Flavio Sulemane Pinho Alves

Relatorio de Estagio
Mestrado em Analises Clinicas

Relatorio de Estagio Curricular no ambito de Mestrado em Analises Clinicas, orientado pela Dra. Cristiana Canha
e pela Professora Doutora Paula Cristina Santos Luxo Maia e apresentado a
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2018

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Flavio Sulemane Pinho Alves

Relatorio de Estagio

Mestrado em Analises Clinicas

Relatorio de Estagio Curricular no ambito de Mestrado em Andlises Clinicas, orientado pela Dra. Cristiana Canha
e pela Professora Doutora Paula Cristina Santos Luxo Maia e apresentado a
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2018

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Agradecimentos

Apos o final de uma jornada de 5 anos, sinto que é necessario agradecer a todas as
pessoas que me ajudaram neste percurso, especialmente nestes Ultimos dois anos de
mestrado.

Agradeco a Professora Doutora Leonor Martins de Almeida, por se ter mostrado
sempre disponivel a ajudar, em qualquer momento.

Agradeco a Dr.? Cristiana Canha por me ter recebido de bragos abertos no Servigo
de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e cujo o seu alto nivel
de exigéncia me permitiu crescer, nao sé enquanto profissional de saude, preparando-me
para as exigéncias do mercado de trabalho, mas também enquanto pessoa.

No mesmo sentido, quero agradecer também a Dr.* Alice Mendes, por me ter
ajudado, de igual forma, sempre que precisei.

Agradeco, ainda, a Professora Doutora Paula Cristina Luxo Maia pela atengao,
disponibilidade e orientagao prestadas.

A estes agradecimentos devo acrescentar ainda um pedido de desculpa ao meu
irmao, Henrique Alves, pela minha auséncia durante todos estes anos de faculdade,
agradecendo-lhe a paciéncia. Espero um dia poder vir a recompensa-lo.

Agradeco a minha namorada, Carla Pedrosa, por ter feito de mim uma pessoa mais
responsavel, por nao me ter deixado fugir dos meus problemas, por me ter encorajado e
ajudado a ultrapassar os diversos obstaculos.

Por fim, agradeco a minha mae, que diariamente, desde o inicio, tem lutado e
trabalhado por mim, de modo a eu poder alcancar os meus sonhos. E a pessoa de quem mais
me orgulho e a que sinto que nunca poderei retribuir todo o esforgo e trabalho. A pessoa

que sempre me apoiou, me ajudou e nunca me abandonou: obrigado, mae, por tudo!






Indice

INEFOAUGAO. ...ttt ese e er b e sebese s sese e s s s ebeseasesesesaasesebesassasetesessasetesessasesesessassesessasesesessasesesenen I
Caracterizagao dO 10CAl dE ESTAZIO ....euvucucecererrenecietseieeeee sttt sess s b st s stsseas s s bsesseaseassassacs 2
IMUNOIOZIA.....ceeureuniuiucecererseaeacictsersesstaseae e ssessesseaseas e e s ssess s bbbt s st ettt sttt ettt bt baesns 3
INEFOAUGAO ...ttt s se e b s e e s e s e s e sese s e s s asssesessasssesessasesesessasesesessansesensassesessasesosesennasne 3
Metodologias e eqUIPAMENtOS ULIHZAAOS .....ccueeucurimiuricireeieecreceecteecir ettt ettt sens 3
EStUdO das ProteiNas O SO0 ...ttt sttt sttt et st sttt ettt setacsens 8
EStudo das ProteiNas da UFiNA.......cccececeececuneuneuneunencecenesnessessesseessessesstasessssessessssstsssasssessessessessensssesssssssssssensssssas 15
Determinagao da IZE @SPECifiCa.......orecicireereriricicireinerresececretseseesese et s sessesseseee s s ssessesseasaaesacs 17
CrIOGIODUINNAS ..ottt sttt st st st st st st st st st st st ettt st 21
Principais doengas imUNOPIroliferativas..........eccrrcrencrincnincninestseseses ettt ssess st s ssenssseaes 23
MICTODIOIOZIA.......ceeieeece ettt ettt ettt st st st se et ee et 29
INEFOAUGAD ...ttt s s s s s s s sebesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesene 29
APArelNOS QULOMALIZAAOS ......cueueeceemremrineicieiseaseasieeeesessesseasessaae e ssesseastasaas e sst st st bbb st sst st bt sstastsseassacens 29
AAMOSTIAS.c..cceviiieiecicisie ittt bbb bbb 33
MEIOS dE CUILUIA ..ottt s e ettt sttt s s 41
Testes de susceptibilidade antimicrobiana (TSA)........cc ettt sene 46
MICODACLEIIAS ...t bbb bbb bbb 48
MICOIOZIA ...ttt ettt s sttt ettt sttt sttt eeasstass 51
PaFASITOIOZIA ....cvevvnrunemeuincieereuneurieietseseeaseas et sseseeus et b st ettt ettt b se st st bbbt astastasbaetacs 53
CONCIUSAO ..ottt st st b sttt sans 57
Refer@ncias DibliOZrafiCas. ... ..ottt sttt sttt sttt st st sttt 59







Abreviaturas

ATCC — American Type Culture Collection

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
CLSI — The Clinical and Laboratory Standards Institute
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay
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FEIA — Fluorescence enzyme immunoassay

GS — Gelose de Sangue

Ig — Imunoglobulina
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LCR — Liquido Cefalorraquidiano

LLC — Leucemia linfocitica cronica

MGUS — Gamapatia monoclonal de significado indeterminado
MM — Mieloma mdltiplo

PMN — Polimorfonuclear

PVX — PoliViteX

SNC — Sistema nervoso central

SPC — Servigo de Patologia Clinica

TSA — Testes de suscetibilidade antimicrobiana

VHB — Virus da hepatite B

VIH — Virus da imunodeficiéncia humana






Resumo
O presente relatorio tem por objetivo descrever a experiéncia de estagio curricular
do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,

a

estagio esse realizado sob orientagao da Dr.* Cristiana Canha e com colaboragao da Dr.
Alice Mendes.

O estagio abrangeu os sectores de Microbiologia, Imunologia, Hematologia e
Bioquimica, tendo tido local no Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra. O estagio teve a duragao de 6 meses (janeiro 2018 — junho 2018)
e o respetivo relatério de estagio incidira nas valéncias de Microbiologia e Imunologia.

Estruturalmente, o presente relatorio inicia-se com uma introdugao ao laboratorio
de andlises clinicas, seguida da caracterizagao do local de estagio principal, bem como uma
descricao da experiéncia adquirida durante o decurso do mesmo. De seguida, encontra-se
um enquadramento tedrico das metodologias, tecnologias e procedimentos presenciados

nos sectores correspondentes as duas valéncias inicialmente escolhidas.

Palavras-chave: CHUC, Patologia clinica, Analises clinicas, Microbiologia, Imunologia.






Abstract

This report aims to describe the curricular internship experience of the Master’s
Degree in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra, an
internship that was conducted under the guidance of Dr. Cristiana Canha and the
collaboration of Dr. Alice Mendes.

The internship comprised the areas of Microbiology, Immunology, Hematology and
Biochemistry, and was conducted in the Clinical Pathology Department of the Centro
Hospitalar e Universitdrio de Coimbra. The internship lasted 6 months (January 2018 — June
2018) and the respective internship report will focus on the areas of Microbiology and
Immunology.

Structurally, this report begins with an introduction to the clinical laboratory,
followed by the characterization of the location of the internship, as well as a description of
the experience gained during the internship. Up next comes a theoretical framework of the
methodologies, technologies and procedures experienced in the sectors corresponding to

the two areas initially chosen.

Keywords: CHUC, Clinical pathology, Clinical analysis, Microbiology, Immunology.






Introducao

O presente relatorio de estagio pretende descrever o estagio curricular do Mestrado
em Andlises Clinicas decorrido no Edificio Sao Jeronimo, pertencente ao Servico de
Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitairio de Coimbra (CHUC). O
estagio foi dividido de igual forma entre os quatro sectores principais do laboratorio:
Microbiologia, Imunologia, Bioquimica e Hematologia. O estagio decorreu também no
Laboratério de Citometria de Fluxo e no Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital
Pediatrico. Como inicialmente foram escolhidas como valéncias principais Microbiologia e
Imunologia, serao essas as areas desenvolvidas neste relatorio.

O laboratério de patologia clinica consiste num dos alicerces da medicina moderna,
sendo necessario para proceder a maioria dos diagnésticos clinicos. Cada um destes
diagnosticos sao suportados por inimeros métodos laboratoriais, cada um com as suas
idiossincrasias, com as suas vantagens e desvantagens, mas cada um com a sua utilidade.

Este estagio curricular foi de extrema importancia. Estar em contacto directo com as
diferentes patologias, com as mais diversas amostras, com os equipamentos e metodologias
foi essencial para a minha formagao como profissional de saude. Além do mais, o estagio
serviu para cimentar todo o conhecimento tedrico adquirido, nao apenas ao longo dos dois
anos de mestrado, mas também o conhecimento adquirido durante a licenciatura. Ao longo
do tempo fui ganhando confianga no laboratoério e neste momento posso, sem duvida, dizer

que estou apto para trabalhar num laboratério de analises clinicas.



Caracterizacao do local de estagio

O Servico de Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC) é composto por trés polos, tendo o estigio decorrido em dois deles: o
Edificio Sao Jerénimo e o Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Pediatrico. O SPC
engoba varios laboratérios e varios sectores: Imunologia, Auto-imunidade, Serologia,
Bioquimica (rotina, urgéncia, tratamento de urinas), Hematologia (coagulacao, observagao de
laminas), = Hormonologia,  Microbiologia  (bacteriologia, parasitologia, = micologia,
micobacteriologia). Outras areas incluem as da recegao de amostras biologicas, salas de
validagao de resultados, e salas de microscopios, distribuidas por entre os varios sectores.

Relativamente a equipa que constitui o laboratorio, esta é constituida por médicos
patologistas clinicos, técnicos superiores de salde e técnicos de diagndstico e terapéutica,
bem como técnicos administrativos e auxiliares.

O laboratoério possui uma sala de colheitas, que atende diariamente mais de 400
doentes, recebendo amostras de sangue, urina, expetoragdes, entre outros. Esta
implementado um sistema de prioridade de doentes, sendo que os transplantados, diabéticos
e doentes em consultas de oncologia sao atendidos em primeiro lugar. Os tubos e
contentores com as variadas amostras sao identificados com um codigo de barras,
consistindo num codigo numérico, precedido por uma letra, que identifica o sector ao qual a
amostra se destina. Segundo as especificagoes do pedido de anilise pelo clinico, sabe-se qual
a amostra, o contentor e o procedimento de colheita.

O laboratorio também recebe amostras de varias enfermarias do centro hospitalar,
bem como de outros hospitais, como o Hospital de Castelo Branco e o Hospital de Aveiro.
Esta recegao por parte do SPC justifica-se pelo facto daqueles hospitais terem um reduzido
numero de pedidos, o que nao justifica a implementagao da analise, pelo que esta é assim
realizada em Coimbra. Isto nao invalida, no entanto, que o proprio SPC envie amostras para
outros locais, como o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).

O laboratorio encontra-se ligado por um sistema de gestao de informagao clinica e
médica, designado por Clinidata XXI, que permite a integragao dos pedidos de anilise, a
visualizagao da historia clinica do doente, a produgao e impressao de listas de trabalho, a
validagao dos resultados de andlises ja efetuadas e a visualizagdo de estatisticas. Existe
também outro sistema informatico no laboratério, o Hemagest, especifico do sector de

Hematologia, encontrando-se integrado no sistema Clinidata XXI.



Imunologia
I. Introducao

A imunologia consiste no estudo dos componentes do organismo humano
responsaveis pelo reconhecimento e eliminagao de antigénios estranhos, bem como o modo
como estes componentes reagem e interagem, as consequéncias dessas interagoes e ainda as
formas como o sistema imunitario pode ser manipulado para a protecao e tratamento de
doencgas.

Este sistema é composto por varias linhas de defesa: a primeira é constituida por
barreiras fisicas, como a pele; a segunda pelo sistema imunitario inato, um mecanismo de
defesa nao-especifico; a terceira pelo sistema imunitario adquirido, permitindo uma resposta
personalizada contra os diferentes tipos de microrganismos.

Tanto o sistema imunitario inato como o adquirido sao compostos por duas partes:
uma parte celular, composta por células como macroéfagos (inato) e linfocitos (adquirido), e
uma parte humoral, constituida pelo sistema do complemento (inato) e pelos anticorpos
(adquirido).

Neste sector sao processadas amostras de urina de 24h, fezes, liquido
cefalorraquidiano (LCR), soro e plasma heparinizado. Neste sector existem os equipamentos
BN ProSpect, para a realizagao de ensaios nefelométricos, Hydrasis, para a realizagcao de

electroforese e imunofixagao, e ImmunoCap, para a pesquisa da IgE especifica.

2. Metodologias e equipamentos utilizados
2.1. Imunodifusdo radial

A imunodifusao radial consiste num método relativamente arcaico que tem vindo a
ser substituido na maior parte dos laboratorios. Nesta técnica, o anticorpo é uniformemente
distribuido num gel de suporte, e o antigénio é aplicado num poco cortado nesse gel. A
medida que o antigénio se difunde a partir do pogo, ha uma combinagao entre antigénio e
anticorpo até que seja atingida a zona de equivaléncia, levando a formagao de uma matriz
estavel no gel. A area da zona obtida é a medida da concentragao de antigénio, e esta pode
ser comparada com uma curva padriao, obtida usando antigénios de concentragoes
conhecidas (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Existem duas técnicas para a medicao da imunodifusao radial. A primeira designa-se
por método “end-point”. Nesta técnica o antigénio difunde na sua totalidade, e quando ¢é

atingida a zona de equivaléncia, nao ocorrem mais mudangas no diametro do anel. O

inconveniente desta técnica é que demora entre 24h a 72h. A segunda técnica, aquela que é



usada no laboratério, designa-se por método cinético, que utiliza dados provenientes de
medicoes realizadas antes de ser atingida a zona de equivaléncia. Neste caso, o didmetro da
area é proporcional ao logaritmo da concentragao e a leitura da técnica é feita 24h depois.
Em qualquer uma das técnicas devem ser usados anti-soros monoespecificos com uma
afinidade bastante elevada para aumentar a claridade da reagao de precipitagao.

A imunodifusao radial consiste numa técnica facil de executar e que nao requer
instrumentagao. Contudo, tem as suas limitagoes: algumas fontes de erro incluem encher
demasiado ou nao encher o suficiente o pogo, tocar nos lados do po¢o ao enché-lo, e tempo
e temperatura de incubagao incorretas. Além disso, tem um prego bastante elevado, pelo
que tem sido substituida por métodos mais sensiveis e automatizados, como a nefelometria

e ELISA (Stevens, 2009).

2.2. Nefelometria

A nefelometria mede a luz que é dispersa quando um raio de luz incidente atravessa
uma suspensao. A quantidade de luz que é dispersa traduz-se num indice da concentragao da
solu¢ao. Comegando com uma quantidade constante de anticorpo, aumentando a quantidade
de antigénio resulta num aumento da quantidade de complexos anticorpo-antigénio. Sendo
assim, a relagao entre a concentragao de antigénio, dada pela formagao desses complexos, e
a luz dispersa aproxima-se da linearidade. Os nefelometros medem a dispersao de luz numa
variedade de angulos, desde os 10° até aproximadamente 90°.

Outra técnica com metodologia semelhante a nefelometria é a turbidimetria e
embora a sua sensibilidade tenha aumentado, os métodos nefelométricos sao geralmente
mais sensiveis que os ensaios turbidimétricos e tém um limite de detegao inferior. Além
disso, podem ser atingidos limites de detegao ainda mais baixos em varios fluidos como LCR
e urina devido a sua baixa concentragao em lipidos e proteinas (Burtis e Bruns, 2015).

A nefelometria pode ser usada para detetar quer antigénios, quer anticorpos, mas &
habitualmente usada com anticorpos conhecidos como reagentes, para a pesquisa do
antigénio do doente. Na nefelometria de tempo fixo a reagao ocorre essencialmente até ao
seu final, mas as particulas de maior tamanho deixam de estar em solugao e ha uma
diminuigao na quantidade de luz dispersa. No segundo método nefelométrico, a nefelometria
cinética, a quantidade de luz dispersa é medida imediatamente apos a adigao do reagente. Em
ensaios de medicao do ritmo de formagao de imunocomplexos, as medigoes sao
habitualmente feitas no inicio da reagao, visto que a maior alteragao na intensidade da luz

dispersa em relagao ao tempo ocorre neste intervalo de tempo. Se a quantidade de
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anticorpo for mantida constante, a quantidade de luz dispersa esta diretamente relacionada
com a concentragao de antigénio, pelo que muitos instrumentos automatizados utilizam este
método para a medigao de proteinas séricas.

