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Resumo

As andlises clinicas sao essenciais para o prognostico, diagndstico e monitorizagao
terapéutica do utente, que sao decisivas na prevencao e acompanhamento das mais variadas

patologias.

O presente estagio foi realizado com o objetivo de conhecer a realidade pratica das
atividades desenvolvidas teoricamente como forma de consolidar os conhecimentos obtidos
durante o mestrado. E feita uma caracterizacio do laboratério e a descricdo das atividades
desenvolvidas, com especial foco para as duas valéncias escolhidas: Microbiologia Clinica e

Imunologia Clinica.

Neste relatorio sao descritos procedimentos laboratoriais para a identificagao, detecao e
quantificacao de varios elementos bioldgicos, encontrados em amostras de produtos

organicos e explicados os critérios na interpretacao e validagcao dos resultados analiticos.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Diagnostico, Bacteriologia, Imunologia

Abstract

Clinical analysis is essential for the prognosis, diagnosis and therapeutic monitoring of the

patient, which are decisive in preventing and monitoring the most varied pathologies.

This report was carried out with the objective of knowing the practical reality as a way to
consolidate the knowledge obtained during the master's degree. The laboratory is
characterized and the activities developed are described, with special focus on the two

chosen areas: Clinical Microbiology and Clinical Immunology.

Laboratory procedures are described for the identification, detection and quantification
of various biological elements found in samples of organic products and the criteria for the

interpretation and validation of analytical results are explained.

Keywords: Clinical Analysis, Diagnosis, Bacteriology, Immunology

Vi



I. Introducao

As andlises clinicas compreendem varios dominios cientificos que estdo na base da
previsio, diagndstico e monitorizacio da doenca. E uma componente do sistema e cuidados
de saude que atua como meio complementar cada vez mais fundamental na medicina
moderna. O processo analitico baseia-se em trés fases: fase pré-analitica, fase analitica e fase
pos-analitica. Qualquer erro cometido durante uma destas fases, pode influenciar o resultado

obtido e acartar consequéncias para o doente.

Este relatéorio tem como objetivo descrever o percurso de aprendizagem durante o
estagio curricular realizado no Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra. Descreve a consolidacao de conhecimentos tedricos,
adquiridos durante a formagao curricular e sua aplicagao na vertente pratica, mas também o

desenvolvimento de competéncias analiticas e interpretativas.

Em suma, o Servico de Patologia Clinica abrange uma vasta gama de dreas de
conhecimento, bem como técnicas laboratoriais de rotina hospitalar as quais tive
oportunidade de assistir, participar e cimentar conhecimentos anteriormente adquiridos. O
apoio de todos os especialistas e técnicos foi fundamental em todas as valéncias que
constituem o laboratoério. Neste relatorio sao abordadas de forma mais completa as areas da

Microbiologia e Imunologia.



IIo

Caracteriza¢ao do Laboratério

O Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra esta organizado com base em servigos
de agao médica dos quais faz parte o Servigo de Patologia Clinica que se localiza no Edificio de
Sao Jeronimo. Este servigo trabalha em conjunto com o Hospital Geral (HG), o Hospital
Pediatrico (HP), a Maternidade Bissaya Barreto (MBB), a Maternidade Daniel de Matos
(MDM) e outras instituicoes publicas e privadas, havendo um fluxo de amostras que dentro
da instituicao € assegurado por um sistema pneumatico e entre instituicoes € efetuado por
uma equipa de transporte automovel.

O Servico de Patologia Clinica é dirigido pelo Doutor Fernando Rodrigues. O
laboratério é composto por uma sala de espera, uma sala de colheitas, uma zona de rececao
de produtos biologicos, salas de armazenamento de produtos e reagentes, sala de lavagem e
esterilizacao de material, secretaria, sala de reunioes, sala de refeicoes e ainda por varios
setores de processamento de amostras. Os setores dividem-se ainda de acordo com as areas
de Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e Hematologia, sendo as duas ultimas incluidas
maioritariamente no Corelab.

Cada uma das areas é composta por uma equipa multidisciplinar de profissionais de satde
desde médicos patologistas clinicos, farmacéuticos, técnicos superiores de saude e também
técnicos de diagnostico e terapéutica.

O laboratoério funciona com base num sistema informatico designado Clinidata (Maxdata)
que permite o acesso a informagao clinica, bem como ao histérico do doente e aos pedidos
efetuados para determinada amostra. E uma mais valia para a validagio dos resultados obtidos
(diagnéstico, seguimento e controlo).

As amostras chegam a rececao do Corelab, sao integradas no sistema informatico e
colocadas numa cadeia de equipamentos que as distribui de acordo com os testes analiticos
solicitados pelos clinicos (Anexo A), com exce¢ao das amostras para estudo microbiologico
que sao entregues no setor. A automatizagao tem como principal objetivo a diminuigao de
erros na fase pré-analitica e a rapidez do processo.

O setor da Microbiologia do Servigo de Patologia Clinica dos CHUC esta dividido em
quatro subsetores: Bacteriologia, Parasitologia, Micobacteriologia e Micologia. Em conjunto
contribuem para uma pesquisa detalhada de microrganismos presentes nas diversas amostras.

Na Bioquimica, as amostras sao maioritariamente processadas de forma automatizada na
cadeia de equipamentos que constituem o CorelLab e onde sao determinados parametros da

bioquimica de rotina e de urgéncia. As amostras bioldgicas mais comuns sao: soro, plasma e
2



urina. Neste setor sao realizadas sumarias de urina com e sem sedimento e a detecao de
sangue oculto nas fezes.

Na Imunologia, o setor utiliza o soro como principal amostra bioldgica, mas também
executa testes a partir de amostras de urina. E composto por dois subsetores: Imunologia
que determina parametros relacionados com imunidade em geral e alergias e Autoimunidade
que pesquisa de autoanticorpos.

O setor da Hematologia é constituido em parte pela cadeia automatizada do Corelab e
por salas onde se executam técnicas complementares e outras onde os resultados sao
validados. Neste setor sio determinados parametros do hemograma, citologia e coagulagao,
citogenética, FISH, biologia molecular e citometria de fluxo.

Os resultados emitidos pelo laboratorio sao atestados com confianga, uma vez que sao
feitos controlos de qualidade internos diariamente e externos periodicamente sempre que
sao enviadas amostras pelas entidades UK NEQAS, RIQAS ou EQAS. A avaliagio externa
permite comparar os resultados do laboratério do CHUC com outros laboratoérios que

participam nos mesmos programas de controlo de qualidade.
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Atividades desenvolvidas

Microbiologia

O setor da Microbiologia do CHUC esta dividido em Bacteriologia, Parasitologia,
Micologia e Micobacteriologia. Na sala de recegao de amostras ¢é feita integracao informatica
das mesmas. De seguida as amostras sao processadas de acordo com os produtos bioldgicos
recebidos e as andlises requeridas.

Este setor possui métodos de diagndstico microbiologico que passam pelo conhecimento
da estrutura e morfologia dos microrganismos. Este conhecimento é muito importante para a
cultura, caracterizagao e identificagdo dos organismos patogénicos apos o seu isolamento
bem como para o conhecimento da suscetibilidade aos antimicrobianos, que proporciona
uma terapéutica direcionada e eficaz. A capacidade que os microrganismos possuem de
mudarem rapidamente, adquirirem novos genes e sofrerem mutagoes apresenta um desafio
continuo para a Microbiologia. (1) A area da Microbiologia depende de varias fases: fase
pré-analitica, fase analitica e fase pos-analitica, como demonstrado na Figura |.

No diagnostico de doengas infeciosas ha varias etapas importantes que precedem o
trabalho laboratorial e que se integram na fase analitica: escolher uma amostra apropriada
para examinar, obter a amostra adequadamente para evitar a contaminagao da flora normal,
transportar a amostra imediatamente para o laboratério ou armazena-la corretamente e

fornecer informagoes essenciais para orientar o pessoal do laboratério. (2)

= Conservacao,
F Consulta e a e dq ; Transporte e
ase Requisicao Doente e Colheita Rececdo da
Pré-Analitica da Amostra Amostra
Tdentificacao do
Fase Exame Direto microrganismo e
Técnicas d Processamento da Teste de
e écnicas de
Analitica Coloragio L suscetibilidade
ntimicrobiana
Fase Resultado,
i . Validacao A
Pés-Analitica biopatolégica e Terapéutica
Interpretacio

Figura | Processo de atividades no Laboratorio Clinico de Microbiologia



I.1 Bacteriologia

Bactérias sao organismos unicelulares, classificados como procariotas, de tamanho
reduzido e com uma estrutura relativamente simples, mas com caracteristicas individuais que
permitem a sua distingdo. Da interagao entre o corpo humano e as espécies bacterianas,
pode resultar uma colonizagao transitoria, uma relagao simbiotica a longo prazo ou doenga.
(3) Os microrganismos da flora normal variam de acordo com o local anatémico, idade, dieta,
estado de saude e higiene pessoal. Ja a colonizagio transitoria refere-se a presenga de um
novo organismo que nao causa sintomas.

A doenga pode ter origem em dois mecanismos principais: produgao de toxinas pelo

microrganismo ou invasao de locais anatdmicos normalmente estéreis resultando em infegao.

(2)

I.1.1. Laboratério de Bacteriologia:

O processo laboratorial na Bacteriologia passa por promover o crescimento, o
isolamento, a identificagdo e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos dos

microrganismos presentes na amostra e que possam ser causadores de doenga.

O crescimento dos microrganismos baseia-se na inoculagao de amostra em meios de
cultura adequados com o objetivo de obter coldnias isoladas. Em simultineo, é preparado um
esfregago da amostra para observagao microscopica que permite a orientagao do diagndstico
e da terapéutica empirica.

No laboratério de microbiologia do CHUC, a identificagao é geralmente feita num
sistema automatizado VITEK MS®, a partir de colonias isoladas e os testes de suscetibilidade
antimicrobiana (TSA) sdo efetuados maioritariamente pelo sistema automatizado VITEK 2°.
Para alguns microrganismos para as quais o sistema automatico nao esta validado, é efetuado

o teste de suscetibilidade manual.

I.1.1.1. Diagnéstico Laboratorial:

A identificagdo de um microrganismo exige a realizacao de determinados procedimentos
como: visualizar a sua morfologia ao microscépio otico apos coloragao, observar o seu

aspeto macroscopico em cultura e realizar provas especificas de identificagao. (2)



I. Exame Direto:

O exame microscopico fornece informagoes rapidamente e as vezes é suficiente para
fazer uma identificagao presuntiva do microrganismo. Caracteristicas como o tamanho, forma
e reagao tintorial, podem fornecer informagoes sugestivas sobre a identidade do organismo.
(4) E um exame com grande importincia clinica porque pode direcionar os procedimentos
seguintes e orientar a terapéutica empirica.

As técnicas de coloragao aplicadas permitem a distingao do tipo de bactérias em fungao

da composi¢ao quimica das paredes celulares tal como esta descrito na Tabela 2. (5)

Tabela | Agrupamentos e formas bacterianas.

Cocos Bacilos Espiral
&9)] Diplococos -
D G Diplobacilos =2 Vibrio
Qoodm Estreptococos
@) Estafilococos a7 Espirilha
T Estreptobacilos
% Tetrada SR> Espiroqueta

Tabela 2 Métodos di

retos. Principios e aplicagoes.

Método

Principios e Aplicacées

Exame Direto

Exame a fresco

Coloca-se uma gota de soro fisioldgico numa lamina e faz-se a suspensio da amostra na solugio,
cobre-se com uma lamela e observa-se ao microscopio com objetiva de 40x. Este método simples
permite apreciar a presen¢a de bactérias e fungos e fazer a sua distingdo quando nio é possivel
fazé-lo através das caracteristicas morfologicas da cultura. (7)

Coloracao
Diferencial

Coloracdao de Gram

A coloragiao de Gram utiliza um corante primario, cristal de violeta, um mordente, soluto de lugol,
um diferenciador composto por alcool e acetona e um corante secundario, safranina ou fucsina
diluida. As bactérias Gram positivo coram de roxo e as Gram negativo de cor-de-rosa. E
importante para avaliagio morfologica e distingdo bacteriana em dois grupos principais
(Gram-negativas e Gram-positivas), de acordo com as formas (bacilos, cocos, vibrido, espirila) e
tipos de agrupamento (diplo, estafilo, estrepto, tetrada, palicada). As laminas coradas sio
observadas ao microscopio ético com a objetiva de imersio. E uma técnica muito Gtil na
orientagdo do diagndstico e administragdo de uma terapia empirica. (Figura 2.) (8)

Coloracdo para
detecdo de
Resisténcia

Acido-Alcool

Coloracio de Ziehl- Neelsen modificada

A coloragido de Ziehl-Neelsen modificada utiliza uma solugdo de fucsina que atravessa a parede
celular (fucsina, fenol, alcool e agua destilada), uma solugao descorante composta por alcool etilico
e acido cloridrico concentrado e um segundo corante azul de metileno. As bactérias acido-alcool
resistentes retém o primeiro corante e ficam vermelhas. As bactérias que nio sdo resistentes
coram de azul. E uma técnica que permite a distingio de micobactérias das restantes bactérias. As
laminas s3o observadas ao microscopio ético com a objetiva de imersio. (8)
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Figura 2 Imagens de bactérias obtidas ao microscépio 6tico apos coloragao de Gram. A. Cocos Gram-positivo

B. Bacilos Gram-negativo (Figuras adaptadas de Cappuccino, James G.)

Il. Cultura:

A cultura de bactérias a partir de uma amostra biologica tem como objetivo: o
crescimento e isolamento de todas as bactérias presentes, a determinagao das bactérias que
sao potencialmente a causa da infecio e as que provavelmente sao contaminantes ou
colonizadores e ainda obter o crescimento de bactérias clinicamente relevantes para
proceder aos testes de identificagao, de caracterizagao e de suscetibilidade. (9)

Diferentes bactérias tém diferentes necessidades nutricionais, dai a necessidade de
adequar os meios de cultura aos requisitos de cada célula bacteriana.

Os meios de cultura podem ser catalogados em: meios enriquecidos nao seletivos, meios
seletivos e meios diferenciais. Podem ainda ser classificados com base na percentagem de agar

em: liquidos, semi-solidos ou solidos. (3)

Meios de enriquecimento nao seletivos

Sao meios que permitem o crescimento da maioria dos organismos sem necessitarem de

requerimento nutricional adicional. (Tabela 3) (3)

Meios seletivos

Meios utilizados para o isolamento de organismos especificos que podem estar presentes
em conjunto com outros organismos. Os meios sao suplementados com substancias que
inibem o crescimento de organismos indesejados. Alguns meios seletivos podem também ser

diferenciais. (Tabela 4) (3)



Meios diferenciais

Os meios sao classificados como diferenciais quando ha adicao de ingredientes

especificos que permitem a diferenciacao de organismos estritamente relacionados. (Tabela 4)

©)

Tabela 3 Meios de enriquecimento utilizados no laboratério de bacteriologia

Estado

Meios de Enriquecimento e Aplicacoes

Sélido (1,5%
agar)

Gelose Sangue

Meio de enriquecimento nao seletivo. Constituido por dois componentes principais: um meio basico
(p. ex tripticase de soja) e o sangue (p. ex., de ovelha, cavalo ou coelho). (3) E um meio de cultura
util para multiplicagdo, isolamento ou identificagdo de bactérias. (7)

Gelose de Chocolate

Meio enriquecido, nao seletivo obtido a partir da gelose sangue, pelo aquecimento da mistura com
sangue a 80°C o que provoca a hemodlise dos eritrécitos e confere a tonalidade acastanhada. (7)
Contém uma base de agar, tampao fosfato, amido de milho que neutraliza os acidos gordos e
hemoglobina bovina que fornece fator X (hemina) para espécies de Haemophilus. O enriquecimento
IsoVitaleX é um suplemento que fornece fator V (nicotinamida adenina dinucleotideo, NAD),
vitaminas, aminoacidos, co-enzimas, dextrose, ides férricos e outros fatores que melhoram o
crescimento de Neisseria. (10)

Gelose de Chocolate com Piridoxal (PVX)
O PVX é um meio de gelose chocolate enriquecido com Piridoxal que é um composto de vitamina B6
necessario para o crescimento de Streptococcus nutricionalmente variaveis, bem como Haemophilus e
outras bactérias exigentes. (10)

Meio de Mueller-Hinton (MH)

Meio nio seletivo, recomendado para a realizagao dos testes de suscetibilidade bacterianos de rotina.
Apresenta uma composigao bem definida de extratos de caseina e carne, sais, catides divalentes e
amido solUvel necessario para que haja reprodutibilidade dos resultados. (3)

Meio de Tripticase de Soja

Meio nio seletivo utilizado para o controlo dos antibiogramas manuais e automatizados. (10)

Liquido

Brain Heart Infusion (BHI)

Meio liquido de enriquecimento ou meio base para hemoculturas, geralmente usado no cultivo de
microrganismos exigentes e nao exigentes, incluindo bactérias aerodbias e anaerdbias. (10)

Caldo Cooked Meat (CM)

Meio utilizado para a identificagdo de anaerdbios uma vez que a proteina muscular do tecido cardiaco
é uma fonte de aminoacidos e outros nutrientes utilizados pelos microrganismos anaerdbios que
crescem mesmo que presentes em pequeno nimero numa amostra. (10)

Meio de Cultura BacT/ALERT® FAN ® Plus

Meio de cultura complexo suplementado, com sensor de emulsdo liquida sensivel ao pH. O sangue é
inoculado no meio e colocado no BACT/ALERT®3D. Os sensores de emulsiao liquida mudam
visivelmente de cor quando o pH se altera devido ao aumento de CO2, a medida que é produzido
pelos microrganismos. Garante a detegio precisa e a recuperagao rapida de microrganismos a partir
de varios tipos de amostra.




