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Resumo

Um laboratorio clinico é um local especifico para analise de produtos provenientes do corpo
humano, com o propoésito de fornecer informacoes para o diagndstico, prevencao ou
tratamento de qualquer doenca. A bioquimica é elementar para a pratica da medicina clinica
e um dos objetivos de qualquer laboratoério é assegurar que esses dados estejam disponiveis
e que sejam obtidos eficientemente. O presente relatorio retrata a passagem nos diferentes
setores do laboratorio de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Tondela-Viseu, focando
mais os setores de microbiologia e hematologia.

Novos fatores de resisténcia aparecem regularmente e as populacoes bacterianas resistentes
espalham-se quando os antibi6ticos exercem pressoes seletivas que favorecem a resisténcia.
Os antibidticos podem eliminar populacdes microbianas suscetiveis, reduzindo a
competicdo e expandindo os recursos disponiveis para bactérias resistentes. A bactéria
Escherichia coli tem um lugar especial no mundo microbiol6gico, pois pode causar infe¢oes
graves em humanos e animais, mas também representa uma parte significativa da
microbiota autoctone dos diferentes hospedeiros. Um dos antibidticos usados no
tratamento é a fosfomicina pois interfere na sintese da parede celular, bloqueando a
primeira etapa da sintese do peptidoglicano. O principal objetivo deste projeto de
investigacao foi avaliar a utilidade do sistema comercial automatizado de microdilui¢do em
caldo — VITEK® 2 em estudos de rotina de modo a detetar a suscetibilidade de E. coli a
fosfomicina, comparando-a com o método de difusdao em disco, designado como método de
Kirby-Bauer. Apesar do pequeno ntimero de isolados resistentes, pode verificar-se que os
resultados apresentados pelo VITEK® 2 e os resultados obtidos pelo método da difusdao em
disco nao constituiram matéria de discordancia durante o estudo, demonstrando assim a
possibilidade de se adotar em rotina apenas o método automatico para o estudo de

fosfomicina em infecGes por E. coli.

Palavras-chave

Microbiologia;Hematologia; Escherichia coli;fosfomicina;resisténcia; VITEK® 2;difusao
em disco.






Abstract

A clinical laboratory is a specific place for analyzing products from the human body in order
to provide information for the diagnosis, prevention or treatment of any disease.
Biochemistry is elemental to the practice of clinical medicine, and one of the goals of any
laboratory is to ensure that this data is available and that it is obtained efficiently. This
report portrays the passage in the different sectors of the Clinical Pathology laboratory of
Centro Hospitalar Tondela-Viseu, focusing more on the microbiology and hematology

sectors.

New resistance factors appear regularly, and resistant bacterial populations spread when
antibiotics exert selective pressures that favor resistance. Antibiotics can eliminate
susceptible microbial populations, reducing competition and expanding the resources
available to resistant bacteria. The bacterium Escherichia coli has a special place in the
microbiological world, as it can cause serious infections in humans and animals, but also
represents a significant part of the indigenous microbiota of different hosts. One of the
antibiotics used for treatment is fosfomycin because it interferes with cell wall synthesis by
blocking the first step of peptidoglycan synthesis., The main objective of this research
project was to evaluate the usefulness of the commercial automated broth microdilution
system — VITEK® 2 in routine studies to detect the susceptibility of E. coli to fosfomycin,
comparing it with the disk diffusion method, referred to as the Kirby-Bauer method. Despite
the small number of resistant isolates, it can be verified that the results presented by the
VITEK® 2 and the results obtained by the disk diffusion method showed agreement during
the study, thus demonstrating the possibility of routinely adopting only the automated

method for the study of fosfomycin in E. coli infections.
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Capitulo 1: Relatério de Estagio

1. Introducao

Um laboratério clinico é um local especifico para anélise de produtos provenientes do corpo
humano, com o proposito de fornecer informagoes para o diagnodstico, prevencao ou

tratamento de qualquer doenca, ou para a avaliacao da satde dos seres humanos .

Os laboratorios clinicos sao um elemento fundamental de qualquer sistema de satide, pois
as decisoes tomadas sobre os doentes pelos médicos dependem principalmente dos
resultados fornecidos pelos laboratorios. Os resultados laboratoriais influenciam cerca de
70% a 75% do diagndstico médico 2, pelo que a qualidade do servico laboratorial afeta
diretamente a qualidade da assisténcia a satde. Os resultados laboratoriais necessitam ser
tdo precisos e exatos quanto possivel e, a0 mesmo tempo, os métodos laboratoriais devem

ser confiaveis com relatorios adequados para serem tteis em ambiente clinico 3.

A bioquimica é elementar para a pratica da medicina clinica. As bases bioquimicas de
muitas doencas sao conhecidas h4 muito tempo, e a investigacao nesta area fornece cada
vez mais informacdo sobre os mecanismos moleculares subjacentes aos processos
patologicos. Um dos objetivos de qualquer laboratério é assegurar que esses dados estejam
disponiveis e que sejam obtidos eficientemente. Para isso, cada etapa do processo, devera
ser devidamente controlada, desde o pedido do estudo, a colheita das amostras necessarias,

o seu transporte até o laboratorio e analise até a entrega do relatério ao médico 4.

Ao longo do estégio tive a oportunidade de seguir toda a rotina diaria de um laboratério
hospitalar, acompanhando todo o processamento laboratorial desde a fase pré-analitica, até
a analitica e pds-analitica. O estagio teve a duracdo de 1200 horas, com inicio a 6 de

setembro de 2021 e término a 29 de abril de 2022.

Numa primeira fase, o estagio consistiu na compreensao do funcionamento e organizacao
do laboratorio, com foco nos principios basicos de seguranca laboratorial, boas praticas
laboratoriais e materiais necessarios para a colheita de amostras. Numa segunda fase,
presenciei todo o processo de colheitas de sangue realizadas nas respetivas salas deste
hospital e acompanhei cada setor disponivel no Servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar Tondela-Viseu (CHTV), incidindo principalmente nos setores de Microbiologia

e Hematologia sendo, portanto, os temas mais aprofundados neste relatorio.



2, Caracterizacao do Laboratorio de Patologia Clinica

O Servico de Patologia Clinica do CHTV inclui o laboratorio localizado no Hospital de Sao
Teoténio em Viseu e o laboratério do Hospital Candido de Figueiredo localizado em
Tondela. O objetivo do Servico de Patologia Clinica do CHTV consiste na analise de
amostras biologicas de doentes integrados na unidade hospitalar Tondela-Viseu de modo a
assegurar a qualidade dos resultados dos exames laboratoriais, no mais curto tempo
possivel, de forma a auxiliar no diagnostico das patologias dos doentes, nas areas de
Urgéncia, Microbiologia, Serologia, Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Biologia
Molecular. O Servico de Patologia Clinica, onde decorreu o presente estagio ¢ dirigido pelo
Dr. Jorge Loureiro e a equipa é composta por técnicos de diagnostico e terapéutica, técnicos

superiores, farmacéuticos, patologistas clinicos, assistentes técnicos e administrativos.



3. Procedimento Analitico

O diagnéstico laboratorial esti dividido em trés etapas, desde a solicitacdo dos exames,
colheita e transporte de amostras biologicas (fase pré-analitica), anélise das amostras
biologicas (fase analitica) e exposicao dos resultados e sua interpretacao (fase pos-
analitica). No entanto podem ainda ser diferenciadas em “pré-pré-” e “p6s-p6s-" para
dividir alguns pontos que serdao mencionadas em seguida.

As causas mais comuns de erros durante o diagnostico laboratorial sao 5:

1. Pré-pré-analitico (46-68%)
Solicitacao de exames inadequados, entrada de pedido no sistema informatico, identificacao
incorreta do doente/amostra, colheita de amostra (hemolise, coagulacdo, volume

insuficiente etc.), recipiente, manipulacdo, armazenamento e transporte inadequados.

2. Pré-analitico (3-5%)
Identificacio de amostra, perda, aliquotas, pipetagem, centrifugacao (tempo e/ou

velocidade).

3. Analitico (7-13%)
Mau funcionamento do equipamento, mistura de amostras, interferéncia (endégena ou

ex6gena), falha nao detetada no controlo de qualidade.

4. Pbs-analitico (13-20%)
Validacao inadequada de dados analiticos, falha no relatorio, tempo de retorno excessivo,
dados incorretos, erro de entrada e transcricdo manual, falha/atraso no relatério com

valores criticos.

5. Pobs-pos-analitico (25-46%)
Interpretagio incorreta, plano de acompanhamento inadequado, falha em solicitar consulta

apropriada.

3.1 Fase pré analitica
A fase pré-analitica é a parte do processo analitico que compreende a colheita do material

bioldgico e preparacao do doente, armazenamento e transporte de amostras, preparagao
das amostras por centrifugacao, congelamento e descongelamento, aliquotas, etc.

Nos tltimos anos, a fase pré-analitica tornou-se cada vez mais importante na medicina
laboratorial e varios estudos tém sido publicados sobre a possivel fonte de erros

representados pela colheita e armazenamento incorretos das amostras °.



3.2 Fase analitica
A fase analitica, como o proprio nome indica, refere-se a todo o processo de analise do

material biologico colhido. Inclui verificacdo dos equipamentos, tal como reagentes e
condicoes de funcionamento, averiguacao de controlos e calibracoes e monitorizacao dos

processos de analise.

3.3 Fase pés analitica

A fase po6s-analitica é a fase final do trabalho laboratorial desde a avaliacdo de resultados
até a sua divulgacdo. Envolve a andlise dos resultados dos testes laboratoriais, validacao em
tempo ttil, particularmente resultados criticos, e modificacdo, anotagao ou revogacao de
resultados conforme necessario para apoiar a tomada de decisdo clinica 7.

A frequéncia de erros laboratoriais durante a fase pos-analitica é menor do que a frequéncia
de erros durante a fase pré-analitica, no entanto é responsavel por quase 1/4 de todo o

processo laboratorial 7.



4. Controlo de Qualidade

A finalidade de um exame laboratorial é fornecer informacoes uteis para a detecdo,
diagnoéstico e monitorizacao da doenca e para isso, deve garantir a qualidade do processo
analitico com base em critérios bem definidos 8.
O objetivo de um teste do laboratorio clinico é avaliar a condicao fisiopatologica de cada
doente, de modo a auxiliar o diagnoéstico e/ou monitorizar a terapéutica. Para que um
resultado de teste laboratorial seja valido para a tomada de decisao clinica, deve apresentar
um erro total suficientemente insignificante que lhe permita refletir a situacao biologica em
estudo. O erro total de um resultado é influenciado pelos seguintes fatores *:

 variabilidade biolégica/fisiologica do individuo;

« variabilidade pré-analitica na colheita, no transporte, no processamento e no

armazenamento da amostra;
« variabilidade analitica do desempenho do teste;

« substancias interferentes, como farmacos ou compostos metaboélicos.

Um ponto importante na melhoria da qualidade analitica laboratorial é a definicao de
indicadores de performance que podem ser monitorizados como medidas de desempenho
analitico laboratorial. Nesta era da medicina baseada em evidéncias, onde os testes
laboratoriais sdo importantes para a tomada de decisGes clinicas, as especificacoes de
qualidade dos testes laboratoriais também tém de se basear em soélidas evidéncias
cientificas 8. Portanto, implementa-se um sistema de controlo de qualidade interno (CQI)
que se usa para validar se o instrumento estd a operar dentro das especificacoes
predefinidas, inferindo que os resultados dos testes sao confidveis. Uma vez que o sistema
de teste é validado, os resultados do doente podem ser usados para diagndstico, prognostico
ou planeamento de tratamento. Os produtos de controlo devem ser sempre testados da
mesma forma que as amostras dos doentes 9.

O controlo de qualidade (CQ) é um processo de amostragem estatistica de um método
qualitativo e quantitativo, com o intuito de verificar se este esta a ser executado de acordo
com as especificacoes pré-estabelecidas .

Os valores-alvo de CQ e os limites de desempenho aceitaveis sao instituidos para otimizar a
probabilidade de detetar um erro quantitativo. O sistema quantitativo deve ser
corretamente calibrado e operar dentro das especificacoes de desempenho aceitaveis, antes
da determinacao dos parametros estatisticos a serem empregues para estabelecer as regras
interpretativas do CQ. Uma vez que o valor-alvo tenha sido atribuido a um dado material

de CQ, deve ser estabelecido um desvio-padrao (DP) que represente a imprecisao tipica do



método, quando este opera dentro de sua normalidade, ou seja, o DP é, um modo

convencional de expressar a variabilidade do método .

4.1 Controlo de Qualidade Interno
O CQI é um componente integral da estrutura geral de qualidade do laboratoério para

monitorizar o desempenho de sistemas analiticos. E realizado pela medicio periédica de
um analito(s) numa matriz estdvel com uma concentracdo de analito conhecida. As
medicoes de CQI sao geralmente compreendidas num grafico de controlo de processo
estatistico (também conhecido como grafico de Levey-Jennings) e interpretadas contra
limites de controlo predefinidos, usando diferentes regras de controlo de qualidade (regras
de Westgard) *°.

As regras de Westgard foram desenvolvidas para expressar a probabilidade de uma regra
interpretativa de CQ detetar um erro analitico. O modelo estatistico de Westgard considera
que os erros seguem distribui¢oes gaussianas (normais) e, embora existam distribuicoes
nao gaussianas de erros nos sistemas quantitativos, tem fornecido diretrizes tteis para
selecionar as regras de interpretacao dos resultados de CQ *.

Existem seis regras basicas no esquema de Westgard, descritas na Tabela 1. Essas regras sao
usadas individualmente ou em combinacdo para avaliar a qualidade das execucgdes
analiticas. A violagao de qualquer uma das regras nao requer necessariamente a rejeicao da
execucao analitica. Essas violacoes identificam erros sistematicos menores ou tendéncia dos
analitos que geralmente nao sdo clinicamente significativos ou relevantes. Essas tendéncias

podem ser eliminadas executando calibracao ou manutencao do instrumento 9.

Tabela 1: Regras de Westgard 9.

Nome da Regra Explicacao

aceitavel.

125 Esta é uma regra de aviso que é violada quando uma tinica observacao de controlo est4 fora dos
limites de +2DP. Esta regra apenas adverte que erros aleatérios ou erros sistematicos podem
estar presentes no sistema de teste. Se nenhuma fonte de erro puder ser identificada, deve

assumir-se que um tnico valor de controlo fora dos limites de +2DP é um erro aleaté6rio

sistematico. Qualquer resultado de CQ fora de +3DP viola esta regra.

13s Esta regra identifica erros aleatdrios inaceitaveis ou possivelmente o inicio de um grande erro

controlo. A violacao indica um erro sistematico.

205 A regra é inicialmente aplicada para valores de 2 controlos (2 niveis). Os resultados nao sao
libertados quando os valores de 2 controlos excedem os limites de + 2DP, no mesmo dia. A

regra pode ser aplicada também em 2 observagdes consecutivas (2 dias) para um mesmo

controlo numa dnica execucio, a regra sera violada por erro aleatorio.

Rys Esta regra identifica apenas erros aleatorios e € aplicavel somente quando ha 2 niveis numa

mesma corrida instalados. Se houver pelo menos uma diferenga de 4DP entre os valores de




31s Os critérios que devem ser atendidos para violar esta regra sao: trés resultados consecutivos,

maiores que 1DP, do mesmo lado da média. Indicam erros sistematicos.

41s Os critérios que devem ser atendidos para violar esta regra sdo: quatro resultados consecutivos,

maiores que 1DP, do mesmo lado da média. Indicam erros sistematicos.

Estas regras sdo violadas quando ha: 7, 8, 9, 10 ou 12 resultados de controlo no mesmo lado da
7X, 8%, 9X, 10X, média, independentemente do DP especifico, em que estdo localizados. Indicam erros

12X sistemaéticos.

A exatidao e a precisao sdo aspetos diferentes, mas fundamentais, que precisam de ser tidos
em consideracao quando se pretende avaliar a qualidade do resultado de uma medicao. A
precisao de uma série de medicGes é o grau da concordancia entre determinacoes repetidas.
A exatidao é tanto maior quanto menor for a distancia entre a medida e um valor. A esta
distancia damos o nome de erro experimental .

Existem duas contribuic¢oes principais para o erro experimental, uma sistemaética e outra
aleatoria. Erros sistematicos geralmente resultam em desvios sistematicos (valores mais
altos ou mais baixos) do valor que esta a ser medido, resultando numa menor exatidao. Sao
causados por ma calibracao dos instrumentos de medicao, uso desses instrumentos em
condicoes diferentes das recomendadas, leituras incorretas por parte dos observadores, etc.
Ja os erros aleatorios sao causados por flutuacoes aleatorias observadas nos resultados
obtidos de diferentes leituras e podem reduzir a precisao. Podem ser causados por falta de
sensibilidade dos instrumentos ou do observador, leituras incorretas (mas nao

sistematicas), vibracoes, etc. ™.

O CHTV utiliza um programa chamado Unity Real Time (Bio Rad Laboratories) que
consiste num software que gere dados de controlo de qualidade. Essa tecnologia fornece
revisao estatistica e anélise de todos os controlos usados no laboratério, possibilitando,

ainda, a comparacao interlaboratorial.
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Figura 1: Gréficos do Unity efetuados no laboratério de bioquimica do CHTV, de modo a poder avaliar o
estado do controlo de qualidade interno e as suas tendéncias (neste caso o analito tem dois niveis de
controlo).



4.2 Avaliacao Externa da Qualidade
Diretrizes clinicas baseadas em evidéncias mostram que pelo menos 80% das diretrizes que

visam estabelecer um diagnostico ou controlar a doenca requerem testes laboratoriais. Os
laboratorios estdo cientes disso ha muito tempo e tentam reduzir o risco de ma
interpretacdo dos resultados dos doentes testados em diferentes laboratoérios. No entanto,
esses conceitos devem ser construidos em sistemas bem projetados e implementados de CQ
e Avaliacao de Qualidade Externa (AEQ). Portanto, AEQ é um controlo interlaboratorial que
tem como principal objetivo a avaliacdao dos resultados do laboratério por um Organismo
Exterior de Qualidade. Compara a exatidao dos dados analiticos e desempenho do
laboratério com o de outros laboratérios que utilizem os mesmos métodos a nivel nacional
e internacional 2. AEQ tem como objetivos 3:
e Avaliar, monitorizar e comparar o desempenho dos laboratérios nas diferentes
valéncias da sua atividade de forma independente;
e Identificar as diferencas interlaboratoriais;
e Harmonizar a metodologia utilizada nos laboratérios;
e Identificar situagoes nao conformes, sugerir acoes de melhoria e confirmar a
eliminacdo de problemas;
e Calcular incertezas da medicao;
e Validar novas metodologias;
e Qualificar colaboradores;
e Avaliar as necessidades de formacao;

e Promover a confianca dos clientes do laboratério.

O CHTV participa no programa UK NEQAS (United Kingdom National External Quality

Assessment Scheme).

4.3 Manutencoes
Todos os dias antes de iniciar o trabalho, de modo a garantir o bom funcionamento do

laboratério, fazem-se as devidas manutencoes e/ou lavagens aos equipamentos, preparam-
se os reagentes, verifica-se a necessidade de calibrar e passam-se controlos dos testes a usar
naquele dia. O CHTV, através do seu programa informatico Modulab Gold (Werfen),
exporta os controlos efetuados nos equipamentos para o programa Unity Real Time (Bio
Rad Laboratories) que serve como uma ferramenta para gerir dados de CQ, permitindo

também comparacao de resultados com outros laboratorios aderentes a este programa.



4.4 Calibracoes

As atividades de calibracao fazem parte da rotina dos laboratorios, sendo um pré-requisito
para avaliar a conformidade do uso do equipamento nas tarefas de medicao. A calibracao é
definida como a operacao que estabelece uma relacao entre os valores das grandezas com
as incertezas de medicao fornecidas pelos padroes de medicao, isto é, a partir de uma
amostra padrao os equipamentos sao calibrados para exibirem resultados confidveis. A
calibracao deve ser efetuada quando se altera o lote de reagente em uso, no intervalo de
frequéncia de calibracdo indicada ou quando assim se justificar, como por exemplo o
aparecimento de erros sisteméaticos ou valores de controlo fora dos intervalos aceitaveis. E
importante deixar claro que um instrumento calibrado ndo é necessariamente adequado
para uso, mas é um dispositivo cujas tendéncias foram ajustadas 4.

A mudanca dos lotes de reagentes pode exercer um impacto inesperado sobre os resultados
de CQ. Como os valores de CQ e de um reagente podem mudar com um lote diferente, os
resultados de CQ podem nao constituir um indicador fidvel no desempenho de um método
analitico ap6s a mudanca de lote de um dado reagente sendo necessario efetuar uma nova

calibracao .

4.5 Acreditacao e Certificacao

Segundo o Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC), a atividade de acreditacao, que segue
a ISO 15189, consiste na avaliacao e reconhecimento da competéncia técnica de entidades
para efetuar atividades especificas de avaliacdo da conformidade (ensaios, calibracoes,
certificacOes e inspecoes). A atividade de acreditacao esta sujeita a legislacdo comunitaria
que obriga a um funcionamento harmonizado, verificado através de um sistema de
avaliacdo. As atividades de avaliacdo da conformidade visam normalmente demonstrar que
um dado produto, processo ou servico cumpre com os requisitos que lhe sdo aplicaveis 5.
Enquanto a acreditacdo, normalmente, é um requisito para exercer determinada atividade
de avaliacdo da conformidade, a certificacdo é maioritariamente uma opgao voluntéria de
cada laboratorio.

Segundo a Associacao Portuguesa de Certificacao (APCER), a certificacdo é um processo de
avaliacao da conformidade, realizado por entidades reconhecidas, que tem como objetivo
demonstrar que um dado sistema de gestao, produto, processo ou servico, cumpre com 0s
requisitos que lhe sdo aplicaveis. A ISO 9001 é a norma de sistemas de gestao mais utilizada
mundialmente, sendo a referéncia internacional para a Certificacao de Sistemas de Gestao
da Qualidade ¢ .

O laboratério de Patologia Clinica do CHTV, é um laboratério certificado pela Norma ISO
9001:2015, passando, periodicamente por auditorias, garantindo assim a qualidade de

exceléncia.



5. Sala de colheitas

O CHTYV disponibiliza 5 salas apropriadas para a realizacao de colheitas de sangue, e outro
tipo de provas funcionais, com abertura as 8h, nas quais tive oportunidade de acompanhar

e realizar todo o processo de colheita de sangue.

5.1 Colheitas de Sangue
A colheita de sangue determinada para a realizacdo de exames laboratoriais € feita por meio

de puncao venosa utilizando sistemas de extracao a vacuo da SARSTEDT® S-Monovette.
O uso de sistemas de tubos de extracao a vacuo como sistemas fechados para colheita de
sangue reduz o risco de exposicao direta do sangue e facilita a colheita de varias amostras
numa tnica puncao venosa 7.
Os fatores que influenciam os resultados laboratoriais durante a colheita e transporte
incluem *7:

e uso do calibre correto da agulha para evitar hemolise ou resultados anormais;

e o0local de insercao anatémica para puncao venosa;

e 0 uso de tubos de colheita laboratorial recomendados;

e correspondéncia doente-amostra (ou seja, rotulagem);

¢ condicoes de transporte.

Antes de efetuar a colheita deve confirmar-se o nome completo do doente e se este se
encontra em jejum de pelo menos 8 horas (caso justifique). Na hora da colheita, escolher
uma veia de bom tamanho que seja visivel, reta e de bom calibre, de preferéncia da fossa
antecubital ou antebraco (Figura 2). Apoés a colheita, os tubos devem ser enviados, o mais
rapido possivel, para o laboratério 7.

Todas as amostras devem ser colhidas, rotuladas, transportadas e processadas de acordo
com as normas estabelecidas para colheita de sangue, que incluem o volume da amostra, a
necessidade de manipulagdes especiais e o tipo de recipiente a usar. O ndo cumprimento de
procedimentos especificos pode levar a sua rejeicao. Sao razdes para a sua recusa: amostra

inadequada, anticoagulante errado, hemolise, lipemia, coagulos, etc. *.
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Figura 2: Veias do antebraco, representado o local mais adequado para realizar colheita de sangue 48.

5.1.1 Tubos utilizados e respetivos anticoagulantes

Para anélises bioquimicas é utilizado soro, que é obtido a partir da colheita de sangue para
um tubo sem anticoagulante, apenas com gel de separacao. J4 os outros parametros que

necessitam que o sangue nao coagule, sao utilizados tubos com anticoagulante proprio para

o parametro a analisar.

Os tubos utilizados no Servico de Patologia Clinica do CHTV da SARSTEDT® S-Monovette

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Caracterizacao dos tubos utilizados na sala de colheitas do CHTV 18,

citometrias, doseamento de carga
viral, imunofenotipagem, pesquisa de

mutacoes, etc.

preserva a

morfologia celular.

Tubo Utilidade Anticoagulante Exemplo
Tampa vermelha | Indicado para hemograma e/ou | KsEDTA (acido
velocidade de sedimentacdo, | etilenodiamino | l
hemoglobinas glicosiladas, | tetra-acético) - I

Y v1a3

Tampa castanha

Indicado para doseamento de
parametros de bioquimica, serologia,
imunologia, marcadores cardiacos e

tumorais em soro.

Nao tem
anticoagulante.

Contudo, tem um
gel que durante a
centrifugacao,

forma uma camada
de separagdo estavel
entre o coagulo de

sangue € O Soro.
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Tampa verde Indicado para a realizagdo de todas as | Citrato de sédio.
pesquisas fisiologicas de coagulacdo I'-]
em plasma. E imprescindivel cumprir .
o volume.

Tampa rosa Estudo de possiveis | Sulfato de
pseudotrombocitopenias que possam | magnésio- efeito

acontecer devido ao anticoagulante
K;EDTA presente no tubo para
hemograma. Apenas para contagem

de plaquetas 9.

antiagregante dos

sais de magnésio

Tampa amarela

Usado para doseamento de glicose ou

lactato.

Fluoreto de Sédio

Tampa laranja

Usado em parametros de bioquimica,
estudo de cari6tipos. Nao deve ser
utilizado para testes de coagulacdo ou

hematologia.