A quantificagao de imunoglobulinas como IgG, IgA, IgM, IgE e IgD, bem como as
cadeias leves livres A e k é feita exclusivamente por nefelometria. Outras proteinas séricas
quantificadas incluem os componentes do complemento, a proteina C reativa, e varios
factores de coagulagao. A nefelometria providencia uma quantificagao precisa das proteinas
séricas e devido a facil automatizagdo o custo por teste é tipicamente mais baixo do que
outros métodos. No entanto, os métodos nefelométricos apresentam algumas desvantagens,
nomeadamente os custos elevados dos instrumentos e dos reagentes, variabilidade nos
diferentes antissoros utilizados, e presenca de substincias que podem interferir com a

dispersao de luz (Stevens, 2009) (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

2.3. Eletroforese

A maior parte das proteinas possui uma carga elétrica quando sujeitas a um campo
elétrico, caracteristica que permite a sua separagao por eletroforese. A eletroforese refere-
se a migragao de solutos ou particulas carregadas dentro de um meio liquido sobre a
influéncia de um campo elétrico. O tamanho e a forma de uma molécula proteica, a forca
ionica da solugao tampao usada, a resisténcia e friccio do meio de suporte utilizado, a
corrente aplicada, a temperatura da reagao e a duragao de aplicagao da corrente sao fatores
que influenciam a migragao de proteinas numa reagao electroforética tipica (Detrick,
Hamilton e Schmitz, 2016).

A eletroforese de zonas é a técnica habitualmente utilizada em laboratorios clinicos.
Como o nome indica, esta técnica origina zonas de proteinas que sao heterogéneas e
fisicamente separadas umas das outras. Este tipo de eletroforese é classificado de acordo
com o tipo e estrutura dos materiais de suporte que sao utilizados, sendo estes: gel de
agarose, acetato de celulose ou gel de poliacrilamida (Burtis e Bruns, 2015).

Depois da eletroforese o gel é tratado com um fixador, como o acido acético, que
leva a precipitagao de proteinas nas posigoes nas quais terminaram a sua migragao. Ocorre
depois uma coloragao, e o gel é seco e lavado para retirar o excesso de corante. Podem ser
usados aparelhos automadticos de leitura densitométrica para gerar tracados e para
quantificar as percentagens relativas de proteina em cada fragiao. Estas percentagens sao
depois multiplicadas pela proteina total na amostra (quantificada de forma separada) de

modo a determinar a concentragao de proteina em cada fragao (McPherson e Pincus, 2016).



A migragao de proteinas em eletroforese de agarose é habitualmente usada para a
identificagdo de proteinas monoclonais em doentes com gamapatias monoclonais. Na
eletroforese de proteinas do soro, as bandas coradas de proteinas que representam a
albumina, al, a2 e B-globulinas sao facilmente distinguiveis. Enquanto que as bandas das
proteinas mais abundantes, como a albumina, sdo claramente visiveis e definidas, as bandas
das imunoglobulinas, que migram na regiao y, sao frequentemente difusas e largas. Esta falta
de resolugio deve-se a presenca de muitas imunoglobulinas electroforéticamente
heterogéneas que migram na mesma regiao (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

A eletroforese de proteinas do soro pode ser usada para identificar qualitativamente
ou semiquantitativamente, por analise visual ou densitométrica, a presenca de
imunoglobulinas ~ monoclonais, hipogamaglobulinémia, = sindrome  nefrético, e
hipergamaglobulinémia policlonal, entre outros. A analise densitométrica de proteinas
coradas apds a eletroforese de proteinas do soro é um método aceitavel para seguir a
resposta a terapéutica de doengas caracterizadas por proteinas monoclonais depois de um
diagnostico inicial (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Além da andlise do soro, podem ser avaliados por eletroforese outros fluidos
corporais. Amostras de urina sao rotineiramente testadas em doentes com proteinas séricas
monoclonais de modo a identificar componentes proteicos monoclonais, particularmente

cadeias leves livres (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

2.4. Imunofixacao

Na imunofixagao primeiro é realizada uma técnica de eletroforese em gel de agarose
para separar as proteinas presentes na mistura. Depois do processo electroforético sao
aplicados antissoros diretamente no gel, que causam a precipitacio das proteinas de
interesse. O imunoprecipitado fica preso na matriz do gel, e todas as outras proteinas que
nao precipitaram sao removidas com recurso a uma lavagem. O gel é posteriormente
corado para se proceder a identificagao de proteinas (Burtis e Bruns, 2015).

Os anticorpos que sao usados tém uma especificidade conhecida, de modo a
averiguar se um determinado antigénio esta presente na amostra. A amostra que podera
conter o antigénio de interesse € colocada no gel, ocorre a eletroforese, e o anticorpo
especifico € aplicado. Apenas se formam imunoprecipitados quando ocorre uma combinagao
entre antigénio e anticorpo, pelo que os complexos formados ficam presos no gel. De
seguida o gel é lavado com o objetivo de remover proteinas que nao tenham precipitado e

depois pode ser corado para melhor visibilidade. Habitualmente, o soro do doente é
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aplicado em seis colunas do gel, e depois da eletroforese, cinco dessas colunas sao
sobrepostas com um anticorpo especifico: 1gG, IgA, IgM, cadeias leves livres k e A. A sexta
coluna é sobreposta com todos estes anticorpos, e serve como referéncia, pelo que as
reagdoes nas cinco colunas sao comparadas com a coluna de referéncia.
Hipogamaglobulinémias aparecem como bandas que quase nao se discernem, enquanto que
hipergamaglobulinémias policlonais aparecem como bandas fortemente coradas na regiao y.
Bandas monoclonais, como aquelas que aparecem no mieloma multiplo (MM), consistem em
bandas escuras e estreitas em colunas especificas (Stevens, 2009).

Embora o soro seja a amostra mais comum, a imunofixagao também pode ser
realizada na urina ou no LCR. O LCR é a amostra perfeita para o diagnostico de esclerose
multipla, enquanto que a urina é usada para a detegao da proteina de Bence-Jones, detetada
em casos de MM (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Esta técnica tem varias vantagens, como a obten¢ao de resultados mais rapidamente,
sensibilidade aumentada, maior resolugao e maior facilidade na interpretagao de resultados.
No entanto, tem também varias desvantagens, como o custo mais elevado dos antissoros
utilizados e a necessidade de se proceder a diluigoes de modo a evitar zonas de excesso de
antigénio, situacao que se verifica quando as concentragoes de anticorpos monoclonais sao

muito elevadas (Stevens, 2009) (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

2.5. Fluorescence enzyme immunoassay (FEIA)

O método FEIA é o método utilizado nos aparelhos automatizados empregados na
pesquisa da IgE especifica (ImmunoCAP). Consiste num ensaio em sandwich, no qual ha a
ligacao de antigénios a anticorpos especificos.

Neste método existem pogos recobertos com alergénios, comercialmente
disponiveis, fixados a uma fase solida. Estes alergénios sao reconhecidos por anticorpos IgE
especificos presentes na amostra do doente, constituindo marcadores para uma determinada
doenga alérgica.

Quando ocorre este reconhecimento, forma-se um complexo antigénio-anticorpo e
numa fase seguinte ha a ligagao a este complexo de um anticorpo secundario anti-IgE,
conjugado com uma enzima, formando-se um imunocomplexo. Apos cada etapa ha uma fase
de lavagem de modo a remover quaisquer elementos que nao se ligaram.

A adicao do substrato da enzima faz com que seja emitido um sinal de fluorescéncia.

A medicao e a comparagao deste sinal de fluorescéncia com aquele de calibradores de



concentragoes conhecidas permitem a determinagao da concentragao de IgE especifica na

amostra (Schmidt et al., 2012).

3. Estudo das proteinas do soro
3.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, também conhecidas por anticorpos, sao um grupo heterogéneo
de glicoproteinas produzidas por plasmocitos, e tém duas fungoes. Existem até 100 milhoes
de imunoglobulinas diferentes, cada uma com uma especificidade antigénica diferente, sendo
a sua primeira fungao o reconhecimento e a ligagao a antigénios. A eliminagdo de material
estranho ao organismo é a sua segunda fungao; a ligagdo de um anticorpo a um antigénio
(complexo anticorpo-antigénio) inicia uma série de eventos bioldgicos importantes, como a
ativacao do complemento ou a ligagao do imunocomplexo a recetores nos leucdcitos
(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016) (Turgeon, 2013).

Uma imunoglobulina é constituida por duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias
livres, igualmente idénticas. O terminal amino destas cadeias é designado por regiao variavel,
uma vez que varia significativamente entre diferentes classes de imunoglobulinas. O terminal
carboxi, no entanto, € denominado por regiao constante, visto que a sua estrutura principal
€ a mesma para todas as imunoglobulinas da mesma classe. Os aminoacidos nas regioes
variaveis das cadeias leves e pesadas interagem para formar o local onde se liga o antigénio,
tendo cada imunoglobulina dois destes locais (Burmester e Pezzutto, 2003).

Relativamente as cadeias leves, existem duas classes de cadeias leves, k e A, que
diferem na sequéncia de aminoacidos da regiao constante (o racio de cadeias leves k para A
no plasma de adulto é de 2 para |), enquanto que ha cinco classes de cadeias pesadas.

Quanto as cadeias pesadas, as cinco grandes classes de imunoglobulinas (G, A, M, D,
E) correspondem as cinco classes de cadeias pesadas (y, a, Y, 6, €). Uma imunoglobulina
pode conter cadeias leves A ou cadeias leves k, mas nao as duas simultaneamente:

e |gG: esta imunoglobulina é a mais abundante no plasma de um individuo adulto,
perfazendo cerca de 80% da imunoglobulina total e ¢é o anticorpo
predominantemente produzido durante a resposta imunitaria secundaria. Ha quatro
subclasses de 1gG (IgGl, 1gG2, IgG3 e IgG4), cada subclasse com uma regido
constante da cadeia pesada particular e com diferentes fungdes. A subclasse mais
abundante é a IgG1, que perfaz cerca de 65% da IgG total do plasma.

e IgA: as moléculas de IgA constituem cerca de 13% das imunoglobulinas totais do

plasma. Ha duas grandes classes de IgA, designadas por IgAl e IgA2, sendo que a IgAl
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€ a mais abundante. Estes anticorpos sao sintetizados durante a resposta imunitaria

secundaria e contribuem para a imunidade das mucosas.

e [gM: Esta classe de imunoglobulinas constitui cerca de 6% das imunoglobulinas totais
do plasma. Tém um peso molecular bastante elevado (pelo que sao designadas por
macroglobulinas), e sao constituidas pela ligacao de cinco cadeias idénticas.

e IgD: As moléculas de IgD representam apenas 1% das imunoglobulinas do plasma, e
sao expressas nos linfocitos B juntamente com as IgM.

e |IgE: A IgE tem sido chamada o anticorpo reagente para denotar a sua associagao com
a hipersensibilidade imediata. Estes anticorpos constituem uma percentagem muito
pequena das imunoglobulinas totais. A ligagdo de um anticorpo IgE a um antigénio
pode induzir a libertagao de aminas vasoativas, protéases, mediadores inflamatorios e
citocinas.

A quantificagao da concentragao de imunoglobulinas totais é realizada com recurso a
nefelometria. As concentragoes de imunoglobulinas variam bastante consoante a idade. Um
exemplo € a flutuagao da concentragao de IgG no decurso do crescimento de uma crianga;
as concentragoes de IgG de um recém-nascido sao quase iguais aquelas que se observam em
adultos, como resultado de uma transferéncia transplacental (IgA e IgM maternos nao sao
transferidos). Estas concentragoes de IgG vao diminuindo até aos 6 meses de idade, altura
em que voltam a aumentar até atingirem concentragoes semelhantes ao adulto no inicio da
adolescéncia. Este exemplo demonstra que é necessario ter em conta a idade do doente
aquando da interpretagcao das concentragoes de imunoglobulinas (Ochs, Smith e Puck, 2007)
(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

A concentragdo muito baixa de imunoglobulina é designada por
hipogamaglobulinémia, enquanto a concentragdo muito alta ¢é designada por
hipergamaglobulinémia. Muitas imunodeficiéncias congénitas e adquiridas sao caracterizadas
por hipogamaglobulinémia. A imunodeficiéncia humoral congénita mais comum ¢é a
deficiéncia seletiva de IgA. Muitos destes doentes s3ao assintomaticos, mas alguns sofrem
infecoes recorrentes de mucosas e/ou fenomenos autoimunes. Do outro lado do espectro,
ha doengas imunoldgicas nas quais ha uma hipergamaglobulinémia, sendo que o MM ¢
frequentemente acompanhado da presenca de um pico monoclonal (proteina M) e de uma
supressao das gamaglobulinas policlonais normais. Uma parte substancial destes doentes e
essencialmente todos os doentes com a macroglobulinémia de Waldenstrom apresentam um
aumento monoclonal de imunoglobulinas no soro, na urina ou em ambos. Uma parte

importante do diagnéstico e do seguimento de doentes inclui a eletroforese das proteinas
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do soro e a imunofixagao tanto do soro como da urina. As imunoglobulinas monoclonais ou
componentes de imunoglobulinas, como é o caso das cadeias leves livres, sao considerados

marcadores tumorais (Kyle e Rajkumar, 2009) (Ochs, Smith e Puck, 2007).

3.2. Eletroforese de proteinas do soro

ﬂ

-

-region

-region

Albumin

al

a2
[3-region
y-region

k/‘«lb’\i/v\k

Figura | - Padrdo electroforético normal, com a divisdo das diversas regides (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

A eletroforese de proteinas é realizada no soro e na urina para detetar e quantificar
gamapatias monoclonais. Esta técnica tira partido da vantagem de que cada grande classe de
proteinas tem a sua estrutura Unica. Esta estrutura complexa e as caracteristicas de carga
destes aminoacidos, bem como a sequéncia Unica de aminoacidos de cada proteina e o pH
da solugao tampao usada, determinam a migracao de cada proteina durante o processo de
eletroforese (Keren, 2003) (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Tendo por base a migragao das proteinas durante o processo electroforético em gel
de agarose foi possivel classificar as proteinas em 5 grandes regices: albumina, al, a2, B, e y.
Algumas das principias proteinas pertencentes a estas regioes sao as seguintes:

e Transtirretina: antigamente chamada de pré-albumina, é usada essencialmente para
analisar o estado nutricional dos doentes com malnutricao proteica. A concentracao
normal no soro é demasiado baixa para ser avaliada por eletroforese, pelo que é
normalmente medida por nefelometria.

e Albumina: a albumina é a principal proteina do soro. E responsavel pelos efeitos
osmoticos das proteinas séricas e serve como proteina de transporte para uma

grande variedade de moléculas.



al antitripsina: trata-se de uma proteina membro dos inibidores da protéase sérica,
inibindo uma grande variedade de protéases, como a tripsina, e é a principal proteina
da regiao al.

02 macroglobulina: esta proteina também tem a fungao de inibir protéases, nao
sendo, no entanto, uma proteina de fase aguda. A sua concentragao encontra-se
elevada em doentes com sindrome nefrético principalmente devido ao seu elevado
tamanho.

Transferrina: esta proteina é a principal proteina da regiao B 1, tendo como fungao o
transporte de ferro. Durante as reagoes de fase aguda, a sua concentragao diminui.
C3: trata-se do terceiro componente do sistema do complemento e é o Unico que é
visivel na eletroforese de proteinas do soro, sendo a principal molécula da regiao 2.
Os niveis de C3 estao elevados em reagoes de fase aguda e, se a amostra nao for
refrigerada, rapidamente se degrada em componentes mais pequenos.

As imunoglobulinas migram essencialmente na regiao f§ e y:

o A IgG migra na regiao y, e no MM ha o aparecimento de uma banda larga
nesta regiao. Aumentos policlonais de IgG ocorrem em infegoes cronicas,
doengas hepaticas, e algumas doengas autoimunes. Estes aumentos policlonais
de IgG podem ser distinguidos da monoclonalidade ao realizar uma
imunofixagao (Khosroshahi e Stone, 201 1).

o A IgM migra na regiao B-y e € uma molécula que existe como um pentdmero.

o A IgA existe no soro existe como um monomero, mas nas secregoes das
mucosas existe como um dimero. Um aumento policlonal de IgA resulta numa
ponta entre as regioes B-y, que pode ser bastante proeminente em situagoes
de cirrose.

o A IgD esta principalmente presente na superficie de linfocitos, enquanto que
no soro sao encontradas baixas quantidades.

o A IgE encontra-se essencialmente a superficie de mastocitos e basofilos. As
concentragoes séricas apenas sao medidas em casos de alergia.

o Cadeias leves livres A e k normalmente existem em concentragoes demasiado
baixas no soro para serem medidas por eletroforese, pelo que sao

quantificadas por nefelometria.



3.3. Principais alteracoes do perfil electroforético

3.3.1. Padrao electroforético de cirrose

albumina | ol | a2 R Y

Figura 2 - Padrdo electroforético caracteristico de cirrose, mostrando uma diminui¢do na regido da albumina e um
aumento na regido y (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Este é o padrao electroforético de uma doencga hepatica: em doentes com cirrose, a
sintese de proteinas derivadas de hepatocitos, como a albumina, esta diminuida, levando a
um aumento na regiao a2 através da regiao y. No entanto, devido a inflamagao e ao desvio
da corrente sanguinea a volta do figado, podem estar aumentadas outras proteinas.