Tabela 4 Meios seletivos e diferenciais utilizados no laboratério de bacteriologia

Estado

Meios Seletivos e Diferenciais e Aplicacoes

Solido (1,5%
agar)

Meio de Cistina, Lactose Deficiente em Eletrélitos (CLED)

Meio diferencial, utilizado para cultura de amostras de urina. Permite o isolamento dos agentes
patogénicos mais frequentes de infe¢do urinaria e a identificagao presuntiva das coldnias. (7) A lactose
funciona como fonte de energia para organismos fermentadores produtores de acido com
consequente diminui¢ao do pH e alteragdo da cor do meio de verde para amarelo. A cistina aumenta
o crescimento de coliformes “coldnia and” por exclusido da sacarose. A deficiéncia de eletrdlitos
restringe o “swarming” de espécies de Proteus spp. (10)

Gelose Chocolate com Bacitracina (HAE)

Meio obtido a partir da gelose chocolate com adigao de bacitracina que favorece o crescimento de
Haemophilus spp nos produtos com flora mista devido a inibigdo das bactérias gram-positivas e a
maioria das espécies de Neisseria. (7) A bacitracina ¢ utilizada como agente seletivo para aumentar a
recuperagao de espécies de Haemophilus do trato respiratorio. (10)

Meio para Neisseria

Meio seletivo suplementado que se obtém da gelose chocolate com adigao de vancomicina, colistina,
anfotericina e trimetropim (VCAT) e que permite o isolamento de Neisseria gonorrhoeae em amostras
com flora indigena. (7) A colistina inibe bactérias gram-negativas, a vancomicina inibe os
contaminantes gram-positivos, a anfotericina inibe o crescimento de Candida albicans e o trimetoprim
suprime o “swarming” de espécies de Proteus. (10)

Meio para Campylobacter

Meio usado para o isolamento e cultura primaria de Campylobacter spp. a partir de amostras fecais
humanas. Contém componentes especificos para as suas exigéncias nutricionais. As peptonas
fornecem compostos nitrogenados, carbono, enxofre e ingredientes vestigiais. O extrato de levedura
€ uma fonte das vitaminas do complexo B. Dextrose é utilizada como fonte de energia. O sangue de
ovelha fornece nutrientes adicionais. A incorporagao de anfotericina B, cefalotina, polimixina B,
trimetoprim e vancomicina suprime o crescimento da flora microbiana normal em amostras fecais,
facilitando o isolamento. A vancomicina inibe bactérias gram-positivas, a polimixina B inibe a maioria
dos bacilos gram-negativos, exceto Proteus e trimetoprim € inibitorio para Proteus spp. (10)

Meio para Salmonella e Shigella (SS)

Meio seletivo e diferencial de isolamento para Salmonella spp. e Shigella spp. (7) Inibe os
microrganismos gram-positivos e permite a diferenciagdo de organismos entéricos de nao entéricos
pela incorporagao de lactose no meio. Organismos que fermentam lactose produzem acido e
formagio de coldnias vermelhas. Os nio fermentadores de lactose formam colénias incolores como
€ o caso da Salmonella e da Shigella. O tiossulfato de sodio e o citrato férrico permitem a detegdo da
produgdo de sulfureto de hidrogénio, o que da origem a colénias com centros negros. (10)

Meio de Hektoen

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. Os sais biliares inibem as
bactérias gram-positivas e atrasam o crescimento de algumas Enterobacteriaceae. (7) Este meio
contém lactose, sacarose e salicina, para diferenciacdo dos agentes patogénicos pela cor das colonias
e do meio adjacente destas. O citrato de ferro amoniacal e o tiossulfato de sédio permitem a detegdo
da produgio de sulfureto de hidrogénio e auxiliam no processo de diferenciagiao entre espécies por
producdo de coldnias concentradas em preto. (10)

Meio para Yersinia (CIN)

Meio suplementado com cefsulodina e novobiocina é um meio diferencial e seletivo usado para o
isolamento de Yersinia spp. A fermentagdo do manitol na presenca de vermelho neutro resulta em
coldnias caracteristicas "bull’s eye", incolor com centro vermelho. A inibi¢ao seletiva de organismos
gram-negativos e gram-positivos é obtida pelo violeta de cristal, desoxicolato de sodio e Irgasan. A
suplementagdo com cefsulodina e novobiocina melhora a inibicdo de organismos da flora
gastrointestinal normais. Organismos que nao metabolizam manitol em produtos finais acidos formam
coldnias translucidas e incolores. (10)



Gelose sangue, Colistina e Acido Nalidixico (CNA)

Meio seletivo e diferencial com colistina e o acido nalidixico que inibem as Enterobacteriaceae e
Pseudomonas spp. Prioriza o crescimento de bactérias gram-positivas, contudo algumas bactérias
gram-negativas como Gardnerella vaginalis e alguns Bacteroides spp. também se desenvolvem. (7)

Meio de Schaelder

O meio de Schaedler KV com sangue de ovelha a 5%, contendo canamicina e vancomicina, é
especialmente Util no isolamento seletivo de anaerébios gram-negativos como Bacteroides e Prevotella.
Permite o crescimento de microrganismos anaerdbios exigentes, como lactobacilos, estreptococos,
Clostridium e Bacteroides. A inclusao da vitamina K é um requisito de crescimento para algumas
espécies de Prevotella melaninogenica e é relatado como potencializador do crescimento de algumas
espécies de Bacteroides e nao-formadores de esporos gram-positivos. A canamicina inibe a sintese de
proteinas em organismos suscetiveis, enquanto a Vancomicina inibe bactérias gram-positivas por
interferir na sintese da parede celular. O tipo de organismo recuperado depende do ambiente
utilizado no processo de incubagdo (aerodbico, aerdbico suplementado com diéxido de carbono ou
condigbes anaerdbicas). (10)

Meio de Tioglicolato (HK)

Meio enriquecido utilizado para cultura de microrganismos anaerobios. A vitamina K| é um requisito
de crescimento para algumas espécies de Prevotella, de Bacteroides e de microrganismos
nao-formadores de Gram-positivos. A hemina é a fonte do fator X, que estimula o crescimento de
muitos microrganismos. O carbonato de calcio neutraliza os 4acidos produzidos durante o
crescimento e mantém a viabilidade de organismos exigentes como Clostridium perfringens e outras
bactérias sensiveis ao acido. (10)

Caldo Bacilo Gram Negativo (CBGN)

Meio liquido de enriquecimento para Enterobacteriaceae, especialmente Shigella spp e Salmonella spp. O
L. manitol promove seletivamente o crescimento de Salmonella spp. e Shigella spp. que o metabolizam. O
Liquido citrato e o desoxicolato atuam como agentes selectivos e inibem o crescimento da maioria das
Enterobacteriaceae da flora indigena habitual do intestino e todos os tipos de bacilos formadores de
esporos. A subcultura para meio sélido deve ocorrer entre as 6 e 12 horas, pois esse é o prazo
médio de inibicao de outras estirpes, tal como o Proteus spp. (7)

i. Técnicas de sementeira

A técnica de sementeira aplicada varia com a amostra e com o objetivo final. Os meios
devem ter uma superficie seca e sem goticulas de condensagao na tampa. A sementeira é feita
maioritariamente em meio sélido em placa por espalhamento com ansa ou zaragatoa com o
objetivo de obter coldnias isoladas (Figura 3A), no entanto ha excegoes. No caso da urina a
inoculagdo ¢ feita com auxilio de uma ansa calibrada (de 10 plL) e deve permitir a
quantificagao de colonias (Figura 3B). Outras amostras como o liquido cefalorraquideo (LCR)
exigem uma inoculagao por inundagao, uma vez que os microrganismos estao presentes em
baixas concentragoes. Os cateteres sao processados diretamente no meio sélido e a
inoculagao faz-se por rolamento. Relativamente aos meios liquidos, a inoculagao é feita por

adi¢ao direta de amostra ao meio, seguido de uma homogeneizagao por inversao (Figura 3C).

(1,7)



} ©) Specimen is placed on plate

- (@) with 1:100 or 1:000 uL loop

,£‘ Colonies growing
(@) Cross-streaks = == after 18-24 hour
incubation

[ | /[

Figura 3 A. Sementeira por esgotamento em meio sélido; B. Sementeira quantitativa em meio sélido com
ansa calibrada de | pL; (Figuras adaptadas de Mahon, Connie). C. Sementeira por dispersio em meio liquido

(Figura adaptada de Fonseca et al)

ii. Condicoes de incubacao das culturas

Para que o crescimento de bactérias clinicamente relevantes seja mais eficaz € necessario
otimizar as condigoes ambientais. Os fatores ambientais mais criticos a serem tidos em conta
na cultura in vitro incluem: a disponibilidade de oxigénio (O,) e didxido de carbono (CO,),
temperatura, pH e humidade do meio.

Quanto a utilizagio de oxigénio as bactérias dividlem-se em aerdbias, anaerdbias
facultativas ou anaerobias estritas. Grande parte dos organismos aerodbios, clinicamente
relevantes, sao na verdade anaerdbios facultativos. Algumas bactérias como Pseudomonas spp.,
membros da familia Neisseriaceae, Brucella spp., Bordetella spp. e Francisella spp., sao
estritamente aerdbias e nao crescem na auséncia de oxigénio. Outras bactérias requerem
apenas baixos niveis deste gas e sao chamadas de microaerofilicas. (9)

As bactérias anaerobias sao incapazes de usar o oxigénio, mas algumas espécies
aerotolerantes podem crescer lenta e pobremente na presenga de oxigénio. Para as restantes
bactérias estritamente anaerodbias, o oxigénio € inibitorio ou letal. Além do oxigénio, a
disponibilidade de CO, é importante para o crescimento de certas bactérias. Para algumas
bactérias, uma concentragao de 5% a 10% de CO, é essencial para o sucesso da cultura. (9)

No que respeita aos valores da temperatura, os agentes patogénicos multiplicam-se
melhor a temperaturas semelhantes as dos tecidos e orgaos corporais. A maioria das
bactérias tem um bom desenvolvimento a temperaturas na faixa dos 35-37°C. Para outras,
pode ser mais favoravel uma temperatura de 30°C ou até de 42°C como é o caso de
Campylobacter spp. (9)

Relativamente ao pH, o ideal é entre os 6,5 e os 7,5 que correspondem a uma gama
quase neutra de valores. Normalmente os meios de cultura ja sao comercializados com o pH

nessa faixa de valores. (9)



O controlo da humidade é um parametro essencial para o crescimento das bactérias em
cultura. A agua é o principal constituinte dos meios e é utilizada pelos microrganismos para
manter ativas as vias metabdlicas essenciais e também para controlar a concentragao de

soluto de modo a evitar o choque osmotico e consequentemente a lise celular. (9)

lll. Identificagdo:

A identificagdo dos agentes patogénicos inicia-se com a interpretacao das culturas
primarias apos 18-24h de incubagao. A interpretagao do crescimento bacteriano em meios
seletivos, diferenciais ou enriquecidos fornece resultados que possibilitam maior rapidez e
adequagao do tratamento ao doente. E efetuada uma correlacio entre o crescimento do
organismo nos meios de cultura e os resultados anteriormente obtidos no exame direto ou

na coloragao de Gram. (9)

Aspeto macroscopico das coldnias

Para caracterizar a morfologia das colonias avaliam-se parametros como: tamanho; cor;
forma, elevagao e margem; aparéncia da superficie (brilhante, opaca, seca, transparente);
alteragoes nos meios de cultura como resultado do crescimento bacteriano (padrao
hemolitico; alteragdes na cor dos indicadores de pH) (Figura 5); (9)

No entanto nao é aconselhavel colocar total confianca na morfologia da colonia para
identificacao preliminar uma vez que bactérias da mesma espécie exibem diversidade

morfologica. (1) (Figura 4)

Figura 4 A, Pseudomonas aeruginosa com brilho metalico e pigmentagao verde das colonias em gelose sangue. B,

Espécie mucosa de Pseudomonas aeruginosa na GS. (Figuras adaptadas de Mahon, Connie)

O crescimento dos organismos em meios liquidos (como BHI, CBGN e CM) é avaliado
com base na turbidez, produgao de gas ou espuma e crescimento a superficie ou na area
microaerofilicas. (1) (Figura 6)
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Figura 5 Aspeto das colonias em meio sélido (Figura

adaptada de Cappuccino, James G)

i. Métodos de identificacdo utilizados no laboratoério de bacteriologia

Os métodos de identificagao baseiam-se nas caracteristicas fenotipicas das bactérias, no
uso de métodos quimicos moleculares ou métodos avangados como MALDI-TOF. Estes
métodos sao cada vez mais automatizados e simples por forma a diminuir o tempo de

resposta. (9)

VITEK® MS

O VITEK® MS é um sistema automatizado de identificagdo microbiana por espetrometria
de massa que utiliza uma tecnologia MALDI-TOF-matrix-assisted laser desorption ionization
time-offlight. A identificagao é feita rapidamente a partir de colonias isoladas e proporciona o
conhecimento do microrganismo ao nivel de género e espécie.

Este sistema possui um algoritmo que |é cada espetro como uma série de picos que sao
analisados pela massa e pela intensidade e comparados com uma base de dados. (I 1)

Uma pequena quantidade de amostra é aplicada no slide em contacto com uma matriz
quimica que permite a extragao de proteinas dos microrganismos. A solucao é deixada secar
e o resultado é a cristalizagao das proteinas da amostra. Ao introduzir o slide no sistema, é
aplicado um laser UV a estrutura cristalizada. Esta acao permite a absor¢ao de energia e
transferéncia de calor para as proteinas da amostra que ficam com carga positiva num
processo de dessorgaol/ionizagao. As proteinas ionizadas sao separadas num tubo de voo.
Quanto mais leves forem os ides, mais rapido eles percorrem o tubo (menor tempo de voo).

A separacao dos ioes ¢ feita pela sua relagao massa/carga e € medida por um detetor.
13



Cada proteina gera um sinal distinto e todos os microrganismo possuem um conjunto
espetral Unico. (1)
A técnica é limitada a base de dados e a identificagao de organismos a partir de um

isolamento puro. (9)

GeneXpert®

O GeneXpert® é um dispositivo que integra o processamento automatizado de amostras
e a detecio por PCR em tempo real de agentes infeciosos. (12) E uma técnica de biologia
molecular de facil execugao, elevada sensibilidade e especificidade, com capacidade de analisar
o DNA de amostras celulares/biologicas. (5)

A extraciao, amplificagio e detecio sao realizadas integralmente num cartucho
descartavel que contém os reagentes liofilizados para pesquisa de organismos especificos e
onde é colocada a amostra que vai ser analisada.

O laboratério de bacteriologia do CHUC possui o GeneXpert ® XVI e reagentes para a
pesquisa da toxina do Clostridium difficile, Staphylococcus aureus meticilina resistentes, e
detecao de Carbapenemases.

Ao mesmo tempo que identifica sequéncias especificas de genes caracteristicos de
determinada bactéria, também pode verificar a resisténcia a antibidticos por meio de
mutagoes genéticas. (I3)

Uma desvantagem é que este método nao apresenta bom desempenho no caso de
infecoes polimicrobianas, e ha alguma ambiguidade na identificagao de certos grupos de

organismos. (1)

Accelerate Pheno™

Accelerate Pheno é um sistema que utiliza uma tecnologia de hibridizagao por
fluorescéncia in situ (FISH) totalmente automatizada para uma rapida identificagdo gendémica
dos agentes infeciosos.