Heparina-Litio- 1til
em pequenas
quantidades e sem
efeito  significativo
sobre muitas

determinacées .

e |
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Tampa cinzenta Doseamento de homocisteina no soro. | Nao tem
anticoagulante.
Apenas gel de |
separacao.
Gasometrias Anélise de gasometrias arterial ou | Heparina-Litio
venosa. ‘.
QuantiFERON- Auxilia na detecao de Mycobacterium | Heparina-litio - .
TB Gold tuberculosis. ! " | .
ME ‘;;'i!I i it
' I I I
4 =4 4 EA

Cada parametro exige a presenca de algum tipo de anticoagulante especifico ou nao, por
isso, € necessaria a correta colheita para os diferentes tubos de acordo com os parametros
pedidos. Os anticoagulantes sdo utilizados quanto h4 necessidade de obter sangue total ou
plasma, a presenca de codgulo nessas amostras impossibilita o estudo das mesmas.

A heparina interfere nos testes de coagulacao; o K;EDTA, na dosagem de calcio; o fluoreto,
nos testes de hematologia. Recomenda-se, por isso, seguir a sequéncia padronizada pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), agora denominado
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A ordem recomendada na colheita de

amostras de sangue é a seguinte 2°:

1° Frascos de hemocultura

20 Tubos secos para amostras de soro

3° Tubos com citrato de sddio

4° Tubos com gel separador/tubos secos para amostras de soro

5° Tubos com heparina/tubos com heparina e gel separador

13



6° Tubos com K;EDTA

79 Tubos com fluoreto

5.1.2 Interferentes
Como ja foi referido, também existem alteracoes presentes no sangue que vao interferir com

os resultados das amostras e por isso devem ser rejeitadas. Soro hemolisado, ictérico ou

lipémico serao explicados em seguida.

5.1.2.1 Hemolise
O processo de hemolise é caracterizado pela quebra acelerada das membranas eritrocitarias,

libertando o contetido intracelular para o compartimento extracelular. Nesse processo, nao
¢ apenas a hemoglobina que é libertada, mas outros componentes do citoplasma
eritrocitario como potassio, lactato desidrogenase (LDH), ou enolase neuroespecifica
(NSE), fosfato, aspartato aminotransferase (AST), etc. dando origem a alteraces aquando
da quantificacio desses parametros 2.
A maioria das amostras hemolisadas sao rejeitadas na fase pré-analitica de acordo com a
detecao visual de interferéncias séricas, mesmo que os exames solicitados nao possam ser
interferidos pela hemolise.
A hemodlise pode ser devido a razdes fisiopatologicas ou a causas exogenas ao doente.
Portanto, a hemolise pode ser classificada em dois grandes grupos 2t
e Hemodlise in vitro: A rutura dos globulos vermelhos é devido a colheita inadequada
de sangue ou manuseio de amostras. Este tipo de hemolise pode ser devido ao uso
de agulhas muito finas, mistura inadequada de tubos ou tempo de garrote muito
prolongado ou muito apertado, bem como por causas relacionadas com o transporte

ou armazenamento das amostras. A amostra nao pode ser processada.

e Hemodlise in vivo: E caracterizada pela lise dos globulos vermelhos devido a causas
enddgenas. A amostra pode ser processada tendo em conta este interferente, que

leva, por exemplo, a alteragao do valor das bilirrubinas.

5.1.2.2 Ictericia
A ictericia é causada por concentracoes elevadas de bilirrubina, que podem ocorrer numa

variedade de estados fisiol6gicos e doencas em criancas e adultos. A presenca de bilirrubina,
e potencialmente também de produtos de degradacao como a biliverdina, pode interferir na
analise laboratorial por diversos mecanismos. A um nivel amplo, os dois principais
mecanismos de interferéncia ictérica sao interferéncia espectral ou reatividade quimica com

reagentes de ensaio 22.
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5.1.2.3 Lipemia

A lipemia torna o plasma ou soro turvo e opaco. Na falta de outras interferéncias de cor, o
plasma/soro lipémico aparecera branco leitoso. A causa mais comum de lipemia é o doente
nao respeitar o jejum. Este tipo de interferéncia resulta na turbidez da amostra pelo
acumulo de particulas de lipoproteinas e pode afetar a anélise laboratorial por diversos
mecanismos. Primeiro, a lipemia pode aumentar a absor¢ao de luz e, assim, diminuir a
transmitancia da luz usada para analise espectrofotométrica. Em segundo lugar, a lipemia
pode causar deslocamento de volume, impactando principalmente na analise de eletrdlitos.
Terceiro, as amostras lipémicas podem ser ndo homogéneas, causando problemas com a
forma como os analisadores automatizados do laboratoério detetam o volume da amostra.
Por fim, amostras excessivamente lipémicas sao mais propensas a hemolise. O mecanismo
subjacente a este efeito nao é completamente compreendido, mas uma teoria é que os
lipidos atuam como detergentes que rompem as membranas dos eritrocitos a medida que
as amostras sao processadas e centrifugadas. O resultado desse fen6meno pode ser uma
amostra massivamente hemolisada e lipémica e praticamente inanalisavel para alguns

exames laboratoriais 23.
5.2 Provas funcionais efetuadas na sala de colheitas

e PTGO- Prova de Tolerancia a Glicose Oral realizada para diagnostico de diabetes
mellitus ou diabetes gestacional no caso das gravidas entre as 24 e 28 semanas de
gestacdo. Este teste consiste na ingestdo de uma soluc¢ao de 75g de glicose diluida e
sao feitas avaliacoes da glicemia mediante uma colheita de sangue as 0, 1 e 2 horas

apos a ingestao da solucao.

e Testerespiratorio para detecao de Helicobacter pylori (H. pylori) - Para a realizacao
correta do teste, o doente deve cumprir um jejum de pelo menos 9 horas, ndo tomar
qualquer antibidtico nas 4 semanas anteriores, nem tomar qualquer medicamento
anti-ulceroso nas 2 semanas anteriores. H. pylori é um agente patogénico humano
microaerébio Gram-negativo cuja infe¢ao esté fortemente relacionada com muitas
doencas gastrointestinais. A infecdo por H. pylori afeta mais da metade da
populacao adulta em todo o mundo, mas a prevaléncia da infecao varia amplamente
por area geografica, idade, raca e estado socioeconémico. Para a pratica clinica de
rotina, o teste rapido da urease é o mais ttil para o diagnostico da infecao por H.
pylori, por ser barato, rapido, facil de realizar, altamente especifico e amplamente
disponivel. O teste consiste na dete¢ao de CO. produzido pela urease bacteriana. Se
H. pylori estiver presente converte o reagente do teste de ureia (comprimido

administrado) em amoénia e CO, facilmente detetivel no teste 24.
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6. Laboratodrio de Microbiologia

O laboratoério de microbiologia clinica ocupa um papel essencial no sistema de saude,
contribuindo para o diagnostico, tratamento, prevencao e controlo de doencas infeciosas.
Fornece um amplo espectro de testes para a detecdo e caracterizacdo de patdgenos
bacterianos, virais, fingicos e parasitarios usando técnicas de diagnostico convencionais e
avancadas 3.

No laboratério de microbiologia do CHTV realizam-se andlises bacteriologicas, micoldgicas,
parasitolégicas e micobacteriolégicas nos diferentes produtos biolégicos que chegam
diariamente, provenientes de varios servicos do hospital.

Durante o meu periodo de estadgio nesta seccdo, cerca de dois meses, acompanhei
essencialmente a parte de bacteriologia, dai ser a mais descrita neste relatorio.

Na rotina da microbiologia, foi possivel acompanhar a rececao dos produtos, verificando se
estes se encontravam em bom estado para anélise, no respetivo meio de transporte ou
cultura ou se havia a necessidade de realizacao de testes adicionais, na passagem por
equipamentos automaticos, etc. Acompanhei também os controlos realizados nesta seccao,
e por fim a validacao de resultados, essencialmente a visualizacao das placas semeadas no
dia anterior.

Os controlos efetuados nesta sec¢ao sao varios e recorrem a metodologias diferentes. Desde
controlo, no inicio do dia, do aparelho de anélise de urinas iChemVELOCITY e iQ200 Elite
IRIS (Beckman Coulter), para a analise fisico-quimica e do sedimento urinario,
respetivamente, até ao controlo da esterilidade dos meios de cultura aquando da mudanca
de lote e da solucao salina utilizada no equipamento VITEK® 2 (BioMérieux). Este setor
também est4 encarregue de assegurar o controlo de esterilidade de todas as camaras de

fluxo laminar presentes em todo o laboratério e no Servico Farmacéutico do CHTV.

6.1 Meios de Cultura
Os meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia do CHTV estao expostos na

Tabela 3, com excecao dos meios de cultura de fezes que serao apresentados na subseccao
6.6.4 (Tabela 8).
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Tabela 3: Descri¢do dos meios de cultura utilizados 25:26,

Meio de

cultura

Caracteristicas

Incubacio

Exemplo

Gelose Sangue

Meio nao seletivo. Isolamento de bactérias
fastidiosas e nao fastidiosas. Permite a detegdo
de hemolise. Gelose Columbia ao qual é
adicionado sangue disfibrinado de carneiro ou

cavalo.

Estufa 37°C com
5% CO-
24-48h

Gelose Chocolate

Meio ndo seletivo. Isolamento de bactérias
fastidiosas. Este meio é composto por uma base
nutritiva enriquecida em fatores X (hemina) e V
(NAD) fornecidos pela hemoglobina e pelo
PolyViteX. Destina-se particularmente ao

crescimento das estirpes mais exigentes:

Neisseria, Haemophilus, Streptococcus

pneumoniae.

Estufa 37°C com
5% CO-
24-48h

MacConkey

Meio seletivo e diferencial para a pesquisa de
Gram negativos (Enterobacterales,
spp., etc.).

sais

bacilos
Pseudomonas Tem na sua

constituicao biliares que inibem o
crescimento da maioria das bactérias Gram
positivas. Contém cristal violeta que permite
evidenciar a fermentagdo da lactose pela
mudanca de colora¢do do vermelho neutro. Os
microrganismos que fermentam a lactose
originam colbnias rosa ou vermelhas, por vezes
contornadas por um halo de sais biliares. Ja os
que nao fermentam a lactose, originam colénias

incolores ou ligeiramente bege.

Estufa 37°C
24h

Sabouraud
Gentamicina

Cloranfenicol

Meio seletivo de leveduras e fungos. A presenca
de antibioticos (cloranfenicol e gentamicina)
inibe o crescimento de quase todas as espécies de

bactérias.

Estufa 37°C
24-48h
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CPSE

Meio cromogéneo para o isolamento, contagem
e identificacdo direta ou presuntiva de
microrganismos de infecdo do trato urinario.
Sensibilidade de detecdo e especificidade de
coloragao, para facil leitura, mesmo em culturas

mistas.

Estufa 37°C
24h

Granada

Meio seletivo diferencial. Meio cromogéneo para
o rastreio de Streptococcus do grupo B. Util em

rastreios pré-natal.

Estufa 37°C com
5% CO:
24h

Gelose
Staphylococcus
aureus
Meticilina

Resistentes

Meio seletivo diferencial. Meio cromogéneo para
isolamento e detecao de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina.

Estufa 37°C
24h

Candy

Meio seletivo diferencial. Meio cromogéneo para
o isolamento das espécies comuns de Candida
incluindo: rosa/roxo-Candida albicans;
turquesa esféricas-Candida tropicalis; turquesa
achatadas- Candida glabrata; turquesa com
aspeto seco e irregular- Candida krusei.

Os substratos cromogéneos especificos na gelose
sdo hidrolisados quando entram em contacto
com as leveduras, resultando numa coloracio
especifica para uma identificacdo clara, mesmo

em culturas mistas.

Estufa 37°C
24h

Mueller-Hinton

Meio nao seletivo. E um meio usado para o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos pelo
método de difusdo em agar. Desenvolvido de

acordo com as recomendacoes EUCAST.

Estufa 37°C
24h
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Mueller-Hinton

Sangue

Meio nao seletivo. E um meio usado para o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos pelo

método de difusdo em agar que permite o

crescimento de bactérias exigentes
(Streptococcus pneumoniae, outros
Streptococcus, = Haemophilus, = Moraxella).

Desenvolvido de acordo com as recomendacoes
EUCAST.

Estufa 37°C com
5% CO-
24h

Gelose Chocolate

Meio seletivo para isolamento de Neisseria

Estufa 37°C com

VCA3 gonorrhoeae e Neisseria meningitidis. Meio | 5% CO-
semelhante & Gelose Chocolate com adi¢do de | 24-48h
uma combinacdo de agentes antimicrobianos e
antifingicos permitindo maior seletividade:
Vancomicina,  Colistina, = Anfotericina e
Trimetoprim.

BHI Brain Heart Infusion. Meio enriquecido liquido | Estufa 37°C
nao seletivo, de uso geral, utilizado no | 24h
isolamento e cultura de microrganismos
fastidiosos e nao fastidiosos.

Lowenstein- Meio seletivo para o isolamento de | Estufa 37°C, 45

jensen micobactérias. dias
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MGIT* Meio de enriquecimento para micobactérias. Estufa 37°C, 42

dias

* O Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) contém 7 mL de base de meio
Middlebrook 7H9 modificado. O meio completo, enriquecido com OADC (Acido Oleico,
Albumina, Dextrose, Catalase) e mistura de antibi6ticos inibidores PANTA (Polimixina,
Anfotericina B, Acido Nalidixico, Trimetropim, Azlocilina), é um dos meios liquidos mais
utilizados para a cultura de micobactérias. O sistema BD BACTEC MGIT (Quilaban) é um
método automatizado para isolamento primario de micobactérias a partir de amostras
bioldgicas (exceto sangue) 27. Os tubos contém um composto fluorescente, embebido em
silicone, que é sensivel a presenca de oxigénio dissolvido no meio. Primeiramente, uma
grande quantidade de oxigénio dissolvido extingue as emissdes do composto e pouca
fluorescéncia pode ser detetada. Posteriormente, os microrganismos consomem o oxigénio
existente causando a emissao de fluorescéncia e consequentemente a sua detecao por parte
do equipamento. Um tubo com resultado positivo contém cerca de 105 a 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL. Os frascos que nao positivarem até 42 dias sao dados
como negativos 27. Quando os frascos sao considerados positivos € feita uma lamina que sera
corada pela coloracao de Ziehl-Neelsen de modo a avaliar, microscopicamente, a presenca
de bacilos alcool-acido resistentes (B.A.A.R.). Caso se esteja perante uma contaminacao,
efetua-se a respetiva descontaminagdo e semeia-se no meio Lowenstein-Jensen. Se se
verificar a presenca de B.A.A.R. ou existir crescimento no meio referido, efetua-se um teste
imunocromatografico para detetar a presenca da proteina MPT 64, uma das proteinas

exclusivamente encontrada em Mycobacterium tuberculosis.

6.2 Analise microscopica
As amostras clinicas ou suspensoes de microrganismos podem ser colocadas numa lamina

de vidro, cobertas com uma lamela e examinadas ao microscopio (ou seja, exame direto a
fresco). Embora grandes organismos (por exemplo, elementos fungicos, parasitas) e
material celular possam ser observados usando este método, a analise dos detalhes internos
€ muitas vezes dificil. Alternativamente, a amostra pode ser fixada e corada por corantes

diferenciais usados para marcar organismos especificos ou componentes de material celular

28_
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6.2.1 Coloracao de Gram
No laboratorio é utilizado um equipamento que faz a coloragao de forma automatica. PREVI

Color Gram® (BioMérieux) é um sistema automatizado usado para a coloracdo de Gram
em sistema de centrifugacao. O seu procedimento consiste numa coloracao primaria com
violeta de cristal, iodo da solu¢ao de Lugol como fixador, acetona como descorante e por fim
safranina/fucsina para contra corar 29.

A coloracdo de Gram distingue facilmente dois grupos de bactérias, Gram positivas e Gram
negativas, tendo por base a sua parede celular e a permeabilidade da membrana (Figura 3).
As bactérias Gram negativas apresentam uma membrana exterior e uma fina camada de
peptidoglicano fazendo com que percam a coloracao de violeta de cristal e sejam coradas de
rosa avermelhado quando aplicada a safranina. J4 as bactérias Gram positivas, nao contém
uma membrana externa e apresentam uma espessa camada de peptidoglicano, que quando
aplicado o violeta de cristal vai reter o corante, dando origem a uma coloracao

azul/arroxeada 28:3° (Figura 4).
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Figura 3: Diferenca entre uma bactéria Gram positiva e uma Gram negativa. Imagem adaptada de 149.
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Figura 4: (A) Cocos Gram positivos e (B) Bacilos Gram negativos. Imagens obtidas do laboratério de
microbiologia do CHTV.
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6.2.2 Coloracao de Ziehl-Neelsen
A coloracio de Ziehl-Neelsen é outro importante procedimento de coloracio diferencial. E

mais comummente usada para identificar B.A.A.R., como Mycobacterium tuberculosis, o
patogeno responsavel pela tuberculose. Esta bactéria possui uma parede celular com alto
teor de lipidos, em particular, os 4cidos micolicos - um grupo de hidroxilipidos de cadeia
ramificada, que impede que os corantes se liguem prontamente as células. O método de
Ziehl-Neelsen, utiliza calor e fenol para promover a penetragao da fucsina basica nas células.
Uma vez que a fucsina bésica tenha penetrado, M. tuberculosis nao é facilmente descorado
pelo alcool acidificado e, portanto, é considerado acido-resistente, sendo atribuido o nome
de bacilo alcool-acido resistente, mantendo-se corado de rosa (Figura 5). Bactérias nao
alcool-acido resistentes sao descoradas e, portanto, sdo coradas de azul pela contra

coloracao de azul de metileno 28:31,

Figura 5: Imagem microscopica de B.A.A.R com coloracio de Ziehl-Neelsen. Imagem obtida do laboratério de
microbiologia do CHTV.

6.3 Técnicas de sementeira em meios solidos
As formas possiveis de semear em meios solidos sao as seguintes 2¢:
e Por quadrantes ou em roseta (Figura 6A) - colocar uma pequena porc¢ao de produto

num quadrante e proceder a sementeira com a ansa pelo método de estrias

(esgotamento).
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Por inundacgao- colocar, com uma pipeta, uma pequena gota do produto e deixar

espalhar.
Por espalhamento com zaragatoa- utilizado para a realizacdo do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) por difusao em placa. Apos realizacao da

suspensao, passar a zaragatoa na placa em 3 direcoes e em 2 sentidos cada.

Para analise semiquantitativa de colénias (Figura 6B) - utilizada em urinas
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Figura 6: Técnicas de sementeira em meios sblidos. (A)- Técnica por quadrantes, figura adaptada de 3! e
(B)-Técnica para anélise semiquantitativa de urinas, figura adaptada de 5°.

6.4 Testes auxiliares a identificacao de microrganismos

6.4.1 Teste da catalase

A catalase é uma enzima que converte o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio.

2H.0,

Este teste consiste em colocar em contacto uma colonia em estudo com uma gota de
peroxido de hidrogénio. Se borbulhar significa que o microrganismo é produtor da enzima
catalase. Este teste € utilizado para diferenciar Streptococcus (catalase negativo) de

Staphylococcus (catalase positivo) e Bacillus (catalase positivo) de Clostridium (catalase

negativo) 3.

6.4.2 Teste da oxidase

Deteta a presenca do citocromo ¢ oxidase que é capaz de reduzir oxigénio e aceitadores
artificiais de eletrGes. Este teste € realizado através de um kit comercial, contendo solucgao
aquosa a 1% de dicloridrato de N,N,N,N-tetrametil-para-fenilenodiamina, em que é

colocada uma colénia numa tira de papel impregnado com o reagente, e se este alterar a sua

» oH,O + O,



cor para roxo significa que o microrganismo é produtor da enzima oxidase. Este teste é
importante para distinguir Neisseria e Moraxella spp. (oxidase positivo) de Acinetobacter
(oxidase negativo), e Enterobacterales (oxidase negativo) de Pseudomonas spp. (oxidase

positivo) 3t

6.4.3 Teste da coagulase
O teste da coagulase deteta a presenca desta enzima que é produzida por alguns

microrganismos e que promove a coagulacao do plasma. Este teste consiste em adicionar
uma colonia em estudo a um plasma de citrato saudavel. Se apds 4h na estufa de 37°C existir
formacao de coagulo entido o microrganismo é coagulase positivo. Este é um teste
importante para diferenciar Staphylococcus aureus (coagulase positivo) de S. epidermidis
(coagulase negativo) ou outros Staphylococcus coagulase negativo 3!. Pastorex™ Staph-Plus
(BioRad Laboratories) é um teste de aglutinacao rapido, que tem por base o fundamento do
teste da coagulase, para a detecdo simultanea dos trés seguintes componentes especificos
de Staphylococcus aureus:

1) o fator de afinidade de fibrinogénio, também referido como coagulase ligada ou "fator de
acumulacao" (clumping factor);

2) a proteina A, que possui uma afinidade para o fragmento cristalizavel (Fc) de
imunoglobulinas;

3) os polissacarideos capsulares de S. aureus.

O reagente é produzido com particulas de latex sensibilizadas por fibrinogénios e
imunoglobulinas, assim como anticorpos monoclonais especificos dirigidos contra
polissacarideos capsulares de S. aureus. Os isolados de cultura de S. aureus sao misturados
com o reagente de latex numa lamina. Ap6s a mistura, a lamina é avaliada visualmente

quanto a presenca de aglutinacdo, que indica a presenca de S. aureus 32.

6.4.4 Teste do indol
O teste de indol é um procedimento qualitativo que permite determinar a capacidade que a

bactéria tem de produzir indol, por meio de desaminacao redutiva do triptofano, isto é,
determina a capacidade de certas bactérias que possuem a enzima triptofanase de degradar
o triptofano, produzindo indol, acido piravico e amonia. O teste consiste em adicionar uma
coldénia ao Reagente de Kovacs, ocorrendo a formacao de um anel de coloracao vermelha na
superficie do meio ap6s incubacao a 37°C, indicando uma reacao positiva, num periodo de
30 segundos. Os microrganismos indol negativos nao produzem alteracao da cor,
permanecendo amarelo. Permite distinguir Escherichia coli (indol positivo) de Klebsiella

pneumoniae (indol negativo) 33.
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6.4.5 Teste da urease
Este teste deteta a urease, a enzima que catalisa a hidroélise da ureia em diéxido de carbono

e amoénia. Para executar o teste, uma colénia do microrganismo é inoculada no meio de
cultura contendo ureia e o indicador de pH vermelho de fenol. Quando a ureia é hidrolisada,
a amoOnia acumula-se no meio e torna-o alcalino. Ocorre aumento no pH, causando a
mudanca de cor no indicador de amarelo para rosa, indicando uma reacao positiva. A
auséncia de mudanca na coloracao indica um teste negativo. Este teste é utilizado para
distinguir Proteus, Providencia rettgeri e Klebsiella pneumoniae (urease positivo) de

Salmonella, Shigella e Escherichia coli (urease negativo) 3.

6.4.6 Teste da optoquina
A optoquina (etil-hidrocupreina hidrocloridrica) é um farmaco solivel em agua que se

difunde rapidamente pelo meio de cultura so6lido. Para este teste utiliza-se um disco de 6
mm contendo 5 pg de optoquina. A presenca de um halo > 14 mm indica que a cultura é

sensivel a optoquina, identificando presuntivamente Streptococcus pneumoniae 28.

6.4.7 API®

E um método estabelecido para a identificacio manual de microrganismos ao nivel da
espécie. Os produtos de identificacao API® (BioMérieux) (Figura 7) sao kits de teste para
identificacao de bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras. As tiras API®
fornecem identificagOes precisas com base em bancos de dados extensos e consistem em
sistemas de teste padronizados e faceis de usar. Os kits incluem tiras que contém até 20

testes bioquimicos em miniatura, que permitem a identificacdo do organismo em estudo 34.

Figura 7: Sistema de identificacdo API®. Imagem obtida do laboratério de microbiologia do CHTV.

25



6.4.8 Pesquisa de antigénios de Lancefield
Este sistema de classificagao seroldgica de Lancefield (método originalmente desenvolvida

pela microbiologista Rebecca Lancefield) é baseado em reacoes que testam a reatividade
serologica de antigénios especificos de grupo ou substancias C que podem ser
polissacaridos, acidos teicoicos ou acidos lipoteicoicos. Estes serogrupos (ou grupos de
Lancefield) sdo designados por letras, de A a H e de K a V. Alguns antigénios existem em
mais do que uma espécie. E um método de classificacio amplamente aceite para a
identificacdo priméria de espécies de Streptococcus. O ensaio Pastorex™ Strep® (Bio Rad
Laboratories) utiliza uma extracdo enziméatica simples. O antigénio contido na extracgio é
identificado utilizando particulas de latex revestidas com anticorpos homologos especificos
do grupo. Na presenca de antigénios homologos, as particulas de latex aquando contacto
com a col6nia em estudo aglutinam-se. Na auséncia de antigénios, estas permanecem numa

suspensao homogénea 35.

6.4.9 VITEK® 2
No CHTV, a maioria dos microrganismos sao identificados através do sistema automatizado

de identificacao VITEK® 2 (BioMérieux) (Figura 8), permitindo também realizar o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos. Este sistema usa cartas de identificacdo que contém
diferentes substratos bioquimicos que permitem identificar os diferentes microrganismos.
As cartas de reagentes tém pocos que podem conter, cada um, um substrato de teste
individual. Os substratos medem véarias atividades metabdlicas, como acidificacao,
alcalinizacao, hidroélise enzimatica e crescimento na presenca de substancias inibitorias,
permitindo assim identificar o microrganismo presente na suspensao.

O sistema VITEK® 2 também permite a realizacio de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos de forma automatizada. As cartas de antibiograma especificas para o

microrganismo tém diferentes concentragoes de antibidticos liofilizados.