Quando a bilirrubina esta elevada, tipicamente ocorre uma hipoalbuminémia no soro,
além de que a banda da albumina pode ficar alargada. Uma diminuigao das globulinas
pertencentes a a2 também pode ocorrer devido ao aumento policlonal de IgA e ha um
aumento generalizado na regiao y, o que reflete o aumento policlonal de IgG (Detrick,

Hamilton e Schmitz, 2016).

3.3.2. Padrao electroforético de sindrome nefrético

-
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Figura 3 - Este padrdo electroforético demonstra um padrdo caracteristico de sindrome nefrético. Verifica-se uma
grande elevagdo da regiGo a2, bem como uma redugdo drdstica da albumina (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Numa situagao de sindrome nefrético a perda de proteina ocorre devido a lesoes
glomerulares. Verifica-se hipoalbuminémia e uma redugao das globulinas pertencentes a

regiao al. No padrao electroforético verifica-se uma elevagao significativa da regiao a2
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devido a retengao de moléculas de grande peso molecular, como a a2 macroglobulina e a
haptoglobina. A regiao B também pode estar elevada devido a uma elevagao dos niveis de B1
lipoproteina. Dependendo da severidade do sindrome nefrético, a regiao y esta baixa ou
pode mesmo encontrar-se numa situagao de hipogamaglobulinémia.

Numa enteropatia na qual ocorre perda de proteina, como a doenga celiaca, os
danos no trato gastrointestinal podem levar a que se verifique um padrao electroforético
semelhante aquele que se verifica no sindrome nefrético, com hipoalbuminémia,
hipogamaglobulinémia e ocasionalmente com uma elevagao da a2 macroglobulina.

Padroes mais ligeiros de perda de proteina podem resultar apenas num aumento de
albumina e no aumento da regiao y. Visto que a maior parte dos procedimentos de
eletroforese de proteinas do soro sao realizados em doentes nos quais a presenga de uma
proteina monoclonal constitui um diagnéstico diferencial, quando se observam estes
padroes, recomenda-se a realizagao de uma eletroforese de proteinas da urina, bem como
uma imunofixacao, de modo a excluir a possibilidade de proteinas de Bence Jones, que

podem danificar o glomérulo (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

3.3.3. Padrao electroforético de proteinas monoclonais

.. il A ~ 4
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Figura 4 — Este padrdo electroforético apresenta uma elevagdo bastante elevada da regido (3 devido a presenca de
uma proteina monoclonal IgM (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

A maior parte das proteinas monoclonais pertencem a classe IgG e habitualmente
migram na regiao y. Uma vez que a IgG normal migra normalmente na regiao -y, mesmo
concentragoes muito baixas de IgG monoclonal tém a capacidade de alterar o padrao

normal, especialmente em situagoes de hipogamaglobulinémia.
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As proteinas monoclonais, especialmente aquelas pertencentes as classes de IgA e
IgM, também sao detetadas na regiao B. No entanto, quando uma proteina monoclonal
pertencente a estas classes se encontra em baixa concentragao, torna-se mais dificil de
detetar. Isto acontece devido a presenca de outras proteinas na regiao P, como a
transferrina e a B1 lipoproteina.

Na regiao a2 é raro encontrar proteinas monoclonais. Se de facto se encontrarem
nesta regiao, sao mais dificeis de detetar, devido a elevada concentragao das proteinas que
migram nesta regiao. Este exemplo constitui uma razao pela qual uma eletroforese das
proteinas do soro negativa (com o objetivo de pesquisar proteinas monoclonais) nao exclui a
possibilidade de existéncia de uma proteina monoclonal. Nestes casos e quando hia uma
suspeita forte de que o doente possui uma proteina monoclonal, deve ser realizada uma

imunofixagao (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

3.4. Quantificacdo de proteinas monoclonais no soro

O limite mais baixo para a visualizagdo de proteinas monoclonais em sistemas
electroforéticos esta entre 0.02 e 0.04 g/dL. Enquanto que a maior parte das proteinas
monoclonais se incluem na categoria de gamapatia monoclonal de significado indeterminado
(MGUS), algumas proteinas monoclonais podem ser observadas em doentes com mieloma
das cadeias leves e outros processos linfoproliferativos da célula B, como a leucemia
linfocitica crénica (LLC) (Murray et al., 2012).

Sendo detetada e caracterizada a proteina monoclonal, é necessario tentar quantifica-
la. Quando se estuda a resposta a terapéutica, o valor minimo medido é de 1.0 g/dL. Porém,
€ necessario ter cuidado com possiveis interferentes, como as imunoglobulinas policlonais na
regiao y e as restantes proteinas na regiao  (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Para proteinas monoclonais que migram claramente na regiao y, a sua quantificagao
deve ser feita com recurso a densitometria. De outro modo, proteinas monoclonais cuja
concentragao € demasiado baixa ou que sao obscurecidas por outras proteinas, como a

transferrina, nao sao quantificadas (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).



4. Estudo das proteinas da urina
4.1. Detecao de proteinas monoclonais e de proteinas de Bence Jones na urina

As proteinas de Bence Jones sao cadeias leves livres monoclonais k ou A que nao
estao associadas a cadeias pesadas. Estas proteinas tipicamente aparecem como monomeros
ou como dimeros que passam no filtrado glomerular. Sao encontradas em 5% de todos os
doentes com gamapatias monoclonais e em cerca de 20% dos doentes com MM (Turgeon,
2013).

Em doencgas das cadeias leves livres monoclonais, como o MM de cadeias leves, a
concentragao sérica destas cadeias é habitualmente muito pequena e a proteina monoclonal
muitas vezes nio é detetada. No entanto, como as cadeias leves livres sao livremente
filtradas pelo rim, a probabilidade de as encontrar na urina de um doente com doengas
relacionadas com estas cadeias € muito maior. Além disso, cerca de 75% dos doentes com
MM com uma proteina monoclonal no soro terao cadeias leves livres na urina (Detrick,
Hamilton e Schmitz, 2016).

E importante realcar que a analise de rotina de proteinas na urina nio é um indicador
de confianga da presenca ou auséncia de cadeias leves livres monoclonais. Alguns testes de
detecio de proteinas apenas tém sensibilidade para a albumina, e podem mesmo dar
negativo para urinas contendo estas cadeias. Como é bastante comum nao encontrar
alteragoes na urina de um doente apos a realizagao de uma eletroforese, mas havendo, ainda
assim, a probabilidade da presenga de uma proteina monoclonal nessa mesma amostra, €
recomendado a realizagao de uma imunofixagao (Keren, 2003).

Antes da realizagao da eletroforese, as amostras de urina necessitam de ser
concentradas para aumentar a sensibilidade de deteg¢ao de proteinas monoclonais. Esta
concentragao € atingida através de um processo de ultrafiltragao. A concentragao final de
proteinas na urina deve estar entre 1000 e 8000 mg/dL (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Para a detecao e quantificagdo de proteinas monoclonais na urina, bem como para o
seguimento do doente, é recomendado usar uma amostra de urina de 24h. Contudo, se o
objetivo for apenas a detegao, pode ser usada a primeira urina da manha, apesar de que esta
amostra nao permite nem a quantificagio nem o seguimento do doente. Quando uma
proteina monoclonal é detetada em eletroforese de proteinas, pode ser quantificada por
analise densitométrica (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Relativamente a detecao de proteinas de Bence Jones, a primeira urina da manha é a
melhor amostra. No entanto, se o objetivo for apenas a detec¢ao, a medicao destas proteinas

pode ser feita por nefelometria. Porém, assim que forem detetadas, o doente deve ser
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seguido através da medicao destas mesmas proteinas em amostras de urina de 24h (Detrick,
Hamilton e Schmitz, 2016).

Ocasionalmente é detetada uma imunoglobulina intacta na urina, contudo estes casos
apenas se verificam em doentes com lesoes renais e proteinuria glomerular ou tubular
significativa. Dois achados comuns em amostras de urina contendo grandes quantidades de
cadeias leves livres monoclonais sao um excesso de antigénio e um artefacto causado pelo
facto da proteina monoclonal nao ser completamente lavada do gel (Detrick, Hamilton e
Schmitz, 2016).

As cadeias leves livres monoclonais e as proteinas monoclonais tradicionais podem
migrar em qualquer uma das regioes electroforéticas, desde a até y. O que habitualmente
acontece € a detegao, tanto da proteina monoclonal como das proteinas de Bence Jones, em
doentes com MM. Nestes casos a imunofixagao da urina é comparada com a eletroforese de
proteinas de modo a determinar qual a banda que corresponde as proteinas de Bence Jones
(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Se for encontrada uma proteina monoclonal na urina e nao tiver sido pedida a
avaliagado do soro para a pesquisa de proteinas monoclonais, esse pedido deve ser

recomendado, e vice-versa (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

4.2. Detecao de outras proteinas na urina

Em amostras de urina concentrada e através de um processo electroforético,
também é possivel detetar pequenas concentragoes de outras proteinas nao monoclonais,
como a albumina. A concentragao normal desta proteina numa amostra de urina de 24h
pode ir até 150 mg, apesar desta quantidade poder estar aumentada depois de exercicio
fisico intenso e em doentes com diabetes (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Lesoes glomerulares permitem o aparecimento de proteinas na urina que nao passam
eficientemente através da barreira glomerular. Desde que a fungao de reabsorgao tubular
esteja intacta, nao se vém bandas na regiao a2 e B. No entanto, quando é excedida a
capacidade de os tubulos reabsorverem proteinas, é possivel ver pequenas bandas nestas
regioes, bem como uma banda adicional na regiao y. Quando existe uma doenca renal
extensa e pelo rim estar tao danificado, o padrao de eletroforese de proteinas na urina
aproxima-se ao padrao normal da eletroforese de proteinas no soro (Detrick, Hamilton e
Schmitz, 2016).

Se apenas os tubulos estiverem danificados, uma grande quantidade das pequenas

proteinas do soro que normalmente passam através do glomérulo nao siao reabsorvidas e
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aparecem na urina. Nesta situagao encontram-se na urina pequenas quantidades de albumina
e numerosas bandas de varios tamanhos nas regices al, a2, B e y, perfazendo o padrao
tipico de proteindria tubular (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

Quando esta presente um grande excesso de uma molécula relativamente pequena,
como a hemoglobina, e se a quantidade excretada é superior a capacidade de reabsorgao
tubular, observa-se um padrao de proteiniria, e a situagio tem de ser avaliada por
imunofixagao, pois a banda que se observa pode representar uma proteina monoclonal

(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

B2 Microglobulin (12 kDa)
Lysozyme (15 kDa)
RBP (21 kDa)

Proteins of tubular Free light chains (25 kDa)
origin (< 70 kDa)
a1 Microprotein (33 kDa)

Dimer of free light chains (50 kDa)

Albumin (70 kDa)

Transferrin (80 kDa)

Proteins of glomerular lg G (160 kDa)
origin (> 70 kDa) Ig A (165 kDa)

] Haptoglobins

-1 ©2 Macroglobulin - Ig M (800-900 kDa)
Application point

Figura 5 — Este grdfico demonstra a posicdo das bandas correspondentes ds proteinas mais frequentemente
encontradas num padrdo de eletroforese de proteinas (Carrer, Le e Boucraut, 1999).

5. Determinacdo da IgE especifica
5.1. Hipersensibilidade

A hipersensibilidade pode ser definida como uma resposta imunologica normal, mas
exagerada e descontrolada a um antigénio, que pode produzir inflamagao, destruicao celular
ou danos tecidulares. E classificada consoante o tempo apds a exposicio ao antigénio que
essa resposta demora a aparecer. Assim, ha hipersensibilidade imediata e hipersensibilidade
retardada, sendo a primeira mediada por anticorpos, enquanto que a segunda é mediada por
células (Turgeon, 2013).

O termo imunizagao, ou sensibilizagao, descreve uma reagao imunoldgica dependente

da resposta do hospedeiro a uma exposicao subsequente a um antigénio, isto €, uma
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segunda exposi¢ao. Pequenas quantidades de antigénio podem favorecer a sensibilizagao ao
restringir a quantidade de anticorpo formado. A existéncia dessa sensibilizacao € revelada
quando ha uma segunda exposicao ao mesmo antigénio, levando a que se desenvolva uma

reagao de hipersensibilidade (Turgeon, 2013).

5.2. Alergia

O conhecimento acerca da alergia comegou com a descoberta da imunoglobulina IgE
em 1967. A propriedade mais significativa destes anticorpos € a sua capacidade de poderem
ser especificos para centenas de antigénios diferentes. Os antigénios que despoletam as
reagoes alérgicas sao designados por alergénios. Estas substancias de baixo peso molecular
conseguem entrar no organismo ao serem inaladas, ingeridas, ou administradas enquanto
farmacos ou drogas. Alergénios comuns incluem pelos de animais, polen, comida, po, metais,

drogas e picadas de insetos (Turgeon, 2013).

5.3. Tipos de reacoes de hipersensibilidade

Sao classificados quatro tipos de reagoes de hipersensibilidade, definidos consoante o
mecanismo principal responsavel pelo dano celular ou tecidular que ocorre durante uma
resposta imunologica. Os trés primeiros tipos sao mediados por anticorpos, enquanto que o
quarto é mediado por células. Ha algumas sobreposi¢oes nos diferentes tipos de reagoes de
hipersensibilidade, mas ha grandes diferengas no modo como cada tipo é diagnosticado e
tratado. Neste relatorio serao discutidas apenas as reagoes de hipersensibilidade de tipo |

(Turgeon, 2013).

5.4. Reacdes de hipersensibilidade de tipo |

As reagoes de hipersensibilidade de tipo | podem variar desde reagoes anafilaticas
que representam um risco de vida até manifestagoes mais suaves, como aquelas que se
observam frequentemente na alergia a determinados alimentos.

De um ponto de vista imunolégico, tanto os mastocitos como os basofilos possuem
recetores celulares para a IgE, que se liga a sua superficie externa. Os granulos que possuem
no seu interior contém uma mistura de heparina, histamina e ides de zinco (Turgeon, 2013).

Quando um alergénio interage com IgE ligada a superficie de mastocitos ou basdfilos,
ocorre um processo designado por desgranulagao, consistindo na libertagio de mediadores

quimicos preformados associados aos granulos, lipidos derivados da membrana, citocinas e



quimiocinas, levando a que se verifique uma reagao alérgica aguda, isto é, uma reagao de
hipersensibilidade imediata (Turgeon, 2013).

Histamina, leucotrieno C4, IL-4 e IL-13 sao os principais mediadores da alergia e da
asma. Todas estas substincias sao formadas pelos basofilos e libertadas em grande
quantidade apos a estimulagao com IL-3, cujo efeito esta restrito aos granulos dos basofilos
(Turgeon, 2013).

Por fim, quanto as rea¢oes anafilaticas, estas sao a resposta clinica a formagao e
fixacao imunoldgica entre um antigénio e um anticorpo ligado a um determinado tecido. Esta

reagao € mediada por anticorpos IgE e ocorre de acordo com os trés passos seguintes:

I. O antigénio liga-se a IgE fixada na superficie da membrana de um mastécito ou
baséfilo. E necessario o “cross-linking” de dois anticorpos IgE para iniciar a
desgranulagao.

2. Os mastocitos e basofilos ativados libertam varios mediadores quimicos.

3. Esta libertagao tem varios efeitos, tais como mudangas vasculares e ativacao de

plaquetas, eosinofilos, neutrofilos e da cascata de coagulagao.

5.5. Sinais e sintomas

Numa pessoa com alergia, a exposi¢ao da pele, nariz ou vias aéreas a uma unica dose
de alergénios rapidamente produz varios sintomas. Dependendo da quantidade de alergénio,
as reagoes de hipersensibilidade imediata sao seguidas de uma reagao retardada que atinge o
seu pico 6 a 9h apods a exposicao ao alergénio, sendo que depois diminui lentamente.

Existem dois tipos de reagoes: reagoes localizadas e reagdes generalizadas. Uma
reagao localizada ocorre como uma resposta imediata a mediadores libertadores pela
desgranulagao de mastocitos. As reagoes locais podem consistir em urticaria e angioedema
da pele no local da exposi¢cao ao antigénio. Este fenomeno é o principio basico do teste da
pele para o diagnéstico de uma alergia ou para confirmar a sensibilidade a um antigénio
especifico. Também pode ocorrer angioedema no trato gastrointestinal apos a ingestao de
determinados alimentos.

As reacoes generalizadas, também chamadas de anafilaticas, sio provocadas por
mediadores como citocinas e aminas vasoativas, como a histamina, provenientes de
mastocitos. Sao reagoes dramaticas e extremamente rapidas no seu comeco. Os efeitos
fisiologicos de mediadores primarios e secundarios nos oérgios alvos, como o sistema
cardiovascular e respiratorio, definem os sinais e sintomas da anafilaxia. Os mediadores

naturais do corpo contra a anafilaxia sio enzimas que degradam os mediadores da mesma.

