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Resumo

As pandemias sao surtos de doencas infeciosas em grande escala que podem aumentar
a morbilidade e mortalidade numa ampla area geografica. Em Dezembro de 2019, na
cidade de Wuhan, surgiram os primeiros casos de uma pneumonia inexplicavel,
consequéncia de infecdo por um coronavirus. O novo coronavirus foi classificado como
SARS-CoV-2 e a doenca causada por ele foi designada de COVID-19. No que diz
respeito a origem zoonotica do SARS-CoV-2, os morcegos (assim como no SARS-CoV e
no MERS-CoV) sao os hospedeiros naturais do virus. Contudo, ainda nao foi definido

com certeza qual é o hospedeiro intermediario do SARS-CoV-2.

O periodo de incubacdo do SARS-CoV-2 varia de um a quatorze dias e a transmissao
pessoa a pessoa ocorre por inalacdao de goticulas respiratorias ou aerossois provenientes
de uma pessoa infetada, que podem ser gerados durante espirros, tosse e exalacao. As
pessoas infetadas podem nao desenvolver manifestacoes da doenca (serem
assintomaticas) ou desenvolverem infecao respiratéria grave (pneumonia), que em
alguns casos culmina em morte. Os sinais e sintomas tipicos da COVID-19 sao febre,
tosse seca, fadiga, expetoracao, falta de ar e dor de garganta. Pessoas de todas as idades
sdo suscetiveis a0 novo coronavirus, sendo que os idosos e os individuos com doencas
cronicas, sao mais vulneraveis. Até ao momento nao existe nenhum medicamento
especifico que permita curar a COVID-19, nem vacina eficaz que previna a infe¢do por
SARS-CoV-2. A RT-PCR é, atualmente, considerada como o método de diagnostico
laboratorial de eleicao da COVID-19.

O presente trabalho teve como objetivos fazer a caracterizacdo demografica da
populacao com suspeita de infe¢ao por SARS-CoV-2 (por género, idade e proveniéncia
geografica) e a caracterizacao clinica dos casos estudados em contexto hospitalar no
CHUCB (sintomas de infecdo respiratoria, alteracdes hematologicas, renais e

hepaticas).

Os resultados obtidos demonstraram que a média de idades da populacdo estudada
(n=8609), foi de 57,9 + 22,4 anos para o sexo masculino e de 55,8 + 22,4 anos para o
sexo feminino. Do total de casos positivos,16 foram do sexo masculino e 17 do sexo
feminino. De entre os positivos, apenas 4 foram “casos importados” e 1 veio a 6bito. Do
ponto de vista clinico, a febre foi o sintoma mais frequentemente observado. No que se
refere ao estudo analitico realizado nos doentes positivos, os parametros de avaliacao

da funcao hepética (AST e ALT) mostraram que, estes doentes, apresentaram alteragao



dos valores de normalidade das enzimas hepaticas. Os resultados revelaram também
que estes doentes apresentavam niveis elevados de PCR, principalmente ao
diagnostico. Contudo, seria necessario uma amostragem maior, para que pudéssemos
afirmar com maior certeza estas e outras conclusoes. De uma forma global, o presente
estudo mostrou que a regiao da Cova da Beira foi pouco afetada pela primeira vaga da
pandemia COVID-19.
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Abstract

Pandemics are outbreaks of large-scale infectious diseases that can increase morbidity
and mortality in a wide geographical area. In December 2019, the first cases of an
unexplained pneumonia appeared in the city of Wuhan, caused by a coronavirus
infection. The new coronavirus was classified as SARS-CoV-2 and the disease caused by
it was called COVID-19. Regarding the zoonotic origin of SARS-CoV-2, bats (as in
SARS-CoV and MERS-CoV) are the natural hosts of the virus. However, the
intermediate host of SARS-CoV-2 has not yet been defined with certainty.

The SARS-CoV-2 incubation period varies from one to fourteen days and person-to-
person transmission occurs by inhaling respiratory droplets or aerosols from infected
people, which can be generated during sneezing, coughing and exhalation. Infected
people may not develop symptoms of the disease (be asymptomatic) or develop severe
respiratory infection (pneumonia), which in some cases culminates in death. COVID-19
typical signs and symptoms are fever, dry cough, fatigue, sputum, shortness of breath
and sore throat. People of all ages are susceptible to the new coronavirus, being the
elderly and individuals with chronic diseases are more vulnerable. Until now, there is
no specific drug that can cure COVID-19, nor an effective vaccine that prevents SARS-
CoV-2 infection. RT-PCR is currently considered as the laboratory diagnosis method of
choice for COVID-19.

The present study aimed to make the demographic characterization of the population
with suspected SARS-CoV-2 infection (by gender, age and geographical origin) and the
clinical characterization of the cases studied in the hospital in CHUCB (symptoms of

respiratory infection, changes hematological, renal and hepatic).

The results obtained showed that the studied population average age (n = 8609) was
57.9 + 22.4 years old for males and 55.8 + 22.4 years old for females. Of the total
positive cases, 16 were male and 17 females. Among the positive’s cases, only 4 were
“imported cases” and 1 died. From a clinical point of view, fever was the most
frequently observed symptom. Regarding the analytical study carried out on positive
patients, the parameters for assessing liver function (AST and ALT) showed that the
patients had abnormal liver enzymes values. The results also revealed that the positive
patients had high levels of PCR, mainly at diagnosis. However, a larger sample would

be necessary, so that we could affirm these and other conclusions with greater



certainty. Overall, the present study showed that the Cova da Beira region was little
affected by the first wave of the pandemic COVID-19.
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Capitulo 1: Estagio Curricular no Servico de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar

Universitario Cova da Beira

Introducao

A formacdo na area de bioquimica é baseada em dois campos complementares: o dos
conhecimentos teoéricos fundamentais, e o da experiéncia diario no laboratério, onde a
aprendizagem se faz a partir de cada davida e dificuldade. Tendo por base essa perspetiva, no
segundo ano de Mestrado em Bioquimica, optei por realizar um estagio profissional no Servigo
de Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB), e um

trabalho de cientifico.