Figura 8: Sistema automatizado VITEK® 2. Imagem obtida do laboratério de microbiologia do CHTV.
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As cartas disponiveis no laboratorio de microbiologia sdo as seguintes 36:

Cartas de Identificacao (Figura 9):

e GP-Identificacao de bactérias Gram Positivas

¢ GN-Identificacio de bacilos Gram Negativos fermentadores e nao fermentadores

e NH- Identificacao de Neisseria spp., Haemophilus spp. e outras bactérias gram-
negativas fastidiosas

e YST- Identificacao de Leveduras
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Figura 9: Cartas de Identificacao usadas no Vitek 2 51,

Cartas de Antibiograma (Figura 10):

e AST 576- Antibiograma de Streptococcus pneumoniae
e AST 586- Antibiograma de Enterococcus

e AST 648- Antibiograma de Staphylococcus

e AST 373- Antibiograma de Pseudomonas spp.

e AST 355- Antibiograma de Bacilos Gram Negativos

e AST STo03- Antibiograma de Streptococcus

e AST YS08- Antibiograma de Fungos

st WINNRTINUITINON ¢

Figura 10: Carta de antibiograma usada no Vitek 2 152,
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Previamente é preparada uma suspensao tendo em conta a escala de MacFarland, de acordo

com as especificidades do microrganismo a identificar, descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Densidade 6tica, conforme a escala de MacFarland, das suspensoes necessarias para a realizacao de
identificacGes ou antibiogramas.

Microrganismos Densidade 6tica (McFarland)
Streptococcus, Enterococcus 0,55-0,70
Leveduras 1,8-2,2
Haemophilus 2,8-3,3
Outros 0,55-0,65

A determinacgao da sensibilidade aos antibioticos neste sistema baseia-se no céalculo da

concentracao inibitéria minima (CIM) dos diferentes antibi6ticos contidos nas cartas.

6.4.10 Teste de sensibilidade aos antibiéticos manual com discos e E-
Test

Quando a sensibilidade aos agentes antimicrobianos nao pode ser detetada pelo sistema
automatizado, ou é necessario confirmar um resultado, podem ser realizados testes de
suscetibilidade recorrendo a discos de antimicrobianos ou a tiras com gradiente de
concentracdo de antibi6tico que possibilitam determinar a CIM em placa, conhecidos como
E-test (Figura 11). O E-test é uma tira plastica disponivel comercialmente, impregnada por
concentracgoes crescentes do antimicrobiano com a escala das concentragoes testadas a fim
de facilitar a leitura do resultado. Este teste baseia-se na difusdo do gradiente
antimicrobiano no agar para a determinacio da sensibilidade da amostra bacteriana ao
antimicrobiano testado. A preparacao do in6culo é feita da mesma maneira que no teste de

difusdo em disco.

Ja os discos de antibidtico sdo utilizados para realizar testes de suscetibilidade
antimicrobiana semiquantitativos, recorrendo ao método de difusdo em disco. Trata-se de
um teste de difusao em agar que foi descrito em 1966 por Bauer e Kirby. Estes testes sao
realizados tendo em conta as normas padronizadas para a realizacao de antibiogramas pelo
método de difusao em agar (EUCAST-European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Os testes podem ser realizados em placas de meio Mueller-Hinton,
ou no caso de microrganismos mais fastidiosos usa-se Mueller-Hinton sangue ou gelose

chocolate, preparando uma suspensdo previamente, com um valor de densidade o6tica
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dependendo do microrganismo em estudo (Tabela 4), e com uma zaragatoa passar

diretamente na placa em 3 dire¢oes e em 2 sentidos cada.
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Figura 11: E-Test 153,

6.5 Produtos Biolo6gicos

6.5.1 Hemoculturas
As culturas de sangue sdo uteis para o diagnostico da bacteriemia, identificacdo do agente

causal e para a selecao do tratamento antimicrobiano adequado. Uma vez que o sangue é
um produto biologicamente estéril, o isolamento de um microrganismo, a partir de uma
hemocultura, é geralmente o agente responsavel pela infecdo em causa 37.

As hemoculturas geralmente sdo requisitadas quando os doentes apresentam febre,
calafrios, leucocitose, choque sético, suspeita de endocardite ou antes de iniciar o
tratamento antimicrobiano em doentes idosos ou imunocomprometidos 37.

O ntimero de amostras deve ser no minimo duas por episodio infecioso, sendo que cada
puncao venosa corresponde a dois frascos para adultos (aerobiose e anaerobiose) ou um
frasco para criancas até 13kg. Cada amostra deve ser colhida de puncoes separadas e de
sitios anatomicos diferentes, isto é, de diferentes veias periféricas 38.

A colheita de sangue é feita por punc¢ao venosa de uma veia periférica, respeitando todas as
regras de assepsia, e o volume colhido deve respeitar o volume indicado no frasco 2°.
Recomenda-se que, preferencialmente, as hemoculturas de rotina incluam frascos
emparelhados de hemocultura aerébia e anaerobia, sendo esta ultima colhida
primeiramente 38.

Efetuada a colheita, as garrafas (Figura 13) sao introduzidas no aparelho BACTEC 9240,
(Becton Dickinson - Quilaban). Este aparelho analisa a positividade através da medicao da
fluorescéncia pelo corante do sensor existente no fundo do frasco, originada pela atividade
metabolica dos organismos que libertam CO. 3°. Em seguida é apresentada uma figura
representativa do funcionamento do aparelho (Figura 12) e na Tabela 5 estao descritas as

garrafas utilizadas.
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Atividade metabdlica dos organismos libertam CO.
que reage com corante no sensor do frasco

LED ativa material fluorescente no sensor. A fluorescéncia
é modulada por corante no sensor

foto detetor 1€ fluorescéncia
dados do detetor sao analisados por placa de linha
e a andlise positiva é realizada

0000 o0e

frasco positivo é anunciado por alerta sonoro, indicadores
na tela e o indicador do sistema de frasco positivo

Resultados de Testes Positivos

- LED indicados de varias maneiras
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Figura 12: Modo de funcionamento do BACTEC 9240 54,

Tabela 5: Garrafas de hemocultura utilizadas no laboratério de microbiologia 38-4°.

Tipo de garrafa Tempo de Volume
incubacao
Azul-Aerébios 5 dias 8 a10 mL
Roxa-Anaeré6bios 5 dias 8 a10 mL
Vermelha-Micobactérias 43 dias 1a5mL
Verde-Fungos 15 dias 8ai1omL
Rosa claro-Pediatricas 5 dias 1a3mL
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Durante o respetivo tempo de incubacgdo, caso o resultado seja positivo, realiza-se a
passagem do meio liquido para um meio de cultura s6lido, nomeadamente gelose de sangue
e gelose de chocolate.

Na camara de fluxo laminar, a chama, desinfeta-se a tampa da garrafa, insere-se a agulha e
deita-se uma gota de sangue sobre o meio de cultura sélido de modo a semear a amostra,
por estrias, com uma ansa, fazendo também laminas para a coloracao de Gram. No caso de
as garrafas para identificacao de fungos, semeia-se também a amostra em meio Sabouraud.
Na Tabela 6 estao indicados os microrganismos a ter em conta no caso de infecao ou de

contaminacao.

-+
$

Figura 13: Garrafas de hemocultura disponiveis no CHTV.

Tabela 6: Microrganismos a considerar no caso de infe¢do ou excluir no caso de contaminagio 38.

Microrganismos de alto valor preditivo | Microrganismos associados a contaminacio

positivo para bacteriemia

e Staphylococcus aureus e  Corynebacterium spp.

e  Escherichia coli e outras e Micrococcus spp.
Enterobacterales e Bacillus spp.

e  Neisseria meningitidis e  Propionibacterium acnes

e  Streptococcus pneumoniae
e  Pseudomonas aeruginosa
e  Brucella spp.

e  Streptococcus pyogenes

e  Streptococcus agalactiae

e  Listeria monocytogenes

e  Neisseria gonorrhoeae
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e Haemophilus influenzae

e  Membros do grupo Bacteroides fragilis
e Candida spp.

e  Cryptococcus spp.

e  Streptococcus viridans

e  Enterococcus spp.

e  Staphylococcus coagulase negativo.

6.5.2 Cateteres
Cateteres venosos centrais (CVC) sao indispensaveis na pratica médica moderna,

particularmente em unidades de cuidados intensivos. O acesso venoso central pode ser
necessario por longos periodos nesses doentes e o cateter pode ser manipulado varias vezes
ao dia para a administracao de fluidos, medicamentos e hemoderivados. No entanto, os
CVCs sao uma fonte significativa de complicacoes de bacteriemia e fungemia, bem como de
infecGes no local de insercao. Quando acompanhado por hemoculturas positivas, indica
uma provavel infecao da corrente sanguinea, sendo o foco o CVC 4.

O método semiquantitativo descrito por Maki é o mais amplamente utilizado para descrever
a relacdo entre colonizagdo do cateter e a infecdo. Com auxilio de uma pinca estéril, em
movimentos aleatorios, liberta-se o conteido do segmento distal do cateter sobre a
superficie de uma placa de gelose sangue. Apds incubacdo, é realizada a contagem de
colbnias. Esta técnica avalia apenas a superficie externa do cateter. O crescimento de > 15

UFC confirma a colonizac¢ao do cateter 2¢.

6.5.3 Urinas
As infec¢bes do trato urinario (ITU) sao uma das infecoes mais comuns no Homem, sendo

geralmente causadas por bactérias da flora intestinal sapréfita que invadem o aparelho
urindrio por via ascendente através da uretra 2¢. As ITU sdo as infe¢des nosocomiais mais

frequentes, sendo na sua maioria associadas a cateterizagao vesical.

Mais de 80% das infecoes do trato urinario sao causadas por uma tnica espécie bacteriana
42_ E. coli é o microrganismo mais frequente na infecao aguda. As espécies de Enterobacter,
Staphylococcus, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas e Enterococcus sao mais
frequentemente isoladas de doentes internados, ao passo que existe uma maior
preponderancia de E. coli em ambulatorio 43.
Quanto a recolha de urina, esta pode ser colhida por diferentes formas 26-44:
e Miccao jato médio- correspondente a primeira urina da manha; apés lavagem dos
genitais externos, desprezar a parte inicial e terminal da mic¢ao, recolher para um

frasco esterilizado apenas o jato médio.
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¢ Puncao de cateter urinario- ap6s desinfecao do local de puncao, aspirar a urina com
agulha e seringa onde sera transportada (nunca colher diretamente do saco de
algalia).

e Puncao supra pubica - apds desinfecao da pele, puncionar a bexiga na regiao supra
pubica e enviar a urina na propria seringa. Este método é indicado para criancas as

quais nao € possivel efetuar a colheita através de outros métodos.

Apdbs a colheita, a urina deve ser analisada o mais rapidamente possivel, ou na
impossibilidade deve ser refrigerada a 4°C.

No laboratorio efetua-se uma leitura fisico-quimica e do sedimento urinario pelo aparelho
iChem®VELOCITY e iQ200® Elite IRIS (Beckman Coulter), respetivamente.

O método de funcionamento do iChem®VELOCITY consiste na leitura de tiras teste por
refletancia. Estas tiras contém locais de reacao impregnados de reagente, possibilitando a
determinacdo de varios parametros, nomeadamente, pH, bilirrubina, urobilinogénio,
proteinas totais, corpos cetdnicos, nitritos, leucocitos, eritrocitos e a determinacao da
densidade especifica utilizando o indice de refracao. Para o estudo do sedimento, o aparelho
da informacOes acerca da presenca de células, cilindros, cristais, bactérias e outras
estruturas. Ja o iQ200® Elite IRIS baseia-se na captura de imagens do fluxo planar de

particulas de urina através de uma camara incorporada 4546,

No caso do exame microbioldgico, a urina é semeada em meio CPSE (BioMérieux) com uma
ansa de 1uL para posteriormente proceder a contagem de col6nias. Apo6s incubacao a 37°C
durante 18 a 24 horas, efetua-se a leitura do meio de cultura de modo a verificar a presenca
de contaminantes ou de uma contagem sugestiva de infecdo urinaria. Segundo os critérios
de Kass, uma contagem de colénias > 105 € significativo de infecao 2¢. A leitura é efetuada

conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7: Leitura do ntimero de colénias convertido em UFC.

Nuamero de colonias Significado em
presentes no meio UFC/mL

1 103

1-10 103-104
10 104

10-100 104-105
100 105
>100 5105
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Depois de confirmacao de infecdo, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.4 Fezes
As infecOes gastrointestinais sdo um grupo de doencas infeciosas agudas do trato

gastrointestinal causadas por virus, bactérias ou parasitas transmitidos por alimentos ou
agua contaminados, meio ambiente, contacto com animais ou contacto com outra pessoa
doente. Os sintomas de infecdo gastrointestinal incluem vomitos, diarreia, febre e dor
abdominal. Embora os sintomas muitas vezes desaparecam sem complicacoes, podem
progredir para consequéncias mais graves, como desidratacao e morte, especialmente em
idosos, pessoas muito jovens ou naqueles com pré-condicao de satide existente 47.

Uma coprocultura (exame bacteriologico das fezes) exige apenas uma amostra, do tamanho
de uma noz e, se possivel, escolher uma porcao com alteracoes, sendo muco, pus ou sangue.
No caso da pesquisa de toxina de Clostridium difficile s6 deverao ser enviadas fezes
diarreicas 2¢. A amostra também pode vir em zaragatoa quando é necessaria a pesquisa de
carbapenemases em fezes por PCR 44.

No exame bacteriolégico, retira-se um pouco da amostra do frasco de colheita e semeia-se
em meio seletivo para Salmonella e Shigella, meio SS, e em meio de enriquecimento - caldo
GN. Apo6s 6-12 horas, passa-se do meio de enriquecimento para SS. No caso de idade inferior
a 2 anos, semeia-se a amostra também em meio seletivo para pesquisa de Campylobacter
spp. e para Yersinia enterocolitica, depois coloca-se em meio de enriquecimento GN. A
descricao de todos os meios utilizados para a cultura deste produto biologico esta presente
na Tabela 8.

Tabela 8: Meios utilizados na cultura de fezes 25.

Meio Caracteristicas Incubacio Exemplo

SS Meio seletivo diferencial para o | 24h numa estufa a
isolamento de Salmonella spp. e | 37°C

Shigella spp. Inibicdo dos
coliformes pelo verde brilhante e
sais biliares. A presenca de sais

de ferro permite a detecdo de

estirpes produtoras de H-S.
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Caldo GN Meio seletivo liquido | 6h-12h numa
enriquecido para cultura de | estufaa 37°C

microrganismos entéricos
Gram-negativos, especialmente

para Salmonella spp. e Shigella

Spp.
Yersinia Meio seletivo para diferenciacao | 48h numa estufa a
CIN utilizado para o isolamento de | 30°C

Yersinia enterocolitica.

Campy Meio seletivo de Campylobacter | 48h numa estufa a
spp. 37°C em saco com
exsicador que
permite a
microaerofilia

Apobs o tempo de incubagio respetivo, é possivel identificar as colonias segundo a sua
morfologia, contudo é necessaria confirmacao através de identificagdo usando o VITEK® 2
(BioMérieux).

As colonias suspeitas de Yersinia enterocolitica apresentam uma coloragao rosa-clara com
um ponto escuro no centro, geralmente alongada.

As colonias suspeitas de Shigella tém um aspeto rosado ou incolores.

As colonias suspeitas de Salmonella apresentam uma coloracao negra.

As colbnias suspeitas de Campylobacter tém um aspeto acinzentado, geralmente com brilho

metalico, planas e himidas, com tendéncia a espalhamento 48.

Neste produto biologico, pode também ser pedido um teste que avalie a presenca de
Clostridium difficile (C. difficile) e o seu potencial toxinogénico.

C. difficile é um bacilo anaerébio Gram-positivo, formador de esporos, amplamente
distribuido no trato intestinal dos humanos, dos animais e no meio ambiente. A infecao por
C. difficile ocorre principalmente como resultado da transmissao por esporos (transmissao

via fecal-oral), sendo estes resistentes ao calor, 4cidos e antibi6ticos 49:5°.
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Ap6s o tratamento com antibioticos, muitos doentes desenvolvem problemas
gastrintestinais, que vao desde diarreia leve a colite pseudomembranosa grave. Muitos
casos das formas mais leves da doenca gastrintestinal e a maioria dos casos de colite
pseudomembranosa sao causados por estripes toxinogénicas de C. difficile. Encontram-se
descritas duas toxinas: A - que é uma enterotoxina capaz de produzir acimulo de liquido
nas ansas intestinais e B - uma potente citotoxina capaz de provocar efeitos citopatogénicos
em diferentes linhagens de células de culturas de tecidos 5.

Os testes que detetam antigénios de C. difficile sao baseados na detecao de glutamato
desidrogenase (GDH) e sao caracterizados pela facilidade de uso e tempo de resposta
rapido, bem como uma especificidade de quase 100%. O teste C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® (Alere) (Figura 14) utiliza anticorpos especificos de GDH e das toxinas A e B
de C. difficile. Os complexos do conjugado antigénio-anticorpo migram através de um filtro
para uma membrana onde sao capturados pela GDH imobilizada especifica e anticorpos
especificos das toxinas A e B. O teste contém um controlo interno que valida o ensaio 5°. No
caso do CHTV, quando ocorre uma reac¢ao positiva no teste imunocromatografico procede-
se a confirmacdo através de um teste de PCR realizada no equipamento GeneXpert®
(Cepheid) que permite também avaliar a toxicidade de C. difficile, detetando o gene
especifico.

O tratamento s6 deve ser iniciado em doentes com sintomas. A presen¢a da toxina C.
difficile sem sintomas de infe¢do ndo é uma indicagao para tratamento. Os dois antibioticos

recomendados para o tratamento sao metronidazol e vancomicina 4.

P

C. difficile

GpH TOX TOX
A B

w W

KX

Figura 14: Teste C. difficile Quik Chek Complete®. Imagem obtida do laboratério de microbiologia do CHTV.
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6.5.4.1 Outros testes efetuados nas fezes

Pesquisa de sangue oculto- O teste de sangue oculto nas fezes esta estabelecido como
um método de triagem para o cancro colorretal. Este teste destina-se a doentes com cancro
colorretal assintomaticos, e alguns precursores deste cancro, que podem libertar pequenas
quantidades de sangue nas fezes nao visiveis a olho nu 52.

No laboratoério é utilizado o Teste FOB Chemtrue One-Step® (Chemtrue) que é um teste
imunocromatografico rapido e visual para a detecdo qualitativa de hemoglobina de sangue
humano em amostras fecais 53.

O Teste FOB Chemtrue® One-Step deteta hemoglobina humana em amostras fecais

recorrendo a interpretacgao visual do aparecimento de uma cor na cassete de teste.

Pesquisa de Rotavirus e Adenovirus- A gastroenterite aguda pode ocorrer em
qualquer idade, mas os agentes etiologicos e a gravidade da doenca podem variar
dependendo da idade. Varios estudos tém demonstrado que as causas mais frequentes de
gastroenterite nao bacteriana sdo rotavirus e adenovirus entérico, mais particularmente em
criancas na faixa etaria dos 0 aos 5 anos. Os sintomas geralmente comecam dentro de 24 a
48 horas e podem variar de diarreia aquosa leve ap6s febre e vomitos até desidratacao grave
e choque. Essas infe¢oes também podem causar diarreia leve a grave em adultos, e os
individuos imunocomprometidos sao particularmente suscetiveis. A transmissao é feita via
fecal-oral 5455,

O teste usado no laboratoério, CerTest® Rotavirus+Adenovirus Combo Card Test (Biotec)
(Figura 15) consiste num ensaio imunocromatografico de um s6 passo para a detecao

qualitativa simultanea de antigénios de Rotavirus e Adenovirus em amostras de fezes.

Figura 15: CerTest® Rotavirus+Adenovirus Combo Card Test. Imagem obtida do laboratério de microbiologia
do CHTV.
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Parasitas fecais- As infecOes parasitarias, causadas por helmintas intestinais e
protozoarios, estdo entre as infecbes mais prevalentes em humanos nos paises em
desenvolvimento. Os protozoarios intestinais mais comuns sdo: Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica, Cyclospora cayetanenensis e Cryptosporidium spp. No que toca a
parasitas helminticos intestinais, existem quatro espécies: Ascaris lumbricoides (lombriga),
Trichiuris trichiuria, Ancylostoma duodenale e Necator americanicus 5°.

Para este teste sdo necessarias 3 amostras de dias consecutivos seguindo o mesmo critério
de colheita de amostras de fezes para coprocultura.

Em casos de suspeita clinica de parasitose intestinal, o exame parasitologico de fezes é
essencial como forma de proceder a identificacao correta de ovos de helmintas, quistos ou
trofozoitos de protozoarios e/ou vermes. Este exame é feito através de observagao
microscopica. Neste tipo de exames, as técnicas mais utilizadas, que antecedem a
visualizacdo ao microscopio, sdo as de concentragdo e tém 3 objetivos principais: 1)
aumentar o nimero de quistos, trofozoitos, ovos ou larvas na preparagio; 2) eliminar a
maior parte de residuos fecais e 3) apresentar os microrganismos num estado inalterado de
modo a facilitar a sua identificacao 57.

As técnicas de concentracdo estao divididas em dois tipos principais: flutuacao e
sedimentacao. No CHTV recorre-se a técnica de sedimentacao que utiliza uma acao reversa,
ou seja, 0s ovos e os quistos concentram-se no fundo do tubo e a maior parte dos residuos
fecais no topo, de forma a serem removidos. As técnicas de sedimentacao sao recomendadas
para o uso geral para o diagnostico laboratorial, uma vez que sdo faceis de executar e menos
sujeitas a erros técnicos.

Na pesquisa de parasitas nas fezes tornou-se pertinente o recurso a testes rapidos para a
detecao dos elementos parasitarios mais comuns, Cryptosporiudium e Giardia intestinalis.
E utilizado um teste imunocromatografico de fluxo lateral cuja membrana esta revestida
com anticorpos monoclonais contra antigénios de Cryptosporiudium e Giardia intestinalis.

O teste contém um controlo interno que valida o ensaio 58.

6.5.5 Aparelho genital
No aparelho reprodutor feminino e masculino, varias doencas podem ocorrer devido a

bactérias, fungos, parasitas e virus. A maioria dessas infecoes pode ser assintomatica ou
causar sintomas leves. Devido a grande variedade de agentes possiveis, é importante
orientar corretamente a suspeita clinica para que os exames laboratoriais sejam mais

precisos 5. A colheita para as possiveis amostras é apresentada a seguir:

Aparelho genital feminino 26
¢ Exsudado vaginal: introduzir uma zaragatoa e colher exsudado das paredes vaginais,

respeitando todas as regras de assepsia (2 amostras);
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¢ Exsudado endocervical: introduzir uma zaragatoa no endocolo, respeitando todas as
regras de assepsia (2 amostras);

e Exsudado uretral: se possivel antes da primeira micg¢ao, introduzir uma zaragatoa
cerca de 1cm dentro da uretra, respeitando todas as regras de assepsia (2 amostras,
1 para exame direto e outra para exame cultural);

e Endométrio: Aspiracdo uterina através de cateter apds prévia dilatacao e
descontaminagao do cérvix;

e Abcessos: colheita cirurgica por aspiracdo, respeitando todas as condices de
assepsia;

¢ Liquido amniético: colheita cirtrgica, respeitando todas as condi¢oes de assepsia.

Aparelho genital masculino 2¢
e Exsudado uretral: se possivel antes da primeira mic¢ao, introduzir uma zaragatoa
cerca de 2cm dentro da uretra, respeitando todas as regras de assepsia (2 amostras,
1 para exame direto e outra para exame cultural);
e Epididimo, Prostata, Testiculos: colheita cirargica, respeitando todas as condigoes

de assepsia.

ApoOs semear a amostra, utiliza-se a zaragatoa para efetuar o exame direto de modo a
visualizar microscopicamente a presenca de Trichomonas vaginalis ou de elementos
leveduriformes.

Na cultura, a zaragatoa é semeada diretamente no primeiro quadrante da placa e estria-se
com ansa nos meios VCA3, gelose chocolate, gelose sangue e MacConkey e fazem-se laminas
para coloracao de Gram.

Depois de confirmacio de infecdo, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

Valorizacao dos resultados segundo a Tabela g e a Tabela 10 26:
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Tabela 9: Valorizac¢ao de resultados na cultura de produtos provenientes do aparelho genital feminino.

Local Microrganismos valorizados

Vulvo-vaginites -Candida albicans

-Trichomonas vaginalis

-Vaginose bacteriana (Gardnerella
vaginalis, Mobilluncus spp.)

-Actinomyces spp.

-Listeria monocytogenes

-Staphylococcus aureus

-Streptococcus agalactiae

Endocervicites -Neisseria gonorrhoeae
-Streptococcus. agalactiae

-Actinomyces spp.

Uretrite -Neisseria gonorrhoeae

Endometrite p6s-parto -Bactérias anaerdbias

- Escherichia. coli

- Enterococcus spp.

- Gardenerella. vaginalis

- Streptococcus agalactiae

Trompas -Chlamydia trachomatis
-Neisseria gonorrhoeae

-Bacteroides spp.

Liquido Amniético -Bacteroides spp.
-Fusobacterium spp.

- Escherichia coli

- Gardenerella. vaginalis

- Streptococcus. agalactiae

- Ureaplasma. urealyticum

Tabela 10: Valorizacao de resultados na cultura de produtos provenientes do aparelho genital masculino.

Local Microrganismos valorizados
Uretrite -Neisseria gonorrhoeae
Prostatite - Enterobacterales

- Pseudomonas spp.

Orquite - Enterobacterales

- Pseudomonas spp.
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6.5.6 Esperma
A taxa de infertilidade masculina tem crescido mais rapidamente do que a taxa de

infertilidade feminina nas tltimas décadas. A qualidade do esperma é um dos fatores mais
importantes da infertilidade nos homens. Estilos de vida inadequados tém efeitos
prejudiciais na qualidade do esperma e, consequentemente, na fertilidade masculina ¢°.
A colheita deste produto é feita pelo proprio doente e este é transportado num frasco estéril
até ao laboratorio sendo depois analisada a cor, medido o volume e o pH. Ao microscépio
efetua-se a contagem, em percentagem, dos espermatozoides viaveis, nao viaveis, moveis,
imoveis e os que apresentam deficiéncia de cabeca, segmento e/ou cauda.
Espermograma normal segundo a OMS ©:

e Volume > 1,5 ml

e pH=72

¢ Concentragio > 15x10%/ml

¢ Contagem total > 40 milhdes

e Mobilidade progressiva > 32%

e Vitalidade > 58% vivos

e Morfologia normal > 4%

e Leucocitos < 1x10° /ml

Caso o médico solicite é levado a cabo o exame cultural do esperma (espermocultura). A
sementeira é realizada sobre os meios VCA3, gelose chocolate, gelose sangue e MacConkey
e fazem-se laminas para coloragdo de Gram. Depois de confirmada infecao, realiza-se uma
identificacdo do microrganismo e o respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2

(BioMérieux).