19



5.6. Avaliacao laboratorial de reacdes alérgicas

As bases do diagndstico de alergia incluem a quantificagao de niveis de IgE especifica
no soro do doente associado a uma historia clinica. A detecao no soro de uma quantidade
aumentada de IgE total ou de uma IgE especifica (para um determinado alergénio) indica que
ha uma probabilidade aumentada de haver uma reagao alérgica, infecao parasitaria ou
aspergilose (Hage, Hamsten e Valenta, 2017).

A determinagao da concentragao de anticorpos IgE no soro é uma componente
essencial no diagnostico de doengas alérgicas e na identificagao do alergénio responsavel. A
qualidade e a disponibilidade de alergénios teste, bem como a estabilidade de reagentes e o
grau de automatizagao sao fatores que influenciam o método de anilise. Tendo por base
milhares de resultados de teste, é tragada uma curva genérica que indica a relagao entre
concentragoes de IgE especifica e os sintomas apresentados pelo doente. Embora um
diagnostico final tenha sempre de ser baseado na avaliagao global do doente pelo clinico,
uma regra geral é que, quanto maior a concentracio de IgE, maior a probabilidade da
ocorréncia de sintomas especificos de alergia (Turgeon, 201 3).

O ImmunoCAP da Phadia é o “gold standard” para a andlise de IgE especifica. Estes
ensaios podem ser realizados para centenas de alergénios, como polen, alimentos, e pelos de
animais. Estao disponiveis mais de 650 alergénios diferentes e mais de 70 componentes de
alergénios para uma detecdo quantitativa, sensivel e especifica de anticorpos IgE (Hage,
Hamsten e Valenta, 2017).

O maior beneficio deste sistema é a quantificagio do nivel de IgE especifica e a
auséncia de interferéncia de anticorpos IgG especificos. Os testes do ImmunoCAP baseiam-
se na ligagao de anticorpos IgE que se encontram no soro do doente a alergénios ligados a
uma fase sélida. A este complexo anticorpo-antigénio liga-se uma IgE anti-humana, por sua
vez ligada a uma enzima, sendo detetada a fluorescéncia resultante. Esta intensidade de
fluorescéncia é proporcional a quantidade de IgE especifica presente na amostra do doente
(Hage, Hamsten e Valenta, 2017).

Os alergénios que sao usados no teste e que estao ligados a uma fase solida
encontram-se em excesso, permitindo que haja uma ligagao completa da IgE da amostra do
doente, levando a uma elevada sensibilidade do ensaio. Soros com niveis de IgE muito
elevados podem ser quantificados usando diluicoes e subsequentes multiplicagoes dos
resultados (Hage, Hamsten e Valenta, 2017).

As substancias as quais o doente esta normalmente exposto vao determinar quais os

alergénios que vao ser usados nos ensaios do ImmunoCAP. Certos alergénios causam mais
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frequentemente alergia do que outros. Alguns fatores a considerar sao a idade do doente, os
sintomas, o ambiente em casa, como por exemplo a existéncia de animais de estimagao, e a

localizagao geografica da casa do doente (Hage, Hamsten e Valenta, 2017).

6. Crioglobulinas
6.1. Introducio
A crioglobulinémia consiste num grupo de sindromes caracterizados pela indugao de
anormalidades clinicas e/ou laboratoriais pelo frio. Crioglobulinas sao imunoglobulinas que
precipitam quando se encontram a temperaturas inferiores a temperatura corporal normal e
que dissolvem quando sao aquecidas. A andlise de crioglobulinas é frequentemente pedida
quando o doente demonstra sintomas como dor, cianose, fendmeno de Raynaud ou
ulceragao da pele apds exposicao ao frio (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016) (Turgeon,
2013).
As crioglobulinas sao classificadas do seguinte modo:
e Tipo | — o crioprecipitado é IgG, IgA ou IgM monoclonal (ou uma cadeia leve
livre crioprecipitavel.
e Tipo 2 — o crioprecipitado é misto, contendo duas classes de imunoglobulinas,
com pelo menos uma sendo monoclonal.

e Tipo 3 — o crioprecipitado é misto, sem qualquer componente monoclonal.

A frequéncia relativa dos diferentes tipos de crioglobulinas varia significativamente
com o tipo de doenga e a sua detecao é afetada pelo cuidado no manuseio da amostra antes
da realizacao dos ensaios laboratoriais. Este cuidado é especialmente importante quando se
trata da analise de crioglobulinas de tipo 3, que geralmente estao presentes em baixos niveis
e que podem requerer volumes de soro maiores do que o normal (Turgeon, 201 3).

Suspeita-se de crioglobulinémia de tipo | na presenga de uma discrasia plasmatica
conhecida, como o MM ou a macroglobulinémia de Waldenstrom, evidencia imunoquimica
da presenga de um pico monoclonal, presenga cadeias leves livres, como as proteinas de
Bence Jones no soro ou na urina, ou evidencia clinica de hiperviscosidade ou vasculopatia
isquémica. A crioglobulinémia tipo 2 deve ser considerada quando ha neoplasias da célula B
que podem estar associadas a fatores reumatoides ou outros fendmenos autoimunes,
quando se verifica o sindrome de Sjongren ou quando se verifica uma inflamagao croénica do
figado, especialmente quando ha uma infecao pelo virus da hepatite C. A crioglobulinémia de

tipo 3 tem sido associada a uma grande variedade de doengas infeciosas crénicas e doengas
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autoimunes, muitas das quais sao caracterizadas por hiperimuniza¢ao e/ou hiperglobulinémia

(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

6.2. Procedimento

O manuseamento apropriado de amostras sanguineas € a variavel mais importante na
taxa de sucesso para a identificagao de crioglobulinémia e a mais dificil de atingir. Os
melhores resultados sao obtidos quando o teste para a crioprecipitacao é realizado pelo
individuo em contacto com o doente e quando é tido em conta a importancia de separar o
soro do sangue a 37°C. Embora seja menos sensivel e menos especifico que outros testes, a
analise da crioprecipitagao no soro tem a vantagem de ser uma analise simples, requerendo
equipamento minimo (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

As crioglobulinas precipitam entre as 24h e as 48h, permitindo que muitos soros
possam ser analisados dentro de | ou 2 dias, havendo assim a vantagem de oferecer ao
clinico uma resposta rapida (Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

As crioglobulinas de tipo | sao facilmente visiveis, aparecendo como “flocos”, ou por
vezes como precipitados cristalinos, que se observam dentro de 24h apos a separagao.
Quanto as crioglobulinas de tipo 3, estas sao habitualmente gelatinosas e podem demorar
uma semana a estarem completamente aparentes. A cinética da crioprecipitagao é variavel,
dependendo da amostra e da concentragao de crioglobulina na mesma (Detrick, Hamilton e
Schmitz, 2016).

Para testar a possibilidade da existéncia de crioglobulinas, é colhida uma amostra de
sangue, colocada num banho de agua quente, e centrifugada a temperatura ambiente. O soro
€ depois colocado num tubo graduado e armazenado no frio, a 4°C, durante 7 dias. Se
passado esse tempo for observado um gel ou um precipitado, o tubo é centrifugado (4°C;
3000 rpm) e o precipitado é lavado a 4°C, redissolvido a 37°C e avaliado por eletroforese e
imunofixagao. ldealmente, na redissolugao, deveria de ocorrer a dissolugao completa do
precipitado com a agitagao. Se isto nao ocorre, deve ser considerada a possibilidade da
presenca de fibrina ou de contaminagao bacteriana (Turgeon, 2013) (Detrick, Hamilton e
Schmitz, 2016).

A avaliagado por imunofixagao permite a caracterizagdo imunoquimica do
crioprecipitado, a definicdo do tipo de crioglobulinémia e a revelagio da clonalidade do
componente IgM e ou a oligoclonalidade do componente IgG das crioglobulinas mistas

(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).
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Embora muitos laboratérios clinicos realizem a anilise e determinagao de
crioglobulinas, estes procedimentos raramente sao realizados de forma rigorosa, além de
que existe uma grande variabilidade interlaboratorial. As fontes de erro mais comuns sao os
falsos negativos devido a perda do crioprecipitado durante o armazenamento da amostra e
os falsos positivos, devido a fibrina residual na amostra, bem como a falha na demonstragao
da redissolugao do material com o aquecimento. Contudo, na maior parte dos casos, as
crioglobulinas véem-se claramente através de uma inspegao visual passados | a 3 dias

(Detrick, Hamilton e Schmitz, 2016).

7. Principais doencas imunoproliferativas
7.1. Caracteristicas gerais das Gamapatias

A produgao de anticorpos pelos linfocitos B esta sujeita a uma regulagao pelos
linfocitos Th, sendo que a sua principal fungao é a protegao do organismo de infegoes por
bactérias, virus ou parasitas. Uma vez que cada organismo patogénico representa uma
mistura de diferentes antigénios, ha sempre uma estimulagao policlonal de células B. Cada
clone de célula B produz anticorpos que tém como alvo um antigénio especifico (Burmester
e Pezzutto, 2003).

A proliferagao descontrolada de um unico clone de célula B pode ser causada pela
degeneracao maligna de células B ou pela regulagao deficiente por parte de células T. Esta
producao aumentada de imunoglobulinas estruturalmente homogéneas pode ser detetada
pela eletroforese de proteinas do soro, aparecendo como um pico monoclonal na regiao y.
Esta produgao aumentada designa-se por hipergamaglobulinémia (Burmester e Pezzutto,
2003).

As hipergamaglobulinémias tém uma natureza monoclonal ou policlonal. Uma
gamapatia monoclonal consiste em niveis elevados de um unico tipo de imunoglobulinas, que
tém a designagao de proteinas monoclonais, proteinas M, ou paraproteinas, e tanto podem
ser benignas como malignas. As gamapatias monoclonais também estao associadas a
supressao de imunoglobulinas que nao estao envolvidas no processo monoclonal. Ha varios
tipos de hipergamaglobulinémias, nomeadamente o mieloma multiplo (MM), a
macroglobulinémia de Waldenstrom, a gamapatia monoclonal de significado indeterminado
(MGUS), a doenga de cadeias leves, e as doengas de cadeias pesadas. Embora o MM seja a
gamapatia monoclonal principal, a mais comum é a MGUS. Relativamente as gamapatias

policlonais, estas sao classificadas como doengas secundarias e sao caracterizadas pela
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elevagao de duas ou mais imunoglobulinas, produzidas por varios clones de plasmocitos
(Turgeon, 2013).

A eletroforese de proteinas do soro e da urina, e outros testes laboratoriais
baseados em reagdes imunoldgicas, podem originar resultados bastante alterados em
doengas como o MM e a macroglobulinémia de Waldenstrom. A regiao y do padrao
electroforético pode apresentar uma banda densa e muito restrita resultante da proliferagao
de um Unico clone de células, enquanto que as restantes imunoglobulinas se apresentam
numa concentragao mais baixa (Turgeon, 201 3).

Em contraste, alguns doentes sintomaticos nao exibem a banda monoclonal
caracteristica ou o pico monoclonal na eletroforese de proteinas do soro. Isto é o que
habitualmente acontece na doenga de cadeias leves, na qual apenas as cadeias leves livres
monoclonais k ou A sao sintetizadas pelo plasmocito maligno. Estes fragmentos de
imunoglobulinas de baixo peso molecular sao filtrados pelo glomérulo e aparecem na urina,
produzindo um padrao electroforético sugestivo de hipogamaglobulinémia, com uma banda
muito ténue ou havendo mesmo a auséncia de banda. Estas cadeias leves também sugerem a
presenca de um clone nao secretor, isto €, que nao produz imunoglobulinas monoclonais e
que frequentemente provoca hipogamaglobulinémia devido a inibicao de plasmocitos

normais (Turgeon, 2013).

7.2. Mieloma muiltiplo (MM)

O MM é uma doenga imunolégica das células B, caracterizada pela acumulagao de
plasmoécitos malignos na medula &ssea. As células malignas do mieloma proliferam
lentamente na medula e os plasmocitos malignos circulantes podem disseminar o tumor
noutros locais do organismo, levando a faléncia generalizada de érgaos. Menos de 1%
dividem e nao se diferenciam. O nUimero absoluto destas células correlaciona-se com a
atividade da doenga e é um indicador da progressao da doenga na “smoldering multiple
mieloma” (Turgeon, 2013) (Burmester e Pezzutto, 2003).

A medula 6ssea normal tem cerca de |% de plasmocitos, mas numa situagao de MM
esta concentragao pode atingir os 90%. A identificacao de plasmdcitos monoclonais na
medula 6ssea mediante uma analise histologica é uma parte essencial do diagnostico e é
frequentemente baseada na identificagao intracelular de cadeias leves k ou A usando técnicas
de imunofluorescéncia direta (Turgeon, 2013).

Os plasmocitos produzem um de cinco tipos de cadeias pesadas juntamente com

cadeias leves k e A. HAa um excesso de produgcao de cerca de 40% de cadeias leves,
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relativamente as cadeias pesadas, de modo a permitir a construgao apropriada de
imunoglobulinas intactas (Turgeon, 201 3).

A causa desta doenga imunolégica é desconhecida, se bem que é postulado que a
radiacao possa constituir um fator. Outras causas que tém sido sugeridas sao as infe¢oes
virais, estimulos ambientais e fatores genéticos (Turgeon, 2013).

Sinais e sintomas de MM incluem dores Ossea, fraqueza, cansago, anemia e
hemorragias anormais. A proteindria € um achado comum em mais de 50% dos doentes que
excretam quantidades anormais de proteinas de Bence Jones. Nestes casos, os doentes tém
um defeito na imunidade humoral, mas nao na celular (Turgeon, 2013).

O diagnostico laboratorial de MM inclui a eletroforese da urina e do soro. Em cerca
de 90% dos doentes é detetada uma proteina monoclonal. A hibridizagao do DNA e
tecnologias de blotting também podem ser utilizadas no diagndstico, permitindo a detegao

de genes alterados em células B (Turgeon, 2013).

7.3. Macroglobulinémia de Waldenstrom

A macroglobulinémia de Waldenstrom, ou simplesmente macroglobulinémia, é uma
doenga das células B caracterizada pela infiltragio de células linfoplasmociticas na medula
Ossea e pela presenga de uma gamapatia monoclonal IgM. Trata-se de uma doenca
linfoproliferativa que apresenta quantidades anormalmente grandes de imunoglobulinas IgM.
A medida que a doenca progride hi o desenvolvimento de hepatomegalia e linfoadenopatia
(Turgeon, 2013).

Nos estados avangados da doenga ha uma libertagao leucémica de células na corrente
sanguinea, que segregam uma grande quantidade de IgM monoclonal, aumentando a
viscosidade do sangue devido a sua estrutura pentamérica. Como resultado, pode
desenvolver-se um sindrome de hiperviscosidade, que pode provocar lesées na retina, no
sistema nervoso central (SNC) e nas artérias coronarias. Um exemplo de lesoes no SNC é a
deposicao de proteinas monoclonais na bainha de mielina dos neurénios, que pode induzir
neuropatia (Burmester e Pezzutto, 2003).

A causa da macroglobulinémia é desconhecida, havendo, contudo, a possibilidade da
existéncia de uma predisposicao genética; cerca de 20% destes doentes tém uma
predisposicao familiar para a doenga, além de que tem sido observado uma frequéncia maior
de proteinas monoclonais IgM em familiares de doentes com macroglobulinémia. Por outro
lado, varios estudos tém mostrado que ha um risco significativamente mais alto de contrair

esta doenca depois de varias infe¢oes (VHB, VIH). Doentes com uma histéria de doencas
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autoimunes tém também um risco aumentado de desenvolver macroglobulinémia (Turgeon,
2013).

A macroglobulinémia de Waldenstrom tem uma progressao indolente ao longo de
muitos anos. O diagnodstico laboratorial envolve a eletroforese de proteinas do soro,
demonstrando uma proteina monoclonal homogénea constituida por IgM monoclonal. As
amostras de sangue revelam a hiperviscosidade caracteristica e podem ser detetadas

crioglobulinas (Burmester e Pezzutto, 2003).

7.4. Gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS)

A MGUS constitui a presenga de uma proteina monoclonal em doentes que nao
demonstram caracteristicas de MM ou doencas malignas relacionadas.

As caracteristicas que diferenciam esta gamapatia de outras doengas da mesma classe
sao uma concentragao sérica de proteina monoclonal inferior a 3g/dL, menos de 10% de
plasmocitos na medula ossea, auséncia de lesdes Osseas, anemia, hipercalcemia, insuficiéncia
renal e auséncia de sinais e sintomas relacionados com a gamapatia monoclonal (Turgeon,
2013).

