AutionMax e observado no microscopio

otico; e a eletroforese de proteinas séricas é feita no minicap.

6.2. Controlos de qualidade interno e externo

No Olympus AU680 é efetuada uma calibragao diaria da creatinina no soro, enquanto na
urina se efetua apenas uma vez por semana. Os outros parametros sao calibrados se houver
mudanca no lote de reagente ou quando o resultado do controlo excede o limite de controlo
+ 2DP (média mais ou menos dois desvios padrao), segundo as regras de Westgard.
(Westgard, 2002) No soro todos os parametros sao controlados diariamente, com excegao
das proteinas especificas, que sao controladas uma vez por semana. Na urina, a creatinina e a
microalbumindria sao controladas uma vez por semana.

No minicap o controlo é efetuado uma vez por semana.

O controlo externo é realizado uma vez por més.

7. Hematologia

7.1. Amostras, equipamentos e principais analises

Na hematologia utilizam-se trés tipos de amostra: sangue total, soro e plasma.

As principais analises deste setor sio o hemograma (no equipamento Pentra 80), a
velocidade de sedimentagao (no Vesmatic), grupos sanguineos, tempos de coagulagao (tempo
de protrombina e tromboplastina e Razao Normalizada Internacional (INR), sendo que estas
se realizam no Thrombolyzer). Sao também efetuadas algumas técnicas manuais: esfregagos
sanguineos (contagem de reticulécitos, estudo morfoldgico do sangue periférico) e pesquisa

de parasitas no sangue.



7.2. Controlos de qualidade interno e externo

Nos equipamentos destinados aos hemogramas e a velocidade de sedimentagao sao
efetuados dois niveis de controlo diariamente, sendo que se usam dois niveis por semana
alternando entre baixo, normal e alto.

No Thrombolyzer sao efetuados dois niveis de controlo diariamente, controlo | (baixo) e
controlo 2 (alto).

O controlo externo é realizado mensalmente.

8. Endocrinologia

8.1. Amostras e equipamento

Neste setor o soro é a amostra mais analisada e o equipamento utilizado é o mesmo

do setor de imunologia, o Architect i2000sr.

8.2. Controlos de qualidade interno e externo

O laboratério tem um plano de controlo interno para o equipamento Architect i2000sr, em
que todos os testes sao controlados uma vez por semana e calibrados quando se altera um
lote de reagente ou quando o resultado do controlo excede o limite de controlo + 2DP (média
mais ou menos dois desvios padrao), segundo as regras de Westgard. (Westgard, 2002)

Sao utilizados dois tipos de controlo: multiparamétrico e de analito Unico. O controlo
multiparamétrico engloba os seguintes parametros de endocrinologia: Anti-tiroglobulina
(ATG), Anti-tiroperoxidase (ATPO), Estradiol, Testosterona, Hormona Foliculo-estimulante
(FSH), Hormona Luteinizante (LH), T3 total (T3), Hormona Estimulante da Tirdide (TSH) e
Prolactina, enquanto os parametros Hormona Paratiroide (PTH), T3 livre (FT3), T4 livre
(FT4), T4 total (T4) e Progesterona sao controlados por um controlo de analito Unico.

O controlo externo é realizado mensalmente, utilizando amostras enviadas pela Sociedade
Espanhola de Medicina de laboratério (SEQC™) que depois analisa os resultados obtidos em
cada laboratorio participante no programa de avaliagao externa e encaminha para os mesmos
um relatério com a comparagao dos resultados de todos.

Os parametros do setor de endocrinologia controlados mensalmente sao os seguintes:
Cortisol, Estradiol, Testosterona, LH, FSH, Progesterona, Prolactina, PTH, TSH, T4, FT4, T3,
FT3.



9. Imunologia

9.1. Amostras

Neste setor a amostra mais analisada é o soro, efetuando-se também algumas analises a
fezes e urina, sendo algumas das técnicas manuais. O equipamento destinado ao setor de
imunologia é o Architect i2000sr, sendo que o Olympus AU680 também ¢é utilizado para algumas

analises.

9.2. Controlo de qualidade
9.2.1. Controlo de qualidade interno

O laboratério tem um plano de controlo de qualidade interno para o equipamento
Architect i2000sr, em que todos os testes sao controlados uma vez por semana e calibrados
quando se altera um lote de reagente ou quando o resultado do controlo excede o limite de
controlo £ 2DP (média mais ou menos dois desvios padrao), segundo as regras de Westgard.
(Westgard, 2002)

Sao utilizados dois tipos de controlo: multiparamétrico e de analito tnico. O controlo
multiparamétrico engloba os seguintes parametros: Gonadotrofina Corionica Humana (j3-
HcG), o-fetoproteina (AFP), CA-125, Antigénio Carcinoembrionario (CEA), Antigénio
especifico da prostata livre (PSA livre — FPSA) e Vitamina B12 enquanto os parametros Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Virus da Hepatite C (HCV), Antigénio de superficie da
hepatite B (Ag HBs), Anticorpo contra o antigénio de superficie da hepatite B (Ac HBs),
Anticorpo IgG contra o antigénio do nucleo da hepatite B (Ac HBc IgG), Anticorpo IgM contra
o antigénio do nucleo da hepatite B (Ac HBc IgM), Anticorpo IgG contra o Virus da Hepatite
A (HAV IgG), Anticorpo IgM contra o Virus da Hepatite A (HAV IgM), CA 15-3, CA 19-9,
Antigénio especifico da préstata (PSA total — TPSA), Folato/Acido félico, Toxoplasma IgG
(Toxo 1gG), Toxoplasma IgM (Toxo IgM), Rubéola IgG (Rub IgG), Rubéola IgM (Rub IgM),
Citomagalovirus IgG (CMV IgG), Citomegalovirus IgM (CMV IgM), Insulina, Vitamina D3 (25-
OH) sao controlados por um controlo de analito Unico.

As andlises efetuadas no Olympus AU680, titulo de antiestreptolisina O (TASO), fator
reumatoide (FR) e proteina C reativa, sio controladas uma vez por semana e calibradas
quando ha uma mudanca de reagente para um novo lote, ou quando o resultado do controlo
excede o limite de controlo £ 2DP (média mais ou menos dois desvios padrao), segundo as

regras de Westgard. (Westgard, 2002)



9.2.2. Controlo de qualidade externo

O controlo externo é realizado mensalmente, utilizando amostras enviadas pela
Sociedade Espanhola de Medicina de laboratério (SEQC™) que depois analisa os resultados
obtidos em cada laboratério participante no programa de avaliagao externa e encaminha para
os mesmos um relatorio com a comparagao dos resultados de todos.

Os parametros controlados mensalmente sao: 3-HcG, AFP, CEA, PSA total, PSA livre,
Folato, Vitamina Bl 2.

Os parametros Ag HBs, Ac HBc, Ac HCV, Rub IgG e Toxo IgG sao controlados

trimestralmente.

9.3. Equipamento Architect i2000sr
9.3.1. Modo de funcionamento do equipamento

O Architect i2000sr usa como método de detecao e quantificagio de analitos o
Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia (CMIA).

Num imunoensaio é usado um anticorpo como reagente para dete¢io de um
determinado analito (antigénio), enquanto num imunoensaio por quimioluminescéncia, é usada
uma molécula quimioluminescente como indicador, de forma a detetar e quantificar as reagoes
imunologicas, sendo o acridinio uma das moléculas quimioluminescentes mais usadas (como é
o caso do equipamento utilizado no Coimbralab). A oxidagao, em ambiente alcalino, do estér
de acridinio por peroxido de hidrogénio, na presenga de um detergente, emite luz a 429 nm.
(Burtis et al., 2008)

O CMIA utiliza microparticulas  paramagnéticas  revestidas com um
anticorpo/antigénio/particula  viral  especifico para se ligar ao analito, um
anticorpo/antigénio/particula viral conjugado com acridinio, uma solugao pré-ativadora e uma
solugao ativadora. (Wild, 2013)

A solugao pré-ativadora contém peroxido de hidrogénio, tem a capacidade de manter
um ambiente acido (evitando a emissao prematura de luz) e de evitar a aglomeragao das
microparticulas e elimina a matéria corante do acridinio do conjugado combinado com o
complexo de microparticulas, preparando a matéria corante do acridinio para a etapa que se
segue. (Wild, 2013)

A solugao ativadora contém hidroxido de sédio, que alcaliniza o meio provocando a

oxidagao do acridinio pelo peréxido de hidrogénio, ocorrendo a emissao de luz. (Wild, 2013)



A emissao de luz é medida durante um periodo de tempo pré-definido, de forma a
quantificar a concentragao de analito ou determinar interpretagoes qualitativas para os ensaios
de indice (cutoff). (Wild, 2013)

Reacio de CMIA:

i.  Aamostra é pipetada para a cuvete de reagao.

i.  Sao pipetadas microparticulas paramagnéticas, revestidas com a molécula que
se vai ligar ao analito, pata a cuvete de reagao.
iii. A cuvete com a mistura de reagao é agitada de forma a homogeneizar a mesma.
iv. O analito liga-se as moléculas que revestem as particulas paramagnéticas,
formando um complexo.
v.  As particulas paramagnéticas sao atraidas, para uma parede da cuvete, por um
iman e a cuvete é lavada para eliminar os materiais nao combinados.
vi.  As moléculas conjugadas com acridinio sao pipetadas para a cuvete de reagao,
combinando-se com o complexo, completando assim a mistura de reagao.
vii.  Apos a incubagao da mistura de reagao, a cuvete passa por uma nova lavagem
para remover os materiais nao combinados.
viii. A solugao pré-ativadora é adicionada a cuvete de reagao e o sistema otico
efetua uma leitura de background.
ix. A solucao ativadora é adicionada a cuvete de reagao.

x. O sistema 6tico mede a emissao por quimioluminescéncia. (Wild, 2013)

9.3.2. Anilises efetuadas no equipamento
9.3.2.1. Congénitas - Painel TORC (Toxoplasmose, Rubéola e Citomegalovirus)

a) Toxoplasmose

O agente etiologico da toxoplasmose é Toxoplasma gondii, um microrganismo unicelular,
protozoario, pertencente ao filo Apicomplexa. Normalmente a infe¢do em adultos ¢é
assintomatica, mas pode também apresentar um quadro clinico semelhante a uma gripe. A
taxa de transmissao materno-fetal € menor no primeiro trimestre do que no terceiro, mas as
consequéncias para o feto sao mais graves se a infec¢ao ocorrer no primeiro trimestre,
podendo ocorrer desde sequelas neuroldgicas a aborto. (Ahmad et al, 2014; Martins, 2002)

O ciclo sexual deste parasita da-se no seu hospedeiro definitivo, individuos da familia
Felidae. O ooquisto de Toxoplasma gondii é resistente a mudangas ambientais e pode ser
ingerido pelo Homem ou outro hospedeiro intermediario, dando depois origem ao

esporozoito, que inicia o seu ciclo assexual. O esporozoito penetra o epitélio intestinal dando
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origem a taquizoitos, que sao a forma que provoca infegao sistémica e tem a capacidade de
infetar e de se replicar em todas as células (exceto glébulos vermelhos) dos mamiferos,
podendo também atravessar a placenta e infetar o feto. Apos a replicagao dos taquizoitos no
interior das células, estas rompem, libertando mais taquizoitos que se vao disseminar no
organismo do hospedeiro. Passado algum tempo podem formar-se quistos tecidulares, que
contém bradizoitos e sao infeciosos quando ingeridos. Os bradizoitos sao mais pequenos do
que os taquizoitos e dividem-se mais lentamente, quando sao libertados podem invadir todas
as células e permanecem nos diversos orgaos para o resto da vida. (Ahmad et al,, 2014; Gagne,
2001)

Existem quatro formas de toxoplasmose congénita: doenga neonatal sintomatica, doenga
de gravidade média a severa no primeiro més, sequelas na infancia ou adolescéncia devido ao
facto de a infegao nao ter sido diagnosticada e, por fim, infegao subclinica. (Gagne, 2001)

E portanto habitual fazer-se o rastreio de toxoplasmose na gravidez, sendo que o método
mais usado consiste na realizagio de testes serologicos que se baseiam na titulagio de
anticorpos especificos IgM e IgG para a toxoplasmose. (Martins, 2002)

Os anticorpos especificos IgM surgem no sangue nos primeiros dias de uma primoinfegao,
aumentando o seu nivel durante cerca de dois meses e desaparecendo nos meses seguintes
(até 18 meses). Os anticorpos IgG surgem cerca de uma a duas semanas apos a infegao,
atingindo os valores mais elevados entre o primeiro més e o segundo més, sofrendo depois
um decréscimo gradual, mas permanecendo presentes por toda a vida em concentragoes mais
baixas. (Gagne, 2001; Martins, 2002)

ApOs a realizagao do rastreio, se for verificado que a mulher nao esta imunizada contra a
toxoplasmose, esta deve efetuar uma monitorizagao seroldgica da doenga durante a gravidez,
pelo menos uma vez em cada trimestre ou se houver suspeita de infegao.