FISH é uma técnica com elevada especificidade que identifica e quantifica microrganismos.
Utiliza uma sonda de acido nucleico (DNA ou RNA) complementar a uma sequéncia de um
gene alvo e provoca a hibridizagao. As sondas podem ser fluorescentes se lhes for adicionado
um corante e sao usadas para identificar organismos que contém uma sequéncia de acido

nucleico complementar a sua. (14)



Apos se obter a identificagao, o sistema fornece interpretagoes (suscetivel, intermediaria
ou resistente) dos testes de suscetibilidade antimicrobiana com base nos critérios do
EUCAST. E de facil manuseamento e a rapidez dos resultados fornece ao médico orientagdes

oportunas para a administragao de terapia empirica ou otimizacao da terapia definitiva. (15)

IV. Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA)

O teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) é realizado para determinar a
antibioterapia eficaz no tratamento de infe¢oes causadas pelos organismos previamente
identificados nas amostras biologicas. Frequentemente, estes organismos identificados
precisam de ser diferenciados da microbiota normal que pode residir no local da infegao,
embora nalgumas situagoes a microbiota que reside no local da infegao possa contribuir para
a infegao. (I)

Com o aumento da resisténcia bacteriana a multiplos farmacos, os testes de
suscetibilidade antimicrobiana sao fundamentais para fornecer as informagoes corretas para
respostas clinicas especificas e melhores resultados de assisténcia ao doente.

A realizagao e interpretagao dos resultados sao feitas com base nas normas do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ou no Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) para antibiéticos nao descritos no EUCAST.

VITEK 2°

VITEK 2® é um equipamento concebido para realizar testes de identificagio
microbioldgica e testes de suscetibilidade aos antimicrobianos de forma rapida e precisa. (16)

E baseado num sistema de cartas que contém nos seus pogos os antibidticos de
concentragao conhecida que vao ser testados para o grupo de bactérias correspondente. O
teste é feito a partir de uma suspensao bacteriana de 0,5 McFarland que é posta em contacto
com os antibioticos. Apds a incubagio, é lida a densidade dos pogos para avaliar o
crescimento bacteriano por turbidimetria. E disponibilizada a CMI e a sua interpretacio.

Para controlar a pureza da suspensao é efetuada simultaneamente uma inoculagao em
meio de tripticase de soja com ou sem suplemento.

O controlo do equipamento é feito com bactérias ATCC (American Type Culture
Collection) com um perfil de suscetibilidades conhecidas. O teste de suscetibilidade a

antimicrobianos deve ser realizado a partir de meios validados pela casa comercial. (16)



Tabela 5 Cartas de Suscetibilidade Antimicrobiana usadas no VITEK® 2

Cartas de Suscetibilidade Antimicrobiana usadas no VITEK® 2

AST 619 Carta utilizada para Staphylococcus spp

AST 586 Carta utilizada para Streptococcus spp e Enterococcus spp
AST 192 Carta utilizada para Enterobactérias

AST 222 Carta utilizada para Nao -Enterobactérias

TSA manual

No laboratoério de bacteriologia, é realizado o TSA manual para bactérias para as quais
nao esta definido o antibiograma automatico através do método de difusao em discos de
teste pelo método de Kirby-Bauer ou por tiras E-test. Geralmente é efetuado em meio de
Muller-Hinton (MH) para o crescimento de bactérias aerdbias e anaerobias. No caso de
bactérias fastidiosas como Haemophilus influenzae é feito num meio enriquecido (MH
suplementado com sangue). Para a realizagio do inoculo, prepara-se uma suspensao
bacteriana, a partir de uma cultura pura, com uma turbidez de 0,5 McFarland. A inoculagao é
feita pela técnica de sementeira em toalha para que o crescimento das bactérias seja

homogéneo. As placas sao incubadas a 37°C, em atmosfera de aerobiose, durante 24 horas.

Difusio em discos de teste pelo método de Kirby-Bauer: Os discos de papel impregnados
com antibiotico sao colocados no meio previamente inoculado com a suspensao bacteriana.
Os antibidticos difundem-se radialmente e produzem um gradiente de concentragao que vai
diminuindo a medida que a distancia aos discos aumenta. (5) Apos incubagao, os didmetros
das zonas produzidas pela inibigao antimicrobiana do crescimento bacteriano sao medidos e o
resultado é interpretado de acordo com os critérios predefinidos pelo EUCAST como

suscetivel, intermediario ou resistente. (1)

Tiras E-test: Apos inoculagao da suspensao bacteriana em toda a superficie do meio, sao

colocadas as tiras E-test impregnadas de antibiotico, a superficie. Cada tira contém um

.....

em pg/ml que dao origem a uma zona eliptica de inibicao. As CMI sao medidas a partir do

ponto de intersec¢ao entre a zona de inibicao e a escala dos valores da tira. (5)



1.1.1.2. Amostras:
I. Urina

As infecoes do trato urindrio (UTI’s) ocorrem em dois contextos: adquiridas na
comunidade, que sao as mais comuns e adquiridas em meio hospitalar (nosocomiais), que
contribuem significativamente para as taxas de infegoes adquiridas em hospitais. (17) A fase
pré-analitica € dependente da colheita da amostra que deve ser efetuada pela manha, sempre
que for possivel. Apos higienizagao da zona genital, a primeira por¢ao do jato urinario é
desperdicada e a recolha do jato intermédio é feita diretamente para um tubo esterilizado e
posteriormente transferida para um tubo com acido borico, de forma a preservar as
caracteristicas da amostra. (7) As mulheres sao mais propensas a infecao do que os homens e
também apresentam maior dificuldade na colheita adequada das amostras. A partir de uma
certa idade, a incidéncia das infecoes urinarias nos homens aumenta.

Os locais mais comuns de infecao do trato urinario sio a bexiga (cistite) e a uretra
(uretrite). A partir desses locais, a infegao pode ascender aos ureteres e consequentemente
envolver o rim (pielonefrite). No caso dos homens, as infegoes podem atingir a prostata
(prostatite). As UTI podem ser assintomaticas, agudas ou cronicas e o seu diagnostico é feito

por cultura in vitro e com base na historia clinica do doente.

Tabela 6 Processamento da amostra de urina

Exame microscopico Nio aplicavel
Meio de cultura Gelose Sangue
Exame Cultural CLED
xame Luitura Processamento Ansa calibrada de | pL
Incubacao 18 a 24h a 37°C em anaerobiose

As colonias bacterianas podem ser interpretadas quantitativamente a partir da cultura.
Assim, inferior a 10 colénias corresponde a <10* UFC/mL, 10-100 colénias correspondem a
10%-10° UFC/mL, e >100 colénias correspondem a >10°> UFC/mL. (Figura 6)

Gram-negative orgeniame A valorizagcao da contagem é feita de acordo

No. of No. of
colonles/iml  organisms/mi

35 s io0m00 com a Tabela 7.

25 100 000

Uma quantidade inferior a 10* UFC/mL

100 000
0-4 = 10000

0. No. of
organisms/ml colanles/m|

representa auséncia de UTI. Em casos excecionais

> 100 000 »30

100 000 30

de colheitas feitas diretamente da bexiga por

10 000 10-29
100 000

<10 000 0-9

pungao suprapubica ou citoscopia, em mulheres

Gram-positive organisms
Figura 6 Interpretagdo quantitativa das colénias sintomaticas de acordo com a histoéria clinica ou na

bacterianas (Adaptado de Vandepitte, )
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presenca de leucocitose, faz-se a identificagdo da bactéria e o resultado do teste de
suscetibilidade.

Na faixa de valores entre 10* e 10> UFC/mL, podemos estar perante uma UTI| e devem
também ser analisados sintomas de acordo com a histoéria clinica e a possivel presenga de
leucocituria. Se houver duvida na contagem, na qualidade da amostra de urina ou no
significado dos sintomas do doente, deve ser pedida a colheita de nova amostra.

Mais de 10° UFC/mL, sio feitos os testes de identificacio e suscetibilidade. Essas
contagens bacterianas sao fortemente sugestivas de UT| em todos os doentes.

A presenga de duas ou mais espécies de bactérias nas amostras de urina sao

provavelmente contaminagao, deve ser colhida nova amostra. (18)

Tabela 7 Valorizagao da contagem de coldnias bacterianas e continuagao do procedimento de identificagao

Quantidade de colénias Resultado e Procedimento
Sem crescimento ao fim de 18 . .
0 coldnias Negativo
a 24h
| tipo de colénia Identificagao e TSA
2 tipos de colénias Repicagem para CLED se bacilo Gram-negativo;
Crescimento de > 105 UFC P Repicagem para GS se coco Gram-positivo

Presenca de flora mista/contaminagio; Rejeita-se a

> 2 tipos de colénias .
amostra e sugere-se nova colheita.

| tipo de colénia Identificagao e TSA
Crescimento entre 104 e 105

. .. Presenca de flora mista/contaminagio; Rejeita-se a
UFC > 2 tipos de colénias ¢ gao; el
amostra e sugere-se nova colheita.
. . . . A identificagdo e o TSA efetuam-se de acordo com a
Crescimento < 104 UFC | tipo de coldnia ¢

historia clinica do doente

As Enterobacteriaceaes sao a causa mais comum de infe¢oes do trato urinario em
criangas e adultos, com grande destaque para a bactéria Escherichia coli. Outros membros
deste grupo de bactérias estao também implicados como Proteus mirabilis, frequentemente
associado a cdlculos urindrios. Bactérias como Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter e
Pseudomonas aeruginosa sao frequentemente encontradas nas UT| complicadas, adquiridas em
meio hospitalar. Entre as bactérias Gram-positivas, o Staphylococcus saprophyticus tem uma
propensao particular em causar infecao, especialmente nas mulheres jovens sexualmente
ativas. Outras espécies que podem ser encontradas: sao Salmonella typhi, Staphylococcus aureus
e Mycobacterium tuberculosis. (17)

O aparecimento de fungos é comum sobretudo em doentes que estao sob terapéutica

antibiotica e associado ao cateterismo. (7)



II. Fezes

Infe¢oes do trato gastrointestinal podem ter origem em diversos agentes patogénicos
como bactérias, virus ou parasitas. A microbiota intestinal é diversa e por isso as amostras
sdo ricas em microrganismos. O sintoma clinico mais comum deste tipo de infecoes é a
diarreia e a sua causa pode ser determinada pela historia clinica, histérico de viagens
recentes, exame fisico e analise laboratorial de uma amostra fecal. (1) A principal forma de
transmissao ocorre pela via fecal-oral, através de alimentos ou dguas contaminadas. A doenga
ocorre como consequéncia da multiplicagao dos agentes infeciosos e/ou produgao de toxinas
que podem invadir a mucosa intestinal ou a corrente sanguinea. (17)

As bactérias que mais frequentemente causam diarreia sao: Campylobacter spp., Salmonella
spp., Shigella spp., Escherichia coli (sobretudo a enterohemorragica), Yersinia enterocolitica,. Em
situagoes menos frequentes pode ser detetado Clostridium difficile. (17)

No laboratério de bacteriologia, o exame as fezes envolve o exame macroscopico e a
coprocultura que é efetuada em varios meios seletivos que cumprem requisitos nutricionais
especificos, o isolamento de coldnias puras e a identificagao do patdgeno causador de doenga

(Tabela 8).

Tabela 8 Processamento da amostra de fezes

Observar o aspeto e consisténcia da amostra (fezes diarreicas ou moldadas;

Exame macroscépico )
sanguinolentas, com muco ou aquosas)

Exame microscoépico Naio aplicavel

Gelose SS;
Gelose HK;
Meio de cultura Gelose Campylobacter;

Gelose Yersinia;
CBGN

Sementeira por esgotamento
Sementeira por dispersiao

Exame Cultural Processamento

Os meios SS, HK, Yersinia e CBGN sio incubados 18 a
24h a 37°C em aerobiose.
O meio Campylobacter é incubado em atmosfera
microaerofilica 48 a 72h a 42°C.

Incubacao

lll. Sangue

Bacteriémia corresponde a presenca de bactérias vidveis na corrente sanguinea,
detetadas por crescimento na hemocultura. (1) A bacteriémia pode resultar em septicémia
como consequéncia de um patégeno circulante ou da produgao de endotoxinas. Em casos
mais graves, o fluxo sanguineo é insuficiente para manter o bom funcionamento dos 6rgaos

vitais e da-se o choque séptico. (4)
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A maioria das doencas infeciosas podem decorrer com bacteriémia transitoria,
intermitente ou persistente. Como o sangue € um produto estéril, o isolamento de um
microrganismo a partir de uma hemocultura é geralmente o agente etiologico da infegao. (7)
No entanto hemoculturas positivas nem sempre correspondem a infecao, podem ser
falsos-positivos resultantes da contaminagao por comensais da pele como Staphylococcus
coagulase-negativa (StaNeg), durante a colheita.

Relativamente ao local de origem da infegao, a classificagao da bacteriémia divide-se em:
primaria (bactérias presentes numa fonte endovascular como um catéter), secundaria
(quando o microrganismo provém de uma fonte extravascular infetada) ou de origem
desconhecida. O local de aquisi¢ao da infegao interfere com os microrganismos causadores
de infecao. Grande parte da bacteriémia adquirida na comunidade é provocada por S.
pneumoniae. A bacteriémia nosocomial € normalmente causada por organismos resistentes a
medicamentos que expressam B-lactamases ou outros fatores de resisténcia que impedem a
acao de agentes antimicrobianos de primeira linha, dai a importancia da execugao do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos. (1)

A colheita do sangue para hemocultura é efetuada por pungao venosa de qualquer das
veias periféricas numa zona da pele limpa. Sao colhidas duas a trés amostras de sangue em
locais anatomicos diferentes para garrafas de hemocultura diferentes ja que uma so
hemocultura pode levar a que uma bacteriémia intermitente nao seja diagnosticada. O
volume de sangue é critico porque a concentragao de microrganismos no sangue € baixa.
Geralmente nos adultos, o volume recomendado sao 10 a 30 mL e nas criangas, como a
concentracio de microrganismos é maior, sio colhidos | a 5 mL. (7) E fundamental que o
sangue nao esteja coagulado e por isso a colheita deve ser feita diretamente para frascos de
hemocultura ou para tubos com anticoagulante (SPS, polietilsulfonato de sédio). As garrafas
de hemocultura sio colocadas no BACT/ALERT ® 3D que é um sistema automético de
detecao microbiana que utiliza uma tecnologia colorimétrica. Cada frasco de hemocultura
possui membranas sensiveis ao pH, que mudam visivelmente de cor de cinza para amarelo
torrado quando ha alteragao devido ao aumento do CO, produzido pelo microrganismo. O
sistema mede a cor com frequéncia para que a detegao seja precoce e precisa. (19)

Quando o equipamento deteta positividade numa hemocultura, é necessario realizar um
exame microscopico pela coloracio de Gram e uma subcultura em meio solido, geralmente
em gelose com sangue. A incubacao é feita em atmosfera de aerobiose, com 5% CO2 ou em

anaerobiose a 35°C durante 24h a 48h, consoante o microrganismo a pesquisar. A leitura
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macroscopica das culturas e realizagdo da identificagao e testes de sensibilidade sao

fundamentais. (7)

Tabela 9 Processamento aplicado as hemoculturas introduzidas no BACT/ALERT 3D

Hemocultura negativa ao
fim de 5 dias de incubacdo

Rejeitar a amostra

Hemocultura positiva ao

Exame microscopico

longo de 5 dias de

A ~ Exame cultural
incubacao

Meio de cultura Gelose sangue

Processamento Sementeira por esgotamento

Incubacao 24 a2 48h a 37°C

Tabela 10 Procedimento aplicado as hemoculturas positivas

Cultura negativa

Repicagem para PVX da garrafa de hemocultura e incubar novamente 24 a 48h a 37°C

| tipo de colénia

Identificagao e TSA

| tipo de coldnia do tipo

Cultura positiva StaNeg

Identificagdo se a positividade se confirmar nas duas
hemoculturas do mesmo doente ou com base na historia
clinica (transplantado, imunodeprimido, servigo de
cardiologia, hematologia e medicina intensiva)

2 tipos de colénias

Identificacdo e repicagem para CLED ou CNA ou GS
consoante seja BGN ou CGP

Em amostras de sangue colhido a partir de um cateter, deve também ser colhida uma

amostra por pungao venosa e cultivada para confirmar a suspeita de bacteriémia.

Os cateteres intravasculares sao extremamente vulneraveis a colonizacao e formacao de

biofilme por organismos frequentemente encontrados a superficie da pele, com consequente

disseminagao para a corrente sanguinea. (1)

Tabela I | Modo de processamento de cateteres intravenosos

Exame microscopico

Naio aplicavel

Meio de cultura

Gelose Sangue
Brain Heart Infusion

Exame Cultural
Processamento

Sementeira por rolamento

Incubacao

18 a 24h a 37°C

Relativamente as bactérias responsaveis por este tipo de infecao, as mais comuns sao

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli. (9)
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IV. Liquido Cefalorraquidiano

As infe¢oes do sistema nervoso central (SNC) sao graves e geralmente, sio provocadas
pela passagem dos patogenos através das barreiras naturais. As mais comuns sao a encefalite,
que corresponde a inflamagao da massa branca do cérebro e a meningite, que corresponde a

inflamagao das meninges em torno do cérebro. (17)

O diagndstico presuntivo é feito com base na idade do paciente, presenga de fatores de
risco, historia clinica, exame fisico, epidemiologia local de infecoes do SNC, analise do liquido

cefalorraquidiano (LCR) e estudos radiologicos.