Em termos de incidéncia, cerca de 50% dos doentes com uma gamapatia monoclonal
tém uma MGUS e 15% a 20% tém um MM. A incidéncia de MGUS aumenta com a idade,
sendo que a idade média na qual o diagnostico é feito é 70 anos. Esta doenga ocorre com
maior frequéncia nos homens do que nas mulheres, a IgG é a imunoglobulina mais afetada,
seguida da IgM e a causa da doenca é desconhecida (Turgeon, 2013).

A gamapatia monoclonal é caracterizada pelo rearranjo dos genes de
imunoglobulinas, o que resulta na produgao de uma proteina monoclonal. Ha duas
populagoes de plasmoécitos em doentes com uma gamapatia monoclonal de significado
indeterminado: plasmoécitos normais e policlonais, e plasmodcitos clonais com um
imunofenotipo anormal. Estas Ultimas células mantém-se estaveis durante muitos anos,
todavia, apds um periodo prolongado, um numero substancial de doentes com uma MGUS
evoluem para uma doenca maligna das células B, como o MM ou a LLC (Burmester e
Pezzutto, 2003).

Os testes laboratoriais recomendados incluem a concentragao de hemoglobina, a
concentragao sérica de calcio e de creatinina, a eletroforese de proteinas do soro e a
eletroforese de proteinas de urina numa amostra de urina de 24h, bem como a realizagao de

uma imunofixagao nestes dois tipos de amostras (Turgeon, 201 3).
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1.5. Doenca das cadeias leves

A doenca das cadeias leves doenca representa cerca de 10% a 15% das gamapatias
monoclonais, sendo menos frequente que os mielomas IgG e IgA. Esta doenga ocorre tao
frequentemente quanto a macroglobulinémia de Waldenstrom. Na doenga das cadeias leves
apenas sao produzidas cadeias leves livres monoclonais k ou A ou proteinas de Bence Jones
(Turgeon, 2013).

Quando se suspeita de uma doencga das cadeias leves, o procedimento laboratorial
para se confirmar o diagnostico é semelhante ao realizado para qualquer outra doenga
linfoproliferativa. No entanto, devem ser feitas algumas modificagoes para ter em
consideragao a baixa concentragao de paraproteina observada nesta doenca: deve ser feita
uma eletroforese das proteinas do soro e da urina, de modo a determinar qual a
concentragao de proteina total e deve ser usada uma amostra de urina de 24h, pois todas as
proteinas observadas podem ser proteinas de Bence Jones. A examinagao visual do padrao
electroforético é essencial, pois as bandas produzidas pela presen¢a de cadeias leves livres
monoclonais podem por vezes nao ser vistas na anadlise densitométrica. Os padroes
electroforéticos produzidos pela andlise de uma amostra de soro podem mostrar uma banda
tipica e bem definida, uma banda difusa provocada pela polimerizagao da proteina
monoclonal, uma regiao y normal, ou entao hipogamaglobulinémia (Turgeon,

2013)(Burmester e Pezzutto, 2003).

71.6. Doenca das cadeias pesadas

A doenga das cadeias pesadas é caracterizada pela presenga de proteinas
monoclonais que consistem nas cadeias pesadas incompletas que constituem as
imunoglobulinas. Consoante o tipo de cadeia pesada envolvida na doenga, ha varias variantes
desta doenca.

A variante y esta associada a um aumento da produgao de cadeias y monoclonais da
classe IgG. Este subtipo provoca linfoadenopatia e ostedlise (Burmester e Pezzutto, 2003).

A variante a € a variante mais comum e é caracterizada pela secrecao patologica de
IgA pelos plasmocitos que se encontram no intestino, levando ao desenvolvimento de um
sindrome de mal absorcgao, diarreia, e dores abdominais. Pode ocorrer a obstrugao ou
perfuracao do intestino, e € uma doenga que se manifesta nas criangas e nos jovens adultos
(Burmester e Pezzutto, 2003).

A variante MU, uma variante rara, ocorre em conjungao com doengas

linfoproliferativas, especialmente LLC das células B. Nesta variante também sao produzidas
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cadeias leves livres, visto que na urina aparecem proteinas de Bence Jones (Burmester e
Pezzutto, 2003).

As cadeias pesadas podem ser detetadas no soro, na urina, ou em ambos,
dependendo da classe da cadeia pesada envolvida na doenga. Quando se suspeita de doenga
das cadeias pesadas, deve ser usado um antissoro nao-especifico anti-Fab (Burmester e

Pezzutto, 2003).
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Microbiologia
I. Introducao

A microbiologia consiste no estudo das interagoes entre seres humanos e
microrganismos, como bactérias, virus, fungos e parasitas. Embora o interesse principal seja
nas doengas causadas por estes microrganismos, a verdade é que alguns destes
microrganismos sao essenciais na sobrevivéncia da espécie humana; exemplo disto ¢ a flora
comensal, que participa no metabolismo, providencia fatores de crescimento essenciais,
protege contra infegoes e estimula a resposta imunitaria.

O sector da Microbiologia possui a sua propria rececaio de amostras. Uma vez
integradas no sistema informatico, sio de imediato conhecidos quais os meios que
constituirao as primoculturas, que, na maior parte dos casos, sao incubadas durante 24h.
Apos este tempo de incubagao, se a cultura for pura, avanga-se para testes de suscetibilidade
antimicrobiana (TSA) e para testes de identificagao. Se a cultura nao for pura, tera de ser

repicada para diferentes meios até se obter uma cultura pura.

2. Aparelhos automatizados
2.1. BACT/ALERT

O equipamento BACT/ALERT consiste num sistema de detecao automatica de
crescimento microbiano em hemoculturas, baseado na detecao colorimétrica de CO,
produzido por microrganismos em crescimento. Trata-se de um equipamento modular,
permitindo que se adeque as necessidades de cada laboratorio.

Anualmente ocorrem milhares de casos de bacteriémia. Devido a elevada
mortalidade e morbilidade associada a septicémia, a detegao rapida e exata desta patologia é
um dos problemas mais desafiantes da microbiologia clinica.

O periodo de incubagao das garrafas utilizadas € de 5 dias, a uma temperatura de
37°C. As garrafas que permanecem no interior do equipamento durante os 5 dias sio
negativas, uma vez que durante esse periodo de tempo nao apresentaram crescimento
bacteriano detetavel pelo equipamento. As garrafas que, de facto, apresentam crescimento
sao detetadas pelo equipamento e de imediato retiradas do mesmo. A maior parte das
bactérias clinicamente significativas sao detetadas nos primeiros 3 dias de incubagao
(Bourbeau e Pohlman, 2001).

As garrafas sao constituidas por um meio de cultura baseado em tripticase de soja
complementado com aminoacidos complexos e hidratos de carbono, com o objetivo de

suportar o crescimento de microrganismos e assegurar a producao o6tima de CO,. Cada
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garrafa contém um sensor de CO,, designado por sensor de emulsao liquida, que esta
separado do meio de cultura por uma membrana semipermeavel. O sensor esta impregnado
em vapor de agua durante a produgao das garrafas. A membrana é impermeavel a maioria
dos ides, incluindo ides de hidrogénio, e a componentes do meio, bem como a produtos
resultantes da degradacio do sangue. E quase impermeavel a agua, mas é permeavel a CO,.
Este CO, é produzido pelos microrganismos e difunde através da membrana em diregao ao
sensor e é dissolvido na agua, gerando ides de hidrogénio de acordo com a equagao: €O, +
H,0 & H,CO0; & H* + HCO;3. |6es de hidrogénio livres podem interagir com o sensor,
que é verde no seu estado alcalino (cultura negativa). A medida que o CO, é produzido e se
dissolve na agua, a concentragao de ides de hidrogénio aumenta e o pH diminui. Isto faz com
que o sensor se torne amarelo, o que resulta num aumento de luz vermelha refletida pelo
sensor, indicando uma cultura positiva.

Cada pogo contém um detetor colorimétrico. Estes detetores consistem num diodo
emissor de luz vermelha e um fotodiodo que absorve luz vermelha. A luz emitida do diodo
emissor é refletida pelo sensor para o fotodiodo, que produz um sinal de voltagem
proporcional a intensidade da luz refletida e a concentragao de CO, em cada garrafa. O
equipamento analisa cada pogo a cada 10 minutos. Depois de serem amplificados, os sinais
de voltagem sao digitalizados e transmitidos para um microcomputador para analise.

O equipamento BACT/ALERT analisa cada garrafa 144 vezes por dia. Cada garrafa é
comparada consigo propria ao longo do tempo, em vez de ser comparada com um limite
pré-estabelecido. Quando é detetado um aumento da concentragao de CO, numa garrafa, a
luz do pogo acende-se e sao registados varios dados, como o periodo de tempo até se ter
chegado a um resultado positivo e a hora e data a qual se verificou que a garrafa estava
positiva (Wilson et al., 1995).

Cada meio possui ainda granulos poliméricos adsorventes que permitem a
neutralizagao da terapia antimicrobiana, assegurando melhores condicoes para o

crescimento e detegao de microrganismos.

2.2. VITEK MS

Devido a utilizagao desadequada e prescrigao abusiva de antibidticos, muitas bactérias
tornaram-se resistentes aos antibioticos de primeira linha e mesmo a alguns de segunda
linha, como ¢ o caso das Enterobacteriaceae. As infegoes causadas por estas bactérias, bem
como o custo de terapias antimicrobianas de largo espectro, fazem com que haja uma

necessidade real para a determinagao rapida e exata da identificagio de microrganismos.
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A tecnologia MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
usada pelo VITEK-MS examina o padrao de proteinas detetadas diretamente de bactérias
intactas. A amostra a ser analisada é misturada com outro composto, designado por matriz.
A mistura é aplicada a uma placa de metal e irradiada com um laser. A matriz absorve a luz
do laser e é vaporizada, juntamente com a amostra, que no processo adquire uma carga
elétrica, processo designado por ionizagao. Os ides resultantes sao guiados por campos
elétricos até ao espectrometro de massa TOF, que os separa de acordo com o racio
massa/carga elétrica. No final a quantidade de cada iao é quantificada. A separagao dos ices
de acordo com este racio resulta num perfil espectral de massa caracteristico daquele
microrganismo. A identificagao dos microrganismos € baseada na comparagao do espectro
proteico gerado a partir de proteinas bacterianas intactas com uma base de dados de perfis
proteicos especificos de proteinas usando um algoritmo proprietario (Hillenkamp et al.,
1991).

A técnica de MALDI-TOF utilizada no VITEK MS utiliza um algoritmo classificador de
espectros original, isto é ha a comparagao da presenga e auséncia de picos espectrais
especificos entre o espectro obtido e o espectro tipico de cada espécie em questao. Este
algoritmo designa-se por ASC (advanced spectrum classifier). Consiste num método de
aprendizagem supervisionado, que analisa dados espectrais e reconhece padroes, de modo a
construir uma base de dados personalizada. Na maior parte dos casos, um padrao na base de
dados corresponde a uma espécie. Por vezes, quando duas ou mais espécies nao conseguem
ser separadas eficientemente recorrendo a tecnologia MALDI-TOF, apenas um padrao é
criado usando todos os espectros de todas as espécies envolvidas. Por outro lado, quando o
espectro colhido de uma espécie é tao variavel devido a variagoes proprias da estirpe ou
devido a condigoes de cultura, como tempo de incubagao e meio de cultura, sao criados
varios padroes para uma Unica espécie. Para cada espécie na base de dados, a variabilidade
dos espectros ¢ avaliada recorrendo a calculos das distancias interespetrais.

O algoritmo ASC compara os espectros obtidos com os espectros esperados para
cada espécie ou grupo de microrganismos na base de dados de modo a fornecer uma
identificacao. Sendo assim, é calculada pelo algoritmo uma probabilidade em percentagem,
ou valor de confianga, que representa a semelhanga entre estes dois espectros em termos
da presenca ou auséncia de certos picos especificos.

Apesar de todas estas vantagens, tais como a extrema rapidez da operagao,
permitindo obter resultados fiaveis em minutos, o rastreio de elevado rendimento e a

facilidade de utilizagao, o operador deve permanecer atento na pratica e durante a
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preparagao de amostras devido a reduzida distancia entre os pogos, especialmente em pogos
localizados junto do pogo destinado a Escherichia coli de calibragao (para a calibragao do
equipamento e para o controlo interno de identificagao € usada a estirpe de E. coli ATCC
[American Type Culture Collection] 8739), uma vez que pode haver a mistura acidental de
duas amostras bacterianas, especialmente durante o passo da aplicagdo da matriz. Outra
desvantagem é o facto deste sistema ainda nao funcionar para fungos filamentosos e para
micobactérias.

O sistema VITEK-MS permite uma aquisicao rapida e confidavel da identificagao
bacteriana para a maior parte das espécies bacterianas isoladas na rotina laboratorial, com
recurso a apenas um deposito de coldnias puras de bactérias e sem qualquer passo de

extragao prévio (Dubois et al., 2012).

2.3. VITEK 2

O sistema VITEK 2 executa automaticamente todos os passos nhecessarios para a
identificacao e para realizagao de TSA, depois da preparacio e da padronizagio de um
inoculo primario.

A identificacao é feita com base em rea¢oes bioquimicas e a concentragao minima
inibitoria (CMI) é determinada com base num algoritmo que é aplicado a cinética do
crescimento microbiano, monitorizado pelo sistema VITEK 2. O sistema deteta crescimento
bacteriano e alteragoes metabdlicas nos pogos usando tecnologia que tem por base a
fluorescéncia. Diferentes pogos contém diferentes antibioticos e diferentes substratos
bioquimicos. Para a inoculagao dos pogos € necessario preparar uma suspensao de bactérias,
retiradas de coldnias puras, com uma turvagao equivalente a 0.5 McFarland (Garcia-garrote e
Cercenado, 2000).

Na analise da suscetibilidade antimicrobiana ha duas possibilidades. Category
(CMI) da bactéria em questao e esta € identificada como suscetivel, resistente ou intermédia
de acordo com critérios pré-determinados. A segunda possibilidade é quando ocorrem
discrepancias, havendo trés tipos: erros muito graves, erros graves, erros menores. Erros
muito graves acontecem quando o VITEK 2 indica a bactéria como suscetivel, sendo esta
resistente. Erros graves ocorrem quando o sistema indica a bactéria como resistente, sendo
na realidade esta suscetivel. Por fim, erros menores acontecem quando a bactéria é indicada
como tendo suscetibilidade intermédia, sendo de facto ou resistente ou suscetivel, ou vice-

versa (Ligozzi et al., 2002).
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2.4. BACTEC MGIT 960

Nos ultimos anos tem sido uma prioridade o desenvolvimento de métodos rapidos e
fiaveis para a detegao de bacilos acido-dlcool resistentes a partir de culturas. As razoes para
esta priorizagao incluem o risco de salde publica do reaparecimento de tuberculose, o
aparecimento de estirpes multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis e a elevada
incidéncia de infegoes por Mycobacterium avium em doentes imunocomprometidos.

Embora tenha sido mostrado que uma variedade de métodos de biologia molecular
tém o potencial de permitir uma detegcao direta de M. tuberculosis a partir de amostras
clinicas em poucas horas, a cultura de amostras continua a ser o “gold standard” a partir do
qual é feito um diagnostico definitivo de tuberculose.

O BACTEC MGIT 960 consiste num sistema completamente automatizado que
utiliza a fluorescéncia de um sensor de oxigénio de modo a detetar o crescimento de
micobactérias em meios de cultura. Este sensor de oxigénio emite fluorescéncia quando
ocorre a reducao de oxigénio induzida por bactérias aerdbias que se encontrem no meio de
cultura.

O diagnéstico célere de infegdes por micobactérias é crucial, pelo que quaisquer
tentativas no sentido de diminuir o tempo para atingir esse diagnostico merecem atengao.
Este sistema mede continuamente a utilizagio de oxigénio, permitindo a detegao, sem
demoras, do crescimento de micobactérias no meio liquido. Por fim, este sistema permite a

incubagao de até 960 meios de cultura (Tortoli et al., 1999).

3. Amostras

O diagnostico laboratorial de patologias causadas por bactérias requere que a
amostra apropriada seja colhida, entregue o mais rapidamente possivel ao laboratorio num
meio de transporte adequado e que seja processada de uma forma que maximize a detecao

dos patogénicos mais provaveis.

3.1. Sangue

As hemoculturas sao dos procedimentos mais importantes realizados em
laboratérios de microbiologia clinica, ja que o sangue é um liquido estéril, e qualquer
crescimento de microrganismos € sinal indicativo de infecao. O sucesso deste teste esta
diretamente relacionado com os métodos utilizados para colher a amostra de sangue.

Devido ao facto da pele de muitos doentes hospitalizados ser suscetivel de ser colonizada
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por diversos microrganismos, € importante a desinfecao da pele do doente antes da colheita
da amostra.