O estagio profissional no SPC do CHUCB, que teve a duracdo de 6 meses, permitiu-me
participar nas diversas funcdes que o Técnico Superior de Satde exerce num laboratério de
patologia clinica, que envolvem a organizacao e controlo de todas as fases do circuito analitico,
no sentido de assegurar uma resposta rapida, mantendo sempre elevados padroes de qualidade.
Para que tal seja possivel é necessario ter conhecimentos gerais sobre cada area de trabalho e,
conhecer e compreender as metodologias utilizadas em cada uma delas. O estagio foi dividido
entre as seccoes de microbiologia e hematologia, e durante o tempo que passei em cada uma das
secgoes, adquiri, progressivamente, aptidoes tedrico-praticas e executei todas a tarefas da rotina
diaria (Anexo I e II). Foi, sem davida, uma experiéncia que me permitiu crescer como
profissional, por contribuir para aumentar a minha sensibilidade para o impacto que os

resultados laboratoriais tém, no que ao doente diz respeito.

Na altura em que estava a terminar o estagio profissional, a pandemia da COVID-19 comegou a
ter impacto a nivel nacional, e eu achei que era interessante fazer a caracterizacao
epidemioldgica da populacdo da Cova da Beira, que estava a ser testada. Nessa mesma altura,
tive a sorte de ter sido selecionada para participar na bolsa de interessados para apoio na
realizacdo de testes de diagndstico do SARS-CoV-2, tendo tido oportunidade de aprender e
executar as técnicas de biologia molecular utilizadas na identificacio do SARS-CoV-2 (Anexo
III). Oportunidade que me permitiu compreender de forma pratica, o processo laboratorial de
diagnéstico da COVID-19. Com o avancar da pandemia, foram publicados inimeros trabalhos
cientificos que apontavam para alteraces/disfuncées nos diferentes sistemas do corpo humano,
consequéncia da infecdo por SARS-CoV-2. Nesse contexto, foram definidos os objetivos
secundarios do meu trabalho cientifico. O trabalho desenvolvido, permitiu-me desenvolver

raciocinio critico sobre como analisar, apresentar e discutir resultados.



De uma forma global, considero que a minha integracdo no SPC do CHUCB onde estagiei, e o
trabalho cientifico que realizei, permitiu-me desenvolver capacidade de raciocinio laboratorial, e

a autonomia e juizo critico que vao definir a minha préatica profissional futura.

1.1 Caracterizacao do Centro Hospitalar Cova da Beira

O Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB) E.P.E, é uma unidade do Servigo
Nacional de Satde Portugués que presta cuidados de satde as populagbes residentes nos
concelhos da Covilha, Fundao, Belmonte e Penamacor. O CHUCB oferece servicos médicos na
area da Cardiologia, Reumatologia, Imunoalergologia, Neurologia, Infeciologia, Nutricao e
Atividade Fisica, Oncologia, Medicina Interna, Gastroenterologia, Hematologia, Medicina
Paliativa, Pneumologia e Psiquiatria. Este centro hospitalar oferece ainda servicos cirtirgicos e
de medicina preventiva, Medicina Reprodutiva, Neonatologia e meios complementares de
diagnoéstico. Todos os servicos anteriormente citados encontram-se integrados nas quatro
unidades cruciais do CHCUCB: Urgéncia, Urgéncia Pediatrica, Internamento e Consulta

Externat.

1.2 Caracterizacao do Servico de Patologia Clinica

O SPC situa-se no piso 0, no Hospital Péro da Covilha, e no piso 1 situa-se a Central de Colheitas
e a Area de atendimento ao ptblico. As analises clinicas sdo um importante meio de diagnéstico
complementar, que permitem diagnosticar patologias ou doencas de maior ou menor gravidade,

sendo que a maior parte das decisoes médicas é tomada a partir dos resultados obtidos2.
O SPC tem como missao:

Processar produtos biologicos dos utentes que recorrem ao servico, efetuando a determinacao
analitica dos parametros solicitados, de forma a ajudar ao diagnostico clinico e a instituicdo de

uma terapéutica adequada;

e efetuar colheitas de sangue em seguranga, tendo sempre presente o
grau de satisfacdo dos utentes de forma a poder melhorar a qualidade
dos servicos prestados;

o efetuar determinagbes analiticas fidveis em tempo 1til, baseadas na
atualizaclo técnica, na qualidade e na automatizacao;

e motivar os colaboradores, delegando niveis de competéncia e
promovendo a formacao profissional;

e participar no ensino pré-graduado e pés-graduado;

e participar em projetos de investigacao.



Para além das areas administrativas e de colheitas, o SPC encontra-se dividido em 6 seccGes:
Hematologia, Microbiologia, Imunoquimica, Virologia, Autoimunidade e Urgéncia. O SPC
atende os utentes do Internamento, Consulta Externa e Urgéncia Geral do CHUCB, utentes da
ARS Sub-Regido de Castelo Branco e outros Sub -Sistemas, numa média de 500 utentes por

dia2.

O SPC do CHCB conta com uma equipa multidisciplinar constituida por 3 médicos (sendo a
diretora de servico — Dr.2 M. Conceicdo Faria), 3 farmacéuticos, 3 técnicos superiores de satde,

17 técnicos de diagnoéstico e terapéutica, 3 assistentes operacionais e 6 assistentes técnicos.

O Servico encontra-se informatizado, utilizando como sistema operativo o Sistema Informatico
de Laboratério — Modulab Gold®. Tem ligacdo informatica aos Servigos de Urgéncia pelo
Sistema Alert® e possui ainda o Sistema Infinity® que gere todo o processo laboratorial pré-

analitico2.

1.3 Seccao de Microbiologia

A Seccdo de Microbiologia (SM) tem como principal objetivo contribuir para o diagnéstico,
tratamento e prevenciao das doencas infeciosas, através do isolamento e identificacdo de
microrganismos, bem como o estudo da resisténcia dos agentes infecciosos aos antibidticos,

através da determinacao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

Na SM sao processados diversos tipos de amostras biologicas, como sdo exemplo: urina, fezes,
lavados bronco-alveolares, pus, biopsias. As diferentes amostras podem ser enviadas a SM em
quatro tipos de recipientes: frasco asséptico, zaragatoa, portagerme e garrafa de hemocultura.
As amostras sao identificadas através de codigos de barras, e o seu processamento é realizado

em condi¢Oes de assepsia, perto do bico de Bunsen ou na cdmara de fluxo laminar.

As bactérias sdo microrganismos unicelulares, procariontes, microscopicos, que podem ser
encontradas na forma isolada ou em colénias e sdo responsaveis por inimeras doencas a nivel

mundial, tais como a colera, tuberculose e meningite bacteriana, etc3-4.