6.5.7 Pus/Exsudado purulento
A formacao de pus ou abscesso é uma resposta primaria a infecoes microbianas e danos

mecanicos aos 6rgaos e outros tecidos. O pus € produzido por bactérias piogénicas, como S.
aureus, S. pyogenes, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis 2.
Portanto qualquer método de pesquisa microbiologica de exsudado purulento deve
considerar 26:

1. Local da infecao

2. Historia clinica, nomeadamente dados epidemiologicos.

3. Tipo de infecao

4. Modo de colheita
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Toda a amostra deve ser colhida para um contentor esterilizado e enviada para o
laboratério. Os exsudados de lesdes fechadas devem ser colhidos por puncio e aspiragao
com agulha e seringa respeitando todas as condicoes de assepsia. Quanto aos exsudados de
lesoes abertas, quando nao h4 possibilidade de colheita direta para o frasco por aspiracao,
deve utilizar-se uma zaragatoa em meio de transporte. Nos abcessos, puncionar o abcesso e
enviar conteddo purulento em meio de transporte 26:44,

Chegada ao laboratoério, o produto ou zaragatoa é semeado diretamente nos meios de
cultura apropriados, apenas no primeiro quadrante da placa fazendo estrias com a ansa. As
amostras sao semeadas em gelose chocolate, gelose sangue e MacConkey e sao feitas
laminas para coloracao de Gram.

Depois da confirmacao de infecdo, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.8 Tecidos/Biopsias

A bibdpsia é um procedimento médico que envolve a colheita de uma pequena amostra de
tecido corporal para que possa ser examinada. Uma amostra de tecido pode ser colhida de
qualquer parte do corpo, incluindo 6rgaos e outras estruturas. Informacoes acerca do local
da biopsia podem ser muito tuteis para decidir sobre o tratamento mais adequado e para
avaliar a resposta a um determinado tipo de tratamento 3.

Apbs a colheita do produto com prévia desinfecao cirargica, este é colocado num contentor
estéril e enviado ao laboratério. No laboratério, corta-se o tecido com um bisturi de modo a
obter um pequeno fragmento para semear em gelose sangue, gelose chocolate e MacConkey,
fazendo também laminas para coloracao de Gram e laminas para coloracdo de Ziehl. Retira-
se outro fragmento para um tubo esterilizado e adicionam-se 400uL de tampao de digestao
G2 (QIAGEN) para efetuar PCR de modo a pesquisar a presenca de micobactérias. Retira-
se, ainda, mais um pedacinho para um frasco de MGIT (procedimento exposto na seccao
6.1). Ao restante tecido adiciona-se meio de enriquecimento BHI e passado 24h semeia-se
nas mesmas placas referidas anteriormente 26-44.

Depois de confirmacdo de infecdo, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.9 Bilis
A bilis é um fluido digestivo produzido pelo figado. E armazenado e concentrado na vesicula
biliar. A sua principal fun¢ao é converter as gorduras dos alimentos em 4cidos gordos, que
sao absorvidos no intestino. As funcdes importantes da bilis sdo ¢4:

e Digestao completa das gorduras, proteinas e hidratos de carbono;

e Auxilia na absorc¢ao de varias substancias. Isso também se deve a presenca de sais

biliares;
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e Excrecao de metais e toxinas;
e Ajuda a manter um pH adequado do contetido duodenal e, portanto, auxilia na acao
de todas as enzimas.

Este produto quando chega ao laboratoério é semeado por estrias, em gelose sangue, gelose
chocolate, MacConkey e SS e o restante produto divide-se para meio de enriquecimento BHI
e para meio de enriquecimento GN e no dia seguinte semeia-se a partir dos meios liquidos
nos meios solidos respetivos, GN para SS passadas 6-12 horas e BHI para gelose sangue,
gelose chocolate e MacConkey passadas 24 horas. Fazem-se também laminas para coloragao
de Gram.
Depois de confirmacao de infecdo, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.10 Exsudado Nasal e Axilar
O agar chromID® MRSA (BioMérieux) é um meio cromogéneo utilizado neste laboratério

para a selecao de Staphylococcus aureus resistente a meticilina em portadores cronicos de
Staphylococcus aures meticilina-resistente (SAMR, ou MRSA, do inglés Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) .
MRSA sao bactérias multirresistentes (MDR) que podem causar infe¢des nosocomiais, por
isso a detecao de portadores de MRSA ¢ particularmente importante para a prevencao e
monitorizacdo epidemioldgica dessas infegoes. Este meio de cultura consiste numa base rica
em nutrientes combinando diferentes peptonas. Também contém um substrato
cromogéneo de a-glucosidase e uma combinacdo de varios antibibticos, incluindo
cefoxitina, que favorecem 5:

e o crescimento de MRSA, incluindo estirpes heterorresistentes;

e a detecdo direta de estirpes de MRSA, revelando a atividade da a-glucosidase:

colonias verde-azuladas.

A mistura seletiva inibe o crescimento da maioria das bactérias nao pertencentes ao género
Staphylococcus, assim como as leveduras .
A colheita destas amostras deve ser realizada com uma zaragatoa nos locais indicados
(fossas nasais e axilas). Chegado ao laboratorio semeia-se as respetivas zaragatoas
diretamente no meio seletivo MRSA. Incuba-se 18-24h numa estufa a 37°C. Nao se efetua a
leitura de resultados apos esse tempo, pois outras colbonias alteram a sua coloracao para

verde-azulado dando origem a falsos positivos.

6.5.11 Exsudado Vaginal e/ou Retal (gravidas)
Streptococcus B-hemoliticos do Grupo B ou Streptococcus agalactiae sao diplococos Gram-

positivos que sao normalmente assintomaticos em adultos. No entanto, nos recém-nascidos

podem acarretar graves problemas de saide tais como septicémia, pneumonia e meningite,
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podendo mesmo ser mortais. Logo, é fundamental identificar mulheres gravidas portadoras
de Streptococcus do Grupo B no trato genital. A administracdo de antibioticos intrapartum
pode diminuir drasticamente a potencial transmissao da doenca para o bebé ¢°.

O meio Granada (BioMérieux) contém uma base nutritiva, metotrexato, soro de cavalo e
amido que permitem a produ¢ao de um pigmento de cor laranja avermelhado caracteristico
das coldnias de Streptococcus do Grupo B. Contém também uma mistura de antibidticos
que inibem a maioria das bactérias e leveduras ©°.

Apobs a colheita da amostra por zaragatoa, na vagina e/ou reto, transporta-se para o
laboratério onde é semeada diretamente em 3 dire¢oes diferentes, no meio seletivo Granada
de modo a contar as colonias. Incuba-se de 18-24h numa estufa de 37°C. Nao se efetua a
leitura de resultados apos esse tempo, pois outras colonias alteram a sua coloracao para

laranja avermelhado dando origem a falsos positivos.

6.5.12 Liquidos estéreis
Os liquidos organicos que chegam ao laboratério sdo normalmente amostras de liquido

pleural, peritoneal, pericardico ou sinovial para cultura bacterioldgica. Estes sdo geralmente
estéreis, por isso qualquer microrganismo encontrado deve ser considerado. 2¢.

Para colheita destes liquidos, é recomendado um volume minimo de 1 mL e no caso de
pesquisa de micobactérias ou fungos é necessario um volume maior de 10 a 20 mL. Deve
ser colhido para um frasco esterilizado (também pode ser inoculado num frasco de
hemocultura) e enviado ao laboratério onde é primeiramente centrifugado, de modo a
concentrar os microrganismos num sedimento (pellet). Contudo, quando hi pouca
quantidade de liquido ou quando este é muito purulento nao é necessario centrifugar. O
sobrenadante é rejeitado e o pellet semeado nos meios gelose sangue, gelose chocolate e
MacConkey, pelo método de estrias, e fazem-se laminas para coloracdo de Gram. O
sedimento remanescente é colocado em meio de enriquecimento BHI e passado 24h
semeia-se nos mesmos meios. Excecionalmente, o liquido cefalorraquidiano (LCR) apenas
se semeia em gelose sangue, gelose chocolate e posteriormente BHI seguindo o mesmo
procedimento 2¢. Neste tipo de produto também se efetua todo o procedimento do MGIT
referido atrés na seccdo 6.1.

Depois de confirmacao de infecao, realiza-se uma identificacdo do microrganismo e o

respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.12.1 Liquido Cefalorraquidiano
A meningite é uma infecao grave das meninges, as membranas que cobrem o cérebro e a

medula espinhal. E uma doenca que continua a ser um grande desafio para a satide ptblica.
A doenca pode ser causada por muitos patégenos diferentes, incluindo bactérias, fungos ou

virus, mas a mais prevalente a nivel global é a meningite bacteriana ¢7.
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Vérias bactérias diferentes podem causar meningite, sendo as mais frequentes
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis 7.

O diagnéstico definitivo requer a colheita do LCR por puncio lombar. O diagnostico
laboratorial é uma emergéncia médica que exige o processamento imediato do produto para
identificar o agente etiologico. Geralmente sdo as bactérias aerdbias que causam esta
infecdo, mas na presenca de abcesso cerebral o agente etioldgico pode ser uma bactéria
anaerobia 26, Na Tabela 11 encontram-se todos os microrganismos que devem ser avaliados

neste produto biolégico, dependendo da idade 26.

Tabela 11: Microrganismos a considerar no LCR, conforme a idade.

Idade ou condicao Microrganismos

Recém-nascidos Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes,
Herpes simplex virus 2

< 2 meses S. agalactiae, L. monocytogenes, E. coli

< 10 anos Virus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis

Adultos jovens Virus, N. meningitidis

Adultos S. pneumoniae, N. meningitidis

Idosos S. pneumoniae, Bacilos Gram negativo, L. monocytogenes

Doentes imunocomprometidos Cryptococcus neoformans

Volumes minimos de colheita recomendados:
e 1 mL para exame bacteriologico
e 2 mkL para cultura de fungos

¢ 3 mL para cultura de micobactéria

A colheita deve ser feita por puncao lombar, antes de se iniciar a terapéutica antimicrobiana,
e 0 LCR deve ser colhido em tubos inquebraveis, transparentes, com tampa de rosca e fundo
conico para concentracio do produto, uma vez que pode conter muito poucas bactérias. E
recomendada a colheita em trés tubos, que devem ser numerados, sendo o altimo, utilizado
para o exame microbiolégico. O processamento deste liquido em laboratério é semelhante
aos outros liquidos, com excecao dos meios a semear, como ja referido anteriormente 2644,

Além da cultura, a amostra de LCR também ¢é separada para analise bioquimica (glicose e
proteinas), para exame direto e para execucao de um teste de biologia molecular rapido, que
permite a detecao de varios microrganismos, FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel
(BioMérieux), que pesquisa os microrganismos: Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, Citomegalovirus, Enterovirus, Herpes-virus Simples (1,2 e 6), Human

Parechovirus, Varicela Zéster e Cryptococcus neoformans.
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6.5.13 Aparelho respiratorio
As infec¢Oes respiratorias surgem quando uma parte do aparelho respiratorio € infetada por

um microrganismo podendo ser um virus, uma bactéria, um fungo ou um parasita. Infecoes
do trato respiratério sao comuns e talvez as mais frequentemente relatadas em seres
humanos 8. O trato respiratorio divide-se em inferior e superior, no entanto neste relatorio,
apenas sera referido o inferior, pois foi o tinico com que tive contacto.

O diagnostico das infecGes respiratorias inferiores é frequentemente dificultado pela
contaminacao das amostras por flora comensal da orofaringe durante a colheita. O
laboratdério apenas deve processar amostras de boa qualidade. As amostras pertencentes ao

trato respiratoério inferior e o seu modo de colheita estdo presentes na Tabela 12 2¢:

Tabela 12: Modo de colheita dos diferentes produtos do aparelho respiratério.

Tipo de amostra Modo de colheita

Expetoragio Se possivel a primeira da manha, lavar a boca
previamente com 4gua. Instruir o doente para obter
expetoracao por tosse profunda. Colocar a amostra

num frasco esterilizado.

Expetoragao induzida Inducdo de expetoragio por nebulizagdo com soro
fisiolégico ou por cinesiterapia respiratoria.

Colocar a amostra num frasco esterilizado.

SecrecOes bronquicas Através de aspiracio endotraqueal. Aspirar as

secregoes e colocar em recipiente seco, estéril.

Lavado brénquico Colhidas por broncoscopia. Enviar as amostras ao
laboratorio em recipientes secos, estéreis. Efetuar 3

amostras devidamente identificadas.

Lavado bronco-alveolar Colhidas por broncoscopia. Enviar as amostras ao
laboratério em recipientes secos, estéreis. Efetuar 3

amostras devidamente identificadas.

Escovado bronquico Colhidas por broncoscopia. Colocar o escovado
num recipiente esterilizado com 1mL de soro

fisiologico estéril

Biopsia bronquica Colhidas por broncoscopia. Colocar em recipiente
esterilizado.
Aspirado transtraqueal Primeiramente desinfecdo correta da pele no local

da puncao, aplicar anestesia local e colher por
aspiracdo. Colocar a amostra num recipiente

esterilizado.

Bidpsia pulmonar Se possivel colher 1 a 3 mms3 de tecido pulmonar, se
a lesdo for de grandes dimensées ou multipla,
colher vérias amostras. Colocar num recipiente

seco e esterilizado e enviar para o laboratério o

mais rapido possivel.
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As amostras mais frequentes sdo expetoragdo, aspirado e lavado bronquico. O seu
processamento esta descrito em seguida.

Para todas as amostras respiratorias pode ser avaliada a presenca de Mycobacterium
tuberculosis, também conhecida por bacilo de Koch (BK), pela metodologia de PCR e
através da cultura utilizando o sistema BD BACTEC MGIT (Quilaban) referido
anteriormente na seccao 6.1.

A tuberculose é uma doenca contagiosa causada pela presenca da bactéria Mycobacterium
tuberculosis que afeta principalmente os pulmoes (tuberculose pulmonar) mas também
pode afetar outros orgaos (tuberculose extrapulmonar). Os métodos de PCR apresentam
uma sensibilidade em torno de 50% e especificidade de cerca de 100% . Para realizar esta
técnica é utilizado o GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid), que funciona como uma ferramenta
rapida para o diagnostico da tuberculose. Este teste também permite avaliar a resisténcia
ao antibacilar rifampicina 7°.

Tal como no LCR, também existe um teste rapido, que permite a detecdo de varios
microrganismos, Painel Respiratorio FilmArray® (BioMérieux), que possibilita a pesquisa
dos microrganismos: Adenovirus, Coronavirus humano 229E, HKU1, NL63, 0OC43,
Metapneumovirus, Rhinovirus, Enterovirus, Influenza A e B, MERS-CoV, Parainfluenza 1,
2, 3 e 4, Virus Sincicial Respiratério, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis,
Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae.

A etiologia e sintomatologia respiratéria da doenga varia com a idade, sexo, estacao do ano,
tipo de populacdo em risco, entre outros fatores. As principais bactérias patogénicas

isoladas no trato respiratoério inferior sao 6871

e Staphylococcus aureus- colonias grandes que apresentam [-hemodlise em gelose
sangue e de cor amarelada em gelose chocolate com cheiro caracteristico
desagradavel em ambas, cocos Gram-positivo em cacho ou em tétrada na coloragio
de Gram. Na presenca de coldnias suspeitas faz-se o teste da catalase e da coagulase
e se ambos forem positivos efetua-se a confirmacao e o respetivo antibiograma no
VITEK® 2 (BioMérieux).

e Streptococcus pneumonia- colonias invaginadas e que contém a-hemolise no meio
gelose sangue acompanhadas de diplococos Gram-positivo na coloracao de Gram.
No caso de colonias suspeitas, testa-se a sensibilidade a optoquina, se for sensivel
efetua-se a confirmacao do microrganismo e o respetivo antibiograma através do
aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).
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e Moraxella catarrhalis- coldénias com coloracdo rosada/bege. Sdo diplococos Gram-
negativo, oxidase e catalase positivas, que sera confirmado através da identificagao
do microrganismo no aparelho VITEK® 2 (BioMérieux) e respetivo antibiograma

manualmente.

e Haemophilus influenzae- sao coldnias pequenas e brancas em gelose chocolate e nao
tém crescimento em gelose sangue. Na coloracdo de Gram apresentam-se como
cocobacilos ou bacilos Gram negativos. Na presenca de coldnias suspeitas faz-se a
identificacao do microrganismo no aparelho VITEK® 2 (BioMérieux) e o respetivo

antibiograma manualmente.

e Pseudomonas spp.- colonias grandes com brilho metalico em gelose chocolate e com
cheiro agradavel a sabao em ambos os meios. Bacilos Gram negativos, catalase
positiva e oxidase positiva. Para confirmar procede-se a identificacao do
microrganismo e o respetivo antibiograma através do aparelho VITEK® 2

(BioMérieux).

e Acinetobacter- diplococos Gram negativos, oxidase negativa e catalase positiva.
Para confirmacao faz-se identificagdo do microrganismo e o respetivo antibiograma
através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

e Kilebsiella spp.- bacilos Gram negativos, oxidase negativa e catalase positiva. Para
confirmacao faz-se a identificacdo do microrganismo e o respetivo antibiograma
através do aparelho VITEK® 2 (BioMérieux).

6.5.13.1 Expetoracao
Antes de efetuar a cultura, fazem-se l1aminas para coloracao de Gram de modo a verificar se

a amostra é representativa do trato respiratoério inferior e nao esta contaminada pela flora
da orofaringe. Sendo assim, seleciona-se uma porc¢ao purulenta da amostra, para observar
ao microscopio 6tico, a fim de avaliar a qualidade da amostra tendo em conta a presenca de
células epiteliais pavimentosas (da orofaringe) e leucocitos. As amostras classificam-se

segundo o critério de Murray e Washington, presentes na Tabela 13 2¢:
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Tabela 13: Classificacdo das amostras de expetoracdo, segundo o critério de Murray e Washington.

Células Epiteliais Leucécitos Qualidade da
pavimentosas amostra

Grupo 1 25 10 M4 para exame
bacteriologico

Grupo 2 25 10-25 Ma para exame
bacteriologico

Grupo 3 25 25 Ma para exame
bacteriologico

Grupo 4 10-25 25 Boa para exame
bacteriologico

Grupo 5 <10 25 Boa para exame
bacteriologico

Para cultura, semeia-se com ansa por estrias, em meio gelose sangue, gelose chocolate e
MacConkey. No caso de pedir pesquisa de BK, fazem-se também laminas para coloracao de
Ziehl-Neelsen para exame direto e transfere-se a restante expetoracdo para um tubo estéril
com volume maximo de 10mL para efetuar a descontaminagao previamente a entrada no
BD BACTEC MGIT (Quilaban).

6.5.13.2 Aspirado Bronquico
Normalmente acompanhado pelo lavado bronquico. Para efetuar a cultura por estrias,

semeia-se em gelose sangue, gelose chocolate e MacConkey e fazem-se laminas para
coloracao de Gram e para coloracido de Ziehl-Neelsen a fim de pesquisar diretamente a
presenca de BK. Transfere-se uma parte para um tubo esterilizado de modo a efetuar PCR
utilizando o teste GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid) e outra parte para cultura em meio
liquido pelo meio MGIT.

6.5.13.3 Lavado Bronquico
O lavado brénquico normalmente é acompanhado pelo aspirado bronquico. Procede-se a

cultura pelo método de estrias, em meio gelose sangue, gelose chocolate e MacConkey.
Fazem-se laminas para coloracao de Gram e para coloracao de Ziehl-Neelsen de modo a
pesquisar diretamente a presenca de BK. Transfere-se uma parte para um tubo esterilizado
de modo a efetuar PCR (cartucho do GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid)) outra parte para
pesquisa de BK pelo meio MGIT.

e Em todos os produtos que é necessario efetuar cultura pode ser pedido exame
micologico, sendo a mostra semeada em meio Sabouraud-Gentamicina-

Cloranfeicol.
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7. Laboratdrio de Serologia

A serologia pode ser definida como o estudo do soro, com a finalidade de pesquisar agentes
causadores de doencas transmitidas através do sangue. A serologia tem sido usada para
confirmar infecGes por bactérias, fungos e virus que sao dificeis de detetar por outros
métodos. Algumas dificuldades prendem-se por exemplo com os doentes
imunocomprometidos, por estes ndo apresentarem uma resposta adequada de anticorpos
perante uma infecdo. Um aumento significativo no titulo de anticorpos pode nao ser
detetado até semanas ou meses apds a apresentacao inicial. Por outro lado, a persisténcia
de anticorpos pode dificultar a diferenciacao entre uma infecdo recente ou passada, e as
reacoes cruzadas podem comprometer a especificidade da resposta do anticorpo2s.

A quantificacdo das imunoglobulinas é til no diagnéstico de varios distirbios hepéticos e
para a monitorizacao da resposta a terapéuticas de substituicao. Concentracoes plasmaticas
elevadas geralmente indicam um processo inflamatério subjacente. A imunoglobulina G
(IgG) é o anticorpo mais abundante em circulacdo e é produzida em respostas imunes
secundérias sendo vital para a memoria imunologica. A imunoglobulina A (IgA) é a
principal imunoglobulina das secre¢oes mucosas e também é produzida em respostas
imunitarias secundarias. J4 a imunoglobulina M (IgM) é o anticorpo da resposta imune
primaria, culminando no processo de mudanca de classe, que induz as células B a
produzirem os anticorpos IgG ou IgA, caracteristicos da resposta secundaria. Portanto, a
IgM fornece a primeira linha de defesa durante infecoes virais, antes da geracao de respostas
adaptativas de IgG de alta afinidade que sao importantes para imunidade de longo prazo e

memoria imunolbgica 472,
Os testes realizados nesta seccao sao os seguintes:

e Reacao Wright- O serodiagnostico de Wright permite efetuar o diagndstico
serologico das formas agudas de brucelose. Este teste quantitativo torna-se positivo
muito precocemente, a partir do 10° ou 12° dia, na forma aguda da brucelose, mas
passa rapidamente a negativo porque deteta as IgM. Nao é recomendavel para
rastreios epidemiologicos, nem para o diagnéstico da brucelose cronica. O
serodiagnostico de Wright é uma reacao de aglutinacao que utiliza, como antigénio,
uma suspensao de Brucella, inativadas por formol e pelo calor. Um resultado

superior ou igual a 1/80 (120 U.I./mL) indica uma brucelose ativa 73.

¢ Rosa Bengala- A reacio ao antigénio corado de Rosa Bengala permite o

diagnostico serolégico das bruceloses provocadas por Brucella melitensis, Brucella

50



abortus, Brucella bovis ou Brucella suis, por detecio de IgG. E um teste qualitativo
que consiste numa reacao de aglutinacao rapida que utiliza, como suspensao
bacteriana, Brucella abortus, corada de Rosa Bengala em meio 4cido tamponado.
Apos mistura em partes iguais do antigénio Rosa Bengala e de soro, observa-se o

aparecimento de aglutinados corados em caso de brucelose positiva 74.

Reacao de Widal- O teste de Widal é um teste de aglutinacao utilizado para o
diagnostico de febre entérica (febre tifoide ou paratifoide). Estes testes medem o
nivel de anticorpos séricos que aglutinam contra o antigeno O (somaético) e H
(flagelar) de Salmonella Typhi e Paratyphi A, B e C. Este teste é baseado no
principio de uma reacao de aglutinacao antigénio-anticorpo. Antigénios purificados
de Salmonella que causam febres entéricas estdo comercialmente disponiveis. O
soro do doente é testado contra esses antigénios comerciais e observado quanto a
reacao de aglutinacao visivel. Se o soro aglutinar, o teste é considerado positivo. A
Salmonella Typhi contém antigénios O e H na parede celular e flagelos,
respetivamente. A Salmonella Paratyphi A e Paratyphi B contém antigenos AH e

BH nos flagelos, respetivamente 75.

Sifilis - Uma vez que nao é possivel cultivar os microrganismos Treponema
pallidum nos meios de cultura artificiais, o laboratério recorre a pesquisa de
anticorpos: (1) anticorpos ndo-treponemais (reaginas) dirigidos contra os antigénios
lipidicos das células hospedeiras danificadas ou talvez dos proprios treponemas e
(2) anticorpos anti-treponemais, que sao dirigidos aos antigénios de superficie de T.
pallidum.

O ensaio dos anticorpos nao-treponemais efetuado é o teste rapido da reagina
plasmatica (RPR). O teste RPR qualitativo compreende um ensaio de triagem, no
qual o soro nao diluido do doente é misturado a particulas de carvao revestidas com
cardiolipina numa lamina. Apos a rotacdo mecanica por um periodo especificado
pelo fabricante, o teste é examinado por aglutinacdo macroscopica das particulas de
carvao. Para a realizacdo do teste RPR quantitativo, sdo preparadas diluicoes
seriadas do soro do doente e o resultado é interpretado pela maior dilui¢ao do soro
do doente que aglutina as particulas de carvao 7°.

A pesquisa dos anticorpos anti-treponemais é efetuada utilizando o teste de
microhemaglutinacdo do T. pallidum. Este teste é realizado em placas de
microtitulacao. Eritrécitos de carneiro sensibilizados com antigénios de T. pallidum

sao misturados ao soro do doente. Depois da incubacao adequada, a aglutinacao dos
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eritrocitos é pesquisada na placa de microtitulacao. O resultado positivo é dado pela
hemaglutinacdo dos eritrocitos sensibilizados e auséncia da aglutinacdo dos

eritrocitos nao sensibilizados 7°.