Os conceitos de bacteriémia e funguémia sao definidos como a presenga de bactérias
e fungos no sangue, respetivamente, e estas infe¢oes sao referidas coletivamente como
septicémias, que podem ser continuas ou intermitentes. A septicémia continua ocorre
principalmente em doentes com infe¢oes intravasculares ou quando ha choque séptico,
enquanto que a septicémia intermitente ocorre em doentes com infegoes localizadas. No
primeiro caso o intervalo de tempo no qual o sangue é colhido nao é importante. Porém, na
septicémia intermitente este fator ja tem alguma importancia, uma vez que o microrganismo
nao se encontra na corrente sanguinea de forma constante. Significa isto que, quando surgem
os sinais clinicos de septicémia (febre ou arrepios, por exemplo), ja se encontram poucos
microrganismos na corrente sanguinea, encontrando-se estes no local onde se localiza a
infecao. Assim, é recomendado que sejam colhidas 2 a 3 amostras de sangue a horas
aleatorias durante um periodo de 24 horas. Alguns dos microrganismos que podem causar
septicémia sao a Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e Proteus spp.
(Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

A maior parte das amostras de sangue sao inoculadas diretamente em garrafas de
hemocultura. Quando chegam ao laboratorio, sao colocadas de imediato no equipamento
BACT/ALERT. Quando é detetado esse crescimento, as garrafas de hemocultura sao
repicadas para um meio de cultura de gelose de sangue (GS) e para uma lamina, de modo a

proceder-se a uma Coloragao de Gram.

3.2. Liquido cefalorraquidiano (LCR)

A meningite bacteriana trata-se de uma doenga grave que esta associada a elevada
mortalidade e morbilidade, especialmente se o diagnostico for tardio. Este € apenas um
exemplo que demonstra que amostras de LCR devem ser processadas imediatamente apds a
colheita, nao podendo ser refrigeradas ou colocadas num incubador. Assim que a amostra é
recebida no laboratorio é centrifugada durante |0 minutos a 2500 rpm, sendo o sedimento
usado para inocular meios de cultura e para preparar uma Coloragao de Gram. Os meios de
cultura usados sao a GS e o meio de cultura PoliViteX (PVX) e a pesquisa é orientada
especialmente para Neisseria meningitidis e Heamophilus influenzae, entre outros, se bem que
o clinico deve ser notificado de imediato se for observado qualquer microrganismo, quer na
Coloragao de Gram, quer no meio de cultura, visto que o LCR normalmente é um fluido

esteéril.
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A amostra é obtida por pungao lombar, um ato médico, sendo a pele do doente
desinfetada antes do processo ser iniciado. A amostra é colhida para dois tubos, sendo um
utilizado nos testes bioquimicos e outro no exame microbiolégico (Murray, Rosenthal e

Pfaller, 2013).

3.3. Outros fluidos normalmente estéreis

Uma variedade de outros fluidos normalmente estéreis podem ser colhidos para
cultura bacteriologica, incluindo fluido peritoneal, pleural, sinovial e pericardial. Infegoes
nestes locais do organismo estao associadas a uma grande variedade de microrganismos. Por
esta razao, é importante a coloragao de laminas, como por exemplo a Coloragao de Gram,
de modo a auxiliar a identificagado dos organismos responsaveis pela infecao. Estas amostras
sao também inoculadas em meios de cultura apropriados, de modo a posteriormente se
proceder a identificagao dos microrganismos responsaveis pela infecao e a TSA. A colheita
destas amostras é efetuada com recurso a aspiragao por agulha e seringa, para um contentor
estéril, visto que uma zaragatoa nao colheria quantidade suficiente de amostra, além de
aumentar a probabilidade da existéncia de contaminantes na mesma (Murray, Rosenthal e

Pfaller, 2013).

3.4. Urina

As amostras de urina sio das mais frequentes num laboratério de microbiologia
clinica. Durante a colheita da amostra o primeiro jato de urina deve ser descartado, devido
as bactérias potencialmente patogénicas que colonizam a uretra, devendo a amostra consistir
em apenas o jato intermédio de urina. Este tipo de amostra € normalmente colhida pelo
proprio doente, havendo a necessidade de o instruir da forma correta de realizar a colheita.
A amostra é colhida para um tubo estéril contendo acido bérico como bacteriostatico.

Assim que a amostra é recebida no laboratoério, |uL de urina é inoculado em cada
meio de cultura, um meio de cultura GS e outro meio de cultura gelose CLED. Ambos os
meios sao depois incubados a 37°C durante 18h a 24h. Microrganismos que podem causar
infecoes urinarias incluem E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., S. aureus, entre
outros.

Apods a incubagao, ocorre uma andlise quantitativa, na qual as amostras positivas
correspondem aquelas que tém um ndmero superior ou igual a 10° UFC/mL (unidades

formadoras de coldnias). No entanto, nem todos os casos sao tao lineares. Ha que prestar
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atengao a histéria clinica do doente e a suspeita do microrganismo presente no meio de

cultura, entre outros (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

3.5. Fezes

A colheita da amostra deve ser feita em frascos de plastico de boca larga e estéreis.
Em casos de suspeita de infegao parasitaria devem ser feitas 3 colheitas em dias diferentes e
alternados. O transporte da amostra deve ser o mais célere possivel para evitar alteragoes
acidicas nas fezes, devido ao metabolismo das bactérias pertencentes a flora intestinal, que
podem ser toxicas para alguns microrganismos. Se for antecipado qualquer tipo de atraso, a
amostra deve ser colocada num meio de transporte adequado.

Se ha a suspeita de algum tipo especifico de patogénico entérico, é importante o
laboratério ser notificado de tal, pois esta informacao ajudara na escolha do meio de cultura
mais apropriado. Além disso, alguns microrganismos nao sao isolados rotineiramente no
laboratério. Mais, outros microrganismos nao sao encontrados numa amostra de fezes pois
causam a doenga através de uma toxina e nao através do seu crescimento no trato
gastrointestinal.

O exame cultural normal e de rotina de fezes é orientado para a pesquisa de
Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp. e Campylobacter spp.. Compreende, em primeiro
lugar, a utilizacgago de um meio de enriquecimento para aumentar o numero de
microrganismos a isolar, como é o caso do caldo selenito, sendo depois usados meios
seletivos, de modo a evitar o crescimento da flora normal, como o meio Hektoen, meio
XLD, meio para isolamento Yersinia spp. e meio para isolamento Campylobacter spp. (Tille,
2013).

Devido ao facto de muitas bactérias estarem presentes nas fezes, patogénicas ou nao,
frequentemente sao necessarios pelo menos 3 dias para o isolamento e identificagao do

microrganismo (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

3.8. Exsudado vaginal

Infe¢oes bacterianas do trato genital resultam em varios sindromes clinicos, incluindo
vulvovaginite, Ulceras vaginais, uretrites, cervicites, endometrites, e abcessos ovaricos em
mulheres.

Muitas amostras estao contaminadas com microrganismos pertencentes a flora
normal da pele e das membranas mucosas. Contudo, microrganismos patogénicos como

Haemobphilus ducreyi, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis sao sempre significativos.
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Outros microrganismos, como S. aureus, apenas sao patogénicos em determinadas situagoes
clinicas. A origem da amostra, a quantidade relativa de patogénico em relagao a outros
microrganismos da flora normal do doente, e a interpretacao da Coloragao de Gram ajudam
a determinar qual o microrganismo que necessita de ser identificado e submetido a TSA. Os
laboratorios clinicos devem evitar isolar, identificar e realizar TSA a todos os
microrganismos de todas as amostras. Além de representar custos excessivos, esta
abordagem leva ao tratamento excessivo e desnecessario dos doentes.

Exemplos de identificagio de microrganismos sao a detecao de N. gonorrhoeae e
Streptococcus do grupo B. Relativamente ao primeiro caso, a cultura para N. gonorrhoeae é
otima quando a amostra € diretamente inoculada num meio seletivo, como o meio para
isolamento Neisseria spp., e de imediato incubada. As zaragatoas contendo a amostra devem
ser colocadas num meio de transporte contendo o meio de Stuart ou o meio de Amies, e
devem ser transportadas para o laboratério o mais célere possivel. As amostras para a
pesquisa desta bactéria devem ser refrigeradas durante o transporte e tempos de transporte
superiores a 24h sao inaceitaveis.

Quanto ao segundo caso, mulheres gravidas colonizadas quer vaginal quer retalmente
por Streptococcus do grupo B antes do parto tém um risco aumentado de infectar o recém-
nascido durante o parto, pelo que necessitam de ser submetidas a profilaxia durante o
mesmo. As recomendagoes atuais consistem na recolha de zaragatoas vaginais e rectais as 35
semanas, de modo a serem incubadas num meio de enriquecimento. Este meio é incubado a
35°C durante 18h a 24h, sendo subcultivado em GS e CNA no dia seguinte (Jorgensen et dl,
2015).

3.6. Amostras do aparelho respiratorio inferior

As amostras do trato respiratorio inferior sao avaliadas de modo a determinar a
etiologia da doenga respiratoria, como pneumonias ou abcessos pulmonares. As amostras
habituais consistem em expetoragao normal, expetoragao induzida, aspirados bronquicos e
lavados bronco-alveolares, bem como fluido pleural. Streptococcus pneumoniae, o
microrganismo que mais frequentemente causa pneumonia bacteriana, é muito suscetivel a
condigoes ex vivo e pode nao ser detetado em cultura se a amostra nao for imediatamente
processada.

Estas amostras sao habitualmente colhidas para um frasco estéril de manha, tratando-

se da altura na qual a amostra é mais representativa e quando a probabilidade de
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interferentes € menor, uma vez que durante a noite ocorre uma acumulagao de secregoes
do trato respiratorio.

Ha muitas formas de avaliar a qualidade de amostras respiratérias. Um método
simples envolve apenas a avaliagao de células epiteliais e a avaliagdo de células de inflamagao
aguda. Estas células epiteliais encontram-se na orofaringe, mas nao no trato respiratorio
inferior. A presenca de elevados nimeros de células epiteliais na amostra significa que houve
contaminagao da amostra com conteudo orofaringeo, que inclui microrganismos membros
do microbiota oral. Amostras aceitaveis incluem numerosos leucocitos polimorfonucleares
(PMN) e raras células epiteliais. Isto significa que é necessario avaliar a qualidade da amostra
aquando da sua chegada ao laboratério. Esta avaliagdo baseia-se na observagao de uma
Coloracao de Gram de modo a verificar se efetivamente se trata de uma amostra
representativa ou de uma amostra contaminada e que nao deve ser processada. Na
visualizagao ao microscopio da Coloragao de Gram anteriormente efetuada, na objetiva de
|0x, se forem visualizadas menos de 25 leucécitos e mais de 10 células epiteliais, a amostra
nao é processada visto que se encontra demasiado contaminada. No entanto, se forem
observadas menos de |0 células epiteliais, pode concluir-se que se trata de uma amostra
aceitavel. Mais de 25 leucécitos significa que se esta perante uma infe¢ao. Com a conclusao
de que se trata de uma amostra representativa, pode avangar-se com a inoculagao dos meios
de cultura, nomeadamente GS e PVX.

Deve ser reportada a presenga de bactérias em coloragoes de Gram se se tratarem
de potenciais patogénicos, como Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis e Pseudomonas
spp.. As bactérias que nao estaio em quantidade suficiente ou cuja morfologia nao
corresponda aquela de patogénicos devem ser reportadas como pertencentes a flora
normal.

As culturas de amostras provenientes do trato respiratério devem incluir um meio
seletivo para bactérias Gram negativo, tal como o meio PVX, de modo a se poder proceder
a detegao de Haemophilus spp.. Os meios de cultura devem ser incubados a 35°C com uma
atmosfera capnofilica antes de serem reportados como negativos. As culturas sao
interpretadas ao examinar os numeros relativos e os tipos de bactérias que cresceram no

meio com a observagao de uma Coloragao de Gram (Jorgensen et al., 2015).

3.7. Amostras do trato respiratorio superior
As amostras do trato respiratorio superior incluem amostras da nasofaringe,

garganta, ulceragoes orais e material inflamatério dos seios nasais. Embora poucas doengas
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graves envolvem estas areas, muitos microrganismos patogénicos colonizam ou persistem
nestas areas enquanto causam infegoes sintomaticas em locais mais profundos.

As amostras da garganta sao colhidas de modo a diagnosticar faringite. O agente
etiologico mais comum € Streptococcus pyogenes. Contudo, outros streptococcus beta-
hemoliticos, como S. aureus, bem como N. gonorrhoeae, também podem ocasionalmente
causar faringite. As zaragatoas devem ser colocadas num meio de transporte contendo o
meio de Amies ou o meio de Stuart modificado.

De modo a cultivar streptococcus do grupo A, tal como S. pyogenes, pode ser usado
um meio de cultura com sangue e seletivo, como a GS. O meio seletivo faz com que o
microrganismo seja mais facil de visualizar ao inibir membros contaminantes da microbiota,
mas pode atrasar o aparecimento de colonias de S. pyogenes. As culturas devem ser
incubadas durante 48h a 37°C numa atmosfera capnofilica.

As amostras da garganta também sao usadas para identificar doentes infetados com
N. gonorrhoeae. Para se obterem os melhores resultados, a amostra deve ser inoculada
imediatamente num meio seletivo, tal como o meio para isolamento Neisseria spp.. As
culturas devem ser incubadas a 37°C numa atmosfera capnofilica durante 72h (Jorgensen et

al, 2015).
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Tabela | - Principais amostras recebidas no laboratdrio de microbiologia, bem como o respetivo procedimento de

colheita, meios de cultura e microrganismos patogénicos mais frequentes.

Principais
Amostra Colheita Meio de cultura microrganismos
patogénicos
Incubagao a 37°C até 5 Klebsiella spp.
Sangue Colheita diretamente para | dias. Se positivo, Staphylococcus aureus
g frasco de hemocultura. Coloragao de Gram e Pseudomonas spp.
repicagem para GS. Proteus spp.
Colheita por pungao
LCR lombar. Centrifugagao Coloragao de Gram, GS, | Neisseria meningitidis
apos chegada ao PVX. Heamophilus influenzae
laboratério.
F:olhelta pe,Io.doente .do GS, CLED. Escherichia coli .
. jato intermédio de urina ~ o Pseudomonas aeruginosa
Urina Incubagao a 37°C .
para um contentor com Klebsiella spp.
- - durante |8h-24h.
acido bérico. Staphylococcus aureus
Colheita para frascos Caldo selenito, Hektoen, | Salmonella spp.
estéreis de boca larga. XLD, Meio para Shigella spp.
Fezes Suspeita de parasitas — isolamento Yersinia spp. e | Yersinia spp.
colheita em 3 dias Meio para isolamento Campylobacter spp.
diferentes e alternados. Campylobacter spp..
Colheita com zaragatoa da | Coloragao de Gram, Haemophilus ducreyi
Exsudado | zona vaginal em meio de Meio para isolamento Neisseria gonorrhoeae
vaginal transporte Stuart ou Neisseria spp. Trichomonas vaginalis
Amies. CNA. Streptococcus do grupo B
Colheita para um Coloragao de Gram, GS,
contentor estéril. PVX. Bordetella bertussis
Aparelho Avaliar a qualidade da Micobactérias — p
e . - ~ . Pseudomonas spp.
respiratorio | amostra — rejeitar se Coloragao de Ziehl- .
. . . .. . Haemophilus spp.
inferior apresentar mais de 25 Neelsen, Lowenstein . ;
j oo R Micobacterium spp.
células epiteliais e menos | -Jensen e meio liquido
de 10 leucocitos. (BACTEC MGIT).
Ap.arell’io. Colheita com zaragatoa na | Coloragao de Gram, GS, Strgpto;occus pyogenes
respiratorio . Neisseria gonorrhoeae
. zona da orofaringe. PVX.
superior Staphylococcus aureus

40




4. Meios de cultura

Essencialmente existem dois tipos de meios de cultura: os meios nao seletivos e
enriquecidos, e os meios seletivos e diferenciais. Quanto aos primeiros, estes meios tém o
objetivo de suportar o crescimento da maior parte dos microrganismos nao fastidiosos. Os
segundos sao usados para a recuperagao de microrganismos especificos que podem estar
presentes numa mistura de outros microrganismos. Como se tratam de meios seletivos, sao
suplementados com inibidores que suprimem o crescimento de microrganismos que nao
estao em estudo. Para além de serem seletivos, estes meios também sao diferenciais, pois
contém compostos especificos que permitem a identificagdo de um determinado
microrganismo no meio de varios, como acontece quando ¢ adicionada lactose para a
identificacdo de microrganismos fermentadores de lactose (Murray, Rosenthal e Pfaller,

2013).

Figura 6 — Fotografia de uma gelose de sangue com crescimento de flora mista, constituida por bacilos Gram negativo
de Escherichia coli (seta A) e cocos Gram positivo de Enterococcus spp. (seta B) (Tille, 2013).

4.1. Gelose de sangue (GS)

Nos laboratérios de microbiologia clinica sao usados varios tipos de GS. Este meio
contém dois componentes principais: um meio basal (tripticase de soja, brain heart infusion,
etc.) e sangue (cabrito, cavalo ou coelho), além de que podem ser adicionados outros
suplementos para aumentar o nimero de organismos que podem crescer no meio. O sangue
que é adicionado ¢é desfibrinado (sangue com a fibrina removida para prevenir a coagulagao),

permitindo, em certos microrganismos, observar a sua agao hemolitica (Murray, Rosenthal e

Pfaller, 2013) (Eliner et al., 1966).