As bactérias sao classificadas de acordo com a sua morfologia, estrutura da sua parede celular e
caracteristicas nutricionais. Quanto a sua morfologia podemos classifici-las em cocos, bacilos
espiroquetas. Os cocos (células de forma esférica) podem apresentar-se como uma célula dnica
ou em aglomerados: diplococos (dois juntos), estreptococos (em cadeia), estafilococos (em

aglomerados), sarcinas e tetradas. Os bacilos (células em forma de bastonete) também podem

apresentar-se como uma célula tinica ou em cadeia, estreptobacilos. As espiroquetas tém uma

forma espiralada (Figura 1)s.
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Figura 1- Classificacao morfologica das bactériass.

Todas as bactérias possuem parede celular, exceto os micoplasmas, que tem como funcio
proteger a célula bacteriana da lise osmética e evita contato com substéncias externas nocivas.
Quanto a estrutura, a parede celular das bactérias pode ser dividida em dois grupos: bactérias
Gram-positivo (BGP) e bactérias Gram-negativo (BGN) (Figura 2). As bactérias Gram-positivo
possuem uma parede celular simples, constituida por membrana citoplasméatica e uma camada
espessa de peptidoglicano, um polimero que garante a estrutura da bactéria, por formar uma
estrutura rigida. As bactérias Gram-negativo possuem uma parede celular mais complexa,
constituida por uma membrana citoplasmética, um espaco periplasméatico, que contém uma

camada delgada de peptidoglicano, e uma membrana externas.

Apesar da estrutura da parede celular das bactérias Gram-negativo ser mais complexa, elas
possuem uma camada de peptidoglicano muito fina, em comparacdo com as bactérias Gram-
positivo. E devido a esta diferenca nas caracteristicas da parede celular que é possivel fazer uma

identificacao preliminar das bactérias recorrendo a um método que é a coloracao de Grams.
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Figura 2- Estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivo e Gram-negativo (Adaptado de 6).



De acordo com as categorias nutricionais as bactérias podem ser -classificadas em
heterotroéficas e autotroficas. O metabolismo das bactérias heterotroficas baseia-se na
oxidacdo de compostos organicos como hidratos de carbono, lipidos e proteinas. O metabolismo

das bactérias autotréficas baseia-se na oxidagdo de compostos inorganicoss.

As bactérias heterotroficas podem ainda ser classificadas em aerdbias, anaerdbias e
fermentadoras. As bactérias aerdbias realizam a oxidagdo completa da glucose através da
utilizacdo de oxigénio, o aceitador final de eletrGes, para a sintese de ATP. Nas bactérias
anaerdébias, o recetor de eletroes sdo substancias como NO;-, SO,- ou CO,, 0 que faz com que
estas sejam menos eficientes na producido de ATP. A respiracdo anaer6bia ocorre em bactérias

anaerdbias estritas ou facultativas, como sdo exemplo as enterobactériass.

As bactérias que conseguem sobreviver em ambientes com valores de pH muito baixos, utilizam

a fermentacdo lactica para a obtengdo de energia. Estas bactérias, como sdo exemplo os

Streptococcus spp. e os Lactobacillus spp., ndo possuem a enzima catalase mas possuem
enzimas peroxidases e superoxido dismutase. Os microrganismos podem ainda ser classificados

em relacdo a sua fonte de carbono, oxigénio (Tabela 1) e azotos.

Tabela 1- Classificacdo das bactérias quanto a sua fonte de carbono e oxigénio

Quimioautotroéficos Utilizam o CO2 como fonte de carbono

Fonte de Carbono Quimobheterotroficos Utilizam fontes organicos como fonte de
carbono.

Aeroébios obrigatoérios Sdo dependentes do oxigénio, sb crescem
na sua presenca.
Anaerobios obrigatérios O oxigénio é toxico para estas bactérias.

Anaeroébios facultativos Podem utilizar ou nido o oxigénio;
conseguem Crescer na presenga ou na
Fonte de oxigénio auséncia de oxigénio, contudo o
crescimento € mais produtivo na sua
presenca.

Anaerobias — aerotolerantes | O oxigénio nao € t6xico, mas nao é
utilizado.

Microaerofilicos Bactérias que crescem melhor em

concentragoes. Baixas de oxigénio (2-
10%) € 10% de COo.

1.3.1 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram é um dos métodos mais importante e mais valioso para a identificacao
bacteriana, que tem como principais vantagens a rapidez e o baixo custo. Esta coloracdo baseia-
se na capacidade das bactérias reterem o corante cristal de violeta no interior da célula. A
capacidade de reter o corante prende-se com as propriedades fisicas e quimicas da parede
celular e bacteriana tais como espessura, densidade, porosidade e integridade.

Antes da realizacdo da coloracgio é realizado um esfregaco numa lamina de vidro, espalhando
uma pequena quantidade da amostra biologica. A amostra pode ser obtida a partir de um meio

de cultura liquido ou s6lido, ou diretamente da amostra biologica original. Apos a execucdo do



esfregaco, a lamina é deixada a secar ao ar ambiente ou numa estufa a 35/37°C. Posteriormente,
o esfregaco é fixado pelo calor ou utilizando etanol (fixacdo quimica). O principal objetivo da
fixacdo consiste em aderir a amostra a lamina, por forma a que a amostra nao se perca durante o

processo de coloragao.

Apbs as etapas anteriormente descritas, a amostra é corada com o cristal de violeta (corante
primério). Seguidamente é adicionada uma solug¢do de iodo (fixador), que ird formar um
complexo insolavel cristal-violeta-iodo, que é absorvido quer pelas bactérias Gram-negativo,

quer pelas Gram-positivo. Nesta altura, as bactérias adquirem uma coloracao violeta.

Posteriormente, o esfregaco é descolorado com recurso a etanol ou acetona, que desidratam a
camada de peptidoglicano das bactérias Gram-positivo. A desidratacdo da camada de
peptidoglicano vai fazer com que a sua estrutura fique ainda mais compacta, permitindo a
retencdo do corante primério. Nas bactérias Gram-negativo o etanol dissolve a porcao lipidica
da membrana externa e, consequentemente, por terem uma fina camada de peptidoglicano, nao
conseguem reter o corante primario, levando a descoloracdo das células. Por dltimo, os
esfregacos sdo tratados com safranina (contra-corante). A safranina vai permitir evidenciar as
bactérias Gram-negativo, por estas adquirirem uma coloracdo avermelhada, e as bactérias

Gram-positivo por adquirem uma coloracao ptarpura (Figura 3).