Liquido cefalorraquidiano (LCR) é produzido continuamente na base do cérebro e é
reabsorvido na corrente sanguinea em locais especializados. E um fluido estéril com escassez
de leucocitos e proteinas como as imunoglobulinas e, portanto, a sua capacidade de defesa

contra organismos invasores € baixa. (4)

As amostras do LCR sao colhidas por pungao lombar e devem ser imediatamente
transportadas para o laboratdrio e processadas o mais rapido possivel uma vez que a colheita
€ um procedimento delicado. A concentragao da amostra por centrifugagao aumenta o
rendimento do microrganismo para o exame microscopico e a cultura. Geralmente, sao
obtidos trés tubos de LCR, cada um contendo | ou 2 mL de liquido. Na meningite bacteriana

aguda, o LCR tem aspeto turvo devido aos elevados niveis de proteina.

O agente etiologico é identificado através de testes laboratoriais e a observagao do
esfregaco corado pelo método de Gram é importante. Um resultado positivo deve ser

comunicado imediatamente ao clinico.

Os agentes bacterianos como estreptococos do grupo B, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes sao mais comuns em recém-nascidos e Neisseria meningitidis em jovens adultos.
Nos idosos e nas criangas é frequente o isolamento de Streptococcus pneumoniae como causa

da infegao. (7, 9)

Tabela 12 Processamento do LCR

Exame macroscépico Observar a cor e a turbidez

Exame microscopico Coloragio de Gram

Gelose de Sangue
Meio de cultura PVX

Brain Heart Infusion
Exame Cultural

Processamento Sementeira por inundagio

Incubacio 24 a 72h a 37°C em atmosfera aerofilica
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V. Outros Liquidos Orgdnicos

Os liquidos organicos sao normalmente estéreis e qualquer microrganismo identificado
deve ser investigado. A interpretacao final deve ter em conta o estado clinico do doente e o

microrganismo isolado. (7)

A colheita é feita por pungao, segundo uma técnica assética, para um recipiente seco e
esterilizado. Os fluidos normalmente estéreis devem ser concentrados por centrifugagao e
inoculados diretamente no meio apropriado. (7) Normalmente, o exame microscépico do
fluido analisa a flora existente, mas também o numero de glébulos brancos, proteinas e
glicose. (9) Nas tabelas seguintes é apresentado o modo de processamento das amostras de

liquido pleural, peritoneal e sinovial. (Tabela 13 e 14)

V.l Liquido Pleural

Tabela 13 Processamento de liquido pleural

Colora¢io de Gram

Gelose de Sangue
Meio de cultura PVX
Brain Heart Infusion

Sementeira por esgotamento
Sementeira por dispersiao
Incubacio 18 a 24h a 37°C

Processamento

V.1l Liquido Peritoneal e Sinovial

Tabela 14 Processamento de liquido peritoneal e sinovial

Coloragio de Gram

Gelose de Sangue
Meio de cultura CNA
Cooked meat

Sementeira por esgotamento
Sementeira por dispersao

Incubacdo 18 a 24h a 35°C

Processamento
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VI. Secrecoes respiratdrias: expetoracdo, secrecdes bronquicas, aspirado

transtraqueal, lavado brénquico e lavado bronco-alveolar.

Em termos de infegoes do trato respiratério, elas variam com o local anatomico da

infecdo. Ha infecoes do trato respiratério inferior (Tabela 15) e infe¢oes do trato

respiratorio superior (Tabela 16) que tém agentes etiologicos caracteristicos. (1)

Tabela 15 Infecoes do trato respiratorio inferior

Infecoes do trato respiratério inferior

Patégenos mais comuns

Bronquite

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydophila pneumoniae
Bordetella pertussis

Pneumonia da comunidade

Streptococcus pneumiae
Haemophilus influenzae
Mycoplasma pneumoniae
Staphylococcus auerus
Legionella

Pneumonia nosocomial

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae
Klebsiella spp.

Echerichia coli

Pneumonia por aspiracdo

Bactérias anaerobias: Bacteroides spp,
Peptostreptococcus spp, Fusobacterium spp
Streptococcus spp,
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Pneumonia crénica

Mycobacteriumm tuberculosis e micobactérias nao
tuberculosas

Tabela 16 Infe¢des do trato respiratério superior

InfecGes do trato respiratorio superior

Patogenos mais comuns

Faringite

Streptococcus pyogenes
Neisseria gonorrhoeae

Sinusite

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae

Otite Média

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

. q Staphylococci
Epiglotite Haemophilus parainfluenzae
Kiebsiella spp
Laringite Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
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O diagnostico das infegoes respiratorias € dificultado pela contaminagao das amostras

por flora comensal, constituida por bactérias aerobias e anaerdbias, durante a colheita. (7)

O laboratério deve valorizar apenas amostras de boa qualidade que sao avaliadas por
exame direto ao microscopio 6tico com objetiva 10x e a interpretagao do resultado deve ser
baseada nas caracteristicas da amostra, como a presenca de globulos brancos, células
epiteliais pavimentosas e restante flora bacteriana. (I, 17) A classificagao das amostras

baseia-se na tabela de Murray e Washington que corresponde a Tabela 17.

Tabela 17 Tabela de Murray e Washington (Adaptada de Connie, Mahon)

Grupo Células Epiteliais Leucocitos
| >25 <10
2 >25 10 -25
3 > 25 > 25
4 10-25 >25
5 <0 >25

Segundo este critério, as amostras bioldgicas com 25 ou mais células epiteliais por
campos, sao geralmente recusadas para exame bacterioldgico por contaminagao excessiva.

As amostras de boa qualidade sao processadas de acordo com a tabela 18 e |9.

Tabela 18 Processamento de expetoragoes e aspirados transtraqueais

Exame microscépico Coloragio de Gram
. Gelose de Sangue
Meio de cultura HAE
Exame Cultural Processamento Sementeira por esgotamento
Incubacio 24 a 48h a 37°C em atmosfera 5% de CO»>
Tabela 19 Processamento de lavados brénquicos e bronco-alveolares
Exame microscépico Coloragio de Gram
Gelose de Sangue
Meio de cultura PVX
HAE
Exame Cultural
Processamento Sementeira por esgotamento
Incubacio 24 a 48h a 37°C em atmosfera 5% de CO2
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Vil.Exsudados Purulentos: zaragatoas e aspirados de feridas, aspirados de pus

de abcesso, material de tecidos e biopsias.

As amostras de exsudados purulentos devem ser colocadas em contentores esterilizados
e devem ser transportadas ao laboratorio o mais rapido possivel. A colheita dos exsudados
profundos deve ser realizada por pungao e aspiragao com agulha e seringa. No caso de a
lesao ser aberta, a colheita é feita com zaragatoa e esta é colocada em meio de transporte. (7)

Os procedimentos aplicados estao descritos na tabela seguinte.

Tabela 20 Processamento de exsudados purulentos

Exame microscépico Coloragao de Gram
Gelose de Sangue
Meio de cultura CNA
Exame Cultural Cooked meat
Processamento Sementeira por esgotamento
Incubacio 18 a 24h a 37°C

Vill. Exsudados vaginais, endocervicais, uretrais, retais e de ulceras genitais

As amostras para o diagnéstico de infegoes do aparelho genital dependem do local da
infecao e dos microrganismos. Algumas infe¢oes tém origem em microrganismos endogenos,
cuja patogenicidade é ativada por fatores do hospedeiro ou por desequilibrios da flora

comensal. (7)

No laboratorio de bacteriologia do CHUC, a valorizacao clinica das culturas é efetuada

de acordo com a informagao clinica do doente e o exame direto a fresco e apds coloragao.

Tabela 21 Processamento de exsudados genitais

Exame microscopico Coloragio de Gram
Gelose de sangue
q CNA
Meio de cultura PVX/VCAT
Exame Cultural Cooked meat
Processamento Sementeira por esgotamento
Incubagio 24 a 48h a 35-37°C
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1.1.2. Laboratério de Micobacteriologia:

As bactérias do género Mycobacterium spp. sao bacilos aerdbios, iméveis, nao formadores
de esporos. A parede celular contém na sua constituigdo um conteldo lipidico com elevada
percentagem de acidos micolicos, que sao acidos gordos de cadeia longa que formam uma
barreira de permeabilidade hidrofobica. Por causa dessa estrutura da parede celular, as
micobactérias sao resistentes a descoloragao pelas solugdes acidas utilizadas na coloragao de
Gram. Uma vez corados estes bacilos nao podem ser descorados e por isso sao classificadas
como bactérias acido-dlcool resistentes (BAAR). Pelo facto de ser um grupo de bactérias
exigente e que cresce muito lentamente, as cultuas sao avaliadas durante 6 semanas para que

seja observado ou nao crescimento. (3, 9)

Apesar da abundancia de espécies de micobactérias, apenas as seguintes espécies causam
a maioria das infe¢oes humanas: complexo M. tuberculosis , M. leprae, complexo M. avium, M.

kansasii, M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. (3)

I1.1.2.1. Diagnéstico Laboratorial

As amostras que chegam ao laboratério de micobactérias sao essencialmente do trato
respiratério (expetoragoes, lavados e aspirados) mas também podem aparecer amostras de

urina, liquidos organicos, LCR, fezes, suco gastrico e biopsias.

O diagnostico é baseado na observagao microscopica, no isolamento bacteriano obtido

por cultura e na identificagao molecular dos bacilos.

I. Descontaminac¢do e Concentracdo das amostras

O processamento para recuperar e identificar bacilos alcool-acido resistentes de
amostras clinicas envolve varias etapas. Este processamento engloba a digestao,

descontaminagao e a posterior concentragao das amostras.

Uma solugao de N-acetil-L-cisteina (NALC) combinada com NaOH 2%, é utilizada como
digestivo e descontaminante. De seguida a amostra é lavada com tampao fosfato de modo a
neutralizar o efeito da solugao de NALC-NaOH e por fim, é concentrada por centrifugagao.
Amostras como LCR, provenientes de locais anatomicos estéreis, podem ser diretamente

centrifugadas, examinadas microscopicamente e inoculadas no meio de cultura. (9)
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Il. Exame Direto g Q

O exame microscépico das amostras € um método sensivel e A

~

rapido de rastreio da doenga por micobactérias. (17) Tipicamente, as A o *yf
coloragdes aplicadas a BAAR sao as coloragoes de Ziehl-Neelsen e Eigyra 7 Coloragio pelo
Kinyoun. Estes métodos utilizam como corante primario a fucsina, método de Kinyoun

como agente descorante um acido-dlcool e como corante de contraste o azul-de-metileno.
(3) A coloragao de Ziehl-Neelsen requer aquecimento da lamina para melhor penetragao do
corante na parede celular micobacteriana. Ja a coloragao de Kinyoun é uma coloragao a frio e

é este o procedimento utilizado no laboratério de Micobacteriologia do CHUC. As bactérias
do género Mycobacterium spp. aparecem coradas de vermelho, enquanto que a flora
contaminante aparece a azul, tal como esta demonstrado na Figura 8. (9) Esta reagao de
coloragao permite, através da observagao do tamanho e forma das bactérias, orientar o

diagnostico.

HI. Cultura

As amostras previamente processadas podem ser cultivadas nos meios de cultura que se

encontram descritos na tabela seguinte.

Tabela 22 Meios de cultura utilizados no laboratério de micobacteriologia

Meios de Cultura Incubacao

O tubo indicador de crescimento de micobactérias (MGIT) contém
meio de crescimento Middlebrook 7H9 acrescido de um indicador de
fluorescéncia destinado a detecdo manual e recuperagio de
micobactérias. A adigdo de uma mistura de antibiéticos (PANTA) inibe o
crescimento de flora normal e favorece o crescimento e a detegio de i A incubagio é feita no interior do
micobactérias. Essa mistura de antibidticos consiste em polimixina B, : BACTEC MGIT 960. Este equipamento
anfotericina B, acido nalidixico, trimeroprim e azlocilina. € capaz de detetar o crescimento das
Uma cultura positiva pode ser identificada de forma manual ou pelo : micobactérias num tempo médio de
sistema BD BACTER MGIT 960. De forma manual a identificagdo faz-se i 13.3 dias. (20)

através da observagio da turbidimetria nio homogénea, ou por
fluorescéncia utilizando uma limpada com comprimento de onda UV
elevado. O sistema BD BACTEC MGIT 960 utiliza uma tencologia
fluorométrica para facilitar a detegio precisa do consumo de oxigénio

wiVLNVd
wilIOW ,;0310Vvd ag

que é diretamente proporcional ao crescimento de micobactérias. (1)
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E 0 meio sélido utilizado para a cultura e isolamento de micobactérias. A
sua féormula contém glicerol, farinha de batata, sais e ovos inteiros (a
coagulagdo da albumina dos ovos é utilizada para solidificar o meio). (3)
Ao meio é adicionado RNA para melhorar a recuperagao de bacilos
acido-dlcool resistentes. O meio torna-se seletivo pela adicio de
verde-malaquite, que inibe bactérias Gram positivas e penicilina que
inibe bactérias Gram positivas e Gram negativas. (9)

Incubagao a 35-37°C em atmosfera
5-10% de CO: durante 6 semanas. Se
os resultados forem negativos a
amostra é excluida. Se existir uma
coloragao positiva, ou suspeita de
bactéria de crescimento lento, deve-se
fazer uma nova inoculagio e esta deve
ser incubada a uma temperatura mais
baixa 24-33°C. Ambas devem ser
incubadas por mais | semana. (8)

UdSUS[-UI9ISUIMOT]
ap o

IV. Identificacdo

A observagao microscopica de bacilos acido-dlcool resistentes é muito importante

porque revela o aspeto caracteristico (ex. cordas, aglomerados, disperso) das bactérias e

orienta a sua identificacao.

A identificagao pode ser feita por varios métodos, no entanto o mais utilizado no

laboratorio do CHUC é baseado em testes moleculares.

Tabela 23 Testes de genética molecular para identificagio de micobactérias

GenoType Mycobacterium AS

Teste de genética molecular para a identificagio de micobactérias nao
tuberculosas a partir de material de cultura.

GenoType Mycobacterium CM

Teste de genética molecular para a Identificagao, a partir de material de cultura,
das espécies de micobactérias clinicamente mais relevantes. Permite uma
diferenciagdo rapida e segura das micobactérias relevantes e, portanto, permite
uma aplicagdo rapida de um tratamento especifico e de medidas preventivas.

GenoType MTBDRplus

Teste de genética molecular para a identificagdo de M. tuberculosis complex e
da resisténcia a rifampicina e isoniazida a partir de material de cultura.

Estes testes sao baseados na tecnologia DNA-STRIP e o procedimento completo é

dividido em trés passos: (i) extragago do ADN a partir de material cultivado (meio

solido/liquido; os reagentes necessarios nao sao fornecidos), (ii) uma amplificagao multiplex

com primers biotinilados, e (iii) uma hibridizagao reversa. Todos os reagentes necessarios

para amplificagao, tal como polimerase e primers estao incluidos nas misturas de amplificagao

A e B (AM-A e AM-B) que foram otimizadas para este teste. As tiras de membrana sao

recobertas com sondas especificas complementares aos acidos nucleicos amplificados. Apos a

desnaturagao quimica, os amplicons de cadeia Unica ligam-se as sondas (hibridizagao). A

ligagao muito especifica de cadeias complementares de ADN ¢é assegurada por condigoes

estritas que sao o resultado da combinagcao da composicao do tampao e uma certa
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temperatura. Assim as sondas distinguem com seguranca as diferentes sequéncias das
espécies bacterianas. A streptavidina conjugada com a fosfatase alcalina, liga-se a biotina dos
amplicons por via da streptavidina. Finalmente, a fosfatase alcalina transforma o substrato
adicionado num corante que se torna visivel nas tiras de membrana como um precipitado

colorido. Um modelo assegura uma interpretagao facil e rapida do padrao de bandas obtido.

(22)
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Figura 8 GenoType Mycobacterium AS utilizado na diferenciagdo de espécies nao tuberculosas clinicamente

relevantes (Hain Lifescience, 2017)
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Figura 9 GenoType Mycobacterium CM utilizado na identificagdo das espécies do complexo M. tuberculosis e na

diferenciagao de espécies nao tuberculosas clinicamente relevantes (Hain Lifescience, 2017)
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2. Bioquimica

A bioquimica é a ciéncia que estuda as reagoes quimicas que ocorrem nos seres Vivos e
que permite caracterizar e compreender o funcionamento das células, tecidos e 6rgios. E
fundamental na pratica clinica porque fornece descrigdes de processos patologicos e
explicagoes para doengas a nivel molecular. (21) Neste setor, sio efetuadas andlises
qualitativas e quantitativas em amostras bioldgicas como sangue, urina, liquido
cefalorraquideo, fezes e calculos renais que podem facilitar o diagndstico, tratamento e
monitorizagao de patologias. A amostra bioldgica por eleicao para obtengao dos parametros

bioquimicos é o soro. Os testes laboratoriais devem ser realizados com a maior precisao

possivel. Sao analisados diversos parametros descritos na Tabela 25.