Se a analise for positiva para IgG e negativa para IgM, considera-se que o risco é reduzido
e que a IgG confere imunidade. (Martins, 2002)

Se a analise for negativa para IgG e positiva para IgM pode indicar que existe infe¢ao aguda.
O resultado deve ser verificado por uma técnica diferente para evitar falsos positivos. Neste
caso a mulher gravida deve iniciar tratamento e repetir a serologia apoés 3 semanas. Se o
resultado da andlise se mantiver significa que a mulher possui anticorpos nao especificos, mas
se alterar para IgG positiva e IgM positiva confirma que se trata de uma primoinfegao recente.
(Martins, 2002)

Por ultimo, se o resultado da andlise for positivo tanto para IgG como para IgM indica a

existéncia de uma primoinfe¢ao recente ou de uma infegao antiga com IgM residuais. (Martins,

2002)
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b) Rubéola

O virus da rubéola pertence a familia Togaviridae e ao género Rubivirus e é um virus de
acido ribonucleico (RNA), envelopado. Tem como unico reservatério o Homem, e a sua
transmissao ocorre por contacto direto com secre¢oes nasofaringeas de individuos infetados,
tendo como periodo de incubagao cerca de 14 a 21 dias, havendo uma maior incidéncia da
doenca no final do inverno e inicio da primavera. Individuos com infe¢ao primaria podem
transmitir o virus desde 7 dias antes do aparecimento das erupgoes cutineas até 7 dias depois.
(Ahmad et al,, 2014; PORTUGAL. Direcao Geral de Saude, 2000)

A doenga comega com mal-estar, febre baixa, sintomas no trato respiratério superior e
com o aparecimento de uma erupgao cutidnea na cara, que depois se estende pelo tronco e
extremidades, com duragao de até 3 dias. Em adultos, especialmente em mulheres, podem
ocorrer artralgias e artrites transitorias como complicagao da doenca. (Ahmad et al, 2014;
Brooks et al., 2007)

A infecao na mulher gravida pode ser assintomadtica e o virus tem a capacidade de
atravessar a placenta, podendo trazer consequéncias graves para o feto, desde malformagoes
congénitas a aborto espontaneo. (PORTUGAL. Diregao Geral de Saude, 2000)

A transmissao vertical € mais frequente no primeiro trimestre, sendo que a medida que a
placenta se vai desenvolvendo, e ficando mais madura, comega a funcionar como barreira a
passagem do virus. As anomalias causadas no feto podem ser transitorias ou tardias
(endocrinopatias e anomalias vasculares). As criangas que tenham sido infetadas
congenitamente podem transmitir o virus durante pelo menos 6 meses apds o nascimento.
(Ahmad et al,, 2014; PORTUGAL. Direcao Geral de Saude, 2000)

Assim como na toxoplasmose, sao também realizados rastreios através de testes
serologicos, fazendo-se a pesquisa de anticorpos IgG e IgM. (PORTUGAL. Diregao Geral de
Saude, 2000)

Se a andlise for positiva, com valores médios a elevados para IgG e negativa para IgM
considera-se que a mulher é imune a rubéola. Se os valores de IgG forem baixos, a analise
deve ser repetida apds 2 a 3 semanas e se ocorrer um aumento de 4 vezes dos niveis de IgG
ou se a IgM positivar significa que ocorreu infegao, enquanto que se os valores de IgG se
mantiverem significa que a mulher é imune. (PORTUGAL. Direcao Geral de Saude, 2000)

Se a andlise for negativa para IgG e positiva para IgM significa que esta a ocorrer infegao.

(PORTUGAL. Diregao Geral de Saude, 2000)
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c) Citomegalovirus

O Citomegalovirus humano (CMV) é um virus da familia Herpesviridae, de acido
desoxirribonucleico (DNA), que tem um efeito citopatico, produzindo inclusdes
citoplasmaticas e citomegalia (aumento da célula), nas células por ele infetadas. E um virus que
apresenta elevada especificidade para a espécie e determinadas células. (Ahmad et al, 2014;
Brooks et al., 2007)

O CMV ¢ transmitido pessoa-a-pessoa através de contacto proximo e sexual e contacto
com material biologico (saliva, secregoes nasofaringeas, urina, sangue, secregoes cervicais e
sémen) contaminado com o virus. Este tem um periodo de incubagao de cerca de 4 a 8
semanas apos a exposi¢ao ao virus em criangas normais e adultos, e provoca uma infegao
sistémica, estabelecendo depois infecao latente para o resto da vida. (Ahmad et al, 2014;
Brooks et al., 2007)

A infecao por CMV no feto ou em recém-nascidos pode ser severa, sendo que a maioria
destas criangas pode vir a apresentar defeitos de desenvolvimento e atraso mental, podendo
também ocorrer hepatoesplenomegalia, ictericia, anemia, entre outras. O virus pode ser
transmitido no Utero, tanto em infe¢oes primarias como em reativagoes da infegao, mas este
ultimo caso raramente resulta em danos no feto. A crianga pode também ser exposta ao CMV
no trato genito-urinario da mae durante o nascimento, assim como através do leite materno,
mas nestes casos sao administrados anticorpos a crianga e a infegao tende a ser subclinica.
(Brooks et al.,, 2007)

E comum efetuar-se o rastreio de CMV nas gravidas, sendo que este se baseia na detegao
de anticorpos IgG e IgM contra CMV no soro. A presenca de IgG sugere uma infegao passada
e a presenca de IgM uma infecao recente. No caso de um resultado ser positivo deve ser
repetido e se este se mantiver a amostra é enviada para um laboratério externo para ser
confirmado pela mesma técnica num equipamento diferente. O resultado pode ainda ser

confirmado por PCR ou pelo isolamento do virus. (Brooks et al., 2007)

9.3.2.2. Doencas Infeciosas

a) Virus da imunodeficiéncia humana

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus, ou seja, codifica a enzima
transcriptase reversa, que converte o RNA numa cadeia dupla de DNA. Existem dois tipos de
HIV que provocam a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA), sendo estes o HIV-1 e o

HIV-2. (Ahmad et al,, 2014)
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O diagnostico da infegao por HIV inicia-se por fazer uma pesquisa de antigénios virais ou
de anticorpos contra o virus. As técnicas usadas nestas pesquisas apresentam uma elevada
sensibilidade mas uma baixa especificidade (elevada taxa de falsos positivos), o que leva a que
resultados positivos tenham que ser sempre confirmados por outras técnicas. (Ahmad et al,
2014; Cui et al, 2015)

Quando o resultado do teste € “nao reativo” considera-se negativo, enquanto no caso
de o teste dar um resultado “reativo” este deve ser repetido, e se a repeticao mantiver a
reatividade deve ser entao efetuado um teste confirmatorio. (Cui et al, 2015) Neste caso, a
amostra é enviada para um laboratério externo, onde é depois efetuada a mesma técnica num
equipamento diferente. O resultado pode ainda ser confirmado pela técnica de Western Blot,
que deteta anticorpos contra proteinas especificas do HIV. (Ahmad et al, 2014)

Os anticorpos nao sao detetaveis através destas técnicas nas primeiras 6 a |2 semanas
apos o inicio da infegao, periodo no qual o virus pode ser transmitido, tanto por contacto
sexual como por contacto com sangue infetado (transfusao sanguinea, entre outras). Ja o RNA
do HIV é detetavel no plasma a partir de 6 a 10 dias apos o inicio da infegao, por reagao de

polimerase em cadeia (PCR). (Ahmad et al, 2014)

9.3.2.3. Hepatites de causa viral

a) Hepatite A

O virus da hepatite A (HAV) pertence a familia Picornaviridae e ao género Hepatovirus. Este
virus é de grande resisténcia a ambientes extremos (esgotos, pH do estomago) sendo
considerado a maior causa de hepatite aguda viral. Os picornavirus sao virides com capside
composta por quatro proteinas (VPI a VP4), sendo o seu genoma constituido por uma
molécula de RNA de cadeia simples. Este virus é transmitido por via fecal-oral e a doenga
pode ser assintomatica em cerca de 50 % dos adultos ou apresentar manifestagoes clinicas
como: febre e ictericia, perda de apetite e dor no quadrante abdominal superior direito. Estas
manifestagdes podem ser acompanhadas de urina escura, hepatomegalia e alteragio dos
valores dos marcadores hepaticos (aminotransferases e niveis de bilirrubina elevados). (Ahmad
et al, 2014; Barroso, Meligo-Silvestre e Taveira, 2014)

O diagnostico é efetuado através da pesquisa de anticorpos contra HAV no soro. Os
anticorpos IgM encontram-se maioritariamente presentes no inicio da infe¢ao, permanecendo
detetaveis durante semanas a meses, enquanto os anticorpos IgG sao a classe predominante
no periodo de convalescen¢a, permanecendo no soro indeterminadamente, ou seja, a

presenca isolada de IgG no soro nao é indicativa de uma infecao recente. (Ahmad et al,, 2014)
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b) Hepatite B

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia Hepnaviridae e ao género Orthohepadnavirus
e € um virus de DNA, envelopado. Ao contrario do que acontece com o virus da hepatite A,
alguns dos individuos infetados tornam-se portadores de HBV. Este virus é transmitido através
do contacto com fluidos corporais de individuos infetados. As manifestagoes mais comuns da
hepatite B aguda sao fadiga, nduseas, perda de apetite e dor no quadrante abdominal superior
direito. (Ahmad et al, 2014)

Niveis elevados de antigénio de superficie da hepatite B (AgHBs), DNA de HBV e de
antigénio “e” do virus da hepatite B (AgHBe) podem ser detetados no soro durante uma
infecao aguda. O antigénio do nucleo da hepatite B (AgHBc) pode também estar presente na
infecao aguda, mas a sua presenga pode ser mascarada pela existéncia de anticorpos contra o
mesmo. Mais tarde podem ser detetados os anticorpos anti-HBs e anti-HBe, que removem os
antigénios HBs e HBe, respetivamente. O anticorpo anti-HBs confere protegao contra uma
nova infecdo e o anticorpo anti-HBc pode ser detetado numa fase inicial da infegao e
permanecer no soro durante anos. O diagnostico de hepatite B recente baseia-se
essencialmente na pesquisa de antigénios virais e anticorpos contra o virus, principalmente de
anticorpos IgM contra o AgHBc, visto que permanecem no soro apenas entre 6 a |12 meses
apos a infecao aguda, enquanto os anticorpos IgG anti-HBc e anti-HBs caracterizam uma
infecao antiga (as vacinas induzem apenas a produgao de anticorpos anti-HBs). (Ahmad et al,
2014)

Em individuos com hepatite B crénica, o AgHBs pode ser detetado em periodos de infecao
ativa (nao se desenvolve anticorpo anti-HBs), assim como o anticorpo anti-HBc. Existem dois
tipos de hepatite B cronica: numa é detetado AgHBs, mas nao AgHBe e na outra sao ambos
detetados. O desenvolvimento de anticorpo anti-HBe associa-se a uma melhoria clinica.

(Ahmad et al,, 2014)

c) Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus. E um
virus de RNA envelopado e é transmitido através do contacto com sangue de individuos
infetados. (Ahmad et al, 2014)

A incubagao do HCV ocorre em média entre 6 a |2 semanas e a maioria das infe¢coes sao
assintomaticas, mas resultam numa grande percentagem de portadores cronicos do virus. A
hepatite C cronica pode estar associada a valores elevados de alanina aminotransferase (ALT)
no soro e € uma das principais causas infeciosas de doenga crénica do figado e necessidade de

transplante do mesmo. (Ahmad et al, 2014)

24



O diagndstico de HCV ¢é efetuado com base na pesquisa de anticorpos contra HCV no
sangue, pois os seus antigénios nao sao detetaveis no mesmo. Na infe¢ao aguda por HCV a
pesquisa de anticorpos no sangue € negativa entre | a 3 semanas apos o inicio da infecao.

(Ahmad et al,, 2014)

9.3.2.4. Marcadores tumorais

Entende-se como marcador tumoral qualquer substancia de carater bioquimico, que seja
produzida ou induzida pelas células neoplasicas e que possa refletir o crescimento e/ou
atividade das mesmas, de forma a permitir a detegao de um tumor maligno, bem como avaliar
a sua evolugao e a resposta terapéutica. Assim, é aceitavel considerar que os marcadores
tumorais sao moléculas produzidas pelas células neoplasicas e que se podem localizar no
préprio tumor (na forma de antigénio de superficie), ou no sangue, urina e outros liquidos
organicos. (Magro e Bento, 1997)

Um marcador tumoral deve ser sensivel (estar elevado na maioria dos doentes) e
especifico do tumor que se pretende detetar. Visto que muitas destas substancias nao sao
produzidas apenas por células neoplasicas s6 tém valor de diagndstico quando acompanhadas
por outros exames. (Magro e Bento, 1997)

Para além disso é importante averiguar se os niveis de marcador tumoral estao elevados
no momento do diagndstico, porque nesse caso, o mesmo sera Util na monitorizagao da
resposta a terapéutica e, apos o tratamento, na pesquisa do aparecimento de recidivas. (Magro

e Bento, 1997)

a) Antigénio especifico da prostata e fracdao livre de antigénio especifico da
prostata

O antigénio especifico da prostata (PSA) é uma proteina produzida pelas células da glandula
prostatica, podendo circular ligado a outras proteinas ou na sua forma livre. E utilizado como
biomarcador na detegao e monitorizagdo do cancro da proéstata, podendo os seus niveis
aumentar também noutras situagoes, como numa prostatite ou na hiperplasia benigna da
prostata. (Ankerst et al, 2016; Ferrari, 2009)