Figura 3- Observacdo ao microscopico de bactérias Gram-negativo (& esquerda) e bactérias Gram-positivo
(a direita) (Adaptado de 7).

1.3.2 Coloracao de Zhiel-Neelsen

A coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) é utilizada para corar bactérias pertencentes a familia das
Mycobacteriaceae, que nao coram pela coloracdo de Gram. Estas bactérias sdo fortemente
resistentes a descoloracdo por uma solugao alcool-acido forte, sendo denominadas por bacilos
acido-alcool resistentes (BAAR). Esta caracteristica é devida ao facto da parede celular ter um
elevado teor de acido micolico, que as protege de desinfetantes, antibidticos e corantess.

Para se realizar a coloragio de ZN faz-se um esfregaco numa lamina de vidro, que se deixa secar,
e que ¢ fixado pelo calor. Em seguida, adiciona-se uma solu¢io de fucsina fenicada, e aquece-se
a lamina até a emissao de vapores. O calor vai desintegrar os lipidos constituintes da membrana,

tornando-a permeével, permitindo assim que as células bacterianas e outras estruturas



presentes no esfregaco sejam coradas de vermelho. A descoloracao é realizada com uma solucio
alcool-acido que ira descorar todas as bactérias exceto as acido-alcool resistentes. Por fim a
lamina, é adicionada uma solucao de azul de metileno que ird corar as bactérias que nao
possuem uma parede celular rica em lipidos. Apds a coloragdo de ZN, ao serem observadas no
microscopico, as bactérias acido-alcool resistentes estarao coradas de vermelho e as nao acido-

alcool resistentes estardo coradas de azul (Figura 4)s5.

Figura 4- Observacdo de micobactérias ao microscopio coradas pela coloragio de Ziehl-Neelsen. (Retirado
de 8).

13.2.1 Meios de Cultura para Crescimento e Isolamento de

microrganismos

Os meios de cultura fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento dos
microrganismos. Para que os microrganismos possam crescer, eles também necessitam de
condi¢oes 6timas de oxigénio (presenca ou auséncia), pH e pressdo osmotica.

Os meios de cultura podem classificar-se em meios liquidos e meios sélidos. Os meios
liquidos nao contém Aagar, permitindo uma maior disponibilizacdo dos nutrientes, e os meios
sblidos, por conterem agar na sua constituicdo, permitem o isolamento e a contagem das
colbnias. O crescimento bacteriano em meio liquido identifica-se pela turvacdo do mesmo, e em
um meio solido pela presenca de coléniass9.

Os meios de cultura podem também ser classificados como meios enriquecidos, seletivos ou

diferenciais.

Meios enriquecidos — meios de cultura que contém fatores de crescimento importantes para o
desenvolvimento de microrganismos exigentes, tais como vitaminas, aminoacidos ou
componentes sanguineos.
Meios seletivos — meios que contém antibidticos, ou outras substancias, que impedem o
crescimento de grupos de microrganismos especificos, permitindo o isolamento de um
microrganismo particular.

Meios diferenciais — meios que permitem a distingdo entre microrganismos semelhantes mas

com caracteristicas culturais diferentes (ex.: coloracdo das colonias)ze.



13.2.2 Gelose de Sangue (GS)

E um meio de cultura nao seletivo e diferencial, onde crescem a maioria dos microrganismos. £
utilizado rotineiramente para o isolamento de microrganismos nao fastidiosos, mas também na
realizacdo da prova de satelitismo, para identificacdo presuntiva de Haemophilus spp. E na
diferenciacdo entre Streptococcus spp. E Staphylococcus spp. Esta diferenciacio é possivel
devido ao facto da GS conter na sua constituicdo eritrocitos integros, que ao serem lisados pelos
diferentes microrganismos, vai levar ao aparecimento de halos de diferentes tonalidades 4 volta
das colonias911.

Os Streptococcus spp. Sao classificados de acordo com a sua atividade hemolitica em [3-

hemolise, a-hemolise e Y-hemolised:11.
B-hemolise: presenca de halo transparente em torno das colénias (lise total dos eritrécitos).
A-hemolise: presenca de halo esverdeado em torno das colénias (lise parcial dos eritrocitos).

Y-hemoélise (sem hemolise): auséncia de halo em torno das colbnias (eritrocitos permanecem

integros) (Figura 5) 911

B-hemolise a-hemolise y-hemolise

Figura 5- Tipos de hemdlise observados na gelose de sangue (Adaptado de 12).

1.3.2.3 Gelose de Chocolate PoliVitex (PVX)

O PVX é um meio de cultura enriquecido, nao seletivo. Embora no PVX crescam quase todos os
tipos de microrganismos, ele é utilizado para a cultura de microrganismos exigentes, como sio
exemplos os Haemophilus spp., Neisseria spp., Branhamella catarrhalis e Moraxella spp. O
PVX tem na sua constituicio sangue de cavalo, carneiro ou coelho aquecido a altas
temperaturas. O facto de o sangue ser aquecido vai fazer com que haja lise dos eritrocitos,
conferindo uma cor castanha escura ao meio de cultura. Por outro lado, a lise dos eritrocitos
permite disponibilizar o Factor X (heme) e o Factor V (NAD), compostos fundamentais para o
crescimento dos microrganismos exigentests 14,

O aparecimento no PVX de colénias de tamanho pequeno a médio, com pigmento amarelo é
sugestivo de Neisseria spp, Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp. Colénias pequenas,

com pigmento de cor creme claro sdo sugestivas de Haemophilus spp.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus

1.3.24 Meio Chocolate Haemophilus (HAE2)

O meio de cultura HAE2 é um meio seletivo, utilizado para o isolamento de Haemophilus
influenzae em amostras biolégicas. Alguns serétipos de H.influenzae (b e f) sdo responsaveis por
infeccOes graves como a meningite. O HAE2 para além de conter fator X e fator V, contém
também bacitracina. A bacitracina inibe a maior parte da flora comensal, permitindo o

desenvolvimento do H. influenza, que é resistente a este agente antimicrobiano.

1.3.2.5 Meio de Chocolate VCATS3

O meio de cultura Chocolate VCAT3 é um meio seletivo, utilizado para o isolamento de
Neisseria gonorrhoeae. A seletividade do meio de cultura é obtida pela jun¢do de antibidticos e
antifingicos (VCAT= vancomicina, colistina, anfotericina, trimetropim), que permitem inibir a

maior parte das bactérias e das leveduras presente nas amostras'.