Relativamente a bioquimica urinaria sao determinados parametros caracteristicos para
avaliagio da lesdo renal. E feita a sumaria de urina (urina tipo Il) que inclui caracteristicas
fisicas como cor e aspeto e a avaliagdo bioquimica que comporta parametros como
densidade, pH, proteinas, glicose, hemoglobina, corpos cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio,
nitritos e leucdcitos. Frequentemente € avaliado também o sedimento urinario por citometria
de fluxo e impedancia para contagem de elementos celulares, cilindros e cristais. No Anexo B

sao referidos os equipamentos e as técnicas utilizadas para efetuar as analises bioquimicas.

Tabela 24 Parametros analisados em Bioquimica Clinica de acordo com a fungao a que correspondem

Parametros Analisados

Azoto ureico, Creatinina, Acido Urico, Sodio, Potassio, Cloro, Osmolalidade, Calcio,

Funcdo Renal e es . : - , . .
< Magnésio, Fosforo, Glicose, Hemoglobina glicada, Proteinas totais, Albumina

Alanina aminotransferase, Aspartato aminotransferase, Fosfatase alcalina, Gama-glutamil

Funcido Hepato-Biliar L .
< P transferase, Bilirrubina,

Funcao Gastrointestinal e

L. Alfa-amilase, Lipase
Pancreatica P

Marcadores de destruicio

Creatina Cinase, Lactato desidrogenase,
celular

Lipidos Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL, Triglicerideos,

Marcadores de infecdo e , .
Proteina C-reativa

inflamacao
Metais Litio, Cobre, Zinco, Aluminio,
Catecolaminas Adrenalina, Noradrenalina, Dopamina,
Quimica hematolégica Glicose 6-fosfato-desidrogenase

Ferro sérico, Ferritina, Saturagio da transferrina, Capacidade de fixagdo do ferro disponivel

Estudo do Ferro |/ Capacidade total de fixagdo do ferro

Proteinas urinarias, Sumaria de urina (Urina tipo 2), Sedimento urinario, Osmolalidade, pH,

Bioquimica urinaria h
q Densidade
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3.

Imunologia

A imunologia estuda as respostas imunes e os eventos celulares e moleculares que
ocorrem apoés um organismo encontrar microrganismos ou macromoléculas estranhas.
Define-se como o estudo das defesas do organismo contra a infegao. (26, 27) Os seres
humanos vivem rodeados de microrganismos e muitos deles tém capacidade de causar
doenca. O sistema imunologico protege o corpo contra agentes infeciosos e contra os danos
por eles provocados. (26) A imunidade como forma de resisténcia as leses causadas pelos
microrganismos e seus produtos, pode ser classificada em imunidade inata ou imunidade
adaptativa. A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo que se gera a
nascenca. (28) Corresponde a capacidade do individuo resistir a infegao por meio de fungoes
corporais normalmente presentes como barreiras fisicas, celulares, fisiologicas e inflamatorias.
Uma segunda forma de imunidade é a imunidade adaptativa que é um tipo de resisténcia que
se caracteriza pela especificidade para cada agente patogénico e pela capacidade de criar
memoéria celular. Tem uma acio mais lenta porque depende de exposicio prévia. E
dependente das células B e T, mediadoras da imunidade humoral e celular, respetivamente.
(28) Compreender o funcionamento do sistema imunoldgico forneceu ferramentas essenciais

para o tratamento e a prevengao de varias doengas. (29)

O setor de Imunologia do CHUC engloba o laboratoério de imunologia e o laboratério de
autoimunidade. As amostras biologicas sao recebidas e separadas na cadeia do Corelab e s6
depois sao levadas para o respetivo laboratorio onde sao processadas nos devidos

equipamentos.

3.1 Imunologia

No laboratério de imunologia é feito o doseamento de imunoglobulinas, cadeias leves e
proteinas do complemento através de métodos neflométricos e turbidimétricos; detegao de IgE’s
especificas para o estudo de alergias pelo método FEIA (Fluorescence enzyme immunoassay) e estudo
das proteinas séricas através do proteinograma e imunofixagao. As amostras biologicas mais

utilizadas para os testes imunologicos sao o soro e a urina.
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3.1.1. Laboratério de Imunologia

3.1.1.1. Parémetros Imunoquimicos

Os parametros imunoquimicos sao determinados de forma automatizada por neflometria
no laboratério de Imunologia do CHUC. Os equipamentos utilizados neste setor estio

descritos no Anexo B.

Tabela 25 Parametros analisados pelos equipamentos BN PROSPEC | e I

Aparelho Parametros

Haptoglobina; Cistatina; Fator Reumatoéide; Titulo da anti-estreptolisina O; Subclasses

BN PROSPEC | IgG; Cadeias k e A na urina; B2-microglobulina na urina
Apolipoproteina E; Imunoglobulina (Ig) A, G, M, D; Imunoglobulina G no LCR;
Albumina no soro e no LCR; ADNase; Complemento Clq e CI Inibidor; Recetor
BN PROSPEC I solivel da transferrina; Proteina de ligagdo ao retinol; Properdina fator B;

a-glicoproteina

3.1.1.2 Eletroforese das Proteinas

O laboratorio de Imunologia dos CHUC utiliza equipamentos semiautomaticos como os
HYDRASYS 2 e HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING, ambos da Sebia, para a execugao das
técnicas eletroforéticas que estao descritos no Anexo B. Estes equipamentos processam os
géis de agarose iniciando o procedimento pela aplicagao da amostra, migracao eletroforética,
secagem, coloragao, descoloragao e secagem final. No final as amostras sao avaliadas
visualmente e comparadas com o padrao de bandas de referéncia. A densitometria fornece a
quantificagao precisa das zonas individuais. (30) Atualmente no laboratério de imunologia do

CHUC também ¢é efetuada eletroforese capilar.

I. Soro

Os proteinogramas sao obtidos a partir da eletroforese das proteinas séricas e permitem
a detegao de anomalias no perfil eletroforético, importantes no diagnéstico de diversas
patologias. A eletroforese em gel de agarose é uma técnica de separagao muito utilizada pelos
laboratérios. A pesquisa das proteinas séricas é feita com auxilio do kit HYDRAGEL

PROTEIN(E) da SEBIA ao qual podem ser aplicadas amostras de soro.
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Se a eletroforese for realizada a pH 9.1, as proteinas séricas constituintes das amostras

bioldgicas aplicadas no gel de agarose, sao separadas com base no tamanho e na carga e

coradas com negro de amido para que possam ser analisadas. O perfil eletroforético é

constituido por cinco fragoes principais: Albumina, all Globulinas, a2 Globulinas,  Globulinas

e Yy Globulinas (Figura 12.A). Cada uma das fragdes identificadas pela eletroforese ¢é

constituida por diferentes proteinas que migram de acordo com a sua carga. (Figura 12.B)

(30) E importante relacionar a eletroforese de proteinas com o doseamento das proteinas

totais do soro. (31)
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Figura 11 A. Perfil eletroforético de migragdo em fungdo da carga. B. Fragbes identificadas pela
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eletroforese e proteinas constituintes de cada fragao (Sebia, 2012)

As alteragoes observadas no perfil eletroforético podem estar associadas a patologias,

consoante as fragoes possam estar aumentadas ou diminuidas tal como esta descrito na

tabela seguinte.

Tabela 26 Alteragoes nas fragoes constituintes do perfil eletroforético e possivel associagao a patologias

(Adaptado de Chernecky and Berger, 2008)

Aumentada

Diminuida

Fracdo de

Albumina

Desidratagiao

Malnutri¢do; Gravidez; Doenga renal (Sindrome nefrético);
Doenca hepatica; Doengas inflamatorias; Enteropatias com

perda proteica
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Fracdo de al Globulinas

Enfisema congénito (deficiéncia de al-antitripsina; doenga

Doengas inflamatorias agudas ou cronicas A L.
genética rara); Doenca hepatica grave

Fracdo de a2 Globulinas

Doenga renal (Sindrome nefroética); Doenga inflamatoria

L. Hipertiroidismo; Doenga hepatica grave; Hemolise
aguda ou cronica

Fracdo de p Globulinas

N o N N N S lee r .~ "
Hipercolesterolemia; Anemia ferropriva: Mieloma multiplo ; Malnutrigao; Cirrose

Fracdo de y Globulinas

Policlonal: Doenca inflamatoria crénica; Artrite
reumatoide; Lupus Eritematoso Sistémico; Cirrose; Doenga
hepatica cronica; Infegao aguda e crénica; Imunizagao
recente
Monoclonal: Macroglobulinemia de Waldenstrom;
Mieloma multiplo; Gamopatia monoclonal de significado
clinico indeterminado (MGUS)

Diversas doengas imunes genaticas; Deficiéncia imune
secundaria

Il. Urina

No caso das amostras de urina, a eletroforese é aplicada com o objetivo de pesquisar a
presenca de proteinuria. O procedimento implica a utilizagao do kit HYDRAGEL 5
PROTEINURIE, cuja eletroforese é feita em géis de

| B2 Microglobulin (12 kDa)
SDS-agarose. O excesso de SDS (dodecil sulfato de B Lysozyme (15 kDa)
s RBP (21 kDa)
sodio) forma um complexo com as proteinas da
) P P Proteins of tubular I Freelight chains (25 kDa)
origin (< 70 kDa) :
amostra e altera a conformagao original das mesmas. f— i Mioropreten (S 10a)
’ ~ | — Dimer of free light chains (50 kDa)
Todas as proteinas assumem a mesma conformagao
Albumin (70 kDa) -
e carga negativa. Quando submetidas a eletroforese, [ m— Transterrn (80 kDa)
hd separagao das proteinas de acordo com O PeSO | . ..coigomoruar | ™emmmm  1G (160 kDa)
origin (> 70 kDa) | Ig A (165 kDa)
molecular. Os padroes eletroforéticos sio corados ———— ] Haptogiobins
. I t , d d d 1 @2 Macroglobulin - Ig M (800-900 kDa)
com violeta acido e comparados com os marcadores | =" Asplcation poit

de referéncia para identificar as proteinas urinirias Figura 12 Padrio eletroforético das proteinas
individuais e classificar a proteinuria em fisioldgica, urinérias (Sebia, 2013)

glomerular, tubular ou mista (Figura 13). (31)

3.1.1.3. Imunofixacdo

A imunofixagao é utilizada como uma técnica de detegao de proteinas monoclonais em
amostras de soro e urina. O aparecimento de bandas anormais nos padroes eletroforéticos,

principalmente nas zonas de beta-globulina e gama-globulina, sao sempre suspeitas de serem
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proteinas monoclonais e, portanto, uma indicagao de gamopatias monoclonais. As proteinas
separadas por eletroforese sao incubadas com anti-soros especificos contra cadeias pesadas
gama (IgG), alfa (IgA), mu (IgM) e cadeias leves kappa (k) e lambda (1). Os anti-soros
difundem-se no gel e precipitam os antigénios correspondentes, quando estao presentes. As
proteinas sao fixadas e as que nao precipitarem sao removidas do gel por absor¢ao e lavagem.

Por fim, as proteinas precipitadas sao coradas com violeta acido ou negro de amido.

Os padroes das bandas sao comparados visualmente com as bandas do padrio de
referéncia e ¢ feita a interpretagao. A presenca de uma proteina monoclonal (gamapatia) é
caracterizada por uma banda monoclonal detetada com um dos anti-soros anti-cadeia pesada
e com um anti-soro de cadeia leve. A auséncia de reagao com qualquer um dos anti-soros de
cadeia pesada aplicados e a reagao com um dos anti-soros de cadeia leve pode indicar uma
gamapatia I|g D ou Ig E ou uma gamapatia de cadeias leves. Deve ser feita uma pesquisa

adicional.

No caso da urina, a imunofixagao avalia a presen¢a de uma imunoglobulina monoclonal,
mas também a natureza da Proteina de Bence Jones. Uma proteina monoclonal intacta é
caracterizada por uma banda monoclonal detetada com um dos anti-soros anti-cadeia pesada

e com anti-soro de cadeia leve. (31)

3.2 Autoimunidade

O setor da autoimunidade ocupa-se do estudo das doengas autoimunes, através da
pesquisa e doseamento de autoanticorpos (AAcs) e anticorpos (Acs) em amostras de soro de
doentes. Os resultados obtidos sao importantes para o prognostico e diagndstico e, em

alguns casos, para o seguimento da doenga autoimune (DAI).

Os testes laboratoriais sao executados através de técnicas como imunofluorescéncia
indireta (IFl), ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), FEIA, Imunobloting e RIA (Radio

Immuno Assay) pelos equipamentos descritos no Anexo B.
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3.2.1. Doencas Autoimunes

O sistema imunitario (SI) é constituido pelas células e moléculas responsaveis pela

imunidade e tem como fungao bioldgica a defesa do organismo.

As doengas autoimunes sao definidas como disturbios que ativam respostas imunologicas
direcionadas a autoantigénios expressos pelas células e pelos tecidos do proprio corpo, em
orgaos transplantados ou na microbiota comensal que povoa o trato intestinal e que resultam
em lesGes nos orgaos e tecidos corporais. Normalmente a cinética do desenvolvimento da
doenga autoimune é prolongada, entre o inicio dos sintomas e a demonstragao fenotipica da

doenga. (26, 33)

Ao longo do desenvolvimento dos linfocitos, sao feitos rearranjos aleatorios que
resultam inevitavelmente na formagao de algumas células com afinidade por antigénios
proprios. Esses linfocitos sao normalmente removidos ou retidos por mecanismos de selegao
negativa. Gera-se um estado de autotolerancia, que impede o sistema imunitario de atacar os

tecidos normais do corpo. (34)

Assim, a autoimunidade representa uma falha dos mecanismos basicos de tolerancia
imunoldgica e na discriminagao do “proprio” e “nao-proprio”. As respostas autoimunes sao
especificamente ativadas por antigénios proprios e levam a produgao de células auto-reativas
efetoras e autoanticorpos, contra antigénios proprios. Quando a regulagao destas respostas
ocorre de forma inapropriada, podem originar inUmeras sindromes cronicas denominadas
doengas autoimunes, muito variadas em termos de gravidade, tecidos afetados e mecanismos

efetores. (26)

Existem dois tipos de respostas autoimunes: Fisiologica - em que autoanticorpos ajudam
nas respostas imunologicas “protetoras” contra agentes ambientais, bioldgicos ou quimicos
prejudiciais. Sao geralmente transitérias, sem doenga clinica; e Patolégica - na qual
autoanticorpos e células reguladoras ativadas destroem tecidos e orgaos portadores de
autoantigénios por citolise direta auxiliada por mediadores inflamatérios. Estao geralmente
associadas a estimulagao imunolodgica recorrente ou sustentada e lesao tecidular e podem

resultar em doenga clinica. (35)

A classificagao das DAls pode ser feita em fungao dos orgaos envolvidos (sistémica) ou
em fungao de um orgao (especifica de 6rgao). (Tabela 27 e 28) Na DAI especifica de orgaos,
os Acs e células T reagem contra autoantigénios (AAg) que sé existem em determinados

tipos de células, tecidos ou 6rgaos. As DAI sistémicas ocorrem quando os Acs produzidos
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tém afinidade para um Ag comum a muitas células. Todas as células portadoras desse Ag vao
ser afetadas devido a acumulagao de complexos Ag-Ac o que leva ao desenvolvimento de
reagoes inflamatorias e danos teciduais. A presenca de AAcs por si s6, nao é sinénima de
DAI. O quadro clinico deve ser compativel e os estudos subsequentes e monitoriza¢ao
devem ser preditivos de certas patologias. Fatores genéticos, ambientais e hormonais podem
modular as respostas imunologicas e contribuir para o desenvolvimento de autoimunidade e

DAIs. (35)

Doencas Autoimunes Sistémicas

Tabela 27 Doengas autoimunes sistémicas, sistemas de 6rgaos envolvidos e imunopatologia (Adaptado de Perl,

Andras)

Doenca Sistema de Orgios e Imunopatologia

Lapus Eritematoso Sistémico | Afeta todos os sistemas de orgaos, principalmente articulages, pele, vasos sanguineos,

(SLE) membranas serosas, rins, pulmoes, coragao; Anticorpos antinucleares (ANA)

Arterite Reumatoide (RA) Afeta articulages, vasos sanguineos, membranas serosas, pulmao; Fator Reumatoide

Afeta maioritariamente as articulagSes axiais e menos frequentemente as articulages
Espondilite Anquilosante
periféricas, uveite e aortite

Esclerose Sistémica Afeta a pele, vasos sanguineos, intestino, pulmao, coragao, rim.