41



4.2. Gelose chocolate (PolyViteX)

A gelose chocolate consiste numa GS modificada. Quando o sangue ou a
hemoglobina ¢é adicionada ao meio basal aquecido, o meio torna-se castanho devido a lise de
eritrocitos (dai o nome). Esta lise celular leva a libertagao de nutrientes intracelulares, como
hemoglobina, hemina (fator X) e a coenzima nicotinamida adenina dinucledtidica (fator V).
Este meio suporta o crescimento da maior parte das bactérias, incluindo algumas que nao
crescem ou crescem muito pouco na gelose de sangue normal, como o Haemophilus spp. ou
algumas estirpes patogénicas de Neisseria spp. (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013) (Tille,
2013).

4.3. CNA

O meio CNA consiste num meio nutricionalmente rico contendo 3 fontes de
peptonas e 5% sangue desfibrinado de ovelha, que pode ser usado para diferenciar coldnias
com base na sua hemolise. CNA refere-se aos 2 antibioticos presentes: colistina e acido
nalidixico, que sao adicionados ao meio de modo a suprimir o crescimento da maior parte
das bactérias Gram negativo, permitindo ao mesmo tempo o crescimento de bactérias Gram
positivo, conferindo ao meio uma caracteristica seletiva. A colistina atua na membrana das

bactérias Gram negativas e o acido nalidixico impede a replicagio do DNA (Tille, 2013).

4.4. Gelose Hektoen

A gelose Hektoen contém como inibidores sais biliares e como corantes azul de
bromotimol e fucsina acida, de modo a seletivamente atrasar o crescimento da maior parte
dos bacilos Gram negativos nao-patogénicos que se encontram no trato gastrointestinal e
permitir o crescimento de Salmonella spp. e Shigella spp.. E um meio diferencial, visto que a
maior parte das coldnias dos bacilos nao patogénicos que crescem neste meio terao uma
cor laranja a salmao, que se deve devido a capacidade de fermentagao de lactose destes
bacilos. Esta fermentagao leva a que o meio se torne mais acido, levando a mudanga de cor
do azul de bromotimol. Nem a Salmonella spp. nem a Shigella spp. fermentam a lactose, pelo
que nao ha mudanga de cor das suas colonias, que mantém a cor verde e azul do meio de
cultura. O citrato férrico amoniacal, um indicador da detegao de H,S, € um composto
adicionado ao meio com o objetivo de o tornar diferencial. Os microrganismos produtores
de H,S, como é o caso da Salmonella spp., aparecem assim com colonias contendo um

precipitado negro (Tille, 2013).
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4.5. Gelose Mueller-Hinton

A gelose Mueller-Hinton é o meio de cultura recomendado para realizagao de TSA,
pelo método de difusao em disco Kirby-Bauer. Este meio tem uma composicao bem definida
de extratos de caseina, catides divalentes e amido sollvel, permitindo obter resultados
reprodutiveis. O amido protege contra materiais toxicos no meio, enquanto que a caseina e

os catioes divalentes providenciam a energia e os nutrientes necessarios (Murray, Rosenthal

e Pfaller, 2013) (Haltiner, Migneault e Robertson, 1980).

4.6. Sabouraud

O meio Sabouraud é um meio enriquecido usado para o isolamento de fungos, que
consiste em digeridos de caseina e tecido animal, sendo suplementado com glicose. Foram
desenvolvidas uma variedade de formulagdes. No entanto, a maior parte dos micologistas
usa a formulagao com baixa concentragao de glicose e pH neutro. Ao reduzir o pH e ao
adicionar antibioticos para a inibicao de bactérias, este meio pode ser tornado seletivo para

fungos (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

4.7. XLD

O meio XLD é um meio seletivo e diferencial usado para a detegao de Salmonella spp.
e Shigella spp. em culturas entéricas. O meio tem como constituintes extratos de levedura
com xilose, lisina, lactose, sacarose, desoxicolato de sodio, tiossulfato de sodio, citrato
férrico amoniacal, e vermelho de fenol. O desoxicolato de sédio inibe o crescimento da
maior parte das bactérias nao patogénicas, principalmente bactérias Gram positivo. As
bactérias que efetivamente crescem no meio tipicamente fermentam a lactose, sacarose ou
xilose, dando origem a coldnias amarelas. A Shigella spp. nao fermenta estes hidratos de
carbono, pelo que as coldnias permanecem incolores, ou melhor, permanecem da mesma
cor que o meio de cultura. A Salmonella spp. fermenta xilose, mas também descarboxila a
lisina, resultando num produto alcalino, a cadaverina. Isto resulta na neutralizagao dos
produtos de fermentagao acida, pelo que as colonias também aparecem incolores. No
entanto, pelo facto da Salmonella spp. possuir a enzima tiossulfato redutase, ha a
transformagao de tiossulfato de sdédio, parte constituinte do meio, em H,S, que, reagindo
com ioes férricos, da origem a sulfureto ferroso, um precipitado negro. Ha assim uma
diferenciagao entre as colonias de Salmonella spp. e as colonias de Shigella spp. (Murray,

Rosenthal e Pfaller, 2013) (Tille, 2013).
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4.8. Meio Lowenstein-Jensen

O meio de Lowenstein-Jensen, usado para o isolamento de micobactérias, contém
glicerol, fermento de amido, sais e ovos coagulados, de modo a solidificar o meio. Possui
uma concentracao moderada de verde de malaquite de modo a prevenir o crescimento da
maior parte dos contaminantes que sobrevivem ao processo de homogeneizagao da
amostra. O glicerol é usado como fonte de carbono e ¢ favoravel ao crescimento do bacilo
da tuberculose humana, em detrimento da bovina. O meio deve ser protegido da exposigao
a luz enquanto decorre a incubagao da cultura, visto que o verde de malaquite é muito
fotossensivel. A cor do meio vai desde um verde palido a um verde e azul escuro. Os meios
que se tornaram amarelos nao devem ser usados, uma vez que a cor amarela interfere com
a interpretacao da pigmentagcao das micobactérias. A maior parte das bactérias

contaminantes tornam o meio azul (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013) (Schaefer, 1952).

4.9. Meio para isolamento Neisseria spp.

O meio para isolamento Neisseria spp., tradicionalmente conhecido como meio de
Thayer-Martin modificado, € um meio seletivo e de enriquecimento para o isolamento de
Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, como o préprio nome indica. E um meio de
enriquecimento devido a inclusao de sangue, e € um meio seletivo devido a adigao de
antibioticos, como a colistina, incluida para inibir outras bactérias Gram negativo,
vancomicina, para inibir bactérias Gram positivo, e nistatina, para inibir o crescimento de
leveduras. O antibiotico trimetoprim também é adicionado a este meio, de modo a inibir o
Proteus spp., que tende a criar um efeito de swarming por todo o meio de cultura, impedindo

assim a detegao de colonias individuais de Neisseria spp. (Tille, 2013).

4.10. Gelose SS

O meio de cultura SS (Salmonella, Shigella) foi originalmente desenvolvido como um
meio seletivo para o isolamento de espécies de Salmonella e Shigella, mas também com o
objetivo de auxiliar a diferenciagio de bactérias fermentadores de bactérias nao
fermentadores de lactose.

A diferenciacdo de espécies no meio de cultura SS baseia-se na fermentagao de
lactose e na absorgao de vermelho neutro enquanto ocorre a precipitagao de sais biliares no
meio acido. O vermelho de fenol torna-se, de facto, vermelho na presenga de um meio
acido, mostrando assim que ocorreu fermentagao. A inclusao de sais biliares e citrato de

sodio serve para inibir o crescimento de microrganismos Gram positivo. A Salmonella spp. e
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a Shigella spp., bem como outros microrganismos nao fermentadores de lactose, formam
coldnias transparentes ou transliucidas no meio de cultura. E adicionado ao meio tiossulfato
de sodio para que, caso a bactéria possua a enzima tiossulfato redutase, haja a produgao de

H,S. E também adicionado ao meio citrato férrico amoniacal como um indicador dessa

produgao (Tille, 2013).

4.11. Gelose CLED

O meio de cultura CLED é recomendado para o isolamento, enumeragao e
identificacao presuntiva de patogénicos urinarios tendo por base a fermentagao da lactose.
Nao possui cloreto de sodio, o que ajuda a impedir o swarming de Proteus spp.. O meio €
constituido por caseina, gelatina e extrato de carne, que fornecem azoto, vitaminas e
carbono para suportar o crescimento microbiano. O meio é constituido também por
lactose, que é a fonte de hidratos de carbono do meio, e o indicador de pH é o azul de
bromotimol. Os microrganismos capazes de fermentar a lactose tornam o meio mais acido,
levando a que a cor do meio mude para amarelo. O meio CLED permite o crescimento da
maioria dos potenciais patogénicos urinarios, bem como uma variedade de contaminantes,

como é o caso dos lactobacilos (Benner, 1970) (Mackey e Sandys, 1966).

4.12. Meio para isolamento Yersinia spp.

O meio para isolamento Yersinia spp., tradicionalmente conhecido como meio
YER/CIN, é um meio muito seletivo que permite isolar a Yersinia enterocolitica. As
propriedades do meio sao baseadas na natureza seletiva dos componentes, antibioticos,
indicadores de pH e meio basal. E um meio muito seletivo inibindo o crescimento de E.coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Shigella
sonnei e Streptococcus faecalis. Os componentes seletivos do meio sao desoxicolato de sédio,
cefsulodina, irgasan e novobiocina. As coldnias caracteristicas de Yersinia spp., coldnias com
um centro vermelho profundo com uma margem transparente, € importante para a
identificagao da espécie, e deve-se a presenga de manitol. A Yersinia enterocolitica fermenta o

manitol, produzindo um pH acidico, que providencia a caracteristica marcante das colonias

(Schiemann, 1979) (Schiemann, 1982).
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5. Testes de suscetibilidade antimicrobiana (TSA)

O objetivo primario dos TSA é a determinagao da possibilidade de o microrganismo
em questao apresentar resisténcia ao agente antimicrobiano escolhido para o tratamento.
Os resultados destes testes sao importantes na escolha dos antibidticos a administrar ao
doente numa determinada infecao.

Para controlar o impacto dos fatores ambientais, as condigdes dos testes sao
extensivamente padronizadas. Esta padronizacao tem 3 objetivos importantes: otimizar as
condigoes de crescimento bacteriano, otimizar as condigoes para manter a integridade da
atividade antimicrobiana e manter a consisténcia e a reprodutibilidade do perfil de resisténcia
de um microrganismo, independentemente do laboratério que estd a realizar o teste. Os
procedimentos, orientagdes e recomendagoes para a realizacido de TSA estio detalhados
nos documentos do EUCAST, ou, quando niao o estio, nos documentos do CLSI. No
entanto, apesar de todo este esforgo, estes testes apenas representam o efeito do
antibiético no microrganismo sobre certas e determinadas condigoes. A selecao de um
antibiotico e o resultado na infe¢ao do doente sao influenciadas por muitos fatores, incluindo
as propriedades farmacocinéticas do antibiotico, a toxicidade do mesmo, a infe¢ao em si e o
estado geral de saide do doente. Sendo assim, alguns microrganismos que no laboratorio
tém o resultado de suscetivel serao na realidade resistentes, e inverso também podera
acontecer.

O uso de um inoculo padronizado € tao importante quanto a pureza das culturas que
se usam e €& conseguido comparando a turbidimetria de uma suspensio de um
microrganismo com um padrao de turbidimetria. Para a generalidade das bactérias utiliza-se
o padrao de turbidimetria 0.5 McFarland, que esta comercialmente disponivel, e que
providencia uma densidade Stica equivalente a densidade de uma suspensao bacteriana com
1.5x10° UFC/mL. No laboratério de microbiologia do SPC usa-se um instrumento
comercialmente disponivel para a medigao da turbidimetria de modo a padronizar o inoculo.
Se a suspensao bacteriana nao estiver a 0.5 McFarland, a suspensao ou pode ser mais diluida
ou pode ser suplementada com mais microrganismos, consoante o caso.

No laboratério de microbiologia do SPC sao realizados TSA automaticos, no
aparelho VITEK 2, e TSA manuais. Relativamente aos TSA manuais, existem dois tipos: testes
de difusao e testes de diluicao. Nos testes de diluigao sao preparadas diluicoes sucessivas do
antibiético num meio de cultura que depois € inoculado com uma concentragao padronizada
da bactéria. No SPC este tipo de testes apenas sao realizados a titulo experimental para

avaliar a sensibilidade a colistina.
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Nos testes de difusao a resisténcia antimicrobiana é detetada usando discos de papel
impregnados com antibioticos e colocando-os a superficie de um meio de cultura sélido. O
meio que é usado para a maioria dos microrganismos é o meio de Mueller-Hinton, se bem
que para organismos mais fastidiosos € necessaria a adicao de certos suplementos.

Antes dos discos de antibioticos serem colocados no meio de cultura este deve ser
inoculado com uma zaragatoa que foi submergida numa suspensao bacteriana padronizada
com uma turbidimetria equivalente a 0.5 McFarland. A superficie do meio é inoculada em 3
diregoes diferentes de modo a assegurar-se a mais completa distribuigao do inoculo.

Quando estes discos de papel contendo uma concentracao conhecida de agente
antimicrobiano sao colocados a superficie de um meio de cultura solido, o antibiotico
comeca imediatamente a difundir no meio de cultura, estabelecendo um gradiente de
concentragao em redor do disco de papel, fazendo com que a maior concentragao seja
aquela que se encontra mais perto do disco. Apos incubagao, as bactérias crescem a
superficie do meio solido, exceto nas areas onde a concentragio de antibidtico é
suficientemente elevada para inibir o seu crescimento. Depois desta incubagao, o didmetro
da zona de inibicao em redor de cada disco € medido em milimetros.

As vantagens deste método sao a sua facilidade e a sua conveniéncia. No entanto,
uma das suas maiores desvantagens € a falta de critérios de interpretacao para bactérias que
nao sao encontradas com tanta frequéncia, além de nao providenciar resultados mais exatos
acerca da resisténcia ou suscetibilidade de um microrganismo a um determinado antibidtico.

Apesar de ainda se realizarem TSA manuais no laboratério de microbiologia, uma
grande parte destes testes foram automatizados pelo aparelho automatizado VITEK 2. Uma
desvantagem desta abordagem é, no entanto, que os antibioticos e a respetiva concentragao
sao determinados pelo fabricante do equipamento (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013) (Tille,

2013).
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Figura 7 — Nesta figura é possivel ver a realizacdo do método de difusdo. A — Os discos de antibiéticos sdo colocados a
superficie do meio de cultura apés a respetiva inoculagdo com o microrganismo que estd a ser testado. B — Apés 16h a
18h de incubagdo é possivel observar zonas de inibi¢do do crescimento a volta de varios discos (Tille, 2013).

6. Micobactérias

As micobactérias sao bacilos acido-dlcool resistentes, visto terem uma estrutura
celular pouco habitual, com um conteudo lipidico elevado, conteudo esse constituido por
acidos micolicos. Estes acidos criam uma barreira hidrofobica e conferem varias
caracteristicas as micobactérias, fazendo com que crescam mais lentamente que outras e
permitindo que sobrevivam dentro de macroéfagos, por exemplo. As micobactérias mais
estudadas pertencem ao Mycobacterium tuberculosis complex. A inalagao de apenas um bacilo
viavel pode levar a que se desenvolva uma infecdo. E uma bactéria intracelular, capaz de
estabelecer uma infegao continua.

Quando é pedida a pesquisa de micobactérias no laboratério, as amostras que
habitualmente sao utilizadas sio amostras do aparelho respiratério, como expetoragao,
aspirados brénquicos e lavados bronco-alveolares. O processo para a recuperagao de bacilos
acido-alcool resistentes a partir de amostras clinicas envolve varios passos complexos, sendo
que a maior parte das amostras requer um processo de descontaminagao e concentragao da
amostra (homogeneizagao da amostra). Este processo é necessario de modo a eliminar ou
reduzir bactérias contaminantes, que podem rapidamente sobrepor-se ao crescimento das
micobactérias, de modo a libertar as micobactérias das células, e de modo a liquefazer a
amostra. Se for encontrado um contaminante durante o processo de cultura, pode ser feita
uma segunda homogeneizagdo, mas nunca uma terceira. Depois deste processo as
micobactérias sao concentradas, habitualmente por centrifugagao, com vista a aumentar a

sua detegao por Coloragao de Ziehl-Neelsen e por cultura.
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Relativamente aos métodos de detegao direta, esta detecao pode ser feita por
microscopia, sendo observada uma Coloracao de Ziehl-Neelsen da amostra, ou entao por
observagao de crescimento de colonias de Mycobacterium spp. em meio de cultura. Quanto a
cultura, é usada uma combinagcdo de meios de cultura com o objetivo de otimizar a
recuperacao de micobactérias; sao utilizados um meio de cultura sélido e um meio de
cultura liquido. O meio de cultura sélido que é utilizado no laboratério é o meio de
Lowenstein-Jensen, incubado a 35°C com uma atmosfera capnofilica, e o aparelho
automatizado BACTEC MGIT 960 é utilizado para a incubagao de meios de cultura liquidos.