1.3.2.6 Meio MacConkey (MCK)

O meio de cultura MCK é um meio de cultura seletivo e diferencial, que permite isolar bacilos
Gram-negativo e aferir se estes fazem ou nao a fermentacao da lactose, pela cor que a colonia
adquire. O meio contém cristal de violeta e sais biliares que inibem o crescimento de
microrganismos Gram positivo, vermelho neutro (indicador de pH), lactose e peptonatt1s,

As bactérias fermentadoras de lactose (Lac+), como a Escherichia coli, utilizam a lactose e
produzem acido como produto final da fermentacao, que diminui o pH do meio, resultando no

desenvolvimento de coldnias de cor rosatt1s,

As bactérias nao fermentadoras de lactose (Lac-), como a Salmonella e Pseudomonas, por nao
conseguirem utilizar a lactose, utilizam a peptona como fonte de carbono. Ao utilizarem a
peptona ocorre a formacdo de amoénia, que aumenta o pH do meio, resultando no

desenvolvimento de coldnias de cor branca ou incolarests,

1.3.27 Meio Colistina e Acido Nalidixico (CNA)
E um meio seletivo que é utilizado para o isolamento de microrganismos Gram-positivo, em
especial os estreptococos e os estafilococos. O CNA contem na sua composicao dois antibiéticos,

a colistina e o Acido nalidixico, que inibem os microrganismos Gram-negativot.16,



1.3.2.8 Meio Sabourad
E um meio utilizado para o cultivo e isolamento de fungos, por possui elevada concentracio de
glucose e um baixo nivel de pH. A maioria das bactérias nao consegue sobreviver em meios com

esta composicao, uma vez que o seu crescimento é inibido?’.

1.3.2.9 Meio Salmonella-Shigella (SS)

E um meio seletivo e diferencial que permite a selecdo e o isolamento de espécies de Salmonella
e Shigella em amostras de fezes. O SS possui sais de bile, verde brilhante e citrato de sédio, que
inibem os microrganismos Gram-positivo; lactose, que permite diferenciar os microrganismos
Lac- e Lac+; e tiossulfato de sodio e citrato férrico que permitem a detecao de sulfeto de
hidrogénio (H.S) que permite evidenciar colénias com o centro negro18,

A presenca no meio de SS de colénias com centro negro deve levar-nos a suspeitar de

Salmonella spp. A presenca de colonias incolores, podem ser indicativas de presenca de Shigella

Spp.

O meio SS é mais seletivo para microrganismos Gram-negativo do que o meio MacConkey

devido a maior concentracao de sais de bilet.

1.3.2.10 Meio Yersinia

Meio seletivo utilizado para o isolamento de Yersinia, agente causador de gastroenterite. O meio
contém cristal de violeta que inibe seletivamente os microrganismos Gram-negativo e Gram-
positivo. Este meio contém manitol, que ao ser fermentado pela Yersinia, juntamente com o
vermelho neutro (indicador de pH), faz com que as colonias apresentem uma coloracao rosa

escuro a vermelhot19,

1.3.2.11 Meio Campylobacter

E um meio seletivo utilizado para o isolamento de espécies Campylobacter (as mais frequentes
sdo o Campylobacter jejuni e Campylobacter coli), provenientes de amostras de fezes, e
responsaveis por algumas infeccOes intestinais. O meio possui novobiocina e colistina que
inibem as bactéricas entéricas Gram-negativo, e contém cicloheximida que inibe grande parte
dos fungost.

O meio é incubado em atmosfera de microaerofilia, a temperatura de 42°C durante 48h.
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13.2.12 Meio Liquido Tetrationato

E um meio liquido enriquecido que, com adicio de iodo e iodedo de potéassio, torna-se seletivo
para o cultivo de Salmonella spp., que pode estar em pequena quantidade na flora intestinal. A
solucdo de iodo ¢é adicionada no caldo no momento da sua utilizacao, antes de a amostra de fezes
ser semeada, inibindo assim a flora comensal intestinal8:20,

O meio é composto por:

o Peptonas >> fornecem nitrogénio, vitaminas, aminoacidos e carbono;
0 Sais Biliares >> inibem o crescimento de microrganismos Gram-positivos;
. Carbonato de Célcio >> neutraliza os 4cidos produzidos pela reducao do oxiciclina.

O enriquecimento seletivo permite aumentar a probabilidade de recuperagdo de
microrganismos exigentes e existentes em pouca quantidade, evitando resultados falsos

negativos:8-20,

1.3.2.13 Meio Caldo de Carne

E um meio liquido enriquecido que contém extrato de carne bovina, nitrogénio, carbono,
vitaminas e aminoacidos, que permitem o crescimento da maioria dos microrganismos. A
utilizagdo deste meio tem como objetivo favorecer o crescimento e a multiplicacio de
microrganismos que possam estar em pequena quantidade, para que depois possam ser

semeados em meios sblidos, tornando possivel a sua identificacaot.

1.3.2.14 Meio Liquido Todd

E utlizado para a cultura de estreptococos p-hemoliticos do grupo B, Streptococcus agalactiae.
O meio é composto por: peptonas, para um bom crescimento; dextrose, cuja finalidade é
estimular a producado de hemolisina, impedindo assim a inativacdo da mesma pelo meio acido;
antibibticos, gentamicina e acido nalidixico, que favorecem o isolamento de Streptococcus

agalactiae de amostras com flora mistats.i,

1.3.2.15 Meio Mueller Hinton (MHE)

Meio nao seletivo utilizado para a realizacdo de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos,
pelo método de difusdo em discos ou E-test. O meio MHE é um meio que nfdo possui
suplementos e que proporciona um crescimento satisfatério para a maioria dos microrganismos
nao exigentes.

Contém baixas concentragdes de timidina e concentracoes definidas de célcio e magnésio.
VariagOes na concentracao destes elementos tém implicagdo nos resultados obtidos (aferi¢ao das
concentracdes minimas inibitorias), podendo levar a obtencdo de falsos resultados de

sensibilidade ou resisténcia2'.
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1.3.2.16 Mueller Hinton com sangue (MHF)

E uma variante do meio Muller Hinton, enriquecido com sangue de cavalo, que contém [-
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (B-NAD). E utilizado para testes de suscetibilidade
antimicrobiana por difusdo, em microrganismos exigentes, como pneumococos e outros

estreptococos, Haemophilius spp. E Moraxella spp?S.