Se forem detetados valores elevados de PSA (sendo que se considera como limite normal
4,0 ng/mL) e de forma a evitar cirurgias desnecessarias, que tém como consequéncias
incontinéncia urinaria e disfungao erétil, deve efetuar-se a raziao entre a fragao livre de PSA
(FPSA) e o PSA, que é especialmente util quando os valores de PSA se situam entre 4 ng/mL

e 10 ng/mL, sendo que se considera que quando esta razao é inferior a 0,15 é sugestiva de
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cancro da prostata, enquanto valores elevados (superiores a 0,25) sugerem a presenga de
doenca benigna da prostata. (Dias, 2018; George, 2017; Ito et al, 2003; Perkins et al., 2003)
No caso de o PSA ser utilizado como rastreio e resultar em valores sugestivos de cancro
da proéstata devem sempre realizar-se de seguida outros exames para confirmagao, sendo
esses o toque retal e uma biopsia da prostata. (Ankerst et al,, 2016; Perkins et al,, 2003)
Se o cancro apresentar valores elevados de PSA, a determinagao posterior deste marcador
deve ser usada para a avaliagao da resposta ao tratamento e para detegao do aparecimento

de recidivas. (Ankerst et al,, 2016; Perkins et al., 2003)

b) CA 15-3

O CA 15-3 é frequentemente usado como marcador tumoral do cancro da mama invasivo.
Neste ensaio sao usados dois anticorpos monoclonais que reconhecem diferentes epitopos
de CA 15-3. (Chourin et al., 2009; Praga et al,, 2017) O CA 15-3 é uma glicoproteina, codificada
pelo gene da DF3 humano, associada a membrana e que é expressa nas zonas apicais das
células epiteliais mamarias de secre¢ao, mas quando ha uma alteragao maligna, esta pode vir a
ser expressa em toda a superficie da membrana das células do carcinoma e no citoplasma. Isto
implica que esta glicoproteina apresente uma elevada expressao nas células do cancro da
mama. (Duffy, Evoy e McDermott, 2010; Yamamoto et al., 1997)

Um aumento de CA 15-3 de cerca de 5 a |10 vezes o valor normal pode prever a existéncia
de cancro da mama, mas um valor inferior nao exclui a hipotese da existéncia de metastases.
Assim, podemos afirmar que este marcador nao é muito eficaz para o diagnostico, mas é util
como auxiliar da terapéutica. (Praca et al,, 2017)

Um valor normal de CA [5-3 situa-se entre 30 a 60 Ul/mL. (Stieber et al,, 2015)

O ensaio de CA 15-3 consiste na determinagao quantitativa deste antigénio no soro,
usando o anticorpo monoclonal DF3 (contra a fragao enriquecida da membrana no cancro da
mama, que reage com epitopos expressos por uma familia de glicoproteinas de elevado peso
molecular) e o anticorpo monoclonal | 15D8 (contra a membrana dos glébulos de gordura do
leite humano). Neste imunoensaio o antigénio CA [5-3 presente na amostra vai ligar ao
anticorpo monoclonal |15D8 revestido com microparticulas magnéticas, que faz parte do
reagente, sendo depois adicionado o anticorpo monoclonal DF3 marcado com acridinio, que

vai também ligar ao CA 15-3, resultando numa reagao quimioluminescente. (Duffy, Evoy e

McDermott, 2010)
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c) Antigénio carcinoembrionario

O antigénio carcinoembrionario (CEA) é uma glicoproteina oncofetal expressa
normalmente em diversos tecidos, nomeadamente em células mucosas, e os seus niveis podem
encontrar-se aumentados em varios tipos de cancro e outras doengas. (Hao, Zhang e Zhang,
2019; Perkins et al, 2003) Desta forma, a determinagao dos niveis de CEA nao é de grande
utilidade para o diagndstico, sendo realizada, na maioria dos casos, apés a confirmagao do
diagnéstico de doenga maligna, sendo uma parte essencial da monitorizagao dos individuos
com cancro colo-retal, bem como dos individuos com cancro da mama. (American Society of
Clinical Oncology., 1996; Jager et al., 1995; Perkins et al.,, 2003)

Se um individuo apresentar niveis elevados de CEA, juntamente com presenca de sangue
oculto nas fezes e com sangramento ao defecar, significa que o mesmo tem uma elevada
probabilidade de sofrer de cancro colo-retal. (Magro e Bento, 1997)

Consideram-se valores normais para o CEA abaixo de 2,5 ng/mL e, para fumadores, abaixo

de 5 ng/mL. (Perkins et al,, 2003)

d) CA 125

O CA 125 é uma glicoproteina de elevado peso molecular, que é expressa por uma grande
parte das células epiteliais cancerigenas do ovério. (Moss, 2005) E usado para rastreio em
mulheres com sindromes hereditarias de cancro do ovario e como auxiliar de diagnostico de
massas pélvicas, essencialmente em mulheres com massas pélvicas palpaveis assintomaticas,
principalmente na menopausa, uma vez que antes da menopausa existem mais fatores benignos
que levam ao aumento dos niveis de CA 125. E também util para auxiliar as decisGes
terapéuticas e na detegao do aparecimento de recidivas. (Perkins et al,, 2003) Este antigénio é
detetado pelo anticorpo monoclonal OCI25 e, apesar de ter sensibilidade e especificidade
baixas, tem um papel importante no diagnostico do cancro das células epiteliais do ovario.
Varias doengas, tanto malignas como benignas, podem dar origem a falsos positivos, o que faz
com que o CA 125 sirva como marcador para outras doengas. (Moss, 2005)

Consideram-se normais valores de CA 125 inferiores a 35 Ul/mL. (Perkins et al,, 2003)

e) CA 199

O CA 19-9 é uma molécula de adesao intracelular expressa na superficie das células
tumorais. Esta relacionada com os antigénios dos grupos sanguineos Lewis, sendo que apenas
os individuos pertencentes ao grupo Le (a-+) ou Le (a+-) expressam o antigénio CA 19-9.
Este é usado como marcador tumoral em individuos com cancro do trato pancreatico e biliar,

mas os seus niveis também se podem encontrar aumentados noutras doengas malignas e
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benignas, nomeadamente em outros tumores gastrointestinais. Considera-se 37 Ul/mL o valor
normal limite para este marcador tumoral. (Ballehaninna e Chamberlain, 2012; Perkins et al,
2003)

Este antigénio nao tem utilidade no diagnostico se for determinado isoladamente, mas é
muito usado em situagoes clinicas consistentes com cancro pancreatico, sendo que valores de
1000 Ul/mL sugerem a presenga de metastases. (Perkins et al,, 2003)

Uma combinagao de perda de peso superior a 9 kg, bilirrubina superior a 3 mg/dL e niveis
de CA 19-9 superiores a 37 Ul/mL levam a um diagnéstico positivo de cancro pancreatico.

(Ballehaninna e Chamberlain, 2012)

f) Alfa-fetoproteina e Subunidade beta da Gonadotrofina Coriénica Humana

A alfa-fetoproteina (AFP) é uma proteina que se encontra no soro fetal, mas que se torna
indetetavel apos o nascimento (niveis inferiores a |5 ng/mL), sendo que aumentos posteriores
do mesmo sugerem a presenga de uma doenga maligna. No feto € sintetizada no saco vitelino,
no figado e no intestino. E usada como marcador tumoral para o carcinoma hepatocelular
primario (valores podem ser superiores a 1000 ng/mL) e tumores testiculares nao
seminomatosos (com origens em diversas células dos testiculos e tendéncia a um rapido
crescimento e disseminagao) das células germinativas. Os seus niveis também podem sofrer
aumentos noutras doengas, mas nestes casos raramente atingem valores superiores a 1000
ng/mL. (Bialecki e Bisceglie, Di, 2005; Montgomery et al., 201 |; Perkins et al., 2003)

O diagnostico do carcinoma hepatocelular inclui varios testes, sendo estes a determinagao
de AFP no soro, imagem radiografica e biopsia do figado. Valores de AFP acima de 500 ng/mL
em individuos com massa hepdtica e fatores de risco para carcinoma hepatocelular sao
suficientes para o diagndstico do mesmo. (Bialecki e Bisceglie, Di, 2005; Perkins et al,, 2003)

O tumores nao seminomatosos das células germinativas testiculares dividem-se em
coriocarcinoma, saco vitelino, embrionario e teratoma, sendo que em todos eles, com
exce¢ao do coriocarcinoma, se pode encontrar um nivel elevado (superior a 40 ng/mL) de
AFP, o que leva a sua utilizagao como auxiliar de diagnostico do exame histopatologico, que é
a forma de diagnostico mais utilizada, exceto em situagdes em que nao é aconselhavel
(individuos com marcadores tumorais elevados e metastases sintomaticas). A AFP pode
também ser utilizada para avaliar o aparecimento de recidivas. (Montgomery et al,, 2011)

A Subunidade beta da Gonadotrofina Corionica Humana (5-HcG) é geralmente produzida
pela placenta. Apresenta niveis elevados na gravidez, em tumores das células germinativas e
na doenca trofoblastica gestacional (complicagao neoplasica rara da gravidez), sendo que se

consideram normais valores inferiores a 5 mUI/mL. (Perkins et al., 2003)
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Assim como a AFP, esta tem um papel importante na monitorizagao de doentes com
tumores testiculares, sendo que alguns tumores seminomatosos das células germinativas
podem aumentar os niveis de f-HcG mas qualquer tumor testicular com componente de AFP
€ nao seminomatoso. Tal como a maioria dos marcadores mencionados até agora este
também nao tem um papel ativo no diagnostico, exceto em alguns casos especificos, como
por exemplo, em pacientes com doenga ou metastases extragonadais na altura do diagnostico
de tumor nao seminomatoso das células germinativas. (Perkins et al., 2003)

Valores de AFP superiores a 10 000 ng/mL juntamente com valores de f-HcG superiores
a 50 000 mUI/mL em diagnosticos iniciais traduzem um mau progndstico, enquanto individuos
nos mesmos estadios da doenga, mas com valores de AFP e 3-HcG inferiores tém uma maior
probabilidade de cura. (Perkins et al., 2003)

A determinagao periodica destes dois marcadores tumorais apresenta um papel
importante na monitorizagao do tratamento e aparecimento de recidivas em individuos com

tumor nao seminomatoso das células germinativas. (Perkins et al,, 2003)

9.3.2.5. Doencas metabolicas

a) Vitamina B12

A vitamina B2, ou cianocobalamina, é uma vitamina hematopoiética soltvel em agua, que
€ necessaria para a maturagao dos eritrocitos. As principais fontes desta vitamina sao produtos
lacteos, carne, ovos, peixe e cereais fortificados, mas também pode ser obtida através de
suplementos. E armazenada nos hepatécitos e libertada para o plasma quando necessario,
sendo o excesso libertado pelo rim. Quando ha um défice de ingestao desta vitamina, ela
continua a ser excretada na bilis, mas passa a ser reabsorvida, continuando apta para as suas
funcoes metabdlicas. Considera-se um valor normal de vitamina Bl2 sérica entre 187 e 883
pg/mL. (Burtis et al., 2008)

A vitamina B12, juntamente com derivados do acido félico, € necessaria para a biossintese
do DNA. No ser humano, a vitamina Bl2 pode apresentar-se em duas formas, a forma de
adenosilcobalamina, que funciona como coenzima na reagao de conversao de metilmalonil
CoA em succinil CoA (uma parte do ciclo do acido citrico), e a forma de metilcobalamina que
funciona como coenzima na metilagdo da homocisteina em metionina (principal fonte de
grupos metil no corpo humano). (Burtis et al,, 2008; Lee e Griffiths, 1985)

A deficiéncia de vitamina Bl2 pode provocar anemia megaloblastica, sendo a sua causa
mais comum a anemia perniciosa, uma doenga autoimune na qual ocorre um ataque da mucosa

gastrica, levando a um atrofio do estomago. Este ataque é provocado por anticorpos contra
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as células gastricas parietais, contra a H*/K*-ATPase gastrica e contra o fator intrinseco (Fl),
fazendo com que a ligagao da vitamina Bl2 ao Fl seja inibida. Para além da anemia
megaloblastica, a deficiéncia desta vitamina pode ter também como consequéncias neuropatia
progressiva, esterilidade, atividade osteoblastica diminuida e defeitos no tubo neural no feto,
entre outras. Assim, deve ser feito um controlo de rotina dos niveis de vitamina Bl2, assim

como na gravidez. (Hofbrand e Moss, 2016)

b) Folato/acido félico

O folato/acido folico tem um papel importante na biossintese do RNA e DNA e na
reparagio e metilagdo de DNA, reagoes essas que sao fundamentais na manutengao da
integridade do genoma e das células. (Burtis et al,, 2008; Milman, 2012)

O folato pode ser obtido através do consumo de espinafres e outros vegetais de folha
verde, legumes, sumo de laranja, figado e suplementos. (Burtis et al., 2008)

A deficiéncia de folato pode dever-se a uma auséncia de microrganismos intestinais ou a
baixa absorgao intestinal, consumo insuficiente, situagdes em que ocorra um aumento do
consumo devido a uma rapida divisaio e crescimento celular (como na gravidez, doenga
hepatica e doengas malignas), administragao de medicamentos anti-folato, terapia anti-
convulsionante (aumenta a necessidade de folato) e mutagoes nas enzimas que metabolizam o
folato. A maior manifestagao desta deficiéncia é a anemia megaloblastica, mas também pode
provocar diarreia, desordens comportamentais, entre outras. Um decréscimo dos niveis de
folato podem provocar o aumento dos niveis de homocisteina no plasma (fator de risco para
doenca da artéria coronaria e doenga cerebral vascular), sintese deficiente de DNA e
promover o desenvolvimento de cancro. (Burtis et al, 2008; Milman, 2012)