A serologia viral possui duas aplicacoes principais: diagnostico de infecdo recente e
determinacao da imunidade. Como a solicitacao destes testes excede a capacidade do sector
da serologia sdo executados nos equipamentos automatizados existentes no laboratorio

central e de imunologia
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8. Laboratorio de Hematologia

A hematologia é a especialidade que engloba o estudo das células sanguineas e da
coagulacao. Envolve o estudo de concentracao, estrutura e funcao das células presentes no
sangue, dos seus precursores na medula 6ssea e dos constituintes bioquimicos do plasma
que estdo intimamente ligados a estrutura e funcao das células sanguineas, bem como da
funcao das plaquetas e proteinas envolvidas no processo de coagulacao do sangue. Portanto,
com todos estes parametros referidos, estuda varias doencas, nomeadamente anemias,
leucemias, linfomas, e alteracoes no processo de coagulacao *.

Durante os ultimos 40 anos, o mundo da hematologia laboratorial experimentou uma
expansao e diversificacdio sem precedentes. Juntamente com os surpreendentes
desenvolvimentos em biologia molecular, anilise imunofenotipica e hemostasia-
coagulacdo, a analise hemocitométrica também teve uma evolucao imprevisivel das
tecnologias. Essa explosao transformou as contagens celulares num estudo aprofundado,
dentro do curto espaco de tempo utilizado para um hemograma completo, de muitas
caracteristicas celulares. A disponibilidade de tecnologias inovadoras introduzidas em
analisadores automaticos de hematologia levou a melhor desempenho e estendeu as suas

aplicagoes para campos de diagnostico paralelos 77.

Na seccao de hematologia do CHTV efetuam-se hemogramas, analise da velocidade de
sedimentacao eritrocitaria (VS), contagem de reticul6citos, contagem total e diferencial de
células em liquidos estéreis (pleurais, peritoneais e outros), esfregacos de sangue periférico,
contagem diferencial dos elementos celulares da medula 6ssea e imunofenotipagem por
citometria de fluxo em doentes com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH).

No inicio de cada dia sdo passados controlos em todos os equipamentos, verifica-se o

material e reagentes e sao efetuadas as manutencoes e lavagens necessarias.

Além dos liquidos e urinas que possam entrar nesta sec¢do, as amostras mais frequentes
sao sangue total colhido em tubos de K;EDTA para andlise de todos os parametros
presentes, a excecao de fatores de coagulacao que tém de ser realizados em plasma

centrifugado, a partir de um tubo de citrato de sédio (Tabela 2).

8.1 Hematopoiese
A hematopoiese consiste na formacao das células sanguineas. Processa-se na medula ssea,

a partir de células estaminais pluripotentes. As células estaminais conduzem a formacao de
células progenitoras que, apos divisao e diferenciacao, formam eritrocitos, granulocitos

(neutrofilos, eosindfilos e basofilos), mondcitos, plaquetas e linfocitos B e T 78.
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A hematopoiese é um processo continuo pelo qual as células sanguineas sao produzidas,
mantidas em niveis normais e aumentadas em resposta a um estimulo. HSC (célula-tronco
hematopoiéticas) tém 3 propriedades criticas: diferenciacdo em progenitores de todas as
linhagens; alta capacidade proliferativa, como progenitora dando origem a milhares de
células sanguineas maduras; e autorrenovacao para manter o reservatério de HSC. O
progenitor mieloide primitivo é responsavel pela producdo de granuldcitos, células
eritroides (precursores de globulos vermelhos) e megacariocitos (precursores de plaquetas)
e o progenitor linfoide pela producao de linfocitos. O estroma da medula, a vasculatura e as
citocinas do ambiente da medula desempenham um papel de regulacio e mantém a

hematopoiese, contribuindo para a autorrenovacao e diferenciacdo das células 79 (Figura
16).
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Figura 16: Figura representativa da Hematopoiese 78. Baso: basdfilo; BFU: unidade formadora explosiva;
CFU: unidade formadora de col6nia; E: eritroide; Eo: eosinéfila; GEMM: granulocitica, eritroide,
monocitica e megacariocitica; GM: granuldcito, mondcito; Meg: megacariocito; NK: natural killer.

A medida que os humanos envelhecem, ocorrem muitas alteracdes na medula 6ssea, que
podem ter consequéncias clinicas. Diferencas na medula entre jovens e idosos foram
demonstradas em modelos animais e em humanos, envolvendo altera¢gdes no nimero total
de células, senescéncia, diferenciacao de linhagens, composicao celular e funcao da HSC.
Essas alteracoes provavelmente contribuem para uma maior taxa de -citopenias,

predominantemente anemia e linfopenia, e risco de malignidade hematologica 79.
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8.2 Hemograma
O exame de sangue mais comummente realizado é a contagem completa de células

sanguineas. O hemograma inclui o valor de hemoglobina, contagem de glébulos brancos,
contagem de plaquetas e indices detalhados de globulos vermelhos. Este teste é necessario
no diagnostico de anemias, cancros hematoléogicos, infecoes, estados hemorragicos agudos
e imunodeficiéncias. Também é usado para monitorizar os efeitos colaterais de certos
medicamentos 8°.

Portanto, o hemograma representa um conjunto de parametros laboratoriais que oferecem
informacdes sobre os eritrocitos (eritrograma), sobre os leucocitos (leucograma) e sobre as

plaquetas (plaquetograma) presentes no sangue.

O laboratério de hematologia do CHTV utiliza o analisador hematolégico DxH 600
(Beckman Coulter) (Figura 17) que usa uma tecnologia multidimensional de alta-definicao
para caracterizar células individuais, permitindo assim uma contagem de células
necessarias a realizacdo de um hemograma 8! (Figura 18). A técnica usada neste aparelho
tem o nome de “Principio de Coulter” e consiste na contagem e determinacao da dimensao
das células, através da detecao e medigao das alteracoes na resisténcia elétrica, sempre que
uma particula presente num liquido condutor atravessa uma pequena abertura, criando
uma resisténcia. Quanto maior a particula, maior a resisténcia, maior a voltagem. Enquanto
o ntmero de impulsos indica a contagem das particulas, o tamanho do impulso elétrico sera
proporcional ao volume celular 82. As células sanguineas nao sao condutoras de eletricidade,
portanto, quando um conjunto de células num meio condutor passa por uma pequena
abertura pela qual circula uma corrente elétrica, h4 um aumento mensuravel da impedancia
elétrica na abertura, a medida que passa cada célula. Esse aumento é proporcional ao
volume de material condutor deslocado e, portanto, ao volume celular. Assim, sao
contabilizadas e medidas as células a partir dos impulsos elétricos gerados. Os instrumentos
Coulter contam e medem os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas pela tecnologia de

impedancia 2°.
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Figura 17: Analisador hematoldgico DxH 600 (Beckman Coulter) utilizado no laboratério de hematologia
do CHTV.
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Figura 18: Gréafico representativo de uma distribui¢io celular normal, exibida pelo aparelho Beckman Coulter DxH 600.
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8.2.1 Eritrograma
O eritrograma é a parte do hemograma que estuda a linhagem vermelha do sangue

periférico (eritrocitos). E constituido pela contagem de eritrdcitos, pela quantificacio de
hemoglobina, anélise do hematocrito, calculo dos indices hematimétricos que incluem: o
Volume Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), a
Concentracao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e a Amplitude da Variacdo do
Volume dos Eritrocitos (RDW).

8.2.1.1 Eritrocitos
A maioria dos eritrécitos (hemacias ou glébulos vermelhos) (Figura 19) normais tém

formato de disco biconcavo com didametro médio de cerca de 7,5 um. O formato e a
flexibilidade normais do eritrocito dependem da integridade do citoesqueleto ao qual esta
ligada a membrana lipidica. O aparecimento de formatos anémalos pode resultar de um
defeito primario do citoesqueleto ou da membrana, ou decorrer de fragmentacao
eritrocitica ou de polimerizacao, cristalizacao ou precipitacdo da hemoglobina. Estas células
sdo especializadas no transporte de oxigénio dos pulmdes aos tecidos e do CO. no sentido
inverso. Apresentam um tempo de vida médio de 120 dias, sendo posteriormente
fagocitados pelo RE (reticulo endoplasmatico) 2°.

A membrana do eritrocito é constituida por uma dupla camada lipidica, atravessada por
varias proteinas transmembranares, sendo as mais importantes a Proteina 3 e as
Glicoforinas. Para descrever as células normais, sao utilizadas as seguintes nomenclaturas:
1) normocitico, que significa que as células tém um tamanho dentro da normalidade e 2)
normocromico, que significa que as células contém uma quantidade e uma concentracao de
hemoglobina dentro da normalidade 2°. Esta nomenclatura é 1til para classificar o tipo de

anemia, no caso de esta estar presente.

Figura 19: Eritrocitos visualizados ao microscopio. Imagem obtida do laboratério de hematologia do CHTV.
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8.2.1.2 Hemoglobina
A hemoglobina (Hb) é o principal componente dos eritrocitos, é uma proteina conjugada

que tem como func¢ao primaria transportar oxigénio dos pulmoes para os tecidos, ligando e
libertando O, *. Na maioria dos vertebrados, a Hb é um tetramero, constituido por duas
subunidades a (a1 e a2) e duas subunidades B (B1 e B2) que sdo estruturalmente
semelhantes e aproximadamente do mesmo tamanho. Portanto, uma molécula de Hb é
constituida por dois pares de cadeias polipeptidicas e quatro grupos prostéticos heme, cada
com um atomo de ferro ferroso. A Hb reduzida é aquela em que o ferro nao est4 associado
ao oxigénio. Quando cada grupo heme esta associado a uma molécula de oxigénio, a Hb é
denominada de oxi-hemoglobina (HbO.). Quando o ferro é oxidado ao estado férrico, ha
formacao de meta-hemoglobina e a molécula perde a capacidade de transportar oxigénio e
di6xido de carbono 83.

A estimativa correta da Hb é importante, pois constitui um dos testes de rotina importante
para o diagnostico de anemias, classificando-se de acordo com a nomenclatura referida na

subseccao anterior.

8.2.1.3 Hematocrito
Os eritrocitos ocupam 40-48% do volume de sangue num adulto saudavel. A fracao

volumétrica de eritrocitos é chamada de hematocrito (Het) e é um dos parametros descritos
num hemograma. Trata-se da proporcao do volume de eritrocitos em relacao ao volume
total de sangue. E expresso tanto em percentagem como em L/L. As medicoes do Het podem
ser solicitadas quando ha suspeita de que um doente esta anémico ou sofre de desidratacao,

perda de sangue ou outras condi¢oes médicas e cirargicas %84,

8.2.1.4 Iindices Hematimétricos
Wintrobe introduziu calculos para determinac¢iao do tamanho, contetido e concentragio de

Hb dos eritrocitos. Esses indices hematimétricos sdo vantajosos para a caracterizacao
morfologica das anemias. Podem ser calculados a partir da contagem dos eritrocitos, da

concentracao de Hb e do Het .

e VCM

Este parametro corresponde ao volume médio dos eritrocitos, expresso em fentolitros.
E um pardmetro muito ttil para a classificacio das anemias, pois est4 relacionado com
alteracoes no tamanho dos glébulos vermelhos. A anemia -classifica-se como
normocitica quando os valores de VCM se encontram dentro dos valores de referéncia
(82-98fl), como macrocitica quando os valores de VCM sao superiores a 98fL

(eritrocitos macrociticos) e como microcitica quando o valor é inferior a 82fL
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(eritrocitos microciticos). E determinado automaticamente pelos aparelhos, mas pode

também ser calculado a partir da férmula 2°:

Hct (%
VCM (fL) = (%) o X 10
Eritrocitos X (—)
uL

e HCM
Este parametro fornece informacgoes acerca do contetido (peso) médio de Hb nos
eritrocitos, sendo calculado a partir da concentracdo de Hb e da contagem de globulos

vermelhos. O valor é expresso em picogramas 20,

Hb (g/dL)
HCM (pg) = 106 X 10
Eritrocitos X (—)
uL

¢ CHCM

Este indice hematimétrico corresponde a concentracao média de Hb presente num dado
volume de eritrocitos concentrados e é expresso em g/dL. E calculado a partir da
concentracdo de Hb e do Hct. Também é um parametro usado na classificacdo das
anemias. Identificam-nas morfologicamente, como normocrémicas quando os valores
de CHCM se encontram dentro dos valores de referéncia (32-35g/dL), ou hipocrémicas,

para valores inferiores a 32g/dL (eritrocitos hipocrémicos) 20,

__Hbl9/dl) __ o 100 OU CHCM (g/dL) = 2<%

Hematécrito (%) veM

CHCM (g/dL) =

8.2.1.5 RDW
A amplitude da variacao do volume dos eritrocitos ou indice de anisocitose é um parametro

que auxilia a classificacio de uma anemia. E um parametro simples que reflete o grau de
heterogeneidade do volume eritrocitario (convencionalmente conhecido como anisocitose)
1,85,

Um aumento do RDW reflete uma profunda desregulacao da homeostase dos eritrocitos
envolvendo tanto a eritropoiese como o metabolismo e a sobrevivéncia anormais dos
eritrocitos, o que pode ser causado por uma variedade de anomalias, a saber, encurtamento
do comprimento dos telémeros, stress oxidativo, inflamacao, fragmentacao eritrocitaria,
deficiente estado nutricional, hipertensao, dislipidemia e alteracdo da funcdo da

eritropoietina 8.
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8.2.1.6 Reticulécitos
Os eritrocitos em mamiferos sao derivados de progenitores megacariocitos eritroides

(MEPs). Das células precursoras até as células maduras diferenciadas ocorrem uma série de
etapas de maturacdo chamadas coletivamente de eritropoiese terminal e podem ser
seguidas morfologicamente. As células imaturas que antecedem o reticuldcito, sao
cronologicamente o pro-eritroblasto, eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatico e o
eritroblasto ortocromatico. Durante a eritropoiese terminal, o nicleo é progressivamente
condensado e no eritroblasto ortocromético é expulso para fora do citoplasma, originando
a altima célula imatura desta linhagem, o reticulocito 8. Portanto, os reticulécitos sao
eritrocitos jovens, recém-libertados pela medula 6ssea e que ainda contém RNA
ribossémico. Os reticul6citos permanecem na medula 6ssea de 24 a 48 horas antes de serem
libertados para a corrente sanguinea. Fornecem uma medida quantitativa da eritropoiese
no quadro de anemia, apesar de ndo fornecerem informacgdes relativamente a sua qualidade,
permitindo apenas a distin¢ao entre anemias hipoproliferativas (diminuicado da producao)
e anemias hiperproliferativas (aumento da perda ou destruigao) 2°.

O método de medicao dos reticuldcitos faz-se através do corante azul-de-metileno ou azul
de cresil brilhante, pois ativa e agrega substancias basofilicas dentro dos reticuldcitos,

resultando num padrao de coloracgao granular de facil visualizacao microscopica.

8.2.2 Leucograma
O leucograma é a parte do hemograma que se destina ao estudo da linhagem branca do

sangue periférico (leucécitos). E constituido pela contagem global e pela contagem
diferencial dos glébulos brancos. O resultado é expresso sob a formula leucocitaria (valores
relativos e absolutos) de cada subtipo leucocitario, sendo eles: Neutrofilos, Linfocitos,

Monocitos, Eosinéfilos e Basofilos.

8.2.2.1 Leucdcitos
Os leucocitos (Globulos Brancos) do sangue periférico normal sao células esféricas que

podem ser classificadas como polimorfonucleares e mononucleares; o tltimo termo inclui
linfocitos e monoécitos. Os leucocitos polimorfonucleares sao também denominados
granulécitos polimorfonucleares ou apenas granulocitos 2°.

Os leucdcitos tém como funcdo a defesa do organismo, como proteger contra
microrganismos invasores e outras células anormais e eliminar detritos celulares. A
contagem de leucdcitos total normal esta entre 3,7 € 9,5 x 103/uL nos homens e 3,9 a 11,1 x
103/uL. nas mulheres. A elevacdo da contagem de leucdcitos serve como marcador de
ativacdo imunolégica e inflamacao e é observada em infecoes, lesdes, doencas
hematologicas e alergias. Nas ultimas décadas, as contagens elevadas de leucdcitos no

sangue periférico foram consistentemente associadas a um risco aumentado de doenca
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cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico, doenca hepéatica gordurosa

nao alcodlica, entre outros.?”.

8.2.2.2 Neutroéfilos
O neutrofilo (Figura 20) maduro mede 12-15 um de diametro. O citoplasma é acidofilo, com

muitos granulos delicados. S3o menores que os monocitos e eosinoéfilos e discretamente
maiores que os basofilos. O nucleo é corado intensamente, irregular e, por vezes, assume
formas comparaveis as letras E, Z e S. Um neutrofilo segmentado possui pelo menos dois
de seus lobos separados por um filamento. Um neutréfilo bastonete pode apresentar tanto
uma fita de material nuclear, mais espessa que o filamento que conecta os lobos, quanto um
nicleo em forma de U com espessura uniforme. Os neutréfilos segmentados correspondem,
em média, a 56% dos leucdcitos, com intervalos de referéncia entre 1,7 e 6,1 x 103/uL nos

homens e 1,7 a 7,5 x 103/uL nas mulheres *2°,

Figura 20: Exemplo de um neutréfilo observado ao microscépio. Imagem obtida do laboratério de hematologia
do CHTV.

8.2.2.3 Linfocitos
Os linfécitos (Figura 21) sdo células mononucleares desprovidas de granulos

citoplasmaticos especificos. O diametro dos linfécitos do sangue periférico varia de 10 a 16
um. Os linfécitos pequenos (10-12 pum), que predominam, tém citoplasma escasso e ntcleo
redondo, ligeiramente indentado, com cromatina condensada. Os linf6citos grandes (12-16
um), que constituem cerca de 10% dos linfocitos circulantes, tém citoplasma mais
abundante e cromatina nuclear menos condensada. O citoplasma, por ser levemente
basofilo e cora-se em azul-palido. Os linfocitos representam, em média, 34% de todos os
leucocitos, apresentando uma variacao de 1,0 a 3,2 x 103/pL. Os linfocitos e seus derivados
- os plasmdcitos - fazem parte da defesa imunitaria do corpo humano 20, tal como todas as

células da linhagem branca.
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Figura 21: Exemplo de um linf6cito observado ao microscopio. Imagem obtida do laboratério de hematologia
do CHTV.

8.2.2.4 Monédcitos
O monocito (Figura 22) é a maior célula presente no sangue periférico normal, com um

didmetro de 12-20 um. Apresenta um ntcleo irregular, geralmente lobulado. O citoplasma
é abundante e azul-acinzentado, com aspeto de vidro fosco, e muitas vezes contém granulos
finos de cor vermelha a parpura que sao menos distintos e menores que os granulos dos
neutréfilos. Nalguns casos podem ser observados granulos azuis. O contorno celular é
irregular, e o citoplasma pode ser vacuolizado. Monbcitos produzidos sob condicoes de
estimulo da medula Ossea, como infecdo ou recuperacdo de uma supressao da
hematopoiese, mostram aumento da relacao nucleo-citoplasma, padrao mais delicado da
cromatina, nucléolos e aumento do nimero de vactolos. Os mondcitos correspondem, em
média, a 4% dos leucocitos, e o intervalo de referéncia para adultos é de aproximadamente

0,2 2 0,6 x 103/uL 120,

Figura 22: Exemplo de um monécito observado ao microscopio. Imagem obtida do laboratério de
hematologia do CHTV.

8.2.2.5 Eosinofilos
O eosindfilo (Figura 23) é um pouco maior do que o neutrofilo, com um didmetro de 12-17

um, normalmente com nucleo bilobulado, mas pode ser trilobulado. A estrutura destas

células assemelha-se a dos neutrofilos polimorfonucleares, com a diferenca que, em vez de
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granulos neutrofilicos, o citoplasma contém granulos maiores, arredondados ou ovais, que
apresentam forte afinidade para corantes acidos. Sao reconhecidos com facilidade através
do seu tamanho e da cor dos granulos, que se coram de vermelho brilhante pela eosina. O
citoplasma é incolor. Os eosindfilos, em média, correspondem a 3% da populacao de
leucocitos de um individuo adulto, com um valor de referéncia de 0,03 a 0,46 x 103/uL %20,
Os eosinofilos desempenham um papel homeostatico nas respostas imunes do corpo. Estas
células estao envolvidas no combate a algumas infecoes parasitarias, bacterianas e virais e
certos tipos de cancro. Tém funcOes patologicas em doencas como asma, rinossinusite
cronica com pdlipos nasais, distirbios gastrointestinais eosinofilicos e sindromes

hipereosinofilicas 88.

Figura 23: Exemplo de um eosinéfilo observado ao microscopio. Imagem obtida do laboratério de hematologia
do CHTV.

8.2.2.6 Basoéfilos
Em geral, os basofilos (Figura 24) assemelham-se aos neutroéfilos, exceto pelo nticleo menos

segmentado e pelos granulos maiores com forte afinidade por corantes bésicos. O baséfilo
tem tamanho semelhante ao do neutroéfilo (10-14 um de didmetro). O nicleo é geralmente
escuro devido aos granulos preto-arroxeados. Os basofilos apresentam granulos anormais
em varias condicOes hereditarias. Os granulos podem estar em nuimero reduzido em
neoplasias mieloproliferativas e sindromes mielodisplasicos, em condicoes alérgicas agudas
(como urticaria e choque anafilatico) e durante a hiperlipemia p6s-prandial, pode ocorrer
desgranulacdo. Os basofilos sdo os leucocitos menos numerosos no sangue periférico
normal, representando em média 0,5% do total, sendo os valores de referéncia de 0,02 a

0,09 x 103/uL 120,
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Figura 24: Exemplo de um baséfilo observado ao microscopio. Imagem obtida do laboratério de hematologia
do CHTV.

8.2.3 Plaquetograma
O plaquetograma ¢ a parte do hemograma que se destina ao estudo das plaquetas presentes

no sangue periférico. Envolve a contagem de plaquetas e a avaliacao da sua morfologia para

a determinacao do Volume Plaquetar Médio (MPV) e da Variacao entre Volumes (PDW).

8.2.3.1 Plaquetas
As plaquetas sao discos finos com didmetro de 1,5 a 3 um. Contém granulos finos azuréfilos,

dispersos no citoplasma ou concentrados no centro. Em sangue colhido para o tubo que
contém K;EDTA, as plaquetas geralmente permanecem separadas umas das outras; em
sangue nativo, mostram uma tendéncia a agregar-se. Tém funcao de atuar na homeostasia,
na manutencdo da integridade vascular e no processo de coagulacio sanguinea.
O valor considerado normal para a contagem das plaquetas é entre 150 000 e 450
000 plaquetas/uL de sangue *:20.

As plaquetas desempenham um papel importante nos vasos sanguineos. Ap6s a sua
formacao a partir dos megacariocitos, as plaquetas permanecem em circulacio por 5 a7 dias
e funcionam principalmente como reguladores da hemostasia e trombose 89. As plaquetas
também desempenham papéis secundarios como auxilio na regulacao da angiogénese e

imunidade inata 9°.
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Tabela 14: Tabela com exemplos de plaquetas observadas ao microscopio. Imagens obtidas do CHTV.

Nome Imagem

Plaquetas

Agregados Plaquetares

Plaqueta Gigante

8.2.3.2 MPV
MPV corresponde ao volume plaquetar médio em circulagao e é expresso em fentolitros. Os

valores de MPV para individuos normais, segundo o aparelho do CHTV, vao de 6,36 a 11,36
fL 20,

8.2.3.3 PDW
PDW da informacao acerca da amplitude de distribuicdo (volumétrica) das plaquetas,

indicando a presenca de anisocitose plaquetar e é expresso em fentolitros ou percentagem.

Os valores considerados normais, segundo o aparelho do CHTV, sao de 7,9 a 11,3 fL 2°.
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8.2.4 Execucao e observacao de esfregacos de sangue periférico
De modo a visualizar as células ao microscopio, é necessario fazer um esfregaco de sangue

periférico e corar a lamina adequadamente. Estas laminas sao preparadas e examinadas
apenas em alguns casos especificos. H4 diretrizes para a escolha, frente aos dados
numéricos e alertas dos resultados do contador automatico, havendo a necessidade de
complementar o resultado do hemograma com microscopiazc. A Figura 25 mostra o
procedimento correto para obter um bom esfregaco de sangue periférico, como tive

oportunidade de efetuar no laboratorio de hematologia.

Figura 25: Procedimento na preparacao de um esfregaco de sangue periférico 78.

Relativamente a coloracdo, o CHTV realiza a coloragdo de Wright para permitir a
visualizacdo das células sanguineas ao microscopio. A coloracdo de Wright é um dos

métodos de coloracao mais utilizados, tendo como objetivo corar esfregacos de sangue
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periférico. Através deste método de coloracao, diferentes tipos de células sanguineas podem
ser diferenciados adequadamente 9.

A coloracao de Wright é um procedimento de natureza policromatica composta por azul de
metileno e mistura de eosina. Utiliza metanol, para garantir a fixacao das células a 1amina
antes da coloracao 9.

Existem dois tipos de corantes usados na coloracao de Wright: um é corante ani6nico na
forma de Eosina Y e o outro é um corante cationico na forma de azul de metileno. O tampao
é utilizado para diluir a solucao, o que desencadeia o processo de ionizacao 9.

A eosina tem funcdo de corar componentes primarios como granulos de hemoglobina e
eosinofilicos, mudando a cor de laranja para rosa. Os componentes celulares classificados
como acidos sdo corados pelo azul de metileno, como acidos nucleicos e granulos basofilicos
91,

Apoés o esfregaco estar completamente seco, aplica-se 1imL do corante de Wright durante 2
min, passa-se suavemente por agua e depois aplicam-se 2mL de tampao fosfato pH 7,2

durante 4 min. Em seguida enxagua-se e deixa-se secar para visualizar ao microscopio.

Existe ainda outra coloracao especifica para as laminas de medula 6ssea. Quando estas
chegam ao laboratorio, primeiramente confirma-se o seu estado e s6 depois se procede as
respetivas coloracoes. Sao efetuadas tanto a coloracao de Wright, como a coloracgao de Perls.
A coloracao de Perls baseia-se na reacao entre o ferrocianeto 4cido e o ido férrico (Fe3*) da
hemossiderina, com consequente formagao de ferrocianeto férrico, que cora azul intenso
(azul-da-Prussia). Este tipo de coloracdo tem como principal objetivo permitir a

visualizacdo microscopica de ferro em amostras de medula 6ssea 2°.