Psoriase Afeta a pele e as articulagoes

. Afeta as glandulas salivares e lacrimais, pancreas, pulmao, rim; Anticorpos SSA e SSB;
Sindrome Sjogren 3 ]
Infiltracio linfocitica dos tecidos envolvidos

Doencas inflamatérias Afeta o intestino delgado e/ou o intestino grosso, articulagées e Uvea; Anticorpos

Intestinais citoplasmaticos perinucleares anti-neutrdfilos direcionados a mieloperoxidase (ANCA)

Doencas Autoimunes Especificas de Orgéos

Tabela 28 Doengas autoimunes especificas de 6rgaos (Perl, Andras)

Doenca Orgios e Imunopatologia
Diabetes Mellitus
Pancreas; Anticorpos anti-insulina e anti-acido glutdmico descarboxilase
insulino-dependente
Esclerose Multipla Sistema Nervoso Central; Reatividades de células T de anti-mielina e anticorpos
Miastenia Gravis Sistema Nervoso Periférico; Anticorpos para o recetor acetilcolinico
Vitiligo Pele
Anemia Perniciosa Estomago; Anticorpos para o Fator Intrinseco
Colangite Biliar Primaria Figado; Anticorpos direcionados a piruvato desidrogenase
Hepatite Autoimune Figado; Anticorpos direcionados ao citocromo p450
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3.2.2 Laboratério de Autoimunidade

As amostras bioldgicas utilizadas no setor da autoimunidade chegam ao Corelab, sao
separadas pela cadeia automatizada e saem no equipamento P450 tal como esta descrito no

Anexo A. Daqui, as amostras, sao transportadas até ao local de processamento.

Assim que dao entrada no laboratério de autoimunidade, as amostras de soro sao
separadas em duas aliquotas e é adicionada uma gota de azida de sodio a cada uma delas
como forma de preservar a estabilidade dos Acs que possam estar presentes. Uma das
amostras € utilizada para o processamento do dia-a-dia e pode ser conservada entre os 2°C e
os 8°C pelo periodo de uma semana até que estejam concluidos todos os pedidos para a

amostra e a outra é conservada a -20°C durante 3 meses.

O processo laboratorial é efetuado em duas fases: a fase de despiste ou pesquisa em que
é feito um ensaio multi-especifico de maior sensibilidade por Imunofluorescéncia Indireta (IFl)
e uma segunda fase de confirmagao ou identificagao por meio de um ensaio mono-especifico
através de técnicas mais especificas como ELISA, FEIA, Immunoblot ou CLIA. Os

equipamentos estao descritos no Anexo B.

3.2.2.1. Imunofluorescéncia Indireta

A introducao de novas metodologias, aumentou a eficacia e competéncia no diagnodstico

das DAIs com impacto na clinica e no laboratorio.

No laboratério de imunologia, a IFl, é utilizada para determinar a presenga diversos
autoanticorpos incluindo os anticorpos antinucleares (ANA), anticorpos anti-musculo liso
(ASMA), anticorpos anti-microssomas renais e hepaticos (anti-LKMI), anticorpos

anti-mitocondrias (AMA) e anticorpos anti-citoplasma de granulocitos (ANCA).

Na primeira etapa desta técnica, o antigénio preso na fase solida, liga um primeiro
anticorpo, de seguida ¢ feita uma lavagem da solugao para remover o anticorpo nao ligado e
posteriormente € adicionado um segundo anticorpo marcado com um fluorocromo. Se o
resultado da amostra for positivo, o primeiro anticorpo esta presente no soro do doente. A
ligagdo do segundo anticorpo marcado com fluorescéncia, permite a visualizagdo do

complexo no microscopio de fluorescéncia. (37)

A positividade ou negatividade dos resultados é expressa com base em titulos de diluigao

de acordo com o tipo de anticorpo. No caso da determinagao de anticorpos antinucleares
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em criangas com idade inferior a 5 anos, a base de titulagao é 1:80, ja para os adultos este
titulo é positivo para 1:160. A determinagao de anticorpos do mosaico hepatico em criangas
corresponde a 1:40 e em adultos a |:100. Para amostras positivas, a titulagao prossegue até

ao titulo de 1:1280.

Os aparelhos utilizados na realizagao das técnicas por IFl sao o IF Sprinter: equipamento
de preparagao de laminas de forma automatizada e o EUROPattern: equipamento de
microscopia automatizada que reconhece os padroes e designa titulos. No entanto, os

resultados obtidos neste equipamento sao confirmados antes de serem validados.

I. Anticorpos Antinucleares

Sabendo que os autoanticorpos sao biomarcadores das
wnsereos  DAS, @ pesquisa e identificagao de anticorpos antinucleares
(ANA) é fundamental para o diagnostico de muitas doengas.

Além disso, estes anticorpos podem estar presentes anos

Speckled

antes do aparecimento evidente da doenga e, para algumas

Nucleolar

doengas, os ensaios seroldgicos podem fornecer informagoes

c e S - » 4 . ope Ié . .
XK B ememes (teis sobre a probabilidade do curso clinico. Assim, a

determinagao de ANA pode permitir a previsao, diagnéstico

Figura 13 IFl para pesquisa de ANAs e determinacido da atividade de certas doengas autoimunes.
(Adaptado  de  Stevens, Christine (38)

Dorresteyn)
A IFl é o método “gold” standard para a detecao de ANA. A realizacao desta técnica

requer diluicoes sucessivas dos soros positivos, determinagao visual do padrao de
fluorescéncia e um segundo teste para determinar a especificidade do antigénio. A principal

limitacao deste método é a sua baixa especificidade. (38)

O teste passa pela utilizagdo de um substrato constituido por células do tumor da laringe
em cultura, correspondentes a linha celular HEp-2. Sao células de origem humana, com
nucleos grandes, elevada sensibilidade para a identificagao de varios padroes, o crescimento €
feito em camada e permite a visualizagao de todos os nucleos e células em diferentes estadios
de mitose. A detegcao de fluorescéncia corresponde a ligagao de anticorpos conjugados a
qualquer estrutura da célula. Em cada lamina é sempre colocado um controlo positivo e um

controlo negativo para avaliar a viabilidade do ensaio. (39)
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A observagao da lamina, por microscopia de fluorescéncia, apos a incubagao com a
amostra do doente, permite a distingao e a caracterizagao nas diferentes estruturas celulares
(nucleoplasma, nucléolos, citoplasma e mitoses). Através desta distingado obtém-se uma
hierarquia de padroes de coloragao com base na localizagao. Cada autoanticorpo causa uma
fluorescéncia tipica, que esta padronizada, dependendo da localizagao do autoantigénio

correspondente. A classificagao destes padroes esta descrita no Anexo D.

Analises com ANA positivos exigem uma confirmagao por métodos mais especificos para
que seja possivel obter uma quantificacao/semi-quantificacao através de um titulo
correspondente ao fator de diluigao da amostra para o qual a fluorescéncia especifica é
identificavel. O diagnostico deve ser feito com base nao sé no resultado dos autoanticorpos,

mas também deve estar de acordo com o quadro clinico do doente.

Il. Anticorpos Anti-Citoplasma de Neutréfilos

Os anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) sao autoanticorpos direcionados
contra antigénios encontrados em granulos citoplasmaticos de neutrofilos. Sao marcadores
seroldgicos importantes para o diagnostico de vasculites autoimunes como: Granulomatose
com poliangeite (GPA), Poliangeite microscopica (MPA), Granulomatose eosinofilica com

poliangeite (EGPA). (29)

No laboratorio de autoimunidade do CHUC, a pesquisa de ANCA ¢ efetuada por IFl e
utiliza como substrato, neutrofilos fixados em laminas com etanol e formalina. O etanol
permeabiliza as membranas dos granulos e permite a migragao do contéudo, ja a formalina é
um fixador que impede a migragao de antigénios para fora dos granulos. A fixagcao por dois

métodos é util para a distingao dos diferentes ANCAs em termos de padrao de fluorescéncia.

Quando observados ao microscopio de fluorescéncia, os ANCAs podem ter dois
aspetos tipicos: c-ANCA que é um padrao citoplasmatico e p-ANCA que corresponde a um
padrao perinuclear. O padrao de flourescéncia c-ANCA (Figura 15) é causado principalmente
pela Proteinase 3 (PR3) e aparece como uma coloragao granular difusa no citoplasma dos
neutrofilos. A fluorescéncia neste padrao é mais intensa no centro da célula e gradualmente
mais clara nas bordas externas do citoplasma. Este padrao é muito especifico de

Granulomatose com Poliangeite. (40)

No padrao p-ANCA (Figura 15), a fluorescéncia envolve principalmente os lobos

nucleares. E causado por anticorpos contra varias especificidades: mieloperoxidase (MPO),
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elastase, lactoferrina, lisozimas, catepsina G, B-glucuronidase que migram para fora dos
granulos apos fixagdo com etanol e sao atraidos para o nucleo carregado negativamente. E um
padrao muito menos especifico e pode ser encontrado em doentes com Poliangeite

Microscopica, Granulomatose com Poliangeite e outros diagnosticos. (40)

As amostras com resultado positivo no teste inicial por IFl, sao confirmadas por
imunoensaios especificos de MPO e PR3 por FEIA ou ELISA. Os titulos sao Uteis para

monitorizagao da atividade da doenga.

ETHANOL FORMALIN FIXED Hip-2
SUBSTRATL FIXIo suot SubE ant

CANCA*

Geangtar (yspplasmac

P-ANCA*

ANA POSITIVE

NEGATIVE

Figura 14 Padroes de fluorescéncia ANCA (Adaptada de INOVA, 2018)

lll. Anticorpos anti-mitocéndrias, Anticorpos anti-misculo liso,

Anticorpos anti-micromossomas renais e hepdticos

Nas doencas hepaticas autoimunes os anticorpos anti-mitocondrias (AMA), os
anticorpos anti-musculo liso (ASMA) e os anticorpos anti-micromossomas renais e hepaticos
sao utilizados como marcadores para classificagao, diagndstico e monitorizagao da doenca.
Exitem trés formas principais de doenga autoimune do figado: Hepatite Autoimune (HAI) tipo

| e tipo 2, Colangite Biliar primaria (CBP) e Colangite Esclerosante primaria (CEP). (29)

Os ASMA circulantes desempenham um papel fundamental no diagnostico de HAIL. A
determinagao de ASMA implica a utilizagao de varios subtratos: cortes da mucosa gastrica de
rato, células de cultura da aorta de rato (VSM47) e ainda células renais. A presenca de
autoanticorpos contra epitopos conformacionais de F-actina, que é um marcador muito

especifico para o tipo | de HAI, o citoesqueleto das células VSM47 apresenta fluorescéncia
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filamentosa, cujo padrao é facilmente identificavel e facilita o diagnostico. No caso da HAI do
tipo 2, € comum um titulo elevado de anticorpos anti- microssomas renais e hepaticos
(anti-LKM1) e antigénio anti-citosol do figado tipo | (anti-LCI). Na pesquisa de Anti-LKMI, é
utilizado um subtrato de figado e de rim de rato. Estes anticorpos coram o citoplasma de

hepatocitos e tubos proximais renais. (41)

A deteccao de AMA ¢ de grande importancia no diagnodstico de colangite biliar primaria.
Os AMAs coram fortemente o citoplasma das células dos tubulos distais que sao ricos em
mitocondrias, também coram células parietais gastricas e hepatocitos. Para a aplicagao de IFl,
utiliza-se como substrato rim de rato. Os anticorpos contra o antigeno M2 siao os
marcadores de diagnostico mais sensiveis e especificos. A sua seropositividade é uma
ferramenta importante no diagnéstico de CBP e um poderoso preditor do desenvolvimento
da funcao hepatica. Além dos AMA, os ANA também pode ser encontrados com frequéncia
em pacientes com colangite biliar primaria. A determinacao de autoanticorpos anti-pontos
nucleares (SPI00 e PML) e autoanticorpos antimembrana nuclear gp210 pode ser de

relevancia patologica. (41)

Por fim, a colangite esclerosante primaria esta fortemente associada a presenga de
autoanticorpos contra granulocitos cujo antigénio alvo ¢ a lactoferrina ligada ao DNA e por

isso o seu padrao é semelhante a p-ANCA mas pode também apresentar titulos elevados de

ANA. (41)

Tabela 29 Anticorpos anti-mitocondriais num caso de colangite biliar primaria (Imagens do CHUC)

Rim

3.2.2.2. Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia (CLIA) é outra técnica que se aplica para visualizar a formagao do
complexo antigénio-anticorpo. A producio de energia na forma de luz ocorre devido a uma
reagao quimica, normalmente uma reagao de oxidagao, onde é produzida uma molécula

excitada que posteriormente volta ao seu estado fundamental.
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BIO-FLASH

O analisador utilizado no laboratorio de autoimunidade é o
BIO-FLASH e o procedimento por ele executado envolve varias etapas:

captura do autoanticorpo de interesse pelo antigénio acoplado as esferas,

o reconhecimento do autoanticorpo com um novo anticorpo marcado com
W e perrencton

A4 . . ol . . ~ . . .

A aminobutiletilisoluminol (ABEI) e por fim a medi¢ao quimioluminescente. A

; luz é emitida na presenga de H,O, e é medida como um valor numérico

expresso em unidade de luz relativa (RLUs). As RLUs sao proporcionais a
Figura 15 Método de

CLIA quantidade de ABEl retido pelo complexo e consequentemente a

quantidade de autoanticorpos que ligam o antigénio alvo ligado
covalentemente as esferas. As RLUs sao traduzidas para concentragao de autoanticorpo pelo

equipamento através da obten¢ao de uma curva de calibragao. (42)

E um método base para varios tipos de imunoensaios automatizados, usados para detetar

uma ampla gama de substancias uteis para o diagnostico clinico. (29)

As aplicagoes deste método no laboratério de autoimunidade do CHUC passam pela
determinagao de anticorpos anti-antigénios nucleares extraiveis (ENA) associados a doencgas
reumatoldgicas, anticorpos anti-membrana basal glomerular associados a vasculites e ainda
anticorpos anti-cardiolipinas (IgG e IgM) associados ao Sindrome Antifosfolipido. As
determinagdes feitas por quimioluminescéncia sao utilizadas como rastreio, devendo

efetuar-se a confirmagao e o doseamento por ELISA.

3.2.2.3. Radioimunoensaio

O radioimunoensaio (RIA) é util na determinagao quantitativa de anticorpos contra DNA
de dupla-hélice (dsDNA) em soro humano, caracteristicos em doentes com Lupus
Eritmatoso Sistémico e anticorpos anti-insulina caracteristicos da Diabetes Mellitus. A
determinagao da concentragao de anticorpos contra dsDNA ¢ importante no diagnéstico,

prognostico e acompanhamento da terapéutica administrada. (28)

RIA é uma técnica simples, mas morosa para a quantificagio de anticorpos contra
dsDNA no soro, através da medigao da capacidade de ligagao do dsDNA livre na amostra. O
ensaio implica a preparagao de solugoes padrao, controlo negativo e positivo e ainda a
amostra inteira ou diluida. A cada um dos tubos é adicionado dsDNA marcado com %I, de
seguida o conjunto é incubado e posteriormente adiciona-se uma solugao de sulfato de

amoénia para conseguir a separacao. Os tubos sao centrifugados e o sobrenadante é
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cuidadosamente decantado. Por fim os tubos sao colocados num contador de cintilagoes
(Wallac Wizard 1470°) e o resultado é obtido por comparagio da curva padrio com a curva
construida pelas amostras. A capacidade de ligagao do dsDNA é proporcional a reatividade

detetada. (43, 44)

Os resultados por si s6 nao devem ser considerados diagndstico final, é preciso

correlacionar com outras observagoes clinicas e testes de diagnostico.

3.2.2.4. Ensaios Imunoenzimaticos

Os ensaios imunoenzimaticos sao técnicas que se baseiam na formagao e detegao de
complexos antigénio-anticorpo com recurso a enzimas que se ligam aos anticorpos. A adigao

de um cromogénio resulta num produto corado que é medido por espetrofotometria.

I. Ensaios de Imunoabsorc¢do Enzimatica (ELISA)

Os ensaios de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) podem ter algumas variantes, no
entanto as mais comuns sao: ELISA direto, ELISA indireto, ELISA sanduiche e ELISA de
competicao. No laboratorio de autoimunidade do CHUC ¢ utilizado o ELISA indireto. Na
primeira etapa da reagao, as amostras diluidas sao incubadas nos pogos das microplacas que
estao revestidas de antigénios. No caso das amostras serem positivas, os anticorpos
especificos presentes na amostra bioldgica, ligam-se aos antigénios e formam um complexo.
Apos a incubagao, é feita uma lavagem para retirar o excesso de antigénio nao ligado. De
seguida, é feita uma segunda incubagao com um anticorpo marcado com uma enzima. Esta
enzima catalisa uma reagao de cor e permite a detegao do complexo antigénio-anticorpo
formado previamente. A cor resultante é diretamente proporcional a quantidade de
autoanticorpos presentes na amostra. A partir de uma curva de calibragao é possivel obter a

concentragao de autoanticorpos. (45)

No CHUC, este método é muitas vezes aplicado para pesquisa e identificagao de
anticorpos anti-histonas, anticorpos anti-LC| e anticorpos anti-Fator Intrinseco. Os
equipamentos automatizados, usados para o processamento de amostras por ELISA sao: o

Analyzer | e 0o MAGOA4.
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Il. Ensaio Imunoenzimatico Fluorescente

A técnica de ensaio imunoenzimatico fluorescente (FEIA) é semelhante a técnica de
ELISA, no entanto difere no tipo de substrato utilizado e consequentemente, na forma como

é realizada a medigao.