Uma vez que o folato tem um papel fundamental na divisao celular e na sintese proteica,
este é essencial para que ocorra um desenvolvimento correto na gravidez, sendo que a sua
deficiéncia pode resultar em alteragoes na sintese de DNA e alteragdes cromossomicas.
Assim, o doseamento de folato é uma andlise que é normalmente realizada durante a gravidez,
para, se necessario, fornecer suplementacao. (Santos e Pereira, 2007)

O folato é doseado no soro com o objetivo de avaliar o consumo recente, mas também
pode ser doseado no sangue total ou nos eritrocitos, avaliando as reservas do mesmo nos

tecidos. Valores normais de folato sérico devem situar-se entre 3,0 a 20,5 ng/mL. (Burtis et

al, 2008)

30



c) Vitamina D3 (25-hidroxivitamina D)

A vitamina D é uma vitamina lipossolivel que se pode apresentar em duas formas
bioequivalentes, a vitamina D2 (ergocalciferol), que é obtida através do consumo de vegetais
e suplementos orais, e a vitamina D3 (colecalciferol), cuja produgio é estimulada pela
exposicao da pele a radiagao solar ultravioleta B (UVB), mas que também pode ser obtida
através do consumo de peixes ricos em 6leo, alguns alimentos fortificados (leite, sumos,
margarinas, iogurtes, cereais e soja) e suplementos. Ambas as formas, uma vez absorvidas pelo
intestino, sao metabolizadas no figado em 25-hidroxivitamina D (25-OH D), sendo esta depois
convertida, no rim, a 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol), que por sua vez estimula a absorgao
intestinal de calcio. (Kennel, Drake e Hurley, 2010; Nair e Maseeh, 2012; Sizar e Givler, 2019)

A vitamina D ¢é usada pelo corpo humano no desenvolvimento e manutencao dos ossos
através da estimulagao da absorcao de cilcio, magnésio e fosfato. Para que se considere
normal, o valor de 25-hidroxivitamina D deve ser superior a 30 ng/mL. (Sizar e Givler, 2019)

A deficiéncia de vitamina D afeta pessoas no mundo inteiro e tem consequéncias como
uma maior prevaléncia de raquitismo nas criangas e osteoporose nos adultos, isto porque ao
diminuir a absor¢ao de cilcio e fosforo vai ocorrer um aumento nos niveis de PTH, que tem
um efeito osteoclastico, resultando na diminuicao de densidade Ossea. Esta deficiéncia deve-
se principalmente a um estilo de vida que inclua poucas atividades no exterior e a fatores
ambientais que diminuam a exposicao a luz solar, como a poluigao atmosférica. (Nair e Maseeh,
2012; Sizar e Givler, 2019)

A determinagao de 25-OH D no soro é aconselhada quando se suspeita de deficiéncia de

vitamina D. (Nair e Maseeh, 2012)

9.3.2.6. Insulina

A insulina é uma proteina produzida pelas células B dos ilhéus de Langerhans no
pancreas. Ela tem como fungao, juntamente com o glucagon e a epinefrina, manter os niveis
de glucose no sangue. A proinsulina é a maior forma de armazenamento de insulina, tem uma
baixa atividade biologica e encontra-se normalmente em concentragdes muito baixas na
corrente sanguinea. (Burtis et al., 2008)

A insulina provoca um aumento da absorgao da glucose pelas células. O glucagon
estimula a producao de glucose pelo figado e a sua secregao é regulada principalmente pela
concentragao de glucose no plasma, sendo que uma concentragao baixa de glucose estimula a
secregao de glucagon e uma concentragao alta de glucose inibe a sua secregao. A insulina inibe

tanto a libertagao de glucagon do pancreas como a sua biossintese, assim, uma deficiéncia de
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insulina provoca o aumento da concentragao de glucagon na corrente sanguinea tendo como
consequéncia hiperglicémia. Como o glucagon promove a cetogénese no figado, um aumento
na sua concentragao leva a ocorréncia de cetose, podendo chegar ao estado de cetoacidose.
(Burtis et al., 2008)

Os individuos com diabetes mellitus tipo | apresentam uma deficiéncia de insulina devido
a perda de células 3 dos ilhéus de Langerhans, sendo entao dependentes da administragao da
mesma, de forma a evitar concentragoes demasiado elevadas de glucose na corrente sanguinea
e a prevenir cetoacidose. (Burtis et al., 2008)

O:s individuos com diabetes mellitus do tipo Il ndo tém como problema a deficiéncia de
insulina mas sim o seu mecanismo de agao comprometido, tendo como consequéncia um
decréscimo da resposta bioldgica a concentragoes normais de insulina no plasma. (Burtis et al,
2008)

A determinagao da concentragao de insulina é importante na monitorizagao de
determinadas terapias, como o transplante de células 3 dos ilhéus de Langerhans ou
transplante do pancreas. Esta determinagao também é feita para avaliar individuos com
hipoglicémia em jejum e auxiliar na classificagao do tipo de diabetes, sendo também importante
na escolha da terapia inicial em individuos com diabetes mellitus do tipo I. A presenc¢a de uma
concentragao baixa de glucose no plasma em conjunto com niveis elevados de insulina é
sugestivo de um tumor produtor de insulina nas células B dos ilhéus de Langerhans.

Consideram-se valores normais de insulina, apds jejum noturno em pessoas nao obesas, de

12 a 150 pmol/L. (Burtis et al., 2008)

9.4. Equipamento Olympus AU680
9.4.1. Modo de funcionamento do equipamento

O Olympus AU680 tem como um dos seus principios de funcionamento analiticos a
espetrofotometria, que € uma técnica que usa luz para medir concentragoes de determinados
analitos. (Harris, 2010)

Para a quantificagdo do fator reumatoide, da proteina C reativa e do titulo de
estreptolisina O este equipamento usa como método analitico a turbidimetria, que consiste
na medicao do decréscimo da intensidade da luz que passa através de uma solugao que
contenha particulas suspensas (nestes casos imunocomplexos), ou seja, quanto maior a

quantidade de particulas suspensas menos luz é transmitida. (Harris, 2010)
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9.4.2. Anailises efetuadas no equipamento
9.4.2.1. Fator reumatoide

Os fatores reumatoides sao auto-anticorpos com diferentes isétopos e afinidades. Os
mais encontrados sao, normalmente, IgM contra a regiao Fc da IgG, mas também existem
isotopos IgG, IgA, IgE e IgD. (Ingegnoli, Castelli e Gualtierotti, 201 3)

Virios fatores genéticos e ambientais levam a uma perda de tolerancia a proteinas que
contenham residuos de citrulina, o que conduz a produgao de auto-anticorpos, como
anticorpos contra proteina/peptideo citrulinado anticiclico (ACPA) e fator reumatoide.
(Tiwari e Bergman, 2019)

O fator reumatoide (FR) é usado para o diagndstico diferencial de artropatias,
principalmente da artrite reumatoide, e para a escolha da terapéutica, mas também pode ser
encontrado em individuos com outras doengas ou em individuos saudaveis. (Ingegnoli, Castelli
e Gualtierotti, 2013) A artrite reumatoide é uma doenga inflamatoria progressiva, que na
auséncia de tratamento pode levar a destruicao e disfungao das articulagoes. Assim, o seu
diagnéstico precoce e tratamento numa fase inicial podem prevenir a deterioragio das
articulagoes e retardar a progressao da doenca. (Heidari, 201 1)

Em doengas nao reumaticas, ao contrario do que acontece em individuos com artrite
reumatoide, a producao de FR é transitéria e estes sao normalmente IgM polirreativas de
baixa afinidade. (Ingegnoli, Castelli e Gualtierotti, 2013)

No caso de individuos saudaveis, os FR encontrados estao presentes em baixas
concentragoes, sao IgM polirreativas e tém baixa afinidade. (Ingegnoli, Castelli e Gualtierotti,
2013)

Os FR também podem ser encontrados em individuos com doengas sistémicas
autoimunes (lupus sistémico eritematoso, doengas do tecido conectivo, entre outras). Os
individuos com sindrome de Sjogren ou crioglobulinémia tipo Il ou Ill s3o os que apresentam
niveis mais elevados de FR, e normalmente os primeiros apresentam mais FR policlonais e os
segundos mais FR monoclonais. (Ingegnoli, Castelli e Gualtierotti, 2013)

A reagao de Waaler Rose tem como objetivo a detegao deste tipo de auto-anticorpos.
A reagao baseia-se na aglutinagao de eritrécitos de ovelha, sensibilizados com IgG de coelho,
quando em contacto com soro de individuos com este tipo de IgM, sendo que a técnica evoluiu
de forma a substituir o uso de eritrécitos de ovelhas por particulas de latex. Esta reagao tem
sido substituida por técnicas como a nefelometria e os imunoensaios enzimaticos. (Ingegnoli,

Castelli e Gualtierotti, 201 3)
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9.4.2.2. Doseamento da proteina C reativa

A proteina C reativa € uma proteina plasmatica que tem uma elevada sensibilidade
como marcador de inflamagao. E considerada uma proteina de fase aguda positiva, ou seja,
sofre um aumento de concentragao plasmatica em resposta a uma reagao de fase aguda, sendo
que uma reagao de fase aguda é uma resposta nao especifica a inflamagao (infecoes e doengas
autoimunes) ou a danos tecidulares (cirurgias, enfarte do miocardio, tumores, entre outras).
(Burtis et al., 2008)

A determinagao da proteina C reativa € Util na monitorizagao do estado de inflamagao
em doengas inflamatérias, na detegdo de infegoes em individuos com lipus sistémico
eritematoso, com leucemia ou apos cirurgias, na monitorizagao de septicémia e meningite em
recém-nascidos e na monitorizagao da resposta ao tratamento. (Burtis et al., 2008)

Visto que se considera normal um valor de proteina C reativa inferior a 0,05 mg/dL, a
presenga de proteina C reativa em concentragoes persistentes acima desse valor esta

associada a um risco elevado de doenca cardiovascular. (Salazar et al., 2014)

9.4.2.3. Titulo de antiestreptolisina O

Streptococcus pyogenes é um estreptococo de Gram positivo, -hemolitico do grupo A
de Lancefield. Esta bactéria tem capacidade para produzir diversos fatores de viruléncia, o que
leva a que seja responsavel por diversas doengas no ser humano. Doengas essas que podem
provocar sequelas graves como glomerulonefrite aguda ou febre reumatica. (Fontaine, Lee e
Kehoe, 2003)

A estreptolisina O é uma forte toxina citolitica, produzida por Streptococcus pyogenes,
que se liga ao colesterol nas membranas celulares das células eucariotas, resultando na
formagao de largos poros transmembranares e tendo como consequéncia a lise celular e uma
resposta imunoldgica no hospedeiro. (Fontaine, Lee e Kehoe, 2003; Sen e Ramanan, 2014)

A quantificagao do titulo de antiestreptolisina O (TASO) é um teste utilizado para
diagnosticar infecoes recentes por Streptococcus pyogenes, assim como o seu estado de
evolugao. Considera-se normal um valor inferior a 200 Ul/mL para pessoas com idade superior
a 12 anos e um valor inferior a 150 Ul/mL para pessoas com idade inferior a 12 anos.

(GOODER, 1961; Prestes-Carneiro, Acéncio e Pompei, 2005)

9.5. Testes rapidos serolégicos e em urina e fezes

Este é um setor dentro da area da imunologia que consiste na pesquisa de anticorpos

ou antigénios em soro, urina e fezes, através da utilizagao de testes rapidos.
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9.5.1. Teste para detecdo da sifilis — Teste ‘““Reagina Plasmatica Rapida”

Treponema pallidum subespécie pallidum é um microrganismo em forma de espiroqueta
responsavel pela sifilis e transmitido por via sexual. (Garcia e Isenberg, 2007)

A sifilis pode ser transmitida verticalmente, ou seja, da mae para o feto e as taxas de
transmissao dependem do periodo da gravidez em que a mae ¢ infetada e do estdgio em que
se encontra a doenga. A transmissao vertical desta doenga pode ou nao ter consequéncias,
havendo a possibilidade de resultar em parto prematuro, baixo peso da crianga e até mesmo
em aborto. Por isso, é importante fazer o rastreio da doenga em mulheres gravidas ou que
pretendam engravidar. (Garcia e Isenberg, 2007)

Em algumas pessoas que nao receberam tratamento, a sifilis pode manifestar-se de uma
forma tardia, que se pode dividir em sifilis benigna, sifilis cardiovascular e neurosifilis (esta
manifestagdo pode ocorrer em qualquer estagio da sifilis). A presenga de glébulos brancos
(nivel superior a 5 glébulos brancos por mL) e proteinas (nivel superior a 50 mg por dL) no
fluido cérebroespinal podem ser a Unica indicagao de neurosifilis. (Garcia e Isenberg, 2007)

O diagndstico serolégico da sifilis faz-se habitualmente através de um teste
treponémico para screening (como o ensaio de hemaglutinagao de Treponema pallidum), que
usa antigénios de Treponema pallidum ou antigénios clonados de Treponema pallidum, seguido
de um teste nao treponémico, que utiliza um antigénio a base de cardiolipina e deteta
anticorpos anti-cardiolipina I1gG e IgM. Esses anticorpos sao produzidos em resposta aos
lipidos presentes na membrana externa da espiroqueta ou contra a cardiolipina do hospedeiro,
devido tanto a destruigao da espiroqueta como a doengas autoimunes, infe¢oes virais recentes,
entre outras, e sao detetados através de floculagio, que se pode apresentar tanto
microscopicamente como macroscopicamente. (Garcia e Isenberg, 2007)

Se nao for tratada, esta doenga passa por diversos estagios cujos testes serologicos
comegam a ter resultados “reativos” no primeiro ano, quando a doenga passa ao estado de
laténcia. A medida que o estado de laténcia avanca é possivel que os testes nio treponémicos
passem a “nao reativos”’, enquanto os treponémicos permanecem ‘“reativos”. (Garcia e
Isenberg, 2007; Larsen, Steiner e Rudolph, 1995)

No Coimbralab o teste efetuado para o diagndstico da sifilis € o teste da reagina
plasmética rapida (RPR), que é um dos testes nio treponémicos mais usados. E feito numa
carta de teste com varios circulos, onde se colocam 50 puL de soro (amostra a testar) e uma
gota de reagente, que contém particulas de carvao ligadas ao antigénio (antigénio Venereal
Disease Research Laboratory - VDRL). Estas particulas ficam aprisionadas no complexo de

antigénio-anticorpo que se forma, permitindo que os agregados sejam observados
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macroscopicamente em soros “reativos”. E depois realizado um método semi-quantitativo,
que consiste em fazer diluicdes sucessivas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, e assim
sucessivamente) de um determinado volume do soro do doente, de forma a avaliar a
reatividade do mesmo, com a suspensao de particulas de carvao ativado ligadas ao antigénio,
em cada diluigao. (Garcia e Isenberg, 2007) Nas Figuras | e 2 pode observar-se o método
semi-quantitativo do RPR com positividade até a diluicao 1/32 na Figura | e até a diluicao 1/64
na Figura 2.