8.3 Velocidade de Sedimentacao Eritrocitaria

A velocidade de sedimentacao eritrocitaria (VS) é considerado um teste inespecifico, no
entanto é um importante marcador indireto da resposta inflamatéria aguda, aparecendo
aumentada na presenca de infecoes e processos inflamatorios cronicos e agudos. Quando
sangue venoso bem homogeneizado é colocado num tubo posicionado na vertical, os
eritrocitos tendem a sedimentar. Portanto, a VS, mede a taxa na qual os eritrocitos
sedimentam durante um periodo de tempo especifico em mm/hora +:92.

No CHTV o aparelho automatico para a medicao da VS é o ALIFAX Test 1 BCL (Beckman
Coulter) (Figura 26). Existem varios métodos diferentes para determinar a VS, o método
Westergren convencional é ainda considerado o de referéncia. Este método mede a
sedimentacao de eritrocitos apés uma hora num tubo vertical, analisando assim as 3 fases
do processo: agregacao, sedimentacao e empacotamento. Por razoes praticas, o método de

Westergren é pouco utilizado na determinacao de rotina da VS, pois apresenta risco de
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infecdo (tubos abertos), necessita de volumes de sangue relativamente grandes e, tem um
tempo de analise demorado (uma hora) 9. No CHTV o aparelho automatico para a medicao
da VS é o ALIFAX Test 1 BCL que utiliza um método de medicao de VS alternativo por
tecnologia fotométrica cinética capilar. O sangue é centrifugado e depois de perfurar a
tampa de borracha do tubo com uma agulha fixa sdo efetuadas leituras de densidade otica
durante 20 segundos, diretamente relacionadas com o grau de agregacao de eritrocitos,
sendo lido por um fotémetro. Os resultados sdo transformados num valor do método
Westergren (método classico), expresso em milimetros por hora (mm/h) 94.

Os valores de referéncia para este parametro laboratorial sdo para homens saudéaveis 0-15

mm/h e para mulheres saudaveis <20 mm/h.

Figura 26: ALIFAX Test 1 BCL. Imagem obtida do laboratério de hematologia do CHTV.

8.4 Hemostase
A hemostase é definida como um processo fisiologico que estabelece o equilibrio entre o

risco de hemorragia e o risco de trombose. Trata-se de um equilibrio dinamico entre
ativadores e inibidores. Sendo assim, apos lesdo de um vaso sanguineo, a hemostase tem a
principal func¢ao de controlar a hemorragia, induzindo a formacao de um coagulo, de forma

vigiada e rapida. A hemostasia ocorre no compartimento vascular revestido pelo endotélio.
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A hemostasia normal e a trombose envolvem indmeros fatores, que incluem plaquetas,
granuldcitos e monocitos, bem como fatores de coagulacao (formacao do coagulo), fatores
do sistema fibrinolitico (lise do coagulo) e de proteinas anticoagulantes (reguladores).
Portanto, podem destacar-se 3 fases da hemostase: hemostase priméaria (formacao do
trombo plaquetar), coagulacdo (ocorre em cascata com a presenca de varios fatores) e
fibrindlise (dissolucio do coagulo). E regulada tanto por fatores intravasculares como
extravasculares. Estes tltimos envolvem os tecidos localizados na periferia dos vasos e
também os que estdo na estrutura vascular lesada, local onde ocorre um processo de
vasoconstricao reflexa e formagao de um coagulo primario. Ja os intravasculares consistem
em fatores plaquetares, proteinas plasmaticas, fosfolipidos e iGes célcio que estdo

envolvidos na coagulacao sanguinea 78,

8.5 Coagulacao

O sistema de coagulacio é essencial para a manutenc¢ao de um sistema circulatério fechado
de alta pressdo. A ativacao apropriada da coagulacdo em resposta a lesao vascular é
necessaria para uma hemostasia efetiva. A coagulacao é frequentemente dividida em 3
etapas:

1) hemostasia primaria que é iniciada pelo acimulo e ativacao de plaquetas no local da lesao
vascular;

2) hemostasia secundaria que termina com a formacao de uma rede de fibrina;

3) hemostasia terciaria que comeca com a reticulacao da fibrina e termina com a dissolucao
do trombo (que inclui fibrinolise) 95.

Os testes clinicos de coagulacao sao ensaios funcionais que avaliam a taxa de formacao de
coagulos a partir do momento em que a cascata de coagulacao é ativada. Estes testes sao
usados para identificar defeitos das vias comuns, extrinseca e intrinseca da cascata de
coagulacdo. As medicoes do tempo de protrombina (PT), tempo de tromboplastina parcial
ativado (aPTT) sao frequentemente usadas para detetar anomalias da hemostasia
secundaria. A medicao de fibrinogénio é normalmente utilizada para detetar deficiéncias de
fibrinogénio e defeitos da sua atividade 9.

Em caso de hemorragia, primeiramente ocorre vasoconstricio dos vasos sanguineos,
seguidamente adesao as fibras do colagénio pelo fator von Willebrand e depois agregacao

plaquetar formando o rolhdo plaquetar de modo a minimizar a hemorragia inicial 2°.

Apos estes processos segue-se a hemostase secundaria que é dependente dos fatores da
coagulacdo. A cascata de coagulacao é assim denominada devido a ocorréncia de acoes em
cadeia. O modelo cléssico de coagulacao, refletido pela cascata de coagulagio (Figura 27),
foi proposto cientificamente pela primeira vez em 1960. E constituida por duas vias: via

extrinseca e via intrinseca que convergem, formando a via comum a partir da ativacao do
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fator X. A via extrinseca é refletida pela ativacao do fator tecidual do fator VII (PT) exposto
pela lesao vascular com o fator VIIa plasmaético, que, por sua vez, ativa IX e X, o que resulta
na formacdo de pequenas quantidades de trombina. J4 a via intrinseca é refletida pela
ativacado da via de contato (aPTT). Essas vias convergem para uma via comum, ligando-se
pela producao de trombina pelo complexo protrombinase e pela conversao do fibrinogénio
em fibrina pela trombina. Estas reacoes ocorrem nas superficies dos fosfolipidios que

aparecem na superficie das plaquetas ativadas 9798,

Por fim, ocorre a tltima etapa denominada fibrinélise. O sistema fibrinolitico endégeno é
ativado para eliminar a fibrina formada anteriormente, de modo a manter a permeabilidade
da circulagdo. O plasminogénio d4 origem a plasmina que ira dissolver a fibrina. A plasmina
¢ a principal protease ativada para digerir os produtos de degradacdo. A regulacao
fisiologica da fibrindlise ocorre principalmente por meio de inibidores do ativador do

plasminogénio e da antiplasmina que inibem a plasmina 97.

Ativagado da Tromboplastina
superficie tecidual
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Figura 27: Figura representativa da cascata de coagulacdo sanguinea 78.

8.5.1 Estudo da Hemostase
ACL TOP 700 (Instrumentation Laboratory, Werfen) (Figura 28) é um equipamento para

analise da hemostase utilizado no laboratério de hematologia do CHTV. Pode realizar
medicoes  coagulométricas  (turbidimétricas), = cromogéneas (absorvancia) e

imunologicas99-10°:
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e O principio da dete¢do coagulométrica (turbidimétrica) é usado no sistema para
medir e registar o tempo necessario para uma amostra de plasma coagular. Esta

técnica avalia o ponto final de coagulacao medindo a mudanca na densidade otica.

e Os canais cromogéneos utilizam o principio colorimétrico de medicao de
absorvancia na cuvete. Um sensor 6tico 1€ a luz (405 nm) que passa pela cuvete. A
luz é absorvida pelo fluido é diretamente proporcional a concentracdo de
paranitroanilina. A quantidade de luz que chega ao fotodetetor é convertida num

sinal elétrico que é proporcional a atividade da enzima.

e O principio da medicao imunolégica é usado no sistema para medir e registar
diretamente a quantidade de um analito. Esta técnica avalia a concentragao fisica do
analito (e ndo a sua atividade) medindo a mudanca na densidade o6tica. Embora

semelhante ao método turbidimétrico, o método imunoldgico baseia-se na formacao

de complexos antigeno-anticorpo para efetuar a transmissao da luz.

Figura 28: Aparelho ACL TOP 700 (IL) utilizado no laboratério de hematologia do CHTV.

8.5.2 Estudos de coagulacao
Os estudos da coagulacao sao efetuados em plasma colhido a partir de um tubo de citrato

de sbdio centrifugado.

Varios testes de triagem sao usados no laboratério clinico para um doente com um problema
hemorragico, com o intuito de classificar e diagnosticar a base do distarbio. As proteinas da
coagulacao sao classificadas como membros do sistema intrinseco, do sistema extrinseco ou

da via comum. Esta abordagem permite um diagnoéstico diferencial pratico no sentido de
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definir qual(is) proteina(s) pode(m) ser afetada(s) com base nos resultados de uma série de
testes de triagem, portanto os fatores podem ser doseados individualmente 20,

No CHTV, o estudo da coagulacao divide-se em coagulacao normal e coagulacao especial.
Na coagulac¢ao normal sdo avaliados parametros como TP, aPTT, d-dimeros e fibrinogénio.
Na coagulacio especial podem ser avaliados parametros para estudo da trombofilia (AT,
proteina C e proteina S), do anticoagulante lapico, do fator de Von Willebrand ou
doseamento de qualquer fator especifico da cascata de coagulacio, caso seja pedido pelo

médico.

Na Tabela 15 estdo presentes os fatores que participam na cascata de coagulagao 7.

Tabela 15: Namero e respetivo nome dos fatores presentes na cascata de coagulacao.

Numero do fator Nome
I Fibrinogénio
II Protrombina
III Fator tecidual
A Fator 14bil
VII Proconvertina
VIII Fator anti hemofilico
IX Fator de Christmas
X Fator Stuart-Prower
XI Antecedente da tromboplastina plasmética
X1I Fator Hageman
XIII Fator estabilizador da fibrina

8.5.3 Tempo de Protrombina
O TP esta relacionado com a via extrinseca e avalia os fatores VII, X, V, II e fibrinogénio.

Também é um parametro 1til na monitorizacao de doentes com terapéutica anticoagulante
oral. O valor de referéncia para uma coagulacio normal varia de 10 a 14 segundos. E
normalmente expresso em INR (International Normalized Ratio) e deve variar entre 2 e 3,
no caso de pessoas sob tratamento com anticoagulantes orais 2°.

O teste mede o tempo (em segundos) necessario para a formacao do coagulo apos o reagente
de tromboplastina (uma mistura de fatores tecidulares (TFs), lipidos e cloreto de célcio) ser
adicionado ao plasma pobre em plaquetas (PPP). Se o PT for corrigido apds a adi¢ao de

plasma normal, esta implicita a deficiéncia congénita ou adquirida do(s) fator(es) de
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coagulacao, enquanto, se o PT permanecer prolongado apo6s a adicao de plasma normal,
aumenta a possibilidade de existéncia de inibidores. Defeitos adquiridos de fatores de
coagulacdo que prolongam o PT sdo comummente observados em pessoas com deficiéncia

de vitamina K 98,

8.5.4 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
O aPTT esta relacionado com a avaliacao das alteracOes da via intrinseca e/ou comum da

coagulacao avaliando os fatores VIII, IX, XI e XII, além dos fatores X, V e fibrinogénio.
Também é 1util na monitorizacdo de doentes com terapéutica através de anticoagulante
endovenoso (heparina) e para monitoriza¢ao de hemofilia. O tempo normal para coagulacao
é de 30 a 40 segundos 20101,

Para realizar este teste, incubam-se fosfolipidos no plasma do doente com citrato de sédio
por varios minutos. Acrescenta-se entao cloreto de calcio e mede-se o tempo necessario para
a formacao de um coagulo. Os fosfolipidos e os i0es de calcio funcionam como ativadores de
contacto dando origem ao inicio da cascata de coagulacao que culmina na formacao do
coagulo de fibrina. O tempo que o plasma demorar a formar o coagulo corresponde ao

tempo de tromboplastina parcial ativada .

8.5.5 Fibrinogénio

O fibrinogénio, ou fator I, é uma glicoproteina sintetizada no figado. E um substrato para a
trombina e é considerado a principal molécula de adesao que atua na agregacao plaquetéaria.
Os niveis de fibrinogénio afetam a velocidade de formacdo do coagulo. Também é
considerado uma proteina de fase aguda encontrando-se elevada em processos
inflamatorios. Os valores de referéncia para o doseamento do fibrinogénio vao de 200 a 400
mg/dL .

A quantificacdo do fibrinogénio é feita através do método de Clauss. Neste procedimento
adiciona-se excesso de trombina ao plasma diluido e mede-se o tempo de coagulacdo
resultante. O tempo de coagulacdo é inversamente proporcional a concentracio de

fibrinogénio plasmatico 2.

8.5.6 D-Dimeros
D-dimeros sao um dos varios fragmentos que sao produzidos quando a plasmina, a enzima

ativada através da via fibrinolitica, cliva a fibrina para degradar os coagulos. Este fragmento
forma epitopos tnicos que podem ser direcionados por anticorpos monoclonais em ensaios
de D-dimero para confirmar que a cascata de coagulaciao estd a formar trombina 03,
Portanto, D-dimeros sao biomarcadores de formacao e degradacao de fibrina que podem
ser medidos no sangue total ou no plasma. Individuos saudaveis tém baixos niveis de D-
dimeros circulantes. A quantificacao de D-dimeros tem sido usada para prever quais sao os

doentes mais propensos a desenvolver tromboembolismo venoso 04,
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O aparelho ACL TOP 700 usa ensaios de aglutinacao de latex contemporaneos através de
técnicas imunoturbidométricas para detetar D-dimeros, conjugado com esferas de latex
revestidas com anticorpos monoclonais. Isto é, quando o plasma que contém D-dimeros se
mistura com o reagente latex e o tampao de reacao, as particulas aglutinam. O grau de

aglutinacao é proporcional a concentracdo de D-dimeros no plasma 5.

8.5.7 Estudo da Trombofilia

8.5.7.1 Antitrombina
A antitrombina (AT, também chamada AT III) é uma glicoproteina produzida no figado. E

um inibidor da serina protease da superfamilia das serpinas que regula a atividade
proteolitica das proteases pro-coagulantes das vias intrinseca e extrinseca. A funcao da
antitrombina é inibir todas as proteases pro-coagulantes da cascata de coagulacdo do
sangue, os seus alvos primarios parecem ser a trombina e os fatores Xa e IXa. A deficiéncia
adquirida ou congénita de AT est4 associada ao aumento do risco de trombose venosa e
embolia pulmonar %106,

De modo a quantificar o principal inibidor fisiol6gico da coagulacao, incuba-se o plasma
com o reagente Fator Xa, na presenca de excesso de heparina e quantifica-se a atividade do
Fator Xa residual com um substrato cromogéneo sintético, que liberta paranitroanilina.
Esta dltima é monitorizada cineticamente a 405 nm sendo o seu nivel inversamente

proporcional a AT presente na amostra °7.

8.5.7.2 Proteina C
A proteina C (PC) é uma pro-enzima serina protease dependente de vitamina K que é

convertida em proteina C ativada (APC) pelo complexo trombina e trombomodulina. Apos
a ativagao, a APC forma um complexo com a proteina S na superficie do fosfolipido para
inativar rapidamente os fatores Va e VIIIa, evitando gerar trombina, aumentando assim a
atividade fibrinolitica no plasma. A sua quantificacao deteta a hipercoagulacao associada a
trombose venosa. O seu défice pode ser adquirido, estando associado a hepatopatias,
terapéutica com anticoagulantes orais e em situacdes de coagulacdao intravascular
disseminada 08,

A avaliacao da Proteina C é feita por incubacao do plasma com um ativador de PC (veneno
de serpente), com conversao em APC que é depois quantificada utilizando um substrato

cromogéneo sintético, similar ao da AT 09,

8.5.7.3 Proteina S
Ao contrario de outras proteinas plasmaticas dependentes de vitamina K, a proteina S (PS)

nao é uma serina protease, mas funciona como um cofator no sistema da proteina C ativada,

aumentando os seus efeitos. O complexo APC e PS na superficie fosfolipidica das plaquetas
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ou de outras células, rapidamente inativa os fatores Va e VIIla, diminuindo de forma
significativa a formacao de trombina nas vias pré-coagulantes 1°8. Portanto, a proteina S é
uma molécula que atua como cofator nao enzimatico, ligando-se em equilibrio a uma grande
proteina do complemento - a binding protein C4b (60%). Somente a forma livre da PS
possui atividade de cofator, correspondente a 40% .

A deficiéncia de PS pode ser congénita ou adquirida. Esta tltima pode ser observada
durante a gravidez, na terapia com anticoagulante oral, com o uso de anticoncecionais orais,
nas hepatopatias, recém-nascidos e outras condicoes clinicas. A deficiéncia de proteina S
esta associada a um risco aumentado de tromboembolismo venoso 08,

A presenca de PS livre é determinada pela avaliacdo do aumento da turbidimetria resultante
da aglutinacao de dois reagentes de latex com o plasma do doente, na presenca de i6es Ca2*,
sendo o grau de aglutinacao diretamente proporcional a concentracao de PS livre presente

no plasma o,

8.5.8 Anticoagulante Lapico
Os anticorpos antifosfolipidos (aPL) sao fatores de risco adquiridos para trombose e

desfechos adversos na gravidez. Quando os doentes apresentam trombose ou morbilidade
relacionada com a gravidez e aPL persistentes, sao diagnosticados com sindrome anti-
fosfolipidico (APS) de origem autoimune. O termo "aPL" refere-se a um grupo heterogéneo
de autoanticorpos direcionados contra uma ampla variedade de proteinas com afinidade
por fosfolipidios carregados negativamente, incluindo vérios fatores de coagulacao e outras
proteinas plasmaticas como PT, PS, trombomodulina, entre outras. O termo anticoagulante
Iapico (AL) é aplicavel a esses anticorpos que que afetam as reacoes das proteinas da
coagulacao. O AL interfere de forma variavel no aPTT e no PT »11,

O AL deve prolongar o tempo de coagulacao de um teste fosfolipidico dependente, portanto
nao deve haver correcao do prolongamento do tempo ao adicionar plasma normal. Para a
detecao de AL sao utilizados dois métodos: o veneno de vibora de Russell diluido (dRVVT)
e o Teste Silica Clotting Time (SCT). Sao realizados testes de rastreio (Sreening) e
confirmatorios (Confirm) para cada um. O teste de Screen SCT possui uma baixa
concentracao de fosfolipidos, o que faz com que o reagente seja altamente sensivel a
presenca do AL, prolongando o tempo de coagulacao. Ja o Confirm SCT, consiste numa alta
concentracao de fosfolipidos neutralizando o AL e consequentemente encurta o tempo de
coagulacao 2, No teste dRVVT, o veneno de vibora de Russell é encarregue de ativar o fator
X da cascata da coagulacao que leva a formacao do coagulo de fibrina na presenca do fator
V, fosfolipidos e ides calcio. O AL ao ligar aos fosfolipidos impede a acdo do veneno de vibora
de Russel e, consequentemente, prolonga o tempo de coagulacido. Se um dos testes for

positivo, a amostra é considerada positiva no estudo de AL 3.
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8.5.9 Fator de Von Willebrand
O fator de von Willebrand (vWF) é uma glicoproteina alto peso molecular, adesiva e

multimérica. Esta presente no plasma, plaquetas, células endoteliais e no subendotélio.
Durante a hemostasia primaria, o VWF medeia a adesao plaquetaria a componentes da
matriz extracelular, como o colagénio. No plasma, o VWF serve como transportador e
proteina estabilizadora para o fator VIII pro6-coagulante. Doentes com deficiéncia
quantitativa ou qualitativa das concentracoes de vWF, frequentemente associadas também
a concentracdes diminuidas de fator VIII, sdo afetados pela doenca de von Willebrand
(DVW), um distarbio hemorragico 4.

Para a determinacao quantitativa do antigénio do vWF em plasma com citrato de sédio,
mistura-se com o reagente de latex e o tampao de reacdo. Se o plasma for positivo para o
antigénio, as particulas de latex revestidas aglutinam. O grau de aglutinacao é diretamente
proporcional a concentracao de vVWF:Ag na amostra e é determinado medindo a diminuicao

da luz transmitida causada pelos agregados 5.

8.6 Citometria de Fluxo
Neste setor também é efetuada a técnica de citometria de fluxo (CF) através do equipamento

Cytimics FC 500 (Beckman Coulter). Este equipamento permite a utilizacdo de varios
fluoréforos, no entanto no laboratério de hematologia do CHTV apenas se usa para a
monitorizacao de doentes com VIH.

A CF é utilizada para contar e classificar células, assim como particulas virais, fragmentos
de DNA, bactérias, entre outros *. Utilizam-se anticorpos marcados diretamente com
fluorocromos, que permitem analisar imunofenotipicamente a expressao de dois, trés ou
quatro antigénios, junto com uma avaliacdo da intensidade de expressao de cada um deles
20.

A CF é uma ferramenta essencial para o diagnoéstico, prognoéstico e acompanhamento
terapéutico de véarias neoplasias hematologicas, assim como para imunodeficiéncias
primérias ou adquiridas. O aumento do nimero de individuos portadores de VIH
proporcionou um progresso consideravel da CF. A procura por servigos equipados com
tecnologia de quantificacao de linfécitos T CD4+ é cada vez mais frequente, e o uso de
ferramentas que melhoram a rapidez, eficiéncia e qualidade do diagndstico e monitorizacao
da imunodeficiéncia tornou-se a base da pratica clinica 1.

Na CF é utilizado um sistema para identificacao e enumeracao simultanea de percentagens
e contagens absolutas de subpopulacoes linfocitarias. O sistema Cytimics FC 500
incorporado com software CXP (anélise dos dados), é um sistema utilizado para
identificacdo e enumeracdo simultanea de percentagens e contagens absolutas de

subpopulacoes linfocitarias. Este sistema combina reagentes de anticorpos monoclonais
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fluorescentes (CD45FITC/CD4RD1/CD8ECD/CD3PC5 e CD45FITC/CD56-'RD1/CD19
ECD/CD3PCs), reagentes de controlo de qualidade, reagente de contagem absoluta e um
software incorporado para a analise automatica das populagoes de linfocitos em sangue
total. Os linfécitos B, T e natural killer (NK) sdo diferenciados através de caracteristicas
antigénicas presentes nas suas membranas celulares. Este teste baseia-se na capacidade de
um anticorpo monoclonal se ligar a superficie das células que expressam determinados
antigénios. A coloracao celular especifica é feita pela incubacdo do sangue total com o
reagente de anticorpo monoclonal anteriormente referido, uma combinacao de 4 anticorpos
monoclonais de roedor e cada um deles é conjugado com um fluorocromo especifico para
cada antigénio de superficie celular diferente. Os eritrocitos sao previamente submetidos a
uma lise e os leucocitos excedentes sao analisados no sistema de CF. A percentagem de
linfécitos é calculada segundo uma férmula fornecida pela bula do aparelho 7, expressa da

seguinte maneira:

% linfocitos totais
= 9% linfécitos T CD3(+) + % linfécitosB CD19(+)
CD3(-)

+ 9% linfocitos NKCD56(+)
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9. Laboratodrio de Bioquimica
A quimica clinica é uma ciéncia que analisa e quantifica substancias biologicamente

importantes (chamadas analitos) em fluidos corporais. Os métodos para medir essas
substancias sdo cuidadosamente projetados para fornecer avaliacbes precisas da sua
concentracdo. Os exames efetuados no setor de bioquimica sdo relacionados com a
investigacdo do funcionamento dos processos metabolicos do organismo 8. Os parametros

analisados estdo presentes na Tabela 16:

Tabela 16: Parametros avaliados no laboratério de quimica analitica do CHTV.

Grupo Parametros

Avaliagdo da fertilidade Estrogénio, FSH, LH, Progesterona, Testosterona.

Avaliagdo de anemias Folatos, Metabolismo do ferro, Vitamina B12.

Avaliacao de diabetes Glicose, Insulina.

Avaliagdo de doencas autoimunes Fator reumatoide.

Doseamento de proteinas Albumina, a1, a 2, f1, B2 e y.

Drogas de abuso Anfetaminas, Cocaina, Canabindides, Fenciclidina,
Metadona, Metanfetaminas,

Metilenodioximetanfetamina, Opiceos.

Drogas terapéuticas Antidepressivos triciclicos, Barbitaricos,

Benzodiazepinas, Oxicodona.

Ionograma Cloro, Potéssio, Sodio.

Marcador de inflamacao Proteina C Reativa.

Marcadores cardiacos CK-MB, Homocisteina, LDH, Mioglobina, Pr6-BNP,
Troponina.

Marcadores tumorais Antigénio HEA, CA 15.3, CA 19.9, CA 125, CEA, PSA
(livre e total).

Parametros do metabolismo do ferro Ferritina, Ferro, TIBC, Transferrina.

Perfil Endécrino Cortisol, FSH, Insulina, LH, Peptideo C, Prolactina,
PTH, T3, T4, TSH, Vitamina D, B-HCG.

Perfil Hepético ALT, AST, Bilirrubinas (total, direta, indireta),
Fosfatase Alcalina, LDH, y-GT.

Perfil Lipidico Colesterol HDL, Colesterol LDL, Colesterol total,
Triglicéridos.

Perfil 6sseo Célcio, Fosforo inorganico, Magnésio.

Perfil Pancreatico Amilase, Lipase.

Perfil Renal Acido urico, Albumina, Creatinina, Microalbumina,
Ureia.

Serologias CMV (IgG e IgM), EBV (IgG e IgM), Hepatite A, B, C

(antigénios e anticorpos), HIV, Rubéola (IgG e IgM),

Sifilis, Toxoplasmose (IgG e IgM)
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As amostras usadas neste setor, sdo previamente centrifugadas, tanto urina como sangue,
deste ultimo obtém-se o soro que vai permitir efetuar as quantificacoes desejadas. De modo
a facilitar a rotina de trabalho, todas as amostras, ap6s centrifugacao, sdo colocadas num
sistema automatizado da Siemens Diagnostics, Automacao Aptio, que gere a passagem das
amostras pelos varios equipamentos necessarios a realizacao dos parametros requisitados
pelo médico. Os equipamentos utilizados sao: Advia 1800 (Siemens Diagnostics), Advia
Centaur XPT (Siemens Diagnostics) e Alinity (Abbot Diagnostics).