1.3.2.17 Meio Pylori

E um meio seletivo, utilizado para o isolamento da Helicobacter pylori proveniente de amostras
géstricas. O H.pylori é o agente infeccioso responsavel por gastroenterites croénicas, tlceras
pépticas e duodenais, e alguns tipos de cancro do estdbmago. Este meio de cultura contém uma
combinacdo de vancomicina, anfotericina B, trimetroprim e cefsulodina, que permite inibir a

flora contaminante, sem prejudicar o isolamento da H. pyloriz2=23.

1.3.218 Meio Lowenstein-Jensen

Meio seletivo utilizado para o cultivo e isolamento de Mycobacterium tuberculosis e outras
espécies de micobactérias. O meio contém verde malaquite, que inibe o crescimento da maioria
dos organismos contaminantes, e ovo e glicerol que fornecem os 4cidos gordos e proteinas

necessarios ao metabolismo das micobactérias!t24,

1.3.2.19 Meios de Cultura Cromogénicos

Os meios de cultura cromogénicos sdo meios diferenciais, que permitem a identificacdo
presuntiva de patdgenos importantes, tais como a Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, Candida albicans. Os meios possuem na sua composicao substratos cromogénicos, que
ao serem metabolizados pelas bactérias, originam compostos de cores especificas, que permitem
a identificacdo presuntivas.

A utilizacao deste tipo de meios de cultura é um método rapido, preciso, e econémico, que nao

requer testes de confirmacao adicionais.

1.3.2.19.1 Meio Granada

Meio seletivo utilizado para a detecdo e identificacdo de estreptococos do grupo B (S.
agalactiae). O S. agalactiae é agente de infecdo grave em recém-nascidos, sendo responsavel
por quados de septicemia e meningite. Os recém-nascidos sao infetado através da mae, pelo que
uma detecao rapida e adequada do patégeno pode reduzir significativamente as comorbidades
associadas a este tipo de infe¢ao25:26.

O meio Granada possui metotrexato, soro de cavalo e amido, que apds inoculacio e incubacio

com estirpes f-hemoliticas, estas adquirem cor alaranjada.
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1.3.2.19.2 Meio Staphylococcus aureus Meticilina Resistente

Meio cromogénico seletivo e diferencial para o isolamento e identificacao direta de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA).

O meio possui uma mistura de antibi6ticos/antifingicos e uma concentracio de sal otimizada,
que inibe o crescimento da maioria das bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, e de

leveduras.

A meticilina é um antibiético e 0 MRSA tende a ser multirresistente, tornando as opcoes

terapéuticas limitadas, sendo por isso uma bactéria dificil de tratar2728,

O exame cultural tem como objetivo detetar individuos colonizados por MRSA, por forma a

reduzir a transmissao cruzada de microrganismos resistentes.

1.3.2.19.3 Meio Candida

Meio de cultura seletivo que permite a deteccdo, isolamento e diferenciacao de Candida spp.
Devido a presenga de substratos cromogénicos, é possivel a diferenciacdo da Candida albicans
(apresenta uma coloracio verde) das outras espécies de candida (Candida tropicals, Candida

lusitaniae e Candida kefyr, que apresentam uma coloracgio rosa)4-29.

1.3.2.19.4 Meio SMAC (meio MacConkey com Sorbitol)

E um meio utilizado para o isolamento de E.coli enterohemorrigica O157:H7. O serotipo
0157:H7 da E.coli esta associado a quadros clinicos de diarreia, colite enterohemorragica grave
e Sindrome Hemolitico-Urémico. E possivel diferenciar a estirpe 0157 das outras estirpes de E.
coli por estas apresentarem colonias incolores neste meio de cultura. As restantes estirpes de E.

coli, apresentam coldnias de cor rosa3e:s1,

1.3.2.19.5 Meio Brilliance

E um meio cromogénico, utilizado para a detecio de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenemos. Os carbapenemos sao uma classe de antibidticos f-lactimicos, de amplo
espectro, conhecidos por serem muito eficazes na maioria das infe¢oes causadas por bactérias
Gram-negativo. As Enterobacteriaceae tém desenvolvido resisténcia aos carbapenemos através
da producdo de carbapenemases. As carbapenemases sdo [-lactamases com capacidade de
inativarem a maioria dos antibidticos B-lactdmicos. Neste contexto, a sua detecdo rapida e
precoce é fundamental para a implementacdo de terapéutica adequada, e de medidas de
controlo de infegdo, que permitam diminuir a disseminacio das estirpes produtoras de

carbapenemases%s? .
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1.3.2.19.6 Meio Manitol Salgado (MSA)

Meio de cultura seletivo e diferencial utilizado para a detecdo e isolamento de estafilococos. O
meio MSA contém uma alta concentracdo de cloreto de sbédio (7,5%) que inibe a maioria das
bactérias Gram-positivo, exceto os estafilococos. Na sua composicao contém também manitol e
vermelho de fenol, um indicador de pH, que deteta o &4cido produzido por estafilococos
fermentadores de manitol:®3s,

Estafilococos fermentadores de manitol e coagulase-positivo, Staphylococcus aureus,
desenvolvem colonias amarelas no meio de MSA, enquanto que estafilococos coagulase-
negativo, ndo fermentadores de manitol, desenvolvem colonias rosas ou vermelhas, sem que

ocorra alteracdo da cor do meio%:33,

1.3.3 Tipos de Sementeira e Condicoes de Incubacao

O sucesso da cultura depende da selecdo apropriada dos meios, da utilizacdo de condicGes de
assépticas e da escolha e execugao correta do tipo de sementeira. Existem diversas técnicas de
sementeira em meio s6lido, nomeadamente, sementeira por quadrantes ou por esgotamento, em
rede, em profundidade ou por meio de incorporacao, por inundagao. As mais utilizadas na Secao
de Microbiologia do CHUCB sdo a técnica de sementeira por quadrantes (Figura 6), por
contagem de colonias (Figura 7) e em rede (Figura 8).