O RPR apresenta algumas limitagoes: o resultado do teste pode ser “nao reativo” em
individuos com siffilis latente ou sifilis tardia; os niveis de reatividade do teste podem ser baixos
em individuos que foram tratados num estado tardio da sifilis ou numa fase latente tardia e
em individuos com historico de infegoes por sffilis; falsos positivos podem ocorrer em diversas
situagoes, tais como em individuos que usam elevadas quantidades de drogas, em individuos
com HIV, mononucleose, malaria, entre outras; em individuos com elevadas concentragoes
do anticorpo pesquisado neste teste, se a amostra nao for diluida, devido ao excesso de
anticorpo pode nao ocorrer aglutinagao, originado resultados “nao reativos” ou “fracamente

reativos”. (Garcia e Isenberg, 2007)

RPR-CARBON BN i i RPR-CARBON no- 4

OO0
QOO

Figura | — Teste da reagina plasmatica rapida Figura 2 — Teste da reagina plasmatica rapida
semi-quantitativo com positividade até a dilui¢do semi-quantitativo com positividade até a diluicao
1132 (n° 6) 1164 (n° 7)

9.5.2. Teste para detecao da mononucleose — Reacao de Paul-Bunnell

O virus Epstein-Barr (EBV) pertence a familia Herpesviridae e é o responsavel pela
mononucleose infeciosa, sendo os dois tipos mais comuns deste virus o EBV-1 (tipo A) e o
EBV-2 (tipo B). A mononucleose infeciosa pode ser assintomatica ou manifestar-se através de
febre, mal-estar, faringites e esplenomegalia, que podem durar desde alguns dias a semanas.
Normalmente esta é uma doenga autolimitada, mas que em alguns casos pode provocar

complicagbes com sintomas neuroldgicos, hematologicos ou psicolégicos e a qual é
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frequentemente associada hepatite, cuja ocorréncia pode ser verificada através de realizagao
de testes de avaliagao da fungao hepatica. (Ahmad et al, 2014; Cardoso et al, 2010; Mule et
al, 2018)

Depois de inoculado o virus, a sua replicagao ocorre nas células epiteliais da nasofaringe
e em células B na orofaringe. O EBV propaga-se no corpo humano através de células B
infetadas. Apenas as células B humanas e as de alguns primatas contém recetores (moléculas
CD 21) para este virus. Apés infegao dos linfocitos B o virus pode ficar latente dentro dos
mesmos, que irdo entao sofrer modificagoes. O virus ativa os linfocitos B, resultando na
produgao policlonal de diversos anticorpos, principalmente IgM. O EBV pode também
provocar infegao litica, com morte celular e libertagao de virices. (Greenwood et al, 2012;
Hess, 2004; Mule et al,, 2018)

As células mononucleares atipicas (linfécitos atipicos) presentes em individuos com
mononucleose infeciosa sao células T reativas a infecao por EBV. A proliferagao destas células
faz com que o quadro clinico se assemelhe ao de leucemia linfocitica. Estes linfocitos atipicos
aparecem com o inicio dos sintomas e desaparecem com a resolugao da doenga. (Ahmad et
al, 2014; Greenwood et al,, 2012; Hess, 2004; Mule et al., 2018)

A resposta imunologica nesta infe¢ao comega com IgM contra antigénios da capside do
virus (VCA), que persistem durante alguns meses, enquanto os anticorpos contra os antigénios
nucleares do virus s6 aparecem numa fase convalescente tardia, provavelmente depois de
ocorrer a libertagao do virus quando as células B infetadas sao destruidas. (Greenwood et dl,
2012)

O antigénio Paul-Bunnell esta presente em eritrocitos de varias espécies de mamiferos.
Os anticorpos heterofilos anti-Paul-Bunnell provocam aglutinagao ou hemélise dos eritrocitos
que contém este antigénio, sendo o EBV um dos grandes responsaveis pela positividade de
anticorpos heterofilos no soro. Estes anticorpos podem ser detetados através de um teste
rapido de aglutinagao. (Golaszewska et al,, 2003; Greenwood et al,, 2012)

A reagao de Paul-Bunnell é o teste serolégico mais utilizado no diagnodstico da
mononucleose infeciosa. A reagao original tem por base a detegiao de anticorpos heterofilos,
no soro de um individuo infetado, por aglutinagao de eritrécitos de cavalo ou ovelha. (Mule
etal, 2018)

O teste utilizado no Coimbralab baseia-se na reagao de Paul-Bunnell-Davidsohn, que
utiliza eritrocitos de carneiro ou de bovino como antigénios para a detegao de anticorpos
heterdfilos. Este teste tem como reagente particulas de latex ligadas a um antigénio
(eritrocitos de bovino ou carneiro) e ao juntar este reagente ao soro de individuos com

mononucleose infeciosa ocorre aglutinagao. (Cook et al,, 1987; Guemra et al., 2008)
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9.5.3. Teste para o rastreio da febre tiféide — Reacdao de Widal

O teste rapido utilizado para o rastreio da febre tiféide (Salmonella typhi) é baseado na
reacao de Widal e é utilizado em zonas nao endémicas, em individuos nao vacinados e que
nao estao habitualmente expostos a mesma, sendo que o procedimento de diagnostico
definitivo consiste no isolamento de Salmonella typhi em amostras bioldgicas de fezes ou
sangue. (Bhalla, 2014; HOFFMAN et al,, 1986; Schroeder, 1968)

Na reacao de Widal sao utilizados antigénios comerciais para a detegao de anticorpos
de aglutinagao contra os antigénios O e H de Salmonella typhi. O antigénio O é preparado a
partir da membrana celular da bactéria, enquanto o antigénio H é proveniente dos flagelos da
bactéria. E também utilizado o antigénio Vi, que provém de uma estrutura termolabil presente
na membrana celular, para identificagdo de portadores de Salmonella typhi. (HOFFMAN et al,
1986; Schroeder, 1968; Senewiratne e Senewiratne, 1977)

Os antigénios O e H podem estar presentes em muitas outras espécies de Salmonella
e podem também existir antigénios proteicos que sofrem reagoes cruzadas com os reagentes,
resultando em falsos positivos. Assim, este teste € especialmente Util em criangas com
sintomas clinicos consistentes com febre tiféide, sendo que se o resultado for negativo exclui
a presenca desta doenca evitando a administragao desnecessaria de antibidtico. (HOFFMAN
et al, 1986; Senewiratne e Senewiratne, 1977)

O teste realiza-se numa placa, que pode ser de vidro, com varios circulos, que permita
observar se ocorre ou nao aglutinagao nas amostras positivas. Para o teste qualitativo é
colocada uma gota de soro em cada circulo, sendo depois adicionado um reagente diferente
em cada um, sendo que cada reagente pesquisa um anticorpo. Se houver aglutinagao deve-se
entao prosseguir para o teste semi-quantitativo, utilizando diluigdes de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160

e 1/320. (HOFFMAN et al, 1986)

9.5.4. Teste para deteciao de doencas provocadas por bactérias do género

Rickettsia — Teste de aglutinacao Weil-Felix

O teste de aglutinagao Weil-Felix é utilizado para o diagnostico de doengas provocadas
por bactérias do género Rickettsia. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015) Este género divide-se
em dois grupos: grupo do tifo (Rickettsia prowazekii — agente do tifo epidémico, transmitido
pelo piolho do corpo; Rickettsia typhi — agente do tifo murino/endémico, transmitido pela pulga
do rato) e o grupo das febres exantematicas (cerca de |5 outras espécies patogénicas de
Rickettsia, transmitidas por diferentes artropodes como dacaros e carragas). Estas bactérias

apresentam-se normalmente na forma de cocobacilos e sao intracelulares obrigatorias,
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colonizam o citoplasma mas tém também a capacidade de invadir e de se multiplicarem no
nucleo das células hospedeiras. As Rickettsia sao inoculadas na derme do hospedeiro, invadem
os nodulos linfaticos e espalham-se depois pela corrente sanguinea, infetando as células
endoteliais dos vasos sanguineos (principais células-alvo), sendo que os danos causados nestas
células levam a um aumento da permeabilidade vascular, ocorrendo perda de fluidos para o
espago intersticial, o que pode ter como consequéncia a diminui¢ao da perfusao de diversos
orgaos, comprometendo o seu funcionamento. (Barroso, Melico-Silvestre e Taveira, 2014)

Os anticorpos contra esta bactéria comegam a aparecer na segunda semana da infegao, o
que significa que os testes seroldgicos nao servem para o diagnéstico precoce da doenga, mas
apenas para confirmagao de diagnéstico em determinados casos, como em estudos
epidemiologicos. (Greenwood et al,, 2012)

O teste de aglutinagao Weil-Felix utiliza como reagente antigénios de Proteus (OX-2, OX-
19 e OX-K), que ao sofrerem uma reagao cruzada com os anticorpos contra Rickettsia
aglutinam. Este teste é pouco sensivel e especifico, pelo que atualmente se recomenda o uso
de outras técnicas como imunofluorescéncia e imunoensaios enzimaticos. (Garcia e Isenberg,

2007; Murray et al.,, 2007)

9.5.5. Teste para detecdo da brucelose — Reacao de Wright

A brucelose é uma doenca infeciosa sistémica, cujo agente etiologico € o género
Brucella (Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella canis), um bacilo de Gram
negativo. Esta doenca apresenta diversas manifestagoes clinicas, entre elas: febre, cansago,
suores, perda de apetite e de peso, artralgias, mialgias, dores lombares, dores de cabega,
esplenomegalia, hepatomegalia e arterites. (Mert et al., 2003)

O teste rapido usado para a detegao de Brucella baseia-se na reagcao de Wright, que
deteta anticorpos aglutinantes, principalmente da classe IgM. Este teste é efetuado numa placa
de vidro com varios circulos e em cada circulo é colocado um determinado volume de soro
do utente, usando-se volumes decrescentes. Depois adiciona-se uma gota de reagente (que
contém antigénios de Brucella), obtendo-se diluicdes de 1/20, 1/40, 1/160 e 1/360, sendo
positivos todos os circulos em que ocorra aglutinagao, que resulta da reagao entre os
anticorpos contra Brucella presentes no soro do utente e os antigénios presentes no reagente.

(Cox, 1968)
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9.5.6. Teste imunolégico de gravidez

O teste imunoldgico de gravidez é um teste sensivel para a detegao de gonadotrofina
coriénica humana (HcG) na urina. Este é um ensaio imunocromatografico que utiliza uma
cassete com uma membrana de nitrocelulose e dois anticorpos contra a HcG, o primeiro
contra a cadeia o e o segundo contra a cadeia 3. O primeiro anticorpo anti-HcG encontra-se
marcado com um corante e fica suspenso quando se adiciona a amostra de urina a cassete,
ligando-se depois a HcG, resultando essa ligagado num complexo. O segundo anticorpo anti-
HcG encontra-se fixo na linha de teste fazendo com que, ao ocorrer a ligagao com a HcG
previamente complexada com o primeiro anticorpo, se forme uma linha corada. Existe
também a linha de controlo onde fica aprisionado o anticorpo marcado com um corante que

nao se ligou a HcG, sendo esta sempre positiva. (Gronowski, 2004)

9.5.7. Teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes

Tal como o nome indica o teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes (FOBT) faz-se
com o objetivo de pesquisar sangue nas fezes que nao é visivel macroscopicamente,
principalmente para auxiliar no diagnostico de cancro do colo-retal. (Koscielniak-Merak et al,
2018)

O FOBT utilizado no Coimbralab é um teste imunocromatografico (qualitativo) que
usa anticorpos especificos para detetar a hemoglobina. Para a realizagao deste teste a amostra
deve ser colhida de varios locais das fezes obtidas apos defecagao e depois diluida na solugao
fornecida no kit de reagentes para posterior aplicagao na cassete de imunocromatografia.
(Koscielniak-Merak et al,, 2018)

A cassete do teste imunocromatografico de pesquisa de sangue oculto nas fezes é
constituida por uma membrana que possui anticorpos policlonais anti-hemoglobina conjugados
com ouro coloidal na drea de aplicagao da amostra; imobilizados na linha de teste encontram-
se anticorpos monoclonais anti-hemoglobina e na linha de controlo anticorpos contra os
anticorpos conjugados, de forma a que o excesso dos mesmos fique aprisionado formando
uma linha colorida. Desta forma, quando existir sangue nas fezes irao aparecer duas linhas
coloridas, sendo que a linha de controlo tem que ser sempre positiva, caso contrario o teste

deve ser rejeitado. (Longo et al, 2011)
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10. Microbiologia

10.1. Amostras

As amostras mais analisadas neste setor sao: urina, fezes, exsudatos nasofaringeo,
vaginal, uretral e retal e pus.