No caso de pedidos provenientes do Servico de Urgéncia ou internamento urgente existem
equipamentos dedicados de modo a garantir a rapidez dos resultados. DxH 600 (Beckman
Coulter) para realizacdo de hemogramas, ACL Top 500 (IL - Werfen) para parametros de
coagulacao, Advia® Centaur XP (Siemens Diagnostics) e Advia® Chemistry XPT (Siemens
Diagnostics) para parametros bioquimicos e serologicos considerados urgentes e por fim

Gem®5000 (IL — Werfen) para analise de gasometrias arteriais e venosas.

No Servico de Patologia Clinica do CHTV existe, ainda, uma subseccao do sector de quimica
clinica denominada Bioquimica Especial onde sdo analisados parametros que implicam
maior dedicacao por parte dos Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica (TSDT) e
Especialistas, como eletroforeses séricas e urinarias, imunofixacoes séricas e urinarias,
eletroforeses de hemoglobinas, quantificacdo de hemoglobina glicosilada, marcadores

tumorais mais especificos, parametros de diagndstico pré-natal, serologias, etc.
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10. Laboratdério de Imunologia e Biologia Molecular

10.1 Imunologia

7

A imunologia é o estudo das moléculas, células, 6rgaos e sistemas responsaveis pelo
reconhecimento e elimina¢ao de substancias estranhas (nao proprias), como componentes
do corpo que respondem e interagem entre si, estudo das consequéncias desejaveis e
indesejaveis das interacoes imunologicas e as formas como podem manipular o sistema
imunoldgico, de forma benéfica, para proteger ou tratar doencas. As células do sistema
imunologico consistem em linfécitos (elementos celulares especificos), células
especializadas que capturam e exibem antigénios microbianos e células efetoras que
eliminam microrganismos. O sistema imunologico também possui mecanismos efetores
inespecificos que geralmente amplificam as funcbes especificas. Componentes nao
especificos do sistema imunoldgico incluem fagocitos mononucleares, leucocitos
polimorfonucleares e fatores soltaveis (por exemplo, complemento) 9.

O setor da imunologia no CHTV inclui andlises de serologia, autoimunidade e alergologia,

sendo equipado por analisadores automatizados descritos na Tabela 17.

10.2 Biologia Molecular
A biologia molecular refere-se a anéalise de acidos nucleicos com o objetivo diagnosticar

doencas, predizer a sua ocorréncia, determinar o prognoéstico de uma doenca diagnosticada
e orientar a terapia, por meio do uso de métodos de amplificacdo baseados em PCR e nos
modernos métodos de hibridizacao de DNA altamente sensiveis.

O setor de Biologia Molecular do CHTV inclui doseamento de cargas virais (VIH, HCV,
HBYV), detecio de SARS-CoV-2, amplificacdo e detecdo de virus ou bactérias, testes
multiplex para detecdo de varios microrganismos em amostras respiratorias e de LCR etc.

Os analisadores e os respetivos parametros estao descritos na Tabela 17.

Tabela 17: Aparelho e respetivos parametros efetuados nos laboratérios de Imunologia e Biologia Molecular.

Equipamento Analises efetuadas
Cobas® 480 X e Z (Roche Diagnostics) Cargas virais HIV, HCV, HBV
FilmArray® (BioFire Diagnostics, BioMerieux) Painel Respiratodrio, Painel Encefalite
GeneXpert® (Cepheid, Werfen) Mutacgoes: BCR-ABL, Fator II e V; Microrganismos

infeciosos: HPV, GRIPE A + B + RSV,

Carpanemesases, BK, Sars-Cov-2

8o



ImmunoCap Phadia 250

Scientific)

Auto-LiPA™ 48 (Innogenetics)

Termoclicladores

Mago 4 Plus (ERBA)

(Thermo

Fisher

Autoimunidade: ENA, dsDNA, ANCA- MPO e PRS,
2-glicoproteina IgG e IgM, Cardiolipina IgG e
IgM, Transglutaminase IgA e IgG, Gliadina IgA e
IgG, Membrana Glomerular Basal, Fator
Intrinseco, Células Parietais, CCP, ASCA IgA e IgG,
Calprotectina

Alergologia: IgE especifica, IgG especifica

Identificacdo ENA, M2, Nucleolar, Miosite.
Detecao HLA, MTHFR, Gendtipo HCV.
Teste confirmatério HCV e HIV.

Amplificacdo de acidos nucleicos

Autoimunidade: Hep2-screening ANA (diluicao
1/60)

Serologia: Treponema pallidum IgM, Chlamydia
trachomatis IgG e IgM, Chlamydia
pneumoniae IgG e IgM.
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11. Conclusao
O estégio realizado no Servico de Patologia Clinica do CHTV foi fundamental para a minha

formacao académica e profissional. Permitiu aprofundar os conhecimentos adquiridos
durante o primeiro ano do mestrado em Bioquimica, bem como obter novos conhecimentos
essencialmente da parte pratica, aproximando-me mais do que é o mercado de trabalho na
area da saude, uma vez que tive a possibilidade de acompanhar os diferentes setores do
laboratorio.

Durante todo este percurso nem sempre foi facil conseguir acompanhar a rotina
laboratorial. No entanto acho imprescindivel a realizacdo de um estagio numa area como
esta em que a parte pratica é fulcral para aplicar toda a teoria aprendida durante os anos
anteriores.

Acredito que a realizacdo do estigio possibilitou a aquisicdo de novas competéncias,
nomeadamente o trabalho de equipa, organizacdo, maior destreza em elaborar técnicas
manuais e capacidade de pensamento critico sobre resultados obtidos.

Para concluir, este estagio permitiu compreender que a bioquimica é transversal a todas as

areas presentes.
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Capitulo 2: Projeto de Investigacao

1. Introducao

1.1 Resisténcia aos antimicrobianos

7 7

A resisténcia aos antimicrobianos é responsavel por centenas de milhares de mortes
anualmente, e a projecao do seu aumento fez com que a Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) a reconhecesse como uma grande ameaca a saide global 2°.

Os antimicrobianos matam ou inibem microrganismos, sendo ferramentas clinicas
essenciais no tratamento de infecoes, contudo a resisténcia continua a surgir, diversificar e
espalhar-se rapidamente. Globalmente, as infecGes resistentes a antimicrobianos matam
pelo menos 700.000 pessoas a cada ano e dentro de 30 anos estdo previstas cerca de
10.000.000 mortes por ano, excedendo em muito as provocadas por cancro. Estima-se que

este fendmeno de resisténcia se torne no maior desafio na area da satde até 2050 121,

Os antibi6ticos sao um subconjunto de antimicrobianos que inibem func6es essenciais das
bactérias. Os antibi6ticos sdo produtos naturais ou derivados e sdo amplamente utilizados
para tratar e prevenir infecoes bacterianas em humanos. Populagoes bacterianas resistentes
espalham-se quando os antibidticos exercem pressoes seletivas que favorecem a resisténcia.
Os antibi6ticos também podem eliminar populacdes microbianas suscetiveis, reduzindo a
competicdo e expandindo os recursos disponiveis para bactérias resistentes. Além disso, a
resisténcia aos antibioticos est4 a espalhar-se rapidamente porque, uma vez que um gene
de resisténcia evolui numa bactéria, este pode espalhar-se para outras células e outras

espécies bacterianas 122,

Novos fatores de resisténcia a antibi6ticos podem surgir em qualquer lugar, a qualquer
momento. O espantoso ntimero de células bacterianas na Terra, estimado em cerca de 103°,
fornece uma imensa variabilidade genética e oportunidades para mutacoes, rearranjos e
transferéncia horizontal de genes. Assim, novos fatores de resisténcia provavelmente
aparecem regularmente, embora nunca detetemos a grande maioria desses eventos. Os
fatores de resisténcia geralmente estao associados a algum custo de condicionamento fisico.
Esse custo, como ja foi mencionado, pode ser particularmente alto para genes que fornecem
novas funcoes de resisténcia a uma bactéria, pois a sua expressio pode nao ser

suficientemente ajustada e os seus produtos podem interferir com outras funcoes celulares

120
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1.2 Escherichia coli
Escherichia coli é uma bactéria com um lugar especial no mundo microbiolégico, pois pode

causar infecOes graves em humanos e animais, mas também representa uma parte
significativa da microbiota autoctone dos diferentes hospedeiros. E uma bactéria Gram-
negativa, anaerdbia facultativa, pertencente a familia das Enterobacterales, considerada

um bacilo quanto a sua classificagdo morfologica e pode ser imdvel ou mdvel por flagelos

123

A maioria das estirpes desta espécie bacteriana sdo comensais inofensivos que vivem numa
associacdo mutuamente benéfica com os seus hospedeiros e raramente causam doencas. E.
coli é, no entanto, uma espécie particularmente complexa, tendo-se diversificado em
estirpes patogénicas 124, Numerosos fatores de viruléncia (FV) estdo relacionados com a
patogenicidade de E. coli e com uma ampla gama de atividades patogénicas. Além dos FVs,
a resisténcia antimicrobiana e a formacao de biofilme também dificultam a eliminacao de

microrganismos do corpo humano 2.

1.2.1 E coli infeciosa
E. coli faz parte da flora natural de muitos animais. As infecGes humanas ocorrem através

do consumo de produtos alimentares contaminados (carne mal cozida ou produtos frescos
contaminados), agua contaminada com dejetos animais ou humanos, ou através da

disseminacao direta de pessoa para pessoa devido a caréncias de higiene 126,

O trato gastrointestinal humano é normalmente habitado por E. coli, razdo pela qual s3o as
espécies bacterianas mais comummente encontradas no isolamento de cultura fecal.
Quando as estirpes adquirem material genético adicional, podem tornar-se patogénicas e
circular amplamente por todo o corpo. Os clones patolégicos sao divididos em dois grandes
grupos: intestinais (entre os agentes patogénicos entéricos mais virulentos) e

extraintestinais (menos presentes, mas nao menos perigosos) 7.

As estirpes de E. coli sdo o agente etioldgico mais frequente nas infe¢des do trato urinario
(ITUs) e ainda na sépsis 26, E. coli é a principal causa de ITUs que podem surgir como
bacteridria assintomatica, cistite e pielonefrite, além de prostatite nos homens. E. coli
uropatogénica (UPEC) é o agente etioldgico em 75% das ITUs nao complicadas e 65% das
ITUs complicadas. Estas ultimas estdo geralmente associadas a cateteres, alteracoOes
estruturais do trato urinario, imunossupressao ou exposicao a antimicrobianos 28, Qutro
produto biolégico onde é mais comum aparecer E. coli é no sangue, responsavel por

aproximadamente 20% de todos os isolados clinicamente significativos deste produto 7.
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Dentro de E. coli entérica, esta é subdividida em diferentes serotipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli difusamente aderente (DAEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC) e Vero E. coli produtora de citotoxina (VTEC) ou E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC). Os surtos de intoxicacdo alimentar tém sido

particularmente associados as estirpes VTEC e, em menor grau a EPEC, ETEC e EAggEC

124,

Varios serotipos de EHEC sao frequentemente associados a doencas humanas, como
026:H11, O91:H21, O111:H8, 0157:NM e O157:H7. A infecdo por E. coli O157:H7 é um
grande problema de satde publica na América do Norte, Europa e noutras areas do mundo.
Embora o ntimero total de casos de infecoes por E. coli O157:H7 seja menor do que os de
outros patdgenos entéricos, como Salmonella ou Campylobacter spp., as doencas causadas
por este serotipo apresentaram taxas de hospitalizacdo e mortalidade muito maiores. A
infecdo humana causada por E. coli O157:H7 pode exibir um amplo espectro clinico que vai
desde casos assintomaéticos até ao 6bito. A defini¢do dos fatores de viruléncia e mecanismos
da patogénese da E. coli O157:H7 tem sido o foco de varios estudos. A produc¢ao de Toxina

Shiga é considerada essencial, mas nao a inica responsavel pela doenca *29.

1.2.2 Mecanismos de toxicidade

1.2.2.1 Toxina Shiga
A Toxina Shiga (Stx) é uma citotoxina potente e é codificada por bacteri6fagos. A Stx é

expandida a partir de uma tnica unidade de transcricdo e causa danos numa enorme
variedade de células. As Stxs podem ser divididas em dois grupos denominados Stx1 e Stx2.
Isolados virulentos de E. coli O157:H7 podem expressar apenas Stx1, apenas Stx2 ou ambas
as toxinas. Stx2 é conhecida por ser mais toxica e estd mais frequentemente associada a
colite hemorragica ou Sindrome hemolitico-urémica em humanos do que a Stx1. Stx tem
uma estrutura conservada que consiste numa subunidade A enzimaticamente ativa (A1) e
cinco subunidades B de ligacdo ao recetor idénticas (B5). A subunidade Bs5 liga-se aos
recetores especificos do hospedeiro globotriaosilceramida (Gb3) ou globotetraosilceramida
(Gbg). Apos a ligacao de Stx (A1B5) a célula hospedeira a toxina € internalizada e sofre
transporte retrogrado através dos endossomas iniciais, do complexo de Golgi e do RE; a
subunidade A é clivada pela furina no complexo de Golgi, seguida de reducao da ligacao
dissulfeto no RE que liberta o fragmento A1 cataliticamente ativo. A depurinacao especifica
do local do rRNA 28S pela toxina resulta na inibicao da sintese proteica e pode induzir a

resposta ao stress ribotoxico, a resposta da proteina desdobrada e a apoptose 129130,
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1.2.2.2 Elementos Genéticos
A presenca de elementos genéticos méveis como plasmideos, sequéncias de insercao e

transposoes contribuem para a flexibilidade do genoma de E. coli. A transferéncia
horizontal de genes tem promovido a difusdo de genes de resisténcia a antibi6ticos entre
esta espécie e outros comensais, particularmente em ambientes como o trato intestinal,

onde a diversidade de espécies e a densidade populacional bacteriana sao elevadas 24.

1.2.2.3 Biofilmes
As infecbes causadas por E. coli podem tornar-se dificeis de erradicar devido a formacao de

biofilmes. Um biofilme é definido como um agregado de microrganismos que vivem unidos
como uma comunidade e so frequentemente encontrados aderidos a superficies solidas em
ambiente humido. Os microrganismos num biofilme secretam uma variedade de
substancias protetoras chamadas substancias poliméricas extracelulares (EPS) que
aumentam a sua eficiéncia de sobrevivéncia. Biofilmes de E. coli sao considerados o
principal agente causador de muitas infecoes intestinais. As células bacterianas densas no
biofilme comunicam entre si através da via de sinalizacao quimica conhecida como Quorum
Sensing (QS). Durante o QS, as células bacterianas secretam substancias autoindutoras (AI)
para o meio extracelular e, uma vez alcancada a alta densidade necessaria, estas regulam
positivamente a formacao e maturacao do biofilme. As Als ajudam as células bacterianas no
biofilme a secretar fatores de viruléncia, modular a resposta imunoldgica do hospedeiro e
acumular alteracbes genéticas. O biofilme dificulta a penetracio dos antibioticos

convencionais, tornando assim as células menos suscetiveis aos antibi6ticos 13t

A formacao de biofilmes tem sido associada a dispositivos médicos, incluindo cateteres,

ventiladores, lentes de contato e, consequentemente, tem um tratamento dificil *31.

Nas infecoes urinarias causadas por E. coli, 0 mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos
evoluiu, pois foi observado que ha uma diminuicao da suscetibilidade a agentes de primeira
linha, como nitrofurantoina, ampicilina, fluoroquinolonas e sulfametoxazol/trimetoprim.
Portanto, ha a necessidade urgente de explorar agentes terapéuticos alternativos de modo

a erradicar as doencas originadas especialmente devido a formacao de biofilmes de E. coli

131,

1.3 Fosfomicina
A fosfomicina é um antibiotico bactericida, produzido pela primeira vez em 1969, que

interfere na sintese da parede celular, atuando sobre as bactérias na fase de crescimento.
Desde entdo, a fosfomicina tem sido utilizada para diferentes indicacGes, tanto na sua
formula intravenosa (sal dissodico), quanto oral (sal de calcio ou trometamol). Nos ultimos

anos, o uso da fosfomicina aumentou devido a consideravel incidéncia de microrganismos
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multirresistentes (MDR) para os quais a fosfomicina constitui, isoladamente ou em
combinacdo, uma alternativa de tratamento. A amoxicilina-clavulanato, os
aminoglicosideos de dose tnica e a fosfomicina oral sao opg¢oes alternativas para a cistite
por B-lactamases de espetro alargado (ESBL). Portanto, este antibiotico, tem um largo
espectro de atividade contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas 132:133,

A fosfomicina é considerada um derivado de baixa massa molecular (138 Da) de um acido
fosforico isolado de culturas de Streptomyces spp. (Streptomyces fradiae, Streptomyces
viridochromogenes e Streptomyces wedomorensis). Existe um interesse global em
investigar mais acerca da fosfomicina em monoterapia ou em combinacdo com outros
agentes antimicrobianos para o tratamento de infec¢Ges sistémicas graves devido a bactérias

multirresistentes !34.

A fosfomicina, utilizada em monoterapia, continua a ser um dos agentes de primeira linha
no tratamento de infecOes urinarias ndo complicadas. Sendo um antibi6tico oral com
atividade bactericida contra agentes patogénicos MDR, com uma absorcao oral melhorada
apos refeicoes, uma excrecao maioritariamente urinaria, atingindo uma concentracao na
urina de 2000 pg/mL e mantendo elevados niveis para além das 24 h, a terapia oral de uma
toma tnica tem sido recomendada em ITUs ndo complicadas. Este fArmaco é também
utilizado, em combinacdo, no tratamento de infecGes respiratbrias, meningites, otites,
infecbes neurocirtargicas, endocardites, bacteriemias, cirurgias cardiacas, infecoes
nosocomiais por Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii amplamente
resistentes e Enterobacterales portadoras de carbapenemases. A fosfomicina também tem
sido utilizada para infe¢Ges ginecoldgicas e osteoarticulares por Staphylococcus aureus,
tanto resistente como sensivel a meticilina, entre outros 132135,

Em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, a fosfomicina é um composto solavel em
agua, com baixa ligacdo as proteinas plasmaticas fazendo com que se dissemine facilmente
para a maioria dos tecidos e para o liquido intersticial. Estudos tém demonstrado que a
fosfomicina penetra e atinge concentracoes relevantes em tecidos inflamados, humor
aquoso e vitreo, ossos e pulmoes. O composto é excretado quase exclusivamente na urina

na forma nao metabolizada 3¢ e por esta razao € usado no tratamento de ITUs.

A fosfomicina administrada oralmente é absorvida parcialmente no intestino delgado
através de dois mecanismos propostos: (i) um sistema saturavel mediado por um
transportador associado a um sistema de transporte de fosfato e (ii) um processo nao
saturavel com cinética de primeira ordem. Estudos com fosfomicina mostraram que antes
de atingir o intestino delgado, a fosfomicina sofre hidrolise catalisada por acido no

estomago, onde a acidez intragastrica e a taxa de esvaziamento gastrico podem afetar a
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extensao da sua degradacdo hidrolitica e, consequentemente, a sua biodisponibilidade.
Variacgoes entre os individuos em relacao a acidez intragastrica e a taxa de esvaziamento
gastrico podem explicar a alta variabilidade nos niveis séricos alcancados apo6s a
administragao oral de fosfomicina. O trometamol é um composto organico que eleva o pH
e, portanto, acredita-se que retarda a hidrolise catalisada por acido. O volume aparente de
distribuicdo (Vd/F) apds a administracdo de fosfomicina oral é de aproximadamente 100-
170 L para um individuo de 70 kg. Em contraste, devido a sua maior biodisponibilidade, a
fosfomicina administrada por via intravenosa tem um Vd/F relatado de 9-30 L 3¢, As ITU
sao comuns durante a gravidez devido a alteracoes hormonais e anatomo-fisiologicas que
facilitam o crescimento e disseminacdo de bactérias no trato urindrio materno. Estima-se
que 5 a 10% das mulheres desenvolvam algum tipo de ITU durante a gravidez. Um estudo
efetuado no Brasil mostrou que a sensibilidade das bactérias isoladas a fosfomicina foi de
89%, o que indica que pode ser uma opcao terapéutica eficaz, segura e conveniente para o

tratamento de ITUs nao complicadas também durante a gravidez 37.

1.3.1 Mecanismo de acao
A fosfomicina tem um Gnico mecanismo de ac¢do: bloquear a primeira etapa da sintese do

peptidoglicano. O transporte da fosfomicina para o interior da bactéria é realizado através
de permeases, como o transportador de glicerol-3-fosfato (GlpT) e o transportador de
glicose-6-fosfato (UhpT). Enquanto o GlpT mantém a atividade basal sem ser induzido, o
UhpT nao tem atividade na auséncia de glicose-6-fosfato (G6P). Uma vez dentro da célula
bacteriana, a fosfomicina inibe a enzima UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvil transferase
(MurA), responsavel por catalisar a formagao do acido N-acetilmuramico (precursor do
peptidoglicano) através da ligacdo de N-acetilglucosamina e fosfoenolpiruvato. A
fosfomicina liga-se covalentemente a MurA, inibindo a formacdo do 4acido N-
acetilmuramico e causando assim a lise das células bacterianas 33. Bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas requerem a formacao de acido N-acetilmuramico para a sintese
de peptidoglicano, o que significa que o espectro de acido da fosfomicina é muito amplo,
apresentando atividade contra os principais géneros na pratica clinica, tais como
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Enterobacterales, Pseudomonas spp. e

Acinetobacter spp. 132.

1.3.2 Mecanismos de resisténcia
A resisténcia a fosfomicina pode ser produzida em Enterobacterales por trés mecanismos

separados: comprometimento do transporte, comprometimento do alvo de acdo e
inativacao enzimatica. O primeiro desses mecanismos é produzido por mutacdes nos genes
transportadores GIpT e UhpT ou nos genes reguladores correspondentes. O segundo

mecanismo é a mutacao do gene MurA ou a sua superexpressao. O terceiro mecanismo € a
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aquisicao de fosX, fosA e os seus genes derivados (fosA2, fosA3, fosA4, fosAs5, fosA6) que
codificam metaloenzimas, bloqueando assim o acesso da fosfomicina a MurA com a
abertura do anel ep6xido ou resultando na fosforilacao do grupo fosfato da fosfomicina pela
acao da quinase. O gene fosA e seus derivados sdo encontrados nos plasmideos de [-
lactamases de espectro alargado (ESBL), Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtor
de carbapenemases e no cromossoma de Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia
marcescens, Kluyvera spp. e P. aeruginosa 38139, Varios estudos demonstram que a
suscetibilidade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas a fosfomicina, em geral é
relativamente alta, mas varia em bactérias individuais e por regido geografica. A atividade

em declinio foi observada com o aumento dos padrdes de resisténcia aos -lactamicos *34.

1.3.3 Sinergia com outros antibi6ticos
O uso de terapia antimicrobiana combinada é recomendado em determinadas situacoes

doente, incluindo doentes criticos com alto risco de desenvolver uma infecdo bacteriana
MDR e doentes com infecao por P. aeruginosa. A este respeito, a fosfomicina tem um efeito
sinérgico in vitro de até 100% quando combinada com outros agentes antimicrobianos 4°.
Propde-se que o efeito sinérgico entre a fosfomicina e os antibi6ticos -lactamicos surja da
inibicao da sintese da parede celular em etapas separadas. A fosfomicina inibe a primeira
etapa enzimatica, enquanto os antibi6ticos -lactamicos inibem a etapa final do processo de
sintese da parede celular. Além disso, a fosfomicina pode modificar a atividade das
proteinas de ligacao a penicilina, o que pode explicar o efeito sinérgico entre a fosfomicina

e os antibioticos -lactamicos '3¢.

1.3.4 Método de difusao em disco (método de Kirby Bauer)
O método de difusdo em disco, também vulgarmente conhecido como Kirby Bauer, foi

desenvolvido em 1966 na Universidade de Washington e ainda é utilizado em muitos
laboratérios de microbiologia. Neste método, uma suspensdo com concentracdo padrao de
um organismo é semeada sobre agar Mueller Hinton. Posteriormente, discos de papel
contendo concentracgdes fixas de antimicrobianos sdo colocados sobre a superficie dos
meios de cultura. A sensibilidade é visualizada por uma zona de inibi¢do em torno do disco,
e os tamanhos dos halos de inibi¢do correlacionam-se com os valores de Concentracgao
Inibitéria Minima (CIM) conhecidos. Tal como os valores CIM obtidos por diluicdes em
caldo, os tamanhos dos halos de inibicao também tém pontos de corte, definidos pela
EUCAST, que determinam se o isolado é sensivel, intermédio, ou resistentes 4142, A
correlacao entre os tamanhos dos halos de inibicao e os valores CIM pode ser feita devido a
padronizacdo do agar Mueller Hinton. Fatores como o pH, a profundidade do agar e a
concentracdo de ides sdo normalizados no agar Mueller Hinton para o teste Kirby Bauer

evitando variacdao no tamanho do halo 4s.
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2. Objetivos do Projeto de Investigacao

A carta VITEK® 2 AST-355 (BioMérieux) é utilizada na rotina laboratorial para determinar
a sensibilidade da E. coli a fosfomicina, apresentando pontos de corte de S<16 e R>16 pug/ml.
Recentemente, a EUCAST definiu uma CIM para a fosfomicina oral em E. coli de S<8 e R>8
mg/L, o que levanta algumas davidas sobre a interpretacio da sensibilidade a fosfomicina
quando utilizada a carta VITEK® 2 AST-355 144

Deste modo, o objetivo deste projeto de investigacao foi avaliar a utilidade de um sistema
comercial automatizado de microdilui¢ao em caldo — VITEK® 2 (BioMérieux) em estudos
de rotina para detetar a sensibilidade de E. coli a fosfomicina, comparando-a com o método

de difusdo em disco, comummente designado como método de Kirby-Bauer.
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3. Material e métodos

3.1 Recolha de dados
Foram incluidos no estudo um total de 306 isolados de E. coli considerado como agente de

infecdo do trato urinério, agente etiologico de bacteriemia, isolados de liquidos estéreis e
ainda bilis, rececionados pelo laboratério de microbiologia do CHTV. A recolha de dados
teve inicio em novembro de 2021, terminando em fevereiro de 2022, no laboratério de
microbiologia do CHTV. Ao todo, foram estudadas 306 amostras, das quais 286 de urina,
13 de sangue, 5 de exsudados purulentos, 1 de bilis e 1 de liquidos estéreis.