Neste método o substrato é fluorogénico e permite a detecao do complexo
antigénio-anticorpo. A fluorescéncia resultante é diretamente proporcional a quantidade de
autoanticorpos presentes na amostra. A partir de uma curva de calibragao, obtém-se a

concentragao de autoanticorpos presentes na amostra.

No laboratério de Imunologia dos CHUC, esta técnica é utilizada sobretudo para a
pesquisa de anticorpos anti-mieloperoxidase (MPO), anticorpos anti-proteinase 3 (PR3)
associados as vasculites e anticorpos anti-piruvato desidrogenase (IgG)- M2, associados as

colangites mas também se aplica a pesquisa de outros autoanticorpos.
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4.

Hematologia

O setor da Hematologia é responsavel pelo estudo dos elementos constituintes do
sangue e da medula 6ssea com o objetivo de diagnosticar disturbios hematologicos,

monitorizar a progressao da doenga e a resposta a terapia.

Os elementos constituintes do sangue incluem eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Os
eritrocitos sao as células sanguineas mais numerosas com fungiao relevante no processo
respiratorio tecidular, uma vez que possuem na sua composi¢ao hemoglobina, uma proteina
transportadora de oxigénio. Os leucocitos constituem um grupo variado de células com
fungoes imunoldgicas especificas e aparéncia morfolégica distinta. A populagiao leucocitéria
inclui: neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos. As plaquetas sao fragmentos
citoplasmaticos derivados de megacariocitos da medula dssea que atuam na manutengao da

homeostasia. (46)

A fase pré-analitica € muito importante, pelo que a colheita deve ser adequada para que
os dados laboratoriais sejam precisos e validos para a amostra em causa. O tipo de amostra
bioldgica mais utilizada no setor é o sangue total que € colhido por pungao venosa para tubos
com anticoagulante. Os anticoagulantes utilizados na rotina do laboratério do CHUC sao o
EDTA para o estudo do hemograma e o citrato para o estudo das plaquetas e da coagulagao.
Podem também ser analisados fluidos biolégicos como LCR, liquidos sinoviais, liquidos
peritoneais e amostras de medula 6ssea em situagoes infeciosas que indiquem a presenga de

células estranhas nestes fluidos.

As contagens celulares e o esfregago de sangue periférico sao
feitos de forma automatica na cadeia do Corelab onde esta
incluido um equipamento da Sysmex que fornece dados do / /
hemograma simples ou com leucograma, contagem de |
reticulécitos e ainda a féormula plaquetar. O analisador utiliza uma

combinagdo de técnicas para detetar e diferenciar tipos

especificos de células, incluindo impedancia elétrica, dispersao de
luz laser, citometria de fluxo e detecao de fluorescéncia. Através

da citometria de fluxo, é possivel detetar populagdes por

expressao de antigénios. Figura 16 Esfregago de sangue

periférico
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O hemograma € a analise de rotina e diagndstico mais requerida no laboratério do

CHUC e permite quantificar e qualificar os diferentes componentes celulares do sangue. Os

parametros por ele analisados e os valores de referéncia utilizados no laboratério estao

descritos na tabela 31.

Tabela 30 Parametros do hemograma com leucograma e respetivos valores de referéncia utilizados no CHUC

Hemograma
Parametros : Valores de Referéncia
Série Eritrocitaria
Eritrocitos 3.8-48x 10'2/L
Hemoglobina 12.0 - 16.0 g/dL
Hematocrito 36 -46 %
VCM 83.0-101.01L
HCM 27.0 - 32.0 pg
CHCM 32.0-35.0 g/dL
RDW 11.6-14
Série Leucocitaria
Leucécitos 4.0 -10.0 x 10%/L
Neutrofilos 20-7.0x 109L
Linfécitos 1.0-3.0x 10%L
Mondécitos 0.2 -0.5x 10%L
Eosindfilos 0.0 -0.5x 10%L
Baséfilos 0.0-0.1 x 10%L
Eritroblastos x 10%/L

Plaquetas

150 — 400 x 10%/L
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5. Casos Clinicos

A. Doente do género masculino, de 39 anos que recorre ao SU a 13/9 por febre sem foco,
pico maximo 39°C com 2 dias de evolugao. Utente portador de CVC (cateter venoso
central). Tem sindrome do intestino curto e calculos renais ja em seguimento. Faz
nutricao parentérica total em casa. Com colicas renais de repetigao. Iniciou antibioterapia
por via intra-venosa na entrada nas urgéncias com |g Vancomicina, 500mg Meropenemo e

|g Paracetamol.

A Listeria monocytogenes € um dos agentes etiologicos da meningite bacteriana que
consiste num processo inflamatorio da pia-aracndide e do espago subaracnoideu.
Normalmente o aparecimento desta bactéria € mais comum em recém-nascidos até 2 meses
ou adultos com mais de 60 anos. Em nenhum dos casos se inclui o doente apresentado. Por
outro lado, o sindrome do intestino curto € uma co-morbilidade de imunossupressao que

consiste na ma absorgao resultante da ressecgao extensa do intestino delgado. (48)

A avaliagao pré-antibioterapia passa pela obtengao de hemoculturas positivas que devem
ser estudadas. Neste caso, a amostra positivou 3 dias depois. Comegou por se fazer o exame
direto onde foi possivel observar bacilos de Gram positivo com aspeto caracteristico de
Listeria monocytogenes (Figura 18) e cultura em placa nos meios de GS e PVX. O crescimento
das culturas esta demonstrado na Figura 19. As coldnias sao pequenas, lisas,
branco-acinzentadas e produzem uma zona estreita de hemolise. A partir de uma colonia

isolada foi feita a identificagao e o resultado de Listeria monocytogenes foi confirmado.

~
R Y
[
R B I" |'2¢’ % ~; Y
Dl i ) Y -‘-‘5 A
e \ -

R PP L SRSy Figura 17 Exame direto com bacilos Gram positivos
A 4 4 &' > 2 e ¢
e - . & . . .
IRy Sy w com aspeto caracteristico de Listeria monocytogenes
. LN :
b S, s, I
- i‘u; "
) L Py
T
.‘.J‘ P

50



Figura 18 Crescimento bacteriano em culturas. A: Cultura em GS. B: Cultura em PVX

De seguida, procedeu-se a obten¢ao do antibiograma manual para este microrganismo

em meio MHF baseada nos critérios do EUCAST. O resultado esta demonstrado na Figura

20.

Figura 19 Antibiogramas manuais em e-test e em disco para Listeria monocytogenes

Do antibiograma retiraram-se as seguintes conclusoes:

e Sensivel: Ampicilina, Penicilina, Eritromicina, Trimetoprim/Sulfa

e Resistente: Meropenemo

De acordo com estes resultados houve necessidade de reajustar a terapéutica. Face a
co-morbilidade existente o ideal seria que a terapia passasse pela administragao de Ampicilina

e Gentamicina durante 4 a 6 semanas. (48)
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B. Adolescente com 17 anos, com episddios recorrentes de colestase desde o primeiro ano
de vida e insuficiéncia hepatica desde os trés anos. Tem diagnostico de hepatite Al tipo 2,
estabelecido na sequéncia de faléncia hepatica aguda que resolveu com terapéutica. Apds o
episodio inicial mantém seguimento e tem-se mantido estavel apesar da progressao cirrotica
evidente. Foi submetida a transplante hepatico aos 16 anos por hepatite autoimune com

evolugao cirrogena.

A hepatite autoimune é uma doenca hepatica inflamatéria de causa desconhecida.

O diagndstico de HAI é feito com base em critérios de diagnodstico definidos pelo Grupo
Internacional de Hepatite Autoimune e pode ser distinguida em 2 tipos com base nos
autoanticorpos presentes. Dentro dos critérios laboratoriais para o diagndstico temos:
elevagao das transaminases e fosfatase alcalina; concentragao aumentada de imunoglobulinas
totais; presenca de anticorpos anti-musculo liso (em especifico anti-actina) ou
anti-microssomas renais e hepaticos; auséncia de positividade para os marcadores de hepatite
viral. Os resultados descritos na Tabela 31, demonstram a presenca de patologia hepatica e
ainda a presenca de anticorpos anti-LKM, que s3o critérios que vao de encontro ao
diagnostico de hepatite autoimune. A presenga de titulos elevados de LKMI, indica que
estamos perante uma hepatite autoimune tipo 2. Este tipo de hepatite autoimune é comum
em criancas e pode estar associada a colangite biliar primaria e colangite esclerosante

primatia. (49)

Tabela 31 Resultados iniciais da doente

Bioquimica Valores Autoimunidade Resultados
Fosfatase Alcalina 692 (U/L) Ac Negati
_Ae egativo
- Gama GT 50 (UIL) - Anti-nucelares
S e
S AST 1808 (U/L) g Ac. Anti — LKMI { 1gG > 200 (RU/mL)
(=] =)
= ALT 2770 (U/L) = > 1600 (RU/mL) —
Mosaico Hepatico Positivo Fort
LDH 1237 (UIL) osttvo Forte
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Tabela 32 Resultados obtidos por IFl das analises referentes a autoimunidade

19/04/2018

10/07/2020

Doencas Autoimunes Sistémicas

Ac. Anti-nucleares e
citoplasmaticos:
Ac. Anti-ds-DNA:

AC -2 com titulo 1:640

Negativo

AC -2 com titulo 1:320 e AC-6 com
titulo 1:640
Negativo

Doencas Hepaticas Autoimunes

Ac.
Anti-Mitocondriais:
Ac. Anti-Musculo Liso:

Ac. Anti-LKM:

Negativo

Negativo
Positivo >2560 (RU/mL) com
doseamento da IgG >1600 (RU/mL) que

Positivo > 1:1280 com doseamento da

& positivo forte IgG 627.6 (RU/mL) que é positivo forte

Mosaico Hepatico Positivo LKM >1280 (RU/mL) -

Figado

Titulo I:160 1:320
Rim

Titulo I:160 1:320

Da andlise dos resultados, é de salientar que apesar da positividade ainda ser notdria, a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, entre as duas analises referidas (sendo uma
correspondente a uma fase pré-operatoria e outra correspondente a fase pos-operatoria), €
um resultado satisfatério na medida em que equivale a remissao da doenga. Os niveis das

transaminases e fosfatase alcalina também normalizaram apos o transplante.

Na analise dos ANA, com o substrato HEp-2, é de sublinhar o resultado do citoplasma
que apresenta um padrao de fluorescéncia nuclear finogranular denso. Este padrao apresenta
nucleos com granulagao irregular com areas mais densas e areas menos densas, o que da a
sensacio de aspeto rugoso caracteristico. E de referir que no dia 10/07, o padrio apresentou
também multiplos dots nucleares que podem estar associados a Cirrose Biliar Primaria. Os
anticorpos anti-LKMI, quando revelados por IFl apresentam diferentes padroes de
fluorescéncia: no figado, a fluorescéncia é intensa no citoplasma dos hepatdcitos e ausente
nos nucleos; no rim a fluorescéncia € intensa, granular e homogénea no citoplasma das células

dos tubulos proximais e ausente no citoplasma das células dos tubulos distais.
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IV. Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade foi implementado como forma de diminuir erros, que podem
alterar os resultados dos exames laboratoriais. Desta forma, pretende aumentar a confianga
nos resultados analiticos obtidos para que estes espelhem com fiabilidade o estado clinico do

doente.

Na pratica, a avaliagdo externa da qualidade consiste num sistema de amostras de
conteudo conhecido, mas nao revelado, que chegam ao laboratério para serem examinadas
exatamente da mesma forma que as amostras examinadas na pratica habitual do laboratério.
Os resultados obtidos sao comparados com os resultados esperados enviados pelos
programas de controlo. Esta avaliagao é feita regularmente através da participagio em
programas de qualidade interlaboratoriais. Demonstra o desempenho de cada laboratério
participante porque trabalha estatisticamente todos os dados recebidos dos diferentes
participantes. Tem como principal objetivo a monitorizagao da qualidade dos testes em

beneficio dos doentes.

A avaliagao interna da qualidade corresponde a uma analise didria efetuada em todos os
equipamentos, de uma amostra controlo com valores conhecidos para avaliar a imprecisao
dos resultados. Quando ha alguma alteracgao significativa, sao implementadas medidas de
correcgao de forma a minimizar ou eliminar a interferéncia. A partir deste controlo é possivel

reunir condigoes para a monitorizagao e avaliagao do processo analitico.

Todos os setores do servico de patologia clinica do CHUC sao submetidos a programas
de controlo externo de qualidade como: United Kingdom External Quality Assessment Service
(UKNEQAS), Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) e External Quality
Assurance Services (EQAS).
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V. Conclusiao

Este relatorio é o culminar de um trabalho exigente, mas enriquecedor, desenvolvido ao
longo do Mestrado em Anadlises Clinicas. A realizagao deste estagio foi uma mais-valia para a
minha formagao académica e profissional, mas também a nivel de evolugao pessoal, ao
integrar uma equipa de trabalho competente que me transmitiu todos os conhecimentos
possiveis, bem como a aplicagdo dos conhecimentos que adquiri neste mestrado,

aplicando-os a pratica laboratorial.

Esta experiéncia permitiu-me ter uma visao global da rotina laboratorial num contexto
real de trabalho. Foi um privilégio estagiar num local como é o CHUC, que recebe uma
grande diversidade de amostras e utentes, para além de poder trabalhar com uma equipa
variada de profissionais de saude. As relagoes interpessoais e a boa comunicagao entre

setores &, imprescindivel para o bom funcionamento do laboratoério.

Em suma, penso que os objetivos propostos foram atingidos. Sai deste estagio com uma
visdo mais critica, que me faz questionar a validade dos resultados, correlacionando as
diferentes areas. Apesar das dificuldades impostas pelos tempos em que vivemos, todo o

percurso foi feito com muita forga de vontade, empenho e persisténcia.
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ANEXO A - Fluxo de Amostras do Corelab

As amostras chegam a rececao do CorelLab provenientes dos polos laboratoriais HP e
HG, internamentos, consultas hospitalares e colheitas efetuadas na sala de colheitas do polo

HUC. A chegada, as amostras, sio integradas, etiquetadas e rastreadas numa rack Indexor.

As amostras sdo introduzidas na cadeia automatica através dos modulos |IOM (entrada
para amostras urgentes) ou Bulk. As analises associadas aos tubos de colheita sao distinguidas
informaticamente pela extensao numérica no codigo de barras que identifica a requisicao ou
marcagao eletronica. Ha amostras que nao sao totalmente processadas na cadeia e passam
por outros equipamentos. A garantia da realizagio dos pedidos de analises s6 pode ser
atingida através da correta extensao de tubo associada a analise. De outra forma, os sistemas

de automatiza¢ao nao conseguem encaminhar a andlise ao seu destino de execugao.

Urgéncia: Entrada Cadeia:

Origem:
* Polo HP
* Polo HG
* UCM

+ Sala de Colheitas

+Sim — IOM (cadeia)

]

1

I

]

1

- 1
Origem: ;
* Sistema pneumatico i
]

1

1

I

1

]

1

I

Origem: *Ndo ; Bulk/IOM

* MBB
* MDM
* Blocos Celas

Origem:
* Entrega manual

; j !
o l ________ L i s ¢ i .
!

1

i |-Mini-Indexor (10M 1)

1

- Clinidata

Figura 20 Fluxo da origem das amostras no CoreLab

Em termos de cadeia, as anilises sao maioritariamente processadas em tubo de soro,
com excessao dos parametros BNP e Pro-GPR que sio processados em tubo de EDTA;
Renina Ativa que é processada em EDTA com plasma a temperatura ambiente; Paratormona,

Amoniaco, Homocisteina e ACTH siao processados em EDTA com plasma gelado;
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PS40:
* Distribuigdo
* Aliquotagem

10M1 - Destino P540:
[Centrifugacdo na cadeia)

Entrada Cadela:

| 10M/Bulk

e 2

Classificagio /Distribuiglo pela Cadels:

| IOM 1 /10M 2

}

Tubos com ou semcentrifugecio pels cadeia:

¢ Armazenamento

Tubos:

* 0485 - soro (imunologia)
* 0654 - soro (autoimun.)
* 0009~ soro (hormona}
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Figura 21 Fluxo das principais extensoes de tubos no CoreLab

Os tubos primarios das amostras processadas ficam armazenados no médulo de

refrigeracao da cadeia com possivel recolha para re-analise e/ou eliminagao automaticas, sem

necessidade de intervencao.