A amostra de urina ocasional é a mais utilizada neste setor. Para uma colheita correta
com o minimo de contaminagoes a area urogenital deve ser higienizada e a primeira porgao
de urina deve ser descartada, sendo depois colhido para um frasco esterilizado o jato de urina
intermédio. (Clarridge, Jonhson e Pezzlo, 1998)

As amostras de fezes, apés serem colhidas devem ser transportadas o mais rapido
possivel, uma vez que com o passar do tempo as fezes vao sofrendo alteragoes, como a descida
de pH, podendo levar a morte dos microrganismos presentes nas mesmas. Se nao houver a
possibilidade de entrega imediata no laboratério a amostra deve ser refrigerada. (Struthers et
al, 2012)

As amostras uretrais devem ser colhidas com uma zaragatoa de diametro estreito,
sendo esta inserida entre 3 a 4 cm na uretra e gentilmente rodada antes de ser retirada.
(Vandepitte et al., 2003)

As amostras retais devem ser colhidas com uma zaragatoa, sendo esta inserida entre
4 a 5 cm no canal anal. (Vandepitte et al,, 2003)

As amostras vaginais devem ser colhidas com uma zaragatoa, sendo esta inserida no
canal cervical e rodada durante pelo menos 10 segundos antes de ser retirada. (Vandepitte et
al,, 2003)

O exsudato nasofaringeo deve ser colhido com uma zaragatoa, sendo esta introduzida
na narina paralelamente ao palato, devendo ficar durante alguns segundos nessa posigao e

depois introduzir um pouco mais fundo e rodar ligeiramente. (Andrade, 2006)

10.2. Controlo de qualidade
10.2.1. Controlo de qualidade interno

Neste setor é efetuado um controlo semanal de esterilidade da solucio salina, utilizada
para as suspensoes bacterianas utilizadas no equipamento Vitek Il Compact.
Relativamente ao equipamento Vitek Il Compact efetua-se apenas uma manutengao

semanal de limpeza do sistema otico.
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10.2.2. Controlo de qualidade externo

Na microbiologia existe um plano de controlo trimestral para a bacteriologia e um
plano de controlo quadrimestral para a parasitologia.

Para o controlo da bacteriologia sao analisadas duas amostras: uma em que se efetua
apenas uma coloragao de Gram e outra para efetuar todo o procedimento de identificagao
bacteriana e avaliagao da sensibilidade aos antibioticos.

Na parasitologia realiza-se a identificagao morfologica parasitaria em duas amostras de
fezes e duas amostras de sangue. Estas amostras sao acompanhadas de uma historia clinica

(sinais, sintomas, viagens recentes, etc.) que ajuda na interpretagao das mesmas.

10.3. Testes rapidos de pesquisa de Streptococcus

Os testes rapidos de pesquisa de Streptococcus sao testes imunocromatograficos de
detecao de antigénios. Nestes testes € utilizada uma cassete de plastico que contém uma
membrana na qual é aplicada uma linha fixa de anticorpos de coelho especificos do antigénio
que se pretende detetar (linha de teste). Antes da linha de teste estao presentes anticorpos
de coelho especificos do antigénio a detetar, marcados com uma tinta e a seguir a linha de
teste existe a linha de controlo, que é constituida por anticorpos de cabra contra os anticorpos
marcados com a tinta. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015)

A amostra deve ser colocada em contacto com um diluente que é depois transferido para
a cassete de imunocromatografia. O diluente vai migrar na membrana, fazendo com que os
anticorpos marcados fiquem suspensos, e o antigénio que se pretende detetar, se estiver
presente vai ligar-se aos anticorpos suspensos e aos anticorpos da linha de teste, formando
uma linha corada. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015)

Os anticorpos da linha de controlo vao capturar os anticorpos marcados que nao se
ligaram ao antigénio, formando outra linha corada. Esta linha deve sempre ser positiva, caso

contrario, a cassete deve ser rejeitada. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015)

a) Pesquisa de Streptococcus do grupo A

Streptococcus pyogenes é um coco de Gram positivo pertencente ao grupo A de
Lancefield, sendo esta espécie a de maior importancia clinica do grupo. Esta bactéria tem a
capacidade de colonizar a orofaringe e a pele, causando diversos tipos de infegao: infe¢coes
superficiais ou nao invasivas, infegoes profundas ou invasivas, infe¢oes mediadas por toxinas e
infegoes resultantes de distirbios imunolégicos. Durante a infegao pode ocorrer produgao de

pus e esta pode também deixar sequelas. (Barroso, Meligo-Silvestre e Taveira, 2014)
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As duas manifestagdes mais comuns provocadas por Streptococcus do grupo A sao a
faringite bacteriana e a amigdalite, sendo estas mais frequentes nas criangas entre os 5 anos e
os |5 anos. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015)

A amostra para a pesquisa de Streptococcus do grupo A deve ser colhida com uma
zaragatoa, na zona da faringe posterior e na area das amigdalas, tocando também no exsudato
se este estiver presente. A lingua e a Uvula devem ser evitadas. (Mahon, Lehman e Manuselis,
2015)

Neste caso, a observagao da coloragao de Gram tem pouco significado clinico, porque
o trato respiratorio superior é colonizado por uma grande variabilidade de cocos de Gram
positivo. (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015)

A pesquisa desta bactéria pode ser feita através de um teste rapido de detecao do

antigénio estreptocdcico do grupo A.

b) Pesquisa de Streptococcus B-hemolitico do grupo B

Streptococcus agalactiae € uma bactéria pertencente ao grupo B de Lancefield que esta
normalmente presente na microbiota intestinal e do trato urogenital, podendo também
colonizar o trato respiratorio superior. (Barroso, Melico-Silvestre e Taveira, 2014)

E importante fazer a pesquisa deste microrganismo na mulher gravida, isto porque
pode causar tanto infegoes nao invasivas durante e apos a gravidez (infegoes do trato urinario,
endometrite, etc.), bem como infegoes invasivas (sépsis), apesar de estas serem menos
comuns. (Barroso, Melico-Silvestre e Taveira, 2014)

No recém-nascido, Streptococcus agalactiae pode provocar infe¢oes precoces
resultantes da ascensiao da bactéria presente no trato urogenital da mae para o liquido
amniotico ou do nascimento, na passagem pelo canal de parto. Este tipo de infegao é
normalmente manifestada na forma de sepsis, pneumonia, meningite, osteomielite ou artrite
séptica. Para além da infecao precoce, esta bactéria pode também originar uma infecao tardia,
sendo que neste caso a bactéria é geralmente adquirida nosocomialmente. (Barroso, Melio-
Silvestre e Taveira, 2014)

O diagnostico nas gravidas é efetuado entre as 35 e 37 semanas de gestagao. A amostra
utilizada na realizagao do teste rapido (método imunocromatografico) é colhida com uma
zaragatoa, na zona vaginal e retal. Esta pode também ser semeada num meio cromogénico e
fazer-se a posterior identificagdo de coldnias suspeitas. (Centers for Disease Control and

Prevention, 1996)
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10.4. Inoculagcdo das amostras e interpretacao dos resultados

O processamento da maioria das amostras que chegam a este setor passa pela
execucao de uma coloragao de Gram e pela sua inoculagaio num meio de cultura, o qual é
posteriormente, respeitando o tempo de incubagiao de cada meio, analisado para verificar se
houve ou nao crescimento de bactérias ou fungos.

Na urocultura é utilizada a classificacdo do crescimento bacteriano entre 10* a 10°
unidades formadoras de colénias (UFCs), sendo que se considera infegao urindria a partir de
10° UFCs. Se a placa contiver colénias de trés ou mais bactérias diferentes, com crescimento
significativo (a partir de 10° UFCs) considera-se “flora polimicrobiana”.

Nas outras amostras biologicas o crescimento bacteriano nao é quantificado, sendo
valorizadas as espécies patogénicas que crescem nos meios de pesquisa das mesmas, tendo
em conta o tipo de amostra e o local da colheita.

A observacio do Gram é especialmente importante nos exsudatos vaginais para
pesquisa de Gardnerella vaginalis, que é um microrganismo que faz parte da microbiota
urogenital feminina e da microbiota anorretal em ambos os sexos, mas também se associa a
vaginoses. Na presenca de infecao causada por esta bactéria, quando se observa a coloragao
de Gram estao normalmente presentes as chamadas “clue cells”, que sao células do epitélio
vaginal cobertas de bacilos de Gram variavel. Nestes casos as secre¢oes vaginais tém um cheiro

caracteristico a peixe e o seu pH é superior a 4,5 (pH normal das secregdes vaginais € inferior

a 4,5). (Brooks et al., 2007)

10.4.1. Tipos de meios de cultura

a) Meios de cultura nao seletivos
Os meios de cultura de utilizagdo comum permitem detetar a maioria dos microrganismos

aerobios e aerdbios facultativos. (Murray et al,, 2007)

b) Meios de cultura de enriquecimento

Os meios de cultura de enriquecimento permitem o crescimento de microorganismos
fastidiosos, que nao crescem tao facilmente nos outros meios. A Gelose Columbia + 5 % de
sangue de carneiro, assim como a gelose Campylosel sio exemplos para esta categoria de

meios de cultura. (Murray et al,, 2007)
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c) Meios de cultura seletivos

Os meios de cultura seletivos favorecem a detecao de determinados microrganismos,
através da inibicio do crescimento de outros, por meio de certos aditivos (corantes,
antibioticos). A gelose MacConkey, a gelose Hektoen e a gelose Campylosel sao exemplos de

meios de cultura seletivos. (Murray et al,, 2007)

d) Meios de cultura diferenciais

Os meios de cultura diferenciais permitem identificar os microrganismos através da
aparéncia que adquirem no meio (cor, formagao de precipitados). Os meios cromogénicos,
como o chromID CPS Elite, sao um exemplo desta categoria, assim como a gelose MacConkey

e a gelose Hektoen. (Murray et al,, 2007)

e) Meios de cultura especializados
Este tipo de meio de cultura é especifico para um determinado microrganismo patogénico.

(Murray et al.,, 2007)

10.4.2. Urocultura

A gelose chromID CPS Elite (CPSE) da Biomérieux é um meio de cultura diferencial
para identificagao da maioria das bactérias responsaveis por infecoes do trato urinario. A
inoculagao do mesmo ¢ feita da forma recomendada pela Biomérieux, com uma ansa calibrada
de 10 pL, fazendo-se uma estria do inicio ao fim da placa e depois espalhando o produto por
toda a placa fazendo estrias perpendiculares a primeira, sendo este um método semi-
quantitativo. Este meio de cultura deve permanecer na estufa a 37 °C durante 18 a 24 horas.
Esta gelose é constituida por varias peptonas e substratos cromogénicos que permitem a
detegao de atividade enzimatica especifica, sendo que cada bactéria adquire uma cor especifica,
facilitando a identificagao da mesma. Esta gelose contém também L-triptofano, um substrato
que é convertido por diversas bactérias em agua e indol, ou seja, certas bactérias, como
Escherichia coli tém a capacidade de converter o aminoacido triptofano em indol, através da
enzima triptofanase. Os substratos que originam indol dao origem a varias cores (azul a
vermelho), que dependem dos substituintes no anel de indol. (Benson, 2001; Mazoyer et al,
1995; Orenga et al., 2009)

Para que as bactérias sejam fermentadoras da lactose devem possuir duas enzimas, a
[-galactosidase permease, proteina que transporta a lactose através da membrana, e a f3-

galactosidase, que degrada a f-D-lactose em [-glicose e [-galactose. O o-nitrofenil-f-
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galactopiranosideo (ONPG) é um substrato cromogénico, que substitui o uso de -D-lactose,
que tem a capacidade de penetrar a membrana sem a intervengao da [-galactosidase
permease, assim todas as bactérias que possuem a f3-galactosidase tém capacidade para
degradar o ONPG, libertando o o-nitrofenol, que possui uma cor amarela em pH alcalino.
(Vermelho et al,, 2006)

Escherichia coli é produtora de indol e as estirpes que expressam atividade de [-
glucuronidase e/ou f-galactosidase, quando incorporadas neste meio, adquirem coloragao de
tom vermelho a carmim, enquanto as que nao tém essa atividade apresentam um tom rosa
claro a rosa. (Monget et al, 2008; Orenga et al, 2009) A [-D-glucuronidase é uma enzima
produzida pela maioria das estirpes de Escherichia coli, sendo entdo (util na identificagao desta
bactéria. (Martins Perin et al, 2010)

As estirpes de Enterococcus produtoras de [5-glucosidase adquirem uma coloragao
turquesa. (Mazoyer et al, 1995) A f-D-glucosidase é uma enzima produzida por alguns
microrganismos pertencentes a microbiota intestinal, nomeadamente por Enterococcus faecalis.
(Mroczynska e Libudzisz, 2010)

As bactérias dos géneros Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter, cujas estirpes sao
produtoras de [-glucosidase, adquirem uma coloragao entre verde-azulado a cinzento-
azulado. (Raafat, Dwedar e El-Seidi, 2015)

As estirpes de Proteus produtoras de triptofano desaminase adquirem uma coloragao
acastanhada, acompanhada por um escurecimento da cor do meio. (Mazoyer et al., 1995)

As colonias de Staphylococcus saprophyticus adquirem uma coloragao rosa opaca e as de
Streptococcus agalactiae violeta-azulado. (Raafat, Dwedar e El-Seidi, 2015) No caso da
urocultura de uma gravida, se houver crescimento de Streptococcus agalactiae, mesmo que se
trate apenas de uma colodnia, este tem que ser valorizado devido aos danos que pode causar
no feto, como ja foi referido no ponto 10.3-b).