Os isolados foram identificados através de testes bioquimicos realizados pelo sistema
VITEK® 2- GN (BioMérieux) e os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram
efetuados pelo mesmo sistema automatico de microdiluicio em caldo (VITEK® 2 -
BioMérieux), utilizando as cartas AST-355. A suscetibilidade a fosfomicina foi ainda
estudada pelo método de difusdo em disco, utilizando discos de fosfomicina 200 ug (Oxoid)
sobre meio Mueller Hinton, inoculado com uma suspensao bacteriana 0,5 McFarland. Os

resultados foram avaliados de acordo com as recomendacoes EUCAST.

3.2 Processamento das amostras
As amostras a serem testadas pelo sistema automatico de microdilui¢do em caldo VITEK®

2 (BioMérieux) foram preparadas seguindo o manual do operador do sistema na execucao
das suspensbes para inoculacdo das cartas de identificacdo, cartas GN - cartas de
identificacao de bactérias Gram-negativos fermentadores e nao-fermentadores de maior
relevancia clinica e das cartas teste para determinacao da sensibilidade de bacilos Gram
negativos aerébios a agentes antimicrobianos, AST-355.

O método de difusdo em disco foi executado seguindo o manual EUCAST: Antimicrobial
susceptibility testing EUCAST disk diffusion method Version 12.0 January 2022 42.0s
resultados foram avaliados de acordo com as recomendacoes deste mesmo manual
considerando o didmetro >21 mm sensivel e <21 resistente a fosfomicina se for
administrada por via intravenosa. Com fosfomicina administrada oralmente considera-se
>24 mm sensivel e <24 resistente ao antibidtico em estudo. Faz-se a medicao ignorando
possiveis coldnias isoladas que possam surgir dentro da zona de inibicao 4.

Os métodos a serem utilizados foram explicados previamente no Capitulo 1, o método de
difusdao em disco na subsecc¢io 6.4.10 e o método automatico através do aparelho Vitek 2

(BioMérieux) na subseccao 6.4.9.
Por fim, comparam-se os resultados com a informacao obtida no aparelho VITEK® 2

(BioMérieux), que apenas da informacao de sensibilidade e resisténcia, nao fornecendo

dados acerca do valor do diametro do halo de inibicao.
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3.3 Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando o software SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versao 26.0. Este trabalho baseia-se em estatistica descritiva e nao inferencial. O
unico teste realizado, de modo a verificar a presenca de variacao na distribuicao, foi o teste
de Qui-Quadrado (X2). Este teste ndo necessita de pré realizacao do teste de Kolmogorov-
Sminorv para aferir a normalidade, uma vez que nao se enquadra na diferenciacdo entre
testes paramétricos (T-student nao emparelhado, ANOVA, T student emparelhado e
MANOVA) e testes nao paramétricos (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Wilcoxon e

Friedman).

92



4. Resultados

Ao todo foram estudadas 306 amostras, os resultados obtidos mostraram que E. coli foi
isolado em urina (93,5%), sangue (4,2%), exsudados purulentos (1,6%), bilis e liquidos
estéreis (0,3%). O microrganismo em estudo foi isolado em 93,1% dos casos a partir do meio
cromogéneo chromID™ CPS® Elite (CPSE) (BioMérieux), seguido de 4,9% de gelose de
sangue (BioMérieux) e 2,0% do meio seletivo MacConkey (BioMérieux) (Tabela 18).

Em relacdo ao més em que o laboratorio recebeu as amostras onde foram isoladas E. coli,
35,6% foram recebidas em novembro de 2021, 19,6% em dezembro de 2021, 35,3% em

janeiro de 2022 e por fim, 9,5% em fevereiro de 2022 (Tabela 18).

Tabela 18: Caracteriza¢ao das amostras estudadas em fung¢ao do produto, meio semeado e més de estudo.

Frequéncia
n° %
(306) (100.0)
Produto
Bilis 1 0,3
Exsudato purulento 5 1,6
Liquido 1 0,3
Sangue 13 4,2
Urina 286 93,5
Meio Semeado
CPSE 285 93,1
Gelose Sangue 15 4,9
MacConkey 6 2,0
Meés do estudo (Sementeira e
Leitura)
Novembro 2021 109 35,6
Dezembro 2021 60 19,6
Janeiro 2022 108 35,3
Fevereiro 2022 29 9,5

Relativamente ao estudo dos lotes utilizados, pela analise da Tabela 19, constatamos que o
lote 3396228 do meio de Mueller-Hinton foi o mais utilizado com 32,4% das amostras;
seguido dos lotes 3384804 e 3422032, ambos com 19,9% das amostras.

Ja para o meio CPSE, em 19,6% dos casos destaca-se o lote 1008930650, seguido do lote
1009089430 com 19,3% e do lote 1008898490 com 16,3%.

Em relacao ao lote do disco de fosfomicina, o lote 64442460 é o mais representado com
52,0% das amostras.

Por fim, e no que refere ao lote da carta de GN (Vitek 2) a maior representacao nas amostras

esta no lote 7951845103 com 84,0%.
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Tabela 19: Caracterizacao dos lotes dos meios, discos e cartas utilizados no estudo das amostras.

Frequéncia
n° %
(306) (100.0)
Lote Mueller-Hinton
3359342 16 5,2
3369512 3 1,0
3369658 7 2,3
3384804 61 19,9
3388090 35 11,4
3396228 99 32,4
3415331 23 755
3422032 61 19,9
4347920 1 0,3
Lote do Meio Semeado
3356517 2 0,7
3358651 2 0,7
3376986 5 1,6
3381485 1 0,3
3381495 1 0,3
3407100 8 2.6
3416227 1 0,3
4333839 1 0,3
1008855810 9 2,9
1008898490 50 16,3
1008930650 60 19,6
1008952030 12 3,9
1008980750 26 8,5
1008991070 46 15,0
1009017950 18 5,9
1009089430 59 19,3
1009102150 5 1,6
Lote do Disco de Fosfomicina
64426514 147 48,0
64442460 159 52,0
Lote da Carta de GN Gram Negativo
(Vitek 2)
7951845103 257 84,0
7951971203 48 15,7
7952019203 1 0,3

Os valores residuais representam a diferenca entre os valores observados e os valores
estimados, localizando assim a diferenca estatisticamente significativa. Sao valores que
variam de -2 a +2, conforme os resultados expressos na Tabela 20. Portanto, analisando a
tabela, verifica-se que o tipo de amostra utilizada no estudo, foi maioritariamente urina,
variando entre 89,9% e 100,0% para os 4 meses em estudo. Estudando a amostra e os meses
em que decorreu o estudo encontram-se diferencas estatisticas bastante significativas
(X2=26,502; **p=0,009), situacdo também comprovada pela distribuicao dos valores

residuais.
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Relativamente aos meios de cultura semeados, a maioria dos isolados foram provenientes
do meio CPSE, variando entre 82,8% e 98,3%, para os 4 meses em estudo. Quanto a relacao
entre os meios semeados e os meses, encontram-se diferencas estatisticamente
significativas, situacdo comprovada pela distribuicao dos valores residuais e pelo teste de
Qui-Quadrado (X2=22,218; **p=0,001). Salienta-se, ainda, pela analise destes valores
residuais, que essas diferencas se fazem sentir maioritariamente em novembro -

MacConkey - e em fevereiro nos outros 2 meios: gelose sangue e CPSE

Tabela 20: Caracterizacdo das amostras estudadas em fun¢ao do més da colheita.

Meés do Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Residuais Xz P
estudo 2021 2021 2022 2022
Variaveis n° % n° % n° % n° %
(109) | (35,6) | (60) | (19,6) | (108) | (35,3) | (29) | (9,5) N- D- | J-22 | F22
21 21
Produto 26,502 0,009%*
Bilis 1 0,9% 0o 0,0% o) 0,0% o) 0,0% 1,3 - - -
0,5 0,7 0,3
Exsudado 4 3,7% 0 0,0% 1 0,9% o) 0,0% 2,1 - - -
purulento 1,1 0,7 0,7
Liquido 0 0,0% 0 0,0% o) 0,0% 1 3,4% - - - 3,1
0,7 0,5 0,7
Sangue 6 5,5% o 0,0% 3 2,.8% 4 13,8% 0,8 - - 2,7
1,8 0,9
Urina 98 89,9% 60 100,0% 104 96,3% 24 82,8% - 2,3 1,5 -
1,9 2,5
Meio 22,218 0,001**
Semeado
CPSE 98 89,9% 59 98,3% 104 96,3% 24 82,8% - 1,8 1,6 -
1,7 2,3
GS 5 4,6% 1 1,7% 4 3,7% 5 17,2% - - - 3,2
0,2 1,3 0,7
Mac 6 5,5% 0o 0,0% (o} 0,0% (o} 0,0% 3,3 - - -
1,2 1,8 0,8

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Quanto a sensibilidade aferida, obteve-se total concordancia entre os resultados obtidos
pelo sistema automatico de microdiluicao em caldo (VITEK® 2 - BioMérieux) e pelo
método de difusao em disco (método de Kirby Bauer) (ver Anexo 1).

Em ambos os métodos apenas 1,0% das amostras (3 amostras) apresentaram resisténcia a
fosfomicina e 99,0% mostraram-se sensiveis ao farmaco em estudo, nao havendo
discrepancia entre os resultados obtidos pelos dois métodos (Tabela 21).

O sistema VITEK® 2 (BioMérieux) apresenta um ponto de corte maximo de 32ug/ml para
a sensibilidade de Enterobacterales a fosfomicina, nao fazendo a distinc¢ao entre a utilizacao
oral ou intravenosa deste farmaco. Por sua vez, EUCAST apresenta um ponto de corte de
24mm para o método de difusao em disco e 8mg/L como CIM, para a fosfomicina oral no

tratamento de ITUs ndo complicadas e um ponto de corte de 32mg/L e 21mm para a
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utilizacdo IV de fosfomicina. Deste modo, verifica-se que o sistema VITEK® 2
(BioMérieux) apresenta um ponto de corte apenas adequado para a utilizacao intravenosa
da fosfomicina, ndo devendo ser usado no estudo da sensibilidade em infecdes nao
complicadas do trato urinério. No entanto, pela anélise da Tabela 21, e apesar do pequeno
nimero de isolados resistentes, pode verificar-se que os resultados apresentados pelo
VITEK® 2 e os resultados obtidos pelo método da difusdo em disco com base nas normas

EUCAST nao constituiram matéria de discordancia durante o estudo.

Tabela 21: Estudo da concordancia dos métodos em estudo.

Frequéncia
n° %
(306) (100.0)
Resultado por difusio em disco
Resistente 3 1,0
Sensivel 303 99,0
Resultado VITEK2
Resistente 3 1,0
Sensivel 303 99,0
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5. Discussao de Resultados
Varios estudos in vitro demonstraram que a fosfomicina tem uma excelente atividade

contra muitas bactérias MDR Gram negativas, incluindo ESBL, isoladas de doentes com
ITU. Para ser categorizado corretamente nos relatorios clinicos, o uso clinico da fosfomicina
requer testes in vitro dos farmacos 5.

Pela anélise dos resultados obtidos, no que se refere a sensibilidade aferida, observou-se
correlacdo entre os resultados obtidos pelo sistema automatico de microdiluicao em caldo
VITEK® 2 (BioMérieux) e pelo método Kirby Bauer. Apesar da limitacdo dos pontos de
corte do VITEK® 2 (BioMérieux), com uma CIM superior ao recomendado pela EUCAST,
os resultados evidenciaram que Vitek2 AST-355 é uma opc¢ao aceitavel para usar na rotina
laboratorial quando se determina a suscetibilidade de E. coli a fosfomicina.

No entanto, pela analise da bibliografia consultada 144146147, verifica-se que o estudo carece
de maior namero de isolados resistentes a fosfomicina, de modo a confirmar a concordancia
entre os dois métodos em estudo e as recomendacoes EUCAST neste grupo de amostras.
Novamente, pela analise de estudos similares 144.146:147  sugere-se ser pertinente alargar este
estudo a outros métodos, nomeadamente a determinacao da CIM por E-test em amostras
resistentes a fosfomicina, como também o alargamento do estudo a outros microrganismos

da familia Enterobacterales, agentes comuns de ITUs.
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6. Conclusao e Perspetivas Futuras
Os métodos automatizados baseados na dilui¢do em caldo sao cada vez mais utilizados por

muitos laboratorios de microbiologia clinica para determinar a sensibilidade aos
antimicrobianos. Assim sendo, € vital que estes métodos sejam capazes de determinar com
precisdo os padroes corretos de sensibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos a
serem testados.

Com este trabalho concluiu-se que o sistema VITEK® 2 (BioMérieux), utilizado no
laboratorio de Patologia Clinica do CHTV, consegue detetar a suscetibilidade de E. coli a
fosfomicina com a mesma precisao que o método tradicional de difusdo em disco - Kirby
Bauer, demonstrando-se assim a possibilidade de se adotar em rotina apenas o método
automatico para o estudo de fosfomicina em infecGes por E. coli. No entanto, serdo
necessarios efetuar mais estudos acerca deste tema, aumentando o nimero de amostras

resistentes e alargando para outras espécies microbianas.
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Anexos

Anexo 1: Tabela de resultados relativos ao projeto de investigagao.

N° da Tipo de Meio Lote de Lote Meio Lote disco Lote carta Data de Data | Valor | Sensibilidade | Resultado
amostra | produto | semeado Muller- Semeado | Fosfomicina de TSA sementeira da do do
Hinton (2o0pg) Gram leitura | halo Vitek® 2
Negativos (mm)
(Vitek® 2)
1 Urina CPSE 3369512 1008855810 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 32 S S
2 Urina CPSE 3369512 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 33 S S
3 Urina CPSE 3369512 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 35 S S
4 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 36 S S
5 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 39 S S
6 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 42 S S
7 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 35 S S
8 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7951845103 02/nov 03/nov 34 S S
9 Sangue GS 3359342 3358651 64426514 7951845103 03/nov 04/nov 37 S S
10 Urina CPSE 3359342 1008855810 64426514 7951845103 03/nov 04/nov 35 S S
11 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7051845103 03/nov 04/nov 40 S S
12 Urina CPSE 3359342 1008898490 64426514 7051845103 03/nov 04/nov 36 S S
13 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 41 S S
14 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7051845103 04/nov 05/nov 42 S S
15 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 39 S S
16 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 38 S S
17 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 44 S S
18 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 42 S S
19 Urina CPSE 3359342 108855810 64426514 7951845103 04/nov 05/nov 37 S S
20 Urina CPSE 3369658 1008898490 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 39 S S
21 Urina CPSE 3369658 1008898490 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 40 S S
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22 Urina CPSE 3369658 1008898490 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 38 S S
23 Urina CPSE 3369658 1008898490 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 41 S S
24 Bilis GS 3369658 3358651 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 40 S S
25 Abcesso Mac 3369658 3376986 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 37 S S
26 Abcesso Mac 3369658 3376986 64426514 7951845103 09/nov 10/nov 36 S S
27 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 41 S S
28 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 36 S S
29 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 38 S S
30 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 38 S S
31 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 35 S S
32 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 36 S S
33 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 37 S S
34 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 35 S S
35 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 45 S S
36 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 32 S S
37 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 41 S S
38 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7051845103 10/nov 11/nov 36 S S
39 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 37 S S
40 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7051845103 10/nov 11/nov 39 S S
41 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7051845103 10/nov 11/nov 42 S S
42 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 40 S S
43 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7051845103 10/nov 11/nov 50 S S
44 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 38 S S
45 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 38 S S
46 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7051845103 10/nov 11/nov 37 S S
47 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 39 S S
48 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 41 S S
49 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 40 S S
50 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 46 S S
51 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 41 S S
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52 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 42 S S
53 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 42 S S
54 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 38 S S
55 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 10/nov 11/nov 43 S S
56 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 15/nov 16/nov 41 S S
57 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 15/nov 16/nov 39 S S
58 Sangue GS 3384804 3356517 64426514 7951845103 15/nov 16/nov 38 S S
59 Exs Mac 3384804 3376986 64426514 7951845103 15/nov 16/nov 36 S S
Purulento
60 Exs Mac 3384804 3376986 64426514 7951845103 15/nov 16/nov 40 S S
Purulento
61 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 38 S S
62 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 39 S S
63 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 35 S S
64 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 44 S S
65 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 42 S S
66 Urina CPSE 3384804 1008898490 64426514 7951845103 16/nov 17/nov 44 S S
67 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7951845103 17/nov 18/nov 41 S S
68 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7051845103 17/nov 18/nov 39 S S
69 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7051845103 17/nov 18/nov 38 S S
70 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7951845103 17/nov 18/nov 42 S S
71 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7051845103 17/nov 18/nov 39 S S
72 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7951845103 18/nov 19/nov 36 S S
73 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7951845103 18/nov 19/nov 37 S S
74 Urina CPSE 3384804 1008930650 64426514 7051845103 18/nov 19/nov 39 S S
75 Sangue GS 3384804 3365517 64426514 7951845103 18/nov 19/nov 35 S S
76 Sangue Mac 3384804 4333839 64426514 7951845103 18/nov 19/nov 39 S S
77 Sangue Mac 3384804 3376986 64426514 7951845103 18/nov 19/nov 40 S S
78 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 45 S S
79 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 38 S S
80 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 37 S S
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81 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 37 S S
82 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 38 S S
83 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 35 S S
84 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 36 S S
85 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 35 S S
86 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 39 S S
87 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 41 S S
88 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 40 S S
89 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 40 S S
90 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 43 S S
91 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 44 S S
92 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 38 S S
93 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 37 S S
94 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 40 S S
95 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 44 S S
96 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 24/nov 25/nov 39 S S
97 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7051845103 24/nov 25/nov 30 S S
98 Sangue GS 3388090 3381485 64426514 7951845103 25/nov 26/nov 36 S S
99 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7051845103 25/nov 26/nov 45 S S
100 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7051845103 25/nov 26/nov 40 S S
101 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 25/nov 26/nov 36 S S
102 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7051845103 25/nov 26/nov 42 S S
103 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 35 S S
104 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 39 S S
105 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7051845103 29/nov 30/nov 38 S S
106 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 49 S S
107 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 40 S S
108 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 50 S S
109 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 29/nov 30/nov 39 S S
110 Urina CPSE 3388090 1008980750 64426514 7951845103 02/dez 03/dez 39 S S
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111 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 02/dez 03/dez 40 S S
112 Urina CPSE 3388090 1008930650 64426514 7951845103 02/dez 03/dez 37 S S
113 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez o07/dez 39 S S
114 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 38 S S
115 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez - R R
116 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 40 S S
117 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 39 S S
118 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 39 S S
119 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 41 S S
120 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 42 S S
121 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 34 S S
122 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 37 S S
123 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 43 S S
124 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 36 S S
125 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 37 S S
126 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 06/dez 07/dez 40 S S
127 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7051845103 06/dez 07/dez 35 S S
128 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 44 S S
129 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7051845103 09/dez 10/dez 30 S S
130 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7051845103 09/dez 10/dez 36 S S
131 Urina CPSE 3396228 1008930650 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 38 S S
132 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7051845103 09/dez 10/dez 40 S S
133 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 44 S S
134 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 36 S S
135 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7051845103 09/dez 10/dez 42 S S
136 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 36 S S
137 Urina GS 3384804 3381495 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 32 S S
138 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 39 S S
139 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 38 S S
140 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 40 S S
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141 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 41 S S
142 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 41 S S
143 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 09/dez 10/dez 39 S S
144 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 13/dez 14/dez 44 S S
145 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 13/dez 14/dez 42 S S
146 Urina CPSE 3384804 1008980750 64426514 7951845103 13/dez 14/dez 39 S S
147 Urina CPSE 3396228 1008980750 64426514 7951845103 13/dez 14/dez 41 S S
148 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 38 S S
149 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 37 S S
150 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 40 S S
151 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 41 S S
152 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 43 S S
153 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 35 S S
154 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 41 S S
155 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 38 S S
156 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7951845103 14/dez 15/dez 40 S S
157 Urina CPSE 3396228 1008980750 64442460 7051845103 14/dez 15/dez 41 S S
158 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 15/dez 16/dez 37 S S
159 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7051845103 15/dez 16/dez 36 S S
160 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7051845103 15/dez 16/dez 36 S S
161 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 15/dez 16/dez 41 S S
162 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7051845103 15/dez 16/dez 40 S S
163 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 15/dez 16/dez 35 S S
164 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 16/dez 17/dez 36 S S
165 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7051845103 16/dez 17/dez 38 S S
166 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 16/dez 17/dez 40 S S
167 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 16/dez 17/dez 38 S S
168 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 16/dez 17/dez 39 S S
169 Urina CPSE 3396228 1008952030 64442460 7951845103 16/dez 17/dez 37 S S
170 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 38 S S

112




171 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 40 S S
172 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 41 S S
173 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 28 S S
174 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 40 S S
175 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 37 S S
176 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 38 S S
177 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 40 S S
178 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 42 S S
179 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 38 S S
180 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 36 S S
181 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 42 S S
182 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 37 S S
183 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 39 S S
184 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 38 S S
185 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 03/jan 04/jan 36 S S
186 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 04/jan 05/jan 38 S S
187 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 04/jan 05/jan 36 S S
188 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 04/jan 05/jan 33 S S
189 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 04/jan 05/jan 36 S S
190 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 04/jan 05/jan 40 S S
191 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 05/jan 06/jan 41 S S
192 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 05/jan 06/jan 36 S S
193 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 05/jan 06/jan 41 S S
194 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 05/jan 06/jan 40 S S
195 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 05/jan 06/jan 37 S S
196 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 o5/jan 06/jan 38 S S
197 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 05/jan 06/jan 40 S S
198 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 34 S S
199 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 39 S S
200 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 37 S S
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201 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 39 S S
202 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 40 S S
203 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 38 S S
204 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 38 S S
205 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 37 S S
206 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 06/jan 07/jan 37 S S
207 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 40 S S
208 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 10/jan 11/jan - R R
209 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 31 S S
210 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 37 S S
211 Urina CPSE 3396228 1009017950 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 38 S S
212 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 42 S S
213 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 41 S S
214 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 37 S S
215 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 39 S S
216 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 39 S S
217 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 10/jan 11/jan 38 S S
218 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 39 S S
219 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 10/jan 11/jan 40 S S
220 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7051845103 10/jan 11/jan 37 S S
221 Urina CPSE 3396228 1008991070 64442460 7951845103 10/jan 11/jan 36 S S
222 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7051845103 19/jan 20/jan 37 S S
223 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 38 S S
224 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 41 S S
225 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7051845103 19/jan 20/jan 41 S S
226 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 45 S S
227 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 37 S S
228 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 35 S S
229 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 41 S S
230 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 34 S S
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231 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 19 R R
232 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 19/jan 20/jan 40 S S
233 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 38 S S
234 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 39 S S
235 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 36 S S
236 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 37 S S
237 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 37 S S
238 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 38 S S
239 Urina CPSE 3415331 1009089430 64442460 7951845103 20/jan 21/jan 35 S S
240 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 26/jan 27/jan 45 S S
242 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 26/jan 27/jan 42 S S
243 Urina CPSE 3415331 1009017950 64442460 7951845103 26/jan 27/jan 40 S S
244 Sangue GS 3415331 3407100 64442460 7951845103 26/jan 27/jan 40 S S
245 Sangue GS 3415331 3407100 64442460 7951845103 26/jan 27/jan 39 S S
246 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 39 S S
247 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 41 S S
248 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7051845103 27/jan 28/jan 40 S S
249 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 38 S S
250 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7051845103 27/jan 28/jan 37 S S
251 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7051845103 27/jan 28/jan 40 S S
252 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 40 S S
253 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7051845103 27/jan 28/jan 38 S S
254 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 39 S S
255 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 43 S S
256 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7051845103 27/jan 28/jan 36 S S
257 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 38 S S
258 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951845103 27/jan 28/jan 40 S S
259 Exs GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 40 S S
Purulento
260 Sangue GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 39 S S
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261 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
262 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
263 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 43 S S
264 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 42 S S
265 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 45 S S
266 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 37 S S
267 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
268 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
269 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 39 S S
270 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 40 S S
271 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 40 S S
272 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
273 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
274 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 39 S S
275 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 37 S S
276 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
277 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 36 S S
278 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 31/jan o1/fev 38 S S
279 Liquido GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 34 S S
280 Sangue GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 36 S S
281 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 40 S S
282 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 38 S S
283 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 37 S S
284 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 39 S S
285 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 37 S S
286 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 41 S S
287 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev o02/fev 38 S S
288 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev o02/fev 39 S S
289 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o1/fev 02/fev 41 S S
290 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o02/fev 03/fev 37 S S

116




291 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o02/fev 03/fev 35 S S
292 Sangue GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 02/fev 03/fev 42 S S
293 Sangue GS 3422032 3407100 64442460 7951971203 o02/fev 03/fev 39 S S
204 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o02/fev 03/fev 38 S S
295 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 02/fev 03/fev 40 S S
206 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 o02/fev 03/fev 36 S S
297 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 02/fev 03/fev 41 S S
298 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 38 S S
299 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 37 S S
300 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 36 S S
301 Urina CPSE 3422032 1009089430 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 38 S S
302 Urina CPSE 3422032 1009102150 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 39 S S
303 Urina CPSE 3422032 1009102150 64442460 7951971203 03/fev 04/fev 39 S S
304 Urina CPSE 3422032 1009102150 64442460 7951971203 08/fev 09/fev 38 S S
305 Urina CPSE 3422032 1009102150 64442460 7951971203 o8/fev 09/fev 41 S S
306 Urina CPSE 3422032 1009102150 64442460 7951971203 o8/fev 09/fev 40 S S
307 Sangue GS 4347920 3416227 64442460 7952019203 23/fev 24/fev 42 S S
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