ANEXO B - Equipamentos do Laboratério de Patologia Clinica do

CHUC

» Laboratério de Urgéncia:

Tabela 33 Equipamentos existentes no laboratério de Urgéncia

Laboratério de Urgéncia

ACCELERATOR 03600 (Abbott

Diagnostics)

ACCELERATOR p540 (Abbott
Diagnostics)

Alinity c (Abbott Diagnostics)
Alinity i (Abbott Diagnostics)

RAPIDPoint 500 (Siemens
Healthcare)

Distribuidor de amostras com centrifuga

Aliquotador de amostras para Imunologia, Autoimunidade, Serologia

Analisador por fotometria, poténciometria
Analisador por quimioluminescéncia

Analisador de amostras com determinagao de gases sanguineos, eletrdlitos,
metabolitos e co-oximero através de metodologias de poténciometria,
amperometria e espetrofotometria

> Laboratério de Bioquimica:

Tabela 34 Equipamentos existentes no laboratério de Bioquimica complementares aos existentes no CoreLab

Laboratorio de Bioquimica

Aution Max AX-4030 (Arkray)

Aution Max AX-4280 (Arkray)
Bio-Rad VARIANT II (Bio-Rad)
Minicap (Sebia)

SENTIFIT 270 (Sysmex)

Analisador para sumaria de urina, por tira teste, por espetrofotometria de
refletancia

Analisador de sedimentos urinarios por citometria de fluxo fluorescente
Analisador de HbAIc por HPLC
Analisador de HbA I c por eletroforese capilar

Analisador imuniquimico para pesquisa de sangue oculto nas fezes por
determinacao de Hb humana




» Laboratério de Microbiologia:

Tabela 35 Equipamentos existentes no laboratério de Bacteriologia

Laboratoério de Bacteriologia

BACT/ALERT® 3D (bioMérieux SA)

VITEK® MS (bioMérieux SA)

VITEK 2® (bioMérieux SA)
GeneXpert® (Cepheid)

Accelerate Pheno™ (Accelerate
Diagnostics)

Detetor de metabolismo microbiano em hemoculturas por redugao do teor de
oxigénio contido nos tubos através de um método fluorescente.

Identificagdo microbiana por espetrometria de massa que utiliza tecnologia de
MALDI-TOF

Sistema automatizado para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

Sistema de identificagdo de microrganismos através de EIA ou Imunoensaio

Detegao de microrganismos e obtengao de TSA por FISH

Tabela 36 Equipamentos existentes no laboratério de Micobacteriologia

Laboratorio de Micobacteriologia

BD BACTEC™ MGIT™ 960 (BD
Diagnostics)

BACTEC™ 9120™ (BD Diagnostics)

Detetor de metabolismo microbiano por redugio do teor de oxigénio contido
nos tubos através de um método fluorescente

Desenvolvido para detetar o crescimento de microrganismos em amostras de
sangue e liquidos com uma metodologia é baseada na detegdo da fluorescéncia

» Laboratério de Imunologia:

Tabela 37 Equipamentos existentes no laboratério de Imunologia

Laboratério de Imunologia

Optilite (Binding Site)

Phadia 250 (ThermoFisher
Scientific)

Hydrasys 2 e Hydrasys 2 SCAN
FOCUSING

BN ProSpec (Siemens Helthcare)

Analisador de amostras de soro e urina por turbidimetria (¢ um processo de
medicdo da perda de intensidade da luz transmitida gragas ao efeito de difusao
das particulas em suspenso)

Analisadores de IgE por Imunoensaio fluoroenzimatico (FEIA)

Analisadores semiautomaticos de eletroforese de proteinas em gel de agarose

Analisadores de amostras de soro e urina por neflometria (medicao da
intensidade da luz espalhada em um angulo fixo de 13 - 24 graus)
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Tabela 38 Equipamentos existentes no laboratério da Autoimunidade

Laboratério de Autoimunidade

BIO-FLASHP® (Inova Diagnostics)

QUANTA-Lyser 3000° (Inova
Diagnostics)

MAGO 4© (Diamedix)

ImmunoCAP250® (ThermoFisher
Scientific)

Analyzer 1® (Euroimmun)
IF Sprinter® (Euroimmun)

EUROBIotONE® (Euroimmun)

EUROPattern® (Euroimmun)

Wallac Wizard 1470® Automatic
Gamma Counter (PerkinElmer)

Analisador de amostras de soro por quimioluminescéncia (CLIA)

Analisador de amostras de soro por Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Analisador de amostras de soro por Imunoensaio enzimatico (ELISA) e
Imunofluorescéncia Indireta (IFl)

Analisador de amostras de soro por Imunoensaio fluoroenzimatico (FEIA)

Analisador de amostras de soro por Imunoensaio enzimatico (ELISA)
Analisador de amostras de soro por Imunofluorescéncia Indireta (IFl)
Analisador de amostras de soro por Immunoblotting

Sistema automatizado de microscopia para aquisicao de imagens de
imunofluorescéncia indireta (IFl) de diferentes substratos;

Software de gestio de informagdo EUROLabOffice

Sistema automatizado para contagem de radiagao gama

» Laboratério de Hematologia:

Tabela 39 Equipamentos existentes no laboratério de Hematologia complementares aos existentes no CoreLab

Laboratorio de Hematologia

ACL TOP 700 (Werfen)

Automated Digital Cell Morphology
Analyzer DI-60 (Sysmex)

Automated Hematology Analyzer
XN series (Sysmex)

Tromboelastégrafo ROTEM

(Tem Innovations GmbH)

VES-MATIC CUBE 30

Analisadores hematologicos por métodos coagulométricos, cromogénicos ou
turbidimétricos

Analisador morfologico digital das células sanguineas que integra a preparagdo e
coloragao dos esfregacos de sangue

Analisador hematoldgico por citometria de fluxo fluorescente, luz dispersa
frontal e fluorescéncia lateral

Tromboelastografia rotacional para obtencao de testes viscoelasticos

Analisador de velocidade de hemossedimentacao automatico
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ANEXO C - Valores de Referéncia®

Tabela 40 Valores de Referéncia dos parametros bioquimicos

Bioquimica
Parametros Valores de Referéncia Parametros Valores de Referéncia
60 - 109 (mg/dL)
Glicose Ferritina (ng/mL) 30 -300 (ng/mL)
3.3 - 6.0 (mmol/L)
6.9 - 20.9 (mg/dL)
Azoto Ureico Ferro

Creatinina

Sédio
Potassio

Cloro
Cilcio
Osmolalidade

Proteinas Totais

Albumina

LDH
AST
ALT

Fosf. Alcalina
Gama GT

Bilirrubina Total

Bilirrubina Direta

CK
Prot. C Reativa
Alfa amilase
Lipase

Procalcitonina

1.3 - 3.5 (mmol/lL)
0.72 - 1.18 (mg/dL)
63.65 - 104.31 (umol/L)
136 — 146 (mmol/L)
3.5 - 5.1 (mmol/L)
101 — 109 (mmol/L)
8.8 - 10.6 (mg/dL)
2.2 - 2.6 (mmol/L)
260 - 302 (mOSM/Kg)
6.6 — 8.3 (g/dL)
66.0 - 83.0 (g/L)
3.5-5.2 (g/dL)
35.0 -52.0 (g/L)
<248 (U/L)
<35 (U/L)
<45 (U/L)

30 - 120 (U/L)

< 55 (U/L)

0.2 - 1.2 (mg/dL)
3.4-20.5 (umol/L)
< 0.5 (mg/dL)
< 8.6 (umol/L)
<171 (UIL)
< 0.50 (mg/dL)
25 - 125 (U/L)
7-39 (UL)
< 0.5 (ng/ml)

Cap. Fix Ferro Disp.

Cap. Total Lig. Ferro
Sat. Transferrina

Acido Félico
Vitamina Bl2
Magnésio

Fosforo

Colesterol Total

Colesterol HDL
Colesterol LDL

Triglicerideos

HbAIc

60 - 180 (ug/dL)

155 — 355 (ug/dL)

250 - 400 (pg/dL)
20 - 40 (%)
> 3.5 (ng/mL)

187 - 883 (pg/mL)
1.5 = 2.2 (mg/dL)

4.3 - 6.8 (mg/dL)

< 190 (mg/dL)

> 60 (mg/dL)
< 110 (mg/dL)
< 150 (mg/dL)
1.0 — 6.0 (%)

20 - 42 (mmol/mol)

* Os valores de referéncia variam com a idade, sexo e raga.
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Tabela 41 Valores de referéncia dos parametros hematolégicos

Eritrocitos
Hemoglobina
Hematocrito

VCM
HCM
CHCM
RDW

Plaquetas

Leucocitos
Neutréfilos
Linfocitos
Mondcitos
Eosinofilos

Basofilos

4.50 - 5.50 (x10'4L)
13.0 - 17.5 (g/dL)
40.0 - 50.0 (%)
83.0 - 101.0 (fL)
27.0 - 32.0 (pg)
32 - 35 (g/dl)
11.6-14
150 — 400 (xI0%/L)

4.0 - 10.0 (x10°/L)
2.0 - 7.0 (x10%/pL)
1.0 - 3.0 (x10%/L)
0.2 - 1.0 (x10%pL)
0.0 - 0.5 (x10%/pL)
0.0 - 0.1 (x10%pL)

TP
Protrombinémia
TPPA

Ratio

9.4 - 12.5 (seg)
70 - 120 (%)
23.4 - 35.4 (seg)
0.81-1.19
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ANEXQO D - Padroes de Fluorescéncia obtidos por IFl

De seguida sio apresentados os padroes nucleares, citoplasmaticos e mitoticos que

aparecem mais frequentemente no laboratério do CHUC.

Tabela 42 Padrdes de fluorescéncia nucleares

AC-I| -
Nuclear

homogéneo

AC-2 -
Nuclear
finogranular

denso

AC-3 -

Centromero

AC-4 -
Nuclear

finogranular

AC-5 -
Nuclear

Mosqueado

AC-6 -
Muiltiplos
dots

nucleares

AC-7 - Raros
dots

nucleares

Descricio

Antigénios ;: Doengas Associadas

Fluorescéncia homogénea e regular por todo
nucleoplasma. Os nucléolos podem ser corados
ou nao, dependendo do substrato celular.
Células em mitose (metafase, anafase e télofase)
com cromatina corada intensamente de modo
hialino homogéneo.

Padrio finogranular observado nos nucleos das
células em interfase, com caracteristicas
heterogéneas em relagdo ao tamanho, brilho e
distribuicdo  dos  granulos. Os nucleos
apresentam granulagio irregular com areas mais
densas e entremeadas a areas menos densas,
gerando aspecto levemente rugoso
caracteristico do padrio. A placa metafasica
apresenta padrao granular com destaque para
granulos grosseiros caracteristicos.

Pontos grosseiros distintos nas células em
interfase e alinhados na placa de cromatina nas
células em mitose.

Fluorescéncia granular de aspecto fino em todo
o nucleoplasma. Os nucléolos podem ser
corados ou ndo. Células em mitose (metafase,
anafase e télofase) apresentam placa nao
fluorescente. Ex. anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La.

Nucleoplasma totalmente granular grosseiro
pontilhado com pontos grosseiros. Os nucléolos
podem ser corados ou ndo. Células em mitose
(metafase, anafase e télofase) apresentam
cromatina nao fluorescente.

Dots nucleares contaveis (6 a 20 pontos por
célula)

Dots nucleares isolados (1 a 6 pontos por célula
na maioria das células).

dsDNA,
nucleossomas e

histonas

DFS70/LEDGF

CENP-A/B

SS-A/Ro,
SS-B/La, Mi-2,
Ku

RNP, Sm, RNA

polimerase Il

Sp-100,

proteinas PML

SMN

LES, LES induzido por

drogas, Artrite
Idiopatica Juvenil

Geralmente nio
associado a doenga
autoimune sistémica;
raramente pode ser

observado na Sindrome
de Sjogren, Esclerose
Sistémica e LES
Esclerose Sistémica
forma cutinea limitada,

Cirrose Biliar Primaria

Sindrome de Sjogren,

LES, Dermatomiosite

Doenga Mista do Tecido
Conjuntivo, LES,

Esclerose Sistémica

Cirrose Biliar Primaria,
Doengas  Autoimunes
Reumiticas Sistémicas,

Dermatomiosite

Sindrome de Sjogren,
LES, Esclerose Sistémica,
Polimiosite, individuos

assintomaticos
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AC-8 -
Nucleolar

homogéneo

AC-I10 -
Nucleolar

pontilhado

AC-I1I -
Membrana

nuclear

AC-12 -
Complexo

Poro-nuclear

Fluorescéncia difusa de todo o nucléolo sem
fluorescéncia da placa metafasica cromossomica.

Nucléolos das células em interfase com aspecto
pontilhado. Placa cromossémica das células em
metafase com até 5 pares de pontos isolados
brilhantes na regido organizadora dos nucléolos
(NOR). O citoplasma das células em mitose
pode se apresentar moderadamente positivo.

Coloragdo homogénea do nicleo com grande
intensidade da membrana nuclear sem marcagao
da placa cromossémica durante a metafase e
anafase. Observa-se acentuagio caracteristica da
fluorescéncia nos locais de contato de células
adjacentes.

O envelope nuclear das células em interfase
apresenta fluorescéncia descontinua
caracteristica, com acentuagio da fluorescéncia
nos pontos de contato entre células adjacentes.
Nio se verifica decoragdo da placa metafasica
das células em metafase e andfase.

PM/Scl-75,
PM/Scl-100

RNA
polimerase |,

NOR-90

Proteinas
associadas as

laminas

Proteinas do
complexo do

poro nuclear

Sistémica,

de

Esclerose
Sindrome
sobreposi¢do Esclerose

Sistémica/Polimiosite

Esclerose Sistémica,

Sindrome de Sjogren

LES, Sindrome de
Sjogren, Artrites
seronegativas

Cirrose Biliar Primaria

Tabela 43 Padroes de fluorescéncia citoplasmaticos

Padrido Descricdao Antigénios Doencas Associadas
Doenga Mista do Tecido
Conjuntivo, Hepatite
AC-IS5 - Padrdo caracterizado por coloragio das Acti Crénica  Ativa, Cirrose
; ; ctina, (. . . .
Citoplasmatico fibras do, f:ltoesqueleto ocasionalmente Hepdtica, Miastenia Gravis,
com dgposmos granu[args pequenos e Miosina nio Doenca de Crohn, Cirrose
filamentoso descontinuos. Fluorescéncia caracteristica o .
dos filamentos estriados de actina muscular Biliar Primdria, hemoddlise
linear caracterizando eixos longitudinais na célula. de longo prazo, raro em
Doengas Autoimunes
Reumaticas Sistémicas
Condigdes infecciosas ou
AC-16 - . . .
. . inflamatorias, hemodidlise a
Citoplasmatico Coloragio dos microtibulos e filamentos Vimentina, longo prazo doenca
intermediarios com fluorescéncia | citoqueratina, ! alcoslica do figado, Doengas
filamentoso espalhando-se a partir do contorno da o Autoi R L.
. membrana nuclear. tropomiosina .u f)m;nunes e'umatlcas
fibrilar Sistémicas,  Psoriase e
controles normais
AC-17 -
Citoplasmético Fluorescéncia caracteristica de curtos Alfa-actinina, Miastenia gravis, Doenca de
segmentos citoplasmaticos (corpos densos) - . -
Vinculina Crohn, Colite Ulcerativa
filamentoso ao longo das fibras de stresse.
segmentar
AC-18 - Cirrose Biliar Primaria,
Citoplasmatico A Doengas Autoimunes
Fluorescéncia dos corpos GW . o
granular citoplasméticos nas células em interfase, Gwig2 Reumiticas Sistémicas,
(granulos altamente expressos nas fases S/G2 tardias. condicdes neurolégicas e
isolados) autoimunes
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AC-20 -

Polimiosite/Dermatomiosite,

Citoplasmatico Pontos pequenos e dispersos ao longo do Jou! Esclerose Sistémica forma
citoplasma de aspecto homogéneo ou o- L ~
limitada, Eft | |
finogranular finogranular denso imitada, Husao pleura
denso idiopatica
AC-2] -
. N Cirrose Biliar Primaria,
Citoplasmatico
Coloragio granular grosseira Esclerose Sistémica, raro em
finogranular estendendo-se a partir do citoplasma. Ex. j PDC-E2/M2 .
. anticorpos antimitocéndria outras Doengas Autoimunes
sugestivo de P A
Reumaticas Sistémicas
AMA
Tabela 44 Padroes de fluorescéncia mitoticos
Padrio Descricdao Antigénios Doencas Associadas

AC-24 -

Centrossoma

AC-27 - Ponte
intercelular

(midbody)

Reatividade dos centriolos (I-2 / célula) no
citoplasma e nos polos do fuso mitético

Coloragio do corpo intercelular que liga as
células irmas na fase final da divisao celular
antes da separagio das células filhas.

Pericentrina,
Nineina,
cCep2250,
Cepl 10

Raro na Esclerose Sistémica,
Fendmeno de Raynaud,
infecgGes (viral e
micoplasma)

Raro na Esclerose Sistémica,
Fenémeno de Raynaund,
neoplasia
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