As colonias de Pseudomonas spp. nao adquirem coloragao especifica, mas tém um

cheiro caracteristico a “sumo de uva”. (Koneman et al, 1997)

10.4.2.1. Interpretacdo das placas

A Escherichia coli € um dos microrganismos patogénicos que mais provoca infegoes
urinarias, nas Figuras 3, 4, 5 e 6 podem observar-se colonias desta bactéria com diferentes

tons de coloragao.
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Figura 3 — Placa de gelose CPSE com colénias Figura 4 — Placa de gelose CPSE com colénias de
Escherichia coli e uma colénia de Enterococcus faecalis

de Escherichia coli

Figura 5 — Placa de gelose CPSE com colénias Figura 6 — Placa de gelose CPSE com colénias de
de Escherichia coli Escherichia coli

Na Figuras 7 e 8 podem ser observadas duas placas cobertas de coldnias de Proteus

mirabilis.

Figura 7 — Placa de gelose CPSE com Figura 8 — Placa de gelose CPSE com colonias de
colonias de Proteus mirabilis Proteus mirabilis

Nas Figuras 9 e |0 podem observar-se colonias de Klebsiella spp., que tém como

principal caracteristica aspeto mucoso, para as quais foi depois efetuada uma identificagao da

espécie.
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e e 4 |
Figura 9 — Placa de gelose CPSE com colonias  Figura 10 — Placa de gelose CPSE com
de Klebsiella spp. colonias de Klebsiella spp.

Na Figura || podem ser observadas colonias de Pseudomonas spp., que sofreram
posterior identificacao da espécie e na Figura 12 podem ser observadas colonias suspeitas de
Klebsiella, mas que apés identificagao se concluiu que se tratavam de colonias de Citrobacter

koseri.

Figura |l — Placa de gelose CPSE com colonias Figura 12 — Placa de gelose CPSE com
de Pseudomonas spp. colonias de Citrobacter koseri

Na Figura 13 podem observar-se colonias de Enterococcus faecalis.

Figura 13 — Placa de gelose CPSE com coldnias de
Enterococcus faecalis

Na Figura 14 podem ser observadas colonias de Staphylococcus saprophyticus e na Figura

I5 coldnias de Streptococcus agalactiae, que foi isolado da urocultura de uma mulher gravida.
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Figura 14 — Placa de gelose CPSE com colénias Figura |5 — Placa de gelose CPSE com colénias
de Staphylococcus saprophyticus de Streptococcus agalactiae

10.4.3. Inoculaciao de exsudatos

Para a inoculagio destas amostras utilizam-se varios meios da Biomérieux: Gelose
Columbia + 5 % de sangue de carneiro (COS), Gelose MacConkey (MCK), Gelose Chocolate
PolyViteX (PVX) e Gelose chromID Candida (CAN2). Os meios COS e MCK sao incubados
a 37 °C durante 24 horas, enquanto o CAN e o PV X permanecem na estufa durante 48 horas,
sendo que o PVX deve ser incubado em anaerobiose. E também preparada uma coloragio de
Gram de cada amostra para facilitar a identificagao.

Nos exsudatos vaginal e uretral, para além da coloragao de Gram é também efetuada
a contagem de leucocitos/eritrocitos/células presentes na amostra, assim como a pesquisa de
Trichomonas vaginalis.

A gelose MCK é um meio de cultura seletivo e diferencial usado para o isolamento de
bactérias da familia Enterobacteriaceae e outras de Gram negativo. Este meio inibe o
crescimento de bactérias de Gram positivo (especialmente enterococos e estafilococos)
devido a presenga de sais biliares e cristal violeta. Para além disso, contém lactose, o que
permite diferenciar colonias fermentadoras, que apresentam uma coloragao rosa ou vermelha
e podem estar rodeadas de precipitado de bilis, de colonias nao fermentadoras, que nao
apresentam coloragao. Isto ocorre porque a fermentagao da lactose resulta na produgao de
acido, fazendo com que o corante vermelho neutro, previamente absorvido pelas colonias,
mantenha a sua coloragao vermelha e podendo também provocar a insolubilizagao dos sais
biliares. (Garcia e Isenberg, 2007; Murray et al., 2007)

A gelose COS é um meio com base de gelose de Columbia enriquecido com 5 % de
sangue de ovelha. A gelose Columbia é um meio nutritivo que contém peptonas derivadas da
caseina e da carne, extratos de leveduras e amido de milho. E utilizado para promover o
crescimento de diversos microrganismos aerobios e anaerobios encontrados em amostras

biologicas. O enriquecimento com sangue de ovelha promove o crescimento de
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microrganismos fastidiosos e permite a detegao de reagdes hemoliticas. Para além disso, o
sangue de ovelha vai providenciar o fator X (heme), que é um fator de crescimento, mas nao
o fator V (dinucledtido nicotinamida adenina - NAD), pois este é destruido pela enzima
NADase presente no sangue. (Ahmad et al., 2014; Garcia e Isenberg, 2007; Murray et al,, 2007)

A gelose PVX é um meio que permite isolar bactérias de crescimento fastidioso
pertencentes aos géneros Neisseria e Haemophilus. (Atlas, 2010) O suplemento de
enriquecimento PolyVitex é equivalente ao IsoVitalex, fornecendo os fatores de crescimento
fator X e fator V essenciais para o crescimento de bactérias do género Haemophilus, cujas
coldnias apresentam uma cor cinzenta-acastanhada. (Brooks et al, 2007; Vandepitte et al,
2003)

A gelose CAN2 é um meio cromogénico para identificagao de espécies de Candida. A
identificagdo é efetuada através da observagao da coloragio que as coldnias adquirem,
dividindo-se estas em colonias azuis (Candida albicans), colénias cor-de-rosa (Candida tropicalis,
Candida guilliermondii, Candida kefyr e Candida lusitaniae) e colonias brancas (outras espécies de
Candida — Candida spp.). A diferenga na coloragao das colonias deve-se a diferentes atividades

enzimaticas entre as espécies de Candida. (Eraso et al, 2006; Willinger et al., 2001)

10.4.3.1. Interpretacdo das placas

Na Figura 16 podem observar-se colonias de bactérias fermentadoras da lactose e na

Figura 17 colonias de bactérias nao fermentadoras da lactose e fermentadoras da lactose.

Figura 16 — Placa de gelose MCK com colédnias Figura 17 — Placa de gelose MCK com colénias de

de bactérias fermentadoras da lactose bactérias ndo fermentadoras (transparentes/
amareladas) e fermentadoras (rosa) da lactose

Durante o periodo de estagio foram observadas algumas bactérias com 3-hemolise que
foram posteriormente identificadas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
sendo o primeiro um microrganismo patogénico e o segundo pertencente a microbiota da

pele.
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Na Figura 18 podem observar-se coldnias de bactérias com a-hemolise, que foram

posteriormente identificadas.

Figura 18 — Placa de gelose COS com

coldnias de bactéria a-hemolitica

Nas Figuras 19 e 20 podem observar-se leveduras da espécie Candida albicans e na

Figura 21 leveduras do género Candida spp.

Figura 19 — Placa de gelose CAN2 com crescimento Figura 20 — Placa de gelose CAN2 com
de Candida albicans crescimento de Candida albicans

Figura 21 — Placa de gelose CAN 2 com
crescimento de Candida spp.

Durante o periodo de estagio nao foram observadas culturas positivas de bactérias dos

géneros Neisseria e Haemophilus.
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10.4.4. Coprocultura

A inoculagio de fezes efetua-se nos seguintes meios: Gelose Campylosel (CAM),
Gelose Hektoen (HEKT) e Caldo Selenito F (SELENITO F-T).

A gelose Hektoen é um meio de isolamento seletivo e diferencial de Salmonella e
Shigella. Os elementos que conferem seletividade ao meio sao sais biliares que se encontram
presentes em concentragoes inibitorias para microrganismos de Gram positivo assim como
para muitos microrganismos de Gram negativo integrantes da microbiota intestinal. Os
elementos diferenciais sao: salicina, lactose, sacarose e sais férricos (tiossulfato de sédio,
citrato férrico amoniacal). A maioria dos microrganismos nao patogénicos fermentam um ou
dois dos agucares presentes no meio dando origem a colonias de cor amarela/laranja ou cor-
de-rosa amarelado/salmao devido a interagao do pH com os corantes incorporados no meio.
Enquanto os microrganismos nao fermentadores, como Salmonella e Shigella spp., dao origem
a colonias de cor verde a verde azulada. O meio contém também uma elevada quantidade de
peptonas, que favorece o crescimento de Salmonella e Shigella, diminuindo o efeito inibitorio
dos sais biliares no caso da Shigella. (Garcia e Isenberg, 2007; King e Metzger, 1968) Os
microorganismos produtores de sulfureto de hidrogénio (H,S) dao origem a coldnias de
centro negro, isto porque o H,S reage com o citrato férrico amoniacal presente no meio,
originando um precipitado negro. Sendo assim, as colonias de Shigella sio verdes e as de
Salmonella verdes ou azuis, podendo as colonias de Salmonella ter o centro negro. (Garcia e
Isenberg, 2007)

A gelose CAM é um meio de enriquecimento seletivo para o isolamento de
Campylobacter spp. O meio contém, entre outros, sangue de carneiro, que fornece o grupo
heme e outros fatores de crescimento, e uma mistura de antibioticos, que inibem a microbiota
intestinal. Este meio deve ser incubado em atmosfera microaerofilica. (Murray et al,, 2007)

O caldo selenito F é um meio de enriquecimento para espécies de Salmonella. (Atlas,
2010) O caldo selenito contém peptonas de caseina e de carne como fonte de nutrientes. Se
o tempo de incubagao do meio for entre 12 horas a |8 horas a microbiota intestinal € inibida.
Sao adicionados ao caldo lactose e fosfato de forma a manter estavel o pH. (Murray et al,

2007)

10.4.4.1. Interpretacdo das placas

Durante o periodo de estagio nao foram observadas coproculturas positivas, ou seja,

microrganismos com caracteristicas patogénicas.
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Na Figura 22 pode observar-se o aspeto das coldnias formadas por microrganismos

nao patogénicos em gelose HEKT.

Figura 22 — Placa de gelose HEKT com coldnias de
microrganismos nao patogénicos

10.4.5. ldentificacdao de bactérias dos géneros Neisseria e Haemophilus

As bactérias do género Haemophilus sao de Gram negativo, pleomorficas e algumas
espécies fazem parte da microbiota de membranas mucosas. Duas espécies patogénicas
importantes deste género sao Haemobphilus influenzae e Haemophilus ducreyi. Para a pesquisa
destas espécies sao utilizadas amostras nasofaringeas, puUs, sangue e liquido cefalorraquidiano.
(Brooks et al., 2007)

Haemophilus influenzae é encontrado nas membranas mucosas do trato respiratério
superior e consiste numa importante causa de meningite em criangas e infe¢oes respiratérias
ocasionais (criangas e adultos). Para crescer requer tanto o fator X como o fator V e nao
provoca hemolise. (Brooks et al., 2007)

Haemophilus ducreyi é transmitido sexualmente e é responsavel pelo cancroide (tlcera
no aparelho genital). O seu crescimento requer o fator X, mas nao o fator V. (Brooks et al,
2007)

As bactérias do género Neisseria sao diplococos de Gram negativo e crescem melhor
em condi¢oes de anaerobiose. Existem muitas espécies de Neisseria que fazem parte da
microbiota do trato respiratorio superior e do trato gastrointestinal, sendo as espécies
patogénicas Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis. (Ahmad et al.,, 2014)

Neisseria meningitidis provoca meningite de progressao rapida e transmite-se através da
inalagao de goticulas de aerossois respiratorias contaminadas, visto que esta bactéria pode
colonizar o trato respiratorio superior de pessoas saudaveis. As amostras biologicas utilizadas
para o diagndstico laboratorial de infecao por Neisseria meningitidis sao o liquido

cefalorraquidiano, sangue, amostras de lesdes na pele e exsudatos nasofaringeos. (Ahmad et
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al, 2014) Esta bactéria é fermentadora da glucose e maltose e nao fermentadora da lactose e
sacarose/frutose. (Brooks et al., 2007)

A Neisseria gonorrhoeae é o agente etioldgico da gonorreia e € transmitida por via
sexual. As amostras utilizadas para a pesquisa desta espécie sao pus e secregoes uretrais,
cervicais, rectais, da conjuntiva, garganta ou fluido sinovial, podendo também ser utilizado o
sangue para detegao de infegoes sistémicas. Esta bactéria é fermentadora da glucose e nao
fermentadora da maltose, lactose e sacarose/frutose. (Brooks et al.,, 2007)

Ao contrario do que acontece com as outras bactérias, os géneros Neisseria e
Haemophilus nao sao identificados pelo equipamento usado no laboratorio, mas sim através
do teste comercial api NH.