Na técnica de sementeira para contagem de colonias, as placas de petri sdo inoculadas com
recurso a uma ansa calibrada estéril de 1pL, tracando inicialmente uma estria central na placa.
Seguidamente sao feitas estrias paralelas a estria central, de forma a inocular toda a superficie
da placa. Esta é uma técnica quantitativa que tem como objetivo realizar a contagem de colonias
através de uma estimativa do nimero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por mililitro
de volume inoculado (UFC/ml). Este tipo de sementeira é utilizado nas amostras de urina,
esperma e lavados bronco-alveolares (no caso dos liquidos é utilizada uma ansa calibrada estéril

de 1ouL).

a)

Figura 6- (a) Esquema da técnica de sementeira por contagem de coldnias; (b) Uma placa inoculada pela

mesma técnica (Retirado de 9)
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A técnica de sementeira por quadrantes, ou por esgotamento, ¢ uma técnica semi-quantitativa
que permite avaliar se a amostra contém muitas, algumas ou poucas colonias. Esta técnica
divide a placa em quatro quadrantes, com o objetivo de obter coldnias isoladas no tultimo
quadrante. Com uma ansa calibrada estéril de 1uL contendo inoéculo, sdo realizadas estrias em
zigue-zague no meio de cultura até meio da placa (primeiro quadrante), correspondendo a
regido com maior concentracdo de inéculo. Em seguida, sem impregnar a ansa com mais
produto, sdo realizadas estrias no segundo, terceiro e quarto quadrantes, de forma a obter
quantidades significativamente menores de produto e, consequentemente, colonias isoladas no
tltimo quadrante. E importante néo cruzar as estrias (nfio tocar com a ansa na estria anterior),
para reduzir o in6culo em cada estria, e assim obter colonias isoladas. Esta técnica € utilizada
em quase todos os produtos biolégicos, exceto nos produtos onde é executado a técnica de

sementeira por contagem de coldnias.

1° Quadrante 1" Quadrante 3”7 Quadrante 4° Quadrante

Figura 7- (a) Esquema da técnica de sementeira por quadrantes; (b) Uma placa inoculada pela mesma

técnica (Adaptado de 34).

A técnica de sementeira em rede é utilizada para a realizacdo de antibiogramas manuais. Nesta
técnica é preparada inicialmente uma suspensao bacteriana a 0,5 McF (McFarland), na qual é
mergulhada uma zaragatoa, que posteriormente é utilizada para realizar a sementeira, em toda a
superficie da placa. Para garantirmos que a sementeira é uniforme em toda a superficie da placa,

esta é feita em pelo menos quatro direcoes diferentes, como ilustrado na Figura 8.

VAR S 8w IJa
\ Z £ 2. £ J

Figura 8- - Esquema de processamento da técnica de sementeira em rede
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Apoés realizacao da sementeira nos meios de cultura apropriados, as placas sdo incubadas nas
estufas de acordo com o tipo de atmosfera e temperatura necessarias para o desenvolvimento e
crescimento dos microrganismos. O laboratoério de microbiologia do CHUCB possui trés estufas

de 35° + 2°C, uma estufa de 30°+ 2°C e uma estufa de 42°+ 2°C (Tabela 2).

Tabela 2- As estufas utilizadas na SM e as suas respetivas fungoes

Estufa 1 — para o crescimento de microrganismos aerdbios (21% de O, e
0,03% de CO,).
Estufa 2 — para o crescimento de microrganismos em atmosfera de CO.. As
placas sdo colocadas numa jarra e é adicionado gerador de atmosfera de CO..
Estufa de
35°+2°C Estufa 3 — para o crescimento de microrganismos que necessitam de
atmosfera de anaerobiose. Sao utilizados geradores de atmosfera de
anaerobiose. Nesta estufa também sao incubadas placas com o meio pylori,
utilizando gerador de atmosfera de microaerofilia.
Estufa de Utilizada para o crescimento de fungos e das bactérias Yersinia spp. Em
30°+2°C atmosfera de aerobiose.
Estufa de Utilizada para o crescimento de espécies Campylobacter spp. Utilizando
42°+2°C geradores de atmosfera de microaerofilia.

1.3.4 Urina

A urina é um liquido biolégico estéril até a sua passagem na uretra que, durante a miccio,
arrasta os microrganismos que a colonizam. As infe¢Ges do trato urinario (ITU) sdo uma das
infecGes mais frequentes no ser humano, sendo causadas por bactérias que invadem o aparelho
urinario por via ascendente através da uretra.

Os agentes etioldgicos mais frequentes nas infe¢oes urinarias sdo as Enterobacteriaceae, sendo
a espécie mais prevalente a E. coli. S3o também agentes frequentes de infecOes urinarias as

espécies de Proteus spp, Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.

Para diagnodstico das ITUs, a SM recebe amostras de urinas para exame cultural (urocultura)
colhidas assepticamente. Sao validas amostras de urinas colhidas pela técnica do jato médio, em
saco coletor no caso de criancas e por meio de algaliacdo. E preferencialmente colhida a
primeira urina da manha ou, se néo for possivel, depois de duas horas sem urinar. Apos realizar
a assepsia dos 6rgaos genitais com soro fisiol6gico, é desprezado o primeiro jato de urina e é

colhido o jato médio, para um recipiente estéril e de boca larga; a restante urina é desprezada.

Apos a colheita, as amostras sdo enviadas de imediato ao laboratério e semeadas em primeiro
lugar no meio Mac e depois no meio GS, com recurso a uma ansa de 1pL, perto do bico de
Bunsen, pela técnica de contagem de colonias. As placas sdo incubadas na estufa de 35°C
durante 18 a 24 horas. No caso de nao ser possivel semear as amostras de urina de imediato,

estas devem ser conservadas no frio a uma temperatura entre 2 a 8°C.
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Apos realizacdo do exame cultural, separa-se uma aliquota para um tubo de centrifuga de 10 mL
para o exame citologico, que é posteriormente colocado na cadeia de anélise de urinas. Na
primeira entrada (AutionMax ®) sdo colocadas as amostras que tenham pedido de Urina tipo Il e
urocultura. Na segunda entrada (SediMax®), sdo colocadas as amostras para as quais tenha sido

pedido apenas urocultura.

A validacao dos sedimentos urinarios deve ser feita no Software MenaSoft® e confirmado
sempre que o equipamento dé indicacdo de “crowded”. A confirmacdo sera feita apds
centrifugacdo da amostra de urina a 2000 rotacées por minuto (r.p.m) durante 10 minutos e
rejeicao do sobrenadante. Coloca-se uma gota do sedimento entre lamina e lamela e observa-se
ao microscopio, com objetiva de 40X, os elementos celulares como células epiteliais, leucdcitos,

eritrocitos, fungos, bactérias e cristais (de oxalato de calcio e acido trico).