As culturas em meio solido sao examinadas uma vez por semana, e culturas positivas
de M. tuberculosis costumam aparecer entre as 3 e as 8 semanas. E de notar que uma colénia
pigmentada nunca deve ser confundida com M. tuberculosis, visto que se tratam de bactérias
nao fotocromogéneas. Depois de 8 semanas de incubagao, se os meios de cultura nao
apresentarem crescimento de micobactérias, a amostra é reportada como negativa. Ja a
utilizagao de um meio de cultura liquido reduz o tempo médio de recuperagao de bacilos
acido-alcool resistentes para cerca de 10 dias, em comparagao com os |7 dias do meio
solido.

Quando uma cultura é positiva para micobactérias, o proximo passo deve ser sempre
a identificacdo da espécie em causa. Independentemente dos métodos usados na
identificacao, deve sempre fazer-se em primeiro lugar uma coloragao de bacilos acido-alcool
resistentes, tal como a Coloracao de Ziehl-Neelsen, a partir da cultura em meio liquido e da
cultura em meio solido, de modo a confirmar se os microrganismos sao efetivamente
micobactérias.

Os métodos tradicionais de identificacao de micobactérias, como os métodos
fenotipicos, siao baseados em parametros de crescimento, caracteristicas bioquimicas, e
anadlise dos lipidos da parede celular, sendo que todos estes métodos sao lentos, incomodos
e levam frequentemente a procedimentos inconclusivos.

A identificagao da espécie é vital na selecao de uma terapia antimicrobiana eficaz.
Sendo assim, para uma identificagao exata e rapida de micobactérias, é usada uma conjungao
de métodos moleculares com as caracteristicas fenotipicas da coldnia.

Quanto aos métodos de biologia molecular, atualmente a identificagao de
micobactérias por sequenciagao baseada em PCR consiste na amplificagao do DNA das
micobactérias através da utilizagao de primers especificos e sequenciagao de amplicoes. O

microrganismo € identificado por comparagao da sequéncia nucleotidica com uma sequéncia
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de referéncia. No entanto, por técnicas de PCR tradicionais nao € possivel distinguir
espécies dentro do M. tuberculosis complex.

Apesar da precisao das técnicas de PCR na identificagao de micobactérias, continuam
a existir problemas; as sequéncias gravadas em algumas bases de dados nao sao corretas e
existe uma certa falta de padronizagao nos procedimentos.

Por fim, sendo identificada a bactéria como pertencente ao M. tuberculosis complex, é
necessario proceder-se a TSA, que sao realizados diretamente no aparelho automatizado
BACTEC MGIT 960. A tuberculose multirresistente € uma ameaga enorme a salde publica,
apresentando resisténcia a rifampicina e a isoniazida, os dois farmacos mais usados como um
tratamento eficaz contra a tuberculose. Além destas estirpes multirresistentes, tém vindo a
aparecer estirpes de tuberculose que sao resistentes nao so a rifampicina e a isoniazida, mas
também a quinolonas e outros firmacos, como aminoglicosideos.

Deve ser realizado um TSA no primeiro isolado de M. tuberculosis de todos os
doentes. Este teste requer uma preparagao meticulosa do meio de cultura, uma selecao
adequada das colonias a testar, padronizagao do inoculo, uso de controlos apropriados e
uma interpretagao adequada dos resultados.

Os TSA podem ser realizados quer por métodos diretos quer por métodos
indiretos. Os métodos diretos usam como in6culo um concentrado contendo mais do que
50 bacilos acido-dlcool resistentes por 100 campos observados com uma objetiva de
imersao. O método indireto utiliza como cultura a fonte do inéculo. Embora os métodos
diretos sejam capazes de providenciar resultados mais céleres, sao menos padronizados e ha
um risco de ocorrer contaminagao.

Os isolados iniciais de M. tuberculosis sao testados contra 5 agentes antimicrobianos
(rifampicina, isoniazida, estreptomicina, etambutol, pirazinamida). Se for detetada resisténcia
a alguns destes farmacos, é testada uma segunda bateria de agentes antimicrobianos, tais

como ciprofloxacina e rifabutina (Tille, 2013) (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).
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7. Micologia

As infe¢oes fungicas constituem uma ameaga cada vez maior para a saude publica. O
numero de infegoes nosocomiais e adquiridas na comunidade tem vindo a aumentar de
forma dramatica. O principal fator responsavel por este aumento € o numero cada vez
maior de doentes imunocomprometidos. Estas alteragoes podem levar a infegoes por
microrganismos oportunistas, isto €, microrganismos que normalmente nao sao patogénicos,
podendo mesmo pertencer a flora normal do doente. Outros fatores que levam a este
aumento sao os procedimentos cirurgicos complexos e a terapéutica antibiética.

O espectro de doengas flngicas varia desde infegoes superficiais cutaneas e mucosas
até processos altamente invasivos associados a patogénicos classicamente sistémicos e
oportunistas. Existem mais de 200.000 espécies de fungos, mas apenas 100 a 150 sao
reconhecidas como patogénicas para o ser humano, e destas s6 25 sdo as responsaveis pela
maior parte das infe¢oes. A maior parte destes organismos sao saprofitas.

As infegoes habitualmente nao siao transmissiveis de pessoa a pessoa. Os seres
humanos tornam-se hospedeiros acidentais para os fungos através da inalagao de esporos ou
através da introdugao de tecido fungicos no organismo por trauma fisico. O ser humano é
relativamente resistente as infegoes fungicas, exceto quando se trata de uma infecao por um
fungo dimorfico. As infegoes classicas aparecem agora sobre novas formas e os fungos que
antigamente eram considerados inofensivos estao a ser implicados em doencas graves. A
capacidade de os fungos normalmente saprofitas causarem doenca em doentes
imunocomprometidos significa que os laboratorios modernos precisam de ser capazes de
identificar e reportar uma vasta gama de fungos.

Essencialmente existem dois tipos de fungos, com base no aspeto das suas coldnias:
fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Porém, além destes dois tipos, existem
também os fungos que apresentam as duas formas, isto é, que se encontram ou numa forma
ou noutra, consoante varias condigoes atmosféricas, como a temperatura, obtendo assim a
designagao de fungos dimorficos.

O diagndstico de infe¢oes fungicas depende, como todos os outros diagndsticos, da
selegao e da colheita de uma amostra apropriada, de modo a proceder-se a uma analise
microscopica e a cultura. Muitas infegoes fungicas tém o seu foco principal nos pulmoes, pelo
que sao frequentemente usadas amostras do trato respiratéorio. Contudo, pode ocorrer
também a disseminagao da infecao para locais distantes do organismo, sendo que o

microrganismo também pode ser recuperado de amostras nao respiratorias.
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Relativamente a cultura de fungos, nao ha um meio de cultura que seja capaz de isolar
todos os fungos medicamente importantes, e € geralmente aceite que sao necessarios pelo
menos dois tipos de meios, um seletivo e outro nao seletivo. O meio nao seletivo permite o
crescimento de leveduras de crescimento rapido, bem como o crescimento de fungos mais
fastidiosos e de crescimento mais lento. Além disso, € também recomendado a utilizagao de
um meio de cultura com e sem ciclohexamida, bem como um meio com e sem um agente
antibacteriano. Os meios com antibidticos sao usados para amostras que tém alguma
probabilidade de conter bactérias contaminantes, sendo que nao sao necessarios para
amostras estéreis. Embora a ciclohexamida nao afeta fungos endémicos e dimorficos,
consegue inibir muitos patogénicos oportunistas, como Candida spp. e Aspergillus spp.. Como
estes fungos podem ser o agente etiologico da infecao, é também usado um meio
complementar sem a adigao deste composto.

Algumas amostras estio contaminadas com bactérias ou fungos de crescimento
rapido, requerendo o uso de agentes antifingicos e antibacterianos. A adicao de
ciclohexamida e de cloranfenicol aos meios tem sido o método tradicional de modo a inibir
o crescimento destes contaminantes. No entanto, obtém-se melhores resultados usando
uma combinagao de gentamicina e cloranfenicol, se bem que a ciprofloxacina também pode
ser usada.

Os meios de cultura devem ser selados com fita permeavel de modo a prevenir a
desidratacao. As amostras sao geralmente incubadas durante dois semanas.

A examinagao microscopica direta de amostras clinicas tem sido usada ha ja muitos
anos, e nem por isso deve a sua eficacia e utilidade ser menosprezada; o laboratorio de
micologia consegue dar um diagndstico rapido e exato usando este método. Além disso, este
€ o método mais rapido atualmente disponivel.

Os fungos sao identificados usando uma combinagao do ritmo de crescimento,
caracteristicas morfoldgicas das coldnias e caracteristicas microscopicas. Para um fungo ser
identificado com leveduriforme é necessario a observagao de gemulagao, de modo a nao ser
confundido com eritrocitos velhos, enquanto que para ser identificado como filamentoso é
necessario a observagao da zona onde se formam os conidios. Na maior parte dos casos
estas caracteristicas providenciam o meio mais definitivo de diagndstico. Quanto ao ritmo de
crescimento deve ser feito uma anotagao; o ritmo de crescimento de um microrganismo €
importante, podendo ser usado para determinar o tamanho maximo de uma col6nia, mas
deve ser interpretado em conjungao com outras caracteristicas do microrganismo, como o

tempo de cultura, antes de ser feita uma identificagao definitiva. A cor de uma coldnia
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também é importante, sendo que o examinador deve ver tanto a parte da frente como a
parte de tras da cultura. Deve ser feito exatamente o mesmo para a textura da colonia.

A identificagao do género e da espécie do fungo, dependendo do tipo de fungo,
requere estudos microscopicos mais detalhados de modo a delinear estruturas
caracteristicas. A identificacdo de fungos habitualmente requer testes bioquimicos e
fisiologicos adicionais, enquanto que esta mesma identificagio pode ser melhorada por

caracterizacao molecular e imunolégica (Tille, 2013) (Murray, Rosenthal e Pfaller, 201 3).

Figura 8 - Coldnias de Mycobacterium tuberculosis em meio de cultura Lowenstein-Jensen apés 8 semanas de
incubagdo (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2013).

8. Parasitologia

O ramo da parasitologia é frequentemente associado a areas tropicais. No entanto,
muitos parasitas com a capacidade de infetar seres humanos distribuem-se mundialmente e
ocorrem com alguma frequéncia em zonas temperadas. Além disso, um aumento no nimero
de doentes imunocomprometidos tem levado ao aumento do interesse no ramo da
parasitologia. Estes doentes tém um elevado risco de contrair algumas infe¢oes parasitarias.
Mais, estes doentes, incluindo a populagao muito jovem e muito idosa, podem reagir de
modo diferente as infecdes parasitarias. E importante entender o ciclo de vida dos parasitas,
tanto em termos de potenciais medidas de controlo e prevengao, mas também em termos
de progressao da doenga em hospedeiros normais e imunocomprometidos.

As amostras que mais frequentemente chegam ao laboratéorio com o pedido de

pesquisa de parasitas sao as fezes e o sangue. Relativamente ao exame parasitolégico de
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fezes, aquando da chegada da amostra ao laboratorio, deve ser realizado um exame
macroscopico, onde se notam as caracteristicas das fezes, tais como textura, aspeto,
consisténcia, presenga de muco ou sangue, bem como a presenca de parasitas
macroscopicos ou fragmentos de parasitas.

Feito o exame macroscopico, deve proceder-se ao exame microscopico das fezes.
Este pode ser feito de forma direta ou apds a realizagdo de um método de concentragao,
como é o caso do método de Ritchie. As fezes contém numerosos artefactos que complicam
a diferenciacao de parasitas do resto dos detritos. Um método de concentracao tem o
objetivo de aumentar a probabilidade de encontrar ovos, quistos ou larvas, particularmente
em amostras onde o microrganismo esta presente em quantidades demasiado pequenas para
ser observado por microscopia direta. Estes métodos consistem no emprego de formaldeido
como fixador e éter como solvente, de modo a extrair lipidos e detritos, seguido de uma
filtracao e centrifugagcao (Manser, Saez e Chiodini, 2016).

Tanto por uma forma como por outra, para a observagao microscopica € necessario
a colocacao de uma amostra de fezes entre lamina e lamela, sendo a amostra observada
primeiro com a objetiva de 10x e depois com a de 40x. E vital que toda a limina seja
observada. A objetiva de 10x serve para observar estruturas maiores, como ovos, larvas ou
seres adultos. Ja a objetiva de 40x serve para estruturas parasitarias de menor tamanho,
como € o caso dos quistos.

Quanto ao exame parasitoldgico de sangue, este é realizado quando se suspeita de
parasitas sanguineos, como é o caso do Plasmodium spp. e do Trypanossoma spp.. A pesquisa
de parasitas deve ser feita em duas preparagoes diferentes: um esfregaco sanguineo e uma
gota espessa. Na examinagao de um esfregago sanguineo a observagao inicial deve ser feita
com a objetiva de 10x, devendo a lamina inteira ser percorrida com esta objetiva. A parte
final do esfregago sanguineo deve ser especialmente observada para a pesquisa de parasitas
intracelulares e extracelulares, visto que nesta area a morfologia e o tamanho dos glébulos
vermelhos que possam estar parasitados € mais facilmente visivel. Antes de um esfregago
sanguineo ser reportado como negativo, devem ser examinados um minimo de 300 campos.
Relativamente a gota espessa, a maior concentragao de células sanguineas encontra-se no
centro da lamina. A procura de microrganismos responsaveis pela malaria, bem como
tripanossomas, deve ser feita com uma objetiva de imersao 50x e 100x. Na periferia da
lamina observam-se globulos vermelhos intactos. Estas células, se estiverem infetadas, podem

ajudar no diagnostico da malaria.
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O diagnostico laboratorial de infegoes parasitarias também pode ser efetuado por
métodos seroldgicos, se bem que este diagnodstico tenha algumas particularidades. Embora
os parasitas sejam imunogénicos para os hospedeiros, a resposta imunitaria do hospedeiro
nao costuma ser protetora. A imunidade do hospedeiro é habitualmente especifica para uma
espécie e pode de igual modo ser especifica para uma estirpe ou mesmo para um estado de
desenvolvimento do ciclo de vida do microrganismo parasitario. Os parasitas humanos sao
geralmente divididos em dois grupos: aqueles que se multiplicam no hospedeiro e aqueles
que maturam no hospedeiro sem que ocorra a sua multiplicagao. Em infegoes do primeiro
tipo, também chamadas de infe¢coes protozoarias, a medida que a infecao progride ocorre
uma estimulagao antigénica continua do sistema imunitario do hospedeiro. Nestes casos
existe uma correlagao positiva entre os sinais clinicos e os resultados dos testes serologicos.
Em contraste com os protozoarios, os helmintas migram frequentemente através do
organismo do hospedeiro e passam através de um nimero de estados de desenvolvimento
até chegarem ao estado adulto. Estas infegoes sao dificeis de diagnosticar através de testes
serolégicos devido a uma resposta antigénica limitada pelo hospedeiro. A maior parte dos
antigénios parasitarios usados em procedimento seroldgicos sao misturas heterogéneas nao
definidas, e por vezes, nao especificas, pelo que os resultados de testes serologicos podem

ser invalidos devido a rea¢does cruzadas ou fraca sensibilidade (Tille, 201 3).
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Conclusdo

Este estdgio assumiu, desde logo, uma grande importancia na minha formacao
académica, possibilitando-me um contacto direto com profissionais de saude altamente
qualificados que trabalham na area ha imenso tempo. Pude assim aprender varias técnicas
laboratoriais que me acompanharao no futuro, assim que ingressar no mercado de trabalho.
Foi o culminar de uma aprendizagem substancialmente teorica, ao longo de cinco anos de
percurso académico, que nao poderiam ter terminado de melhor forma.

A minha experiéncia ao longo do estigio permitiu-me que ganhasse uma nova
perspetiva sobre a area da salde e o proprio funcionamento do sistema: apercebi-me da
grande conexao que os varios sectores estabelecem entre si, sendo que o que acontece num
afeta todos.

A exigéncia que me foi imputada ao longo dos seis meses de estagio, sobretudo ao
nivel da pratica laboratorial, contribuiu, indubitavelmente, para desenvolver o meu sentido
de responsabilidade, concentragao, dedicagao, organizagao e resiliéncia.

Nao poderia ter efetuado o meu estagio curricular em melhor estabelecimento.
Sinto-me muito mais capaz para enfrentar o futuro que se avizinha.

Em relagao ao trabalho de pesquisa, foi fundamental para consolidar toda a pratica a
que estive sujeito ao longo deste caminho e assumiu a oportunidade de aprofundar temas

importantes, que tém implicagao direta no dia-a-dia dos profissionais de saude.
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