O api NH é constituido por 13 testes, sendo estes 4 testes de fermentagao (glucose,
frutose, maltose e sacarose), 8 testes de reagoes enzimaticas (ornitina descarboxilase — ODC,
urease, lipase, fosfatase alcalina, B-galactosidase, prolina arilamidase, y-glutamil transferase,
produgao de indol) e detegao da penicilinase. (Barbé et al., 1994)

Em cada pogo de reagao é adicionada uma determinada quantidade da suspensao de
bactéria (equivalente a 4 na escala de McFarland), previamente preparada através do uso de
coldnias puras, sendo os pogos de glucose, frutose, maltose, sacarose, ODC, urease e
penicilinase cobertos com oleo de parafina para criar um ambiente de anaerobiose. As reagoes
produzem uma mudanga na coloragao que pode ser espontanea ou revelada através da adigao
de reagentes. (Barbé et al, 1994)

O teste da ornitina descarboxilase (ODC) determina se um microrganismo tem a
capacidade de remover o grupo carboxilo do aminoacido ornitina, através desta enzima.
(Vermelho et al,, 2006)

O teste da urease determina se um microrganismo sintetiza a enzima urease, que
hidrolisa ureia em duas moléculas de amoniaco (NH;). Este teste utiliza um meio com ureia,
fatores essenciais para o crescimento dos microrganismos e um indicador de pH. Ao utilizar
a ureia do meio convertendo a mesma em amoniaco o pH aumenta, alterando a cor do
indicador de pH. (Vermelho et al.,, 2006)

A penicilinase é uma reagao que ocorre através de enzimas que tém a capacidade para

cortar as ligagdes do anel B-lactamico das penicilinas. (Pollock, 1967)
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10.4.6. Equipamento Vitek Compact

O sistema do equipamento Vitek Compact efetua a identificacao de microrganismos
através de testes bioquimicos. Para isto, devem ser utilizadas coldnias puras na preparagao de
uma suspensao em solugao salina, controlada por turbidimetria. (Ligozzi et al,, 2002; Ling et al,
2001; Shetty, Hill e Ridgway, 1998)

Este equipamento usa cartas de identificagdo especificas para diferentes grupos de
bactérias, sendo que para a identificagao de bactérias de Gram negativo sao usadas as cartas
VITEK 2 GN e para a identificagdo de bactérias de Gram positivo as cartas VITEK 2 GP. As
cartas de teste utilizadas contém diversos pocos de reagao, cada um correspondente a um
determinado teste bioquimico. O equipamento tem a capacidade de diferenciar
microrganismos de Gram positivo/negativo através da medigao da atenuagao da luz, por um
scanner otico. Apos o enchimento automatico das cartas com a suspensao bacteriana, estas
sao seladas e incubadas (entre 3 a 15 horas), sendo que durante a incubagao as cartas sao lidas
pela medigao de fluorescéncia, turbidimetria e sinais colorimétricos a cada |5 minutos. Depois
o software analisa os dados e reporta automaticamente os resultados. (Ligozzi et al., 2002; Ling
et al, 2001; Shetty, Hill e Ridgway, 1998)

Existem diversos testes que podem ajudar na escolha da carta de teste a utilizar, como
a coloragao de Gram e testes da catalase e da coagulase. (Shetty, Hill e Ridgway, 1998)

O teste da catalase realiza-se colocando uma colénia pura numa lamina e de seguida
uma gota de perdxido de hidrogénio sobre ela, sendo que se ocorrer formagao de bolhas
considera-se que a bactéria é catalase positiva. Isto ocorre porque a catalase converte o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Este teste diferencia Staphylococcus, que sao
catalase positivo, de Streptococcus, que sao catalase negativo. (Brooks et al., 2007)

Staphylococcus aureus é produtor de coagulase, que é uma proteina do tipo enzimatico
que através da ligagao a protrombina promove a formagao de coagulos. Os testes rapidos
baseiam-se na detecao do fator de aglutinagao (componente de superficie de Staphylococcus
aureus responsavel pela adesao dos microrganismos ao fibrinogénio e fibrina), proteina A (liga
a regiao Fc da IgG humana) e outras estruturas de Staphylococcus aureus. Nestes testes usam-
se particulas de latex revestidas com fibrinogénio e IgG humanos, que aglutinam na presenca
de Staphylococcus aureus. Outras espécies de Staphylococcus produtoras de fator de aglutinagao
e com proteina A podem também provocar aglutinagdo. Alguns Staphylococcus aureus,
especialmente aqueles que sao meticilina-resistentes podem ser revestidos por polissacarideos
capsulares, prevenindo assim a reagao com a IgG ou o fibrinogénio. (Ahmad et al,, 2014; Brooks

et al, 2007; Garcia e Isenberg, 2007)
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Os testes de suscetibilidade aos antibidticos sao efetuados em cartas que contém
diluicoes dos antibioticos dos quais se pretende determinar a concentragao minima inibitoria,
sendo que o resultado de suscetibilidade é diferenciado em “suscetivel”’, “intermédio” e
“ . ” NIRRT . 7 . .

resistente” para cada um dos antibiéticos testados. Existem varias cartas diferentes tanto
para microrganismos de Gram positivo, como para microrganismos de Gram negativo. (Shetty,

Hill e Ridgway, 1998)

10.5. Sedimento urinario

Esta é uma andlise realizada tanto no setor de bioquimica, como no de microbiologia. No
ambito da microbiologia, o sedimento urinario é utilizado como um apoio na andlise do
crescimento bacteriano/micologico. Observa-se no dia em que a recolha da urina foi efetuada,
apos a mesma ter sido analisada no equipamento AutionMax, cujos resultados ajudam na
interpretagao da observagao do sedimento.

Esta andlise é efetuada apos centrifugagao da urina e consiste na observagao microscopica
(objetiva de 40x) do sedimento urindrio, na qual sao observados/quantificados varios
parametros (nimero de elementos por campo, fazendo-se a contagem entre 5 a 10 campos),
sendo estes leucocitos, eritrécitos e outros elementos (como células, cristais, cilindros,
leveduras, Trichomonas vaginalis, entre outros). (Heilberg e Schor, 2003; Lopes e Tavares, 2005)

Quando se trata de uma analise de urina assética, no caso de se observarem leveduras no
sedimento urinario, a urina deve ser inoculada também em meio CAN2, para pesquisa de

Candida spp. ou, mais especificamente, Candida albicans.

10.6. Pesquisa de parasitas nas fezes

Quando se suspeita clinicamente de uma parasitose intestinal € fundamental a execugao
de uma pesquisa de formas parasitarias nas fezes. Para isso devem ser utilizadas amostras
colhidas no dia, principalmente para observagao de trofozoitos protozoarios moveis, como
amebas, flagelados e ciliados, que sao mais comuns nos casos de diarreia. Para além destas
formas, também se efetua a pesquisa de ovos de helmintas e ovos ou quistos de protozoarios.
(Garcia et al, 2017)

A pesquisa destas formas parasitarias nas fezes deve ser efetuada apos um método de
concentragao da amostra. Existem dois tipos de métodos de concentragao, os de
sedimentagao e os de flutuagao. No Coimbralab é utilizado o método de concentragao de
sedimentagao formalina — acetato de etilo. Neste método a formalina 10 % é usada com o

objetivo de preservar a amostra, enquanto o acetato de etilo tem a fungao de remover gordura
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e detritos das fezes, permitindo que as formas parasitarias permaneg¢am na parte inferior do
tubo. (Garcia et al,, 2017)

Apos o tratamento com formalina |0 % e acetato de etilo, as amostras sao
centrifugadas e o sedimento é observado microscopicamente com as objetivas de |0x e 40x,
com iodo. (Garcia et al,, 2017)

Durante o periodo de estagio nao foram observadas amostras de fezes parasitadas,

exceto em amostras do controlo de qualidade externo.

10.7. Pesquisa de parasitas do género Plasmodium no sangue

Os parasitas do género Plasmodium sao intracelulares e infetam apenas eritrocitos e
algumas outras células tecidulares dos vertebrados. A sua transmissao é feita através da picada
do mosquito fémea do género Anopheles. (Brooks et al., 2007)

Os humanos sao infetados principalmente pelas espécies Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium falciparum. Estas espécies distinguem-se através de
caracteristicas especificas de cada uma, como as alteragbes que provocam nas células
parasitadas, o nivel de parasitémia, o tamanho dos trofozoitos em anel, as formas dos
trofozoitos maduros, a segmentagao dos esquizontes maduros, o tipo de gametdcitos e o tipo
de distribuigao no sangue periférico, sendo estas caracteristicas descritas na tabela |. (Brooks
et al, 2007)

A amostra de sangue deve ser colhida durante o periodo febril e a pesquisa destes parasitas
deve ser feita tanto em gota espessa, como em esfregago de sangue, devendo ambas ser
coradas por uma coloragao de Grunwald-Giemsa. (Brooks et al., 2007)

Durante o periodo de estagio foi realizada apenas uma pesquisa de parasitas do género
Plasmodium no sangue, cujo resultado foi dado como negativo.

Foi, no entanto, observada uma amostra positiva de parasitas Plasmodium vivax numa

amostra do controlo de qualidade externo.

57



Tabela | - Algumas caracteristicas das espécies de Plasmodium que infetam os humanos. (Adaptada de (Brooks

et al, 2007))

Eritrocitos
parasitados

Nivel de
parasitémia

Trofozoitos em
anel

Trofozoitos
maduros

Esquizontes
maduros
(segmentos)

Gametocitos

Distribuicao no
sangue periférico

Plasmodium vivax

- Alargados

- Descorados

- Pontilhado
acentuado
(granulagoes de
Schuffner)

- Invade
principalmente
reticulocitos

Superior a
30.000/uL de
sangue

- Anéis de diametro
elevado

- Habitualmente
com um granulo de
cromatina

- Anéis de

espessura fina

Pleomorficos

Mais de 12
merozoitos (14 a
24)

Redondos ou ovais

Todas as formas

I I.Procedimento pés-analitico

Plasmodium malariae

- Sem alargamento
- Sem pontilhado

- Invade
principalmente
eritrécitos maduros

Inferior a 10.000/uL
de sangue

- Anéis de diametro
elevado

- Habitualmente
com um granulo de
cromatina

- Anéis espessos

Ocasionalmente em
forma de banda

Menos de 12
merozoitos grandes
(6al2),

habitualmente em
rosacea

Redondos ou ovais

Todas as formas

Plasmodium
falciparum

- Sem alargamento
- Pontilhado grosso
- Invade todo o tipo
de eritrocitos

Pode exceder
200.000/pL de
sangue; normal
cerca de 50.000/uL
de sangue

- Anéis de baixo
diametro

- Habitualmente
com dois granulos
de cromatina

- Uma célula pode
ser parasitada por
varios anéis

- Anéis finos e que
podem aderir aos
eritrocitos
Compactos e
arredondados
Normalmente mais
de 12 merozoitos
(8 a 32), muito raro
no sangue
periférico
Alongado, em
“forma de banana”
Apenas anéis e
gametocitos

Plasmodium ovale

- Alargados

- Descorados
- Algumas
granulagoes de
Schuffner

- Células ovais,
fimbriadas ou
crenadas

Inferior a 10.000/uL
de sangue

- Anéis de diametro
elevado

- Habitualmente um
granulo de
cromatina

- Anéis espessos

Compactos e
arredondados
Menos de 12
merozoitos grandes
(62 12),
habitualmente em
rosacea

Redondo ou oval

Todas as formas

Depois de as amostras serem analisadas nos setores a que se destinam e os resultados

estarem prontos a analisar, estes estao sujeitos a dois tipos de validagao, a validagao analitica

que é efetuada pelos técnicos superiores de laboratério e a validagao biopatologica que é da

responsabilidade da diretora técnica do laboratoério.
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Os boletins sao depois entregues ao utente por levantamento no laboratério, correio,
correio eletronico ou podendo também ser encaminhados para o médico do utente / centro
de salde.

As amostras de sangue sao mantidas no laboratorio durante uma semana apos serem
analisadas e as de soro e urina (destinada a quantificagao de microalbuminuria) sio mantidas

até se terminarem as analises do processo daquele utente.

12.Conclusio

A realizacao deste estagio permitiu que existisse um contacto direto com a rotina de um
laboratorio de andlises clinicas e com os profissionais de saide que tornam possivel o seu bom
funcionamento. Este foi essencial como complemento da formagao recebida durante todo o
mestrado, permitindo aplicar e aprofundar os conhecimentos adquiridos até esta etapa, assim
como entender a dindmica de um laboratério de analises clinicas e ter a completa nogao da
importancia de fornecer resultados fiaveis.

Foram também essenciais todas as duvidas e dificuldades que surgiram ao longo deste
periodo, pois foram elas que me incentivaram a questionar e a procurar novas informagoes
importantes na minha formagao.

Trabalhar com a equipa do Coimbralab foi uma experiéncia bastante enriquecedora tanto
a nivel profissional como pessoal, revelando que um bom ambiente entre os colaboradores

do laboratério também é um ponto muito importante para o bom funcionamento do mesmo.
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