Quando solicitado, ap6s a centrifugacdo da amostra de urina, rejeicio do sobrenadante e
concentracao da amostra por citospin, é preparada uma lamina para a pesquisa de BAAR. Para o
exame cultural de BAAR, é separada uma aliquota da amostra, em frasco de centrifuga de 50 mL
e enviada para a sec¢do das Micobactérias. O citospin é um tipo de centrifugacdo que tem como

objetivo deixar concentrar os elementos celulares do produto.

Também quando solicitado, é efetuada a pesquisa de Streptococcus pneumoniae e Legionella
pneumophila utilizando um teste rapido imunocromatografico (ImmuView®), que permite a
deteccao qualitativa dos antigenos destes dois microrganismos, em amostras de urina de

doentes que apresentam sintomas de pneumonia.

1.3.5 Aparelho Respiratorio

As infeccoes do aparelho respiratério sdo uma das patologias mais importantes, quer em meio
hospitalar, quer na comunidade. As amostras provenientes do aparelho respiratério sdo a
expetoracdo, as secrecoes bronquicas, os lavados e os aspirados bronquicos. A pesquisa de
bactérias no aparelho respiratorio é dificultada pela facilidade de contaminagdo das amostras
com flora comensal da orofaringe, quando sao colhidas. Por isso, ao chegarem ao laboratoério, as
amostras respiratérias sdo avaliadas macroscopicamente como purulenta, hemoptobica ou
salivares. A par da avaliacdo macroscopica é feita também uma avaliacdo microscopica das
amostras. Sao preparados dois esfregacos, um corado com a coloracao de Gram, e outro com a
coloragdo de Ziehl-Neelsen. O esfregaco corado com a coloracao de Gram serve para avaliacio
do nimero de células epiteliais, o nimero de leucocitos polimorfonucleares e para observacgao
dos microrganismos existentes. As amostras sdo consideradas produtivas para a realizacdo do
exame cultural quando apresentam uma contagem de células inferior a 5 células/campo e uma
contagem de leucédcitos superior a 20 leucécitos/campo.

O esfregago corado com a coloragio de Ziehl-Neelsen serve para a pesquisa de BAAR.
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Quando as amostras sao produtivas é realizada a sementeira por quadrantes na cimara de fluxo
laminar nos meio GS (incuba em atmosfera de CO-), MCK e HAE2 (incubam em atmosfera de
aerobiose), a temperatura de 35 °C durante 24 a 48h. Para o exame cultural de BAAR, é
separada uma aliquota da amostra em um frasco de centrifuga de 5omL e é enviado para a

seccao de micobactérias.

As amostras de lavados e aspirado brénquicos sao sempre semeados e as duas coloracoes,
Gram e Zhield-Neelsen, sdo sempre efetuadas. Normalmente sdo enviadas trés amostras de
lavado bronco-alveolar: o primeiro frasco é utilizado para a pesquisa de BAAR, o segundo frasco
¢ utilizado para o exame cultural e microscopico, e o terceiro frasco é encaminhado para a
seccdo de hematologia para ser analisado por citometria de fluxo. No caso de enviarem apenas
um frasco, este é utilizado para o exame cultural, microscopico e para pesquisa de

micobactérias.

Para o exame cultural, a amostra é agitada no vortex durante 30 a 60 segundos e semeada em
meio PVX pela técnica de contagem de colénias com uma ansa calibrada estéril de 10 uL, sendo
a placa incubada em atmosfera de CO. durante 24 a 48h. Ap6s a sementeira, a amostra é
centrifugada a 2000 r.p.m durante 10 min e as laminas sdo preparadas a partir do sedimento. E
preparada um esfregago para coloracao de Gram, para avaliacdo do nimero de células epiteliais,
de leucécitos polimorfonucleares e observacdo dos microrganismos presentes. E também

preparado um esfregaco para coloracao de Zieh-Neelsen, por citospin, para pesquisa de BAAR.

As amostras de aspirado bronquico sao centrifugadas a 2000 r.p.m durante 10 min, sendo a
sementeira e os esfregacos para as duas coloracées, Gram e ZN, efetuados a partir do sedimento.
A sementeira € realizada por quadrantes nos meios GS (incuba em atmosfera de CO2), MCK e

HAE2 (incubam a atmosfera de aerobiose).

Quando solicitado é realizada a pesquisa de M. tuberculosis por PCR. A pesquisa é efetuada no
equipamento GeneExpert® (Kit Xpert® MTB/RIF). O Xpert® MTB/RIF é um teste de
diagnostico semi-quantitativo de “nested” PCR em tempo real, concebido para a detecdo de
ADN do complexo Mycobacterium tuberculosis e para a determinacdo da suscetibilidade a
rifampicina, em amostras de doentes com suspeita clinica de tuberculose. Ap6s misturar 1imL da
amostra ou 1mL do sedimento, no caso de amostras de soro, com 2mL do “Sample Reagente”
fornecido no Kit, a amostra é agitada vigorosamente no voértex e incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos. Ap6s o tempo de incubacdo, sdo transferidos 2mL da mistura
(utilizando a pipeta fornecida pelo Kit) para o cartucho e este é inserido no equipamento de

acordo com as instrucoes da casa comercial.
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1.3.6 Cateter Vascular

Antes de retirar o cateter para o exame cultural, deve ser realizado uma colheita sangue para
duas garrafas de hemocultura (um frasco de aerobiose e um de anaerobiose), s6 assim sera
possivel valorizar o exame cultural. A sementeira é realizada por rolamento da ponta do cateter
no meio GS pela técnica de Maki e a placa é incubada a 35°C em atmosfera de CO,. Apds o

rolamento, o cateter é colocado dentro de um frasco estéril e guardado no frigorifico a 2-8°C.

1.3.7 Hemocultura

A grande maioria das doencas infeciosas podem decorrer com bacteriemia transitéria,
intermitente ou persistente. Como o sangue é um produto biolégico estéril, o isolamento de um
microrganismo a partir de uma hemocultura é geralmente o agente etiologico da infecao.

A colheita de hemoculturas esta indicada em doentes com aumento da temperatura corporal ou
com temperatura inferior a 36°C; doentes com leucocitose ou leucopenia; doentes com
trombocitopenia ou alteracdes da coagulacao de causa desconhecida; doentes com deterioracao
uni ou multiorganica; shock ou instabilidade hemodinamica; em recém-nascido, quando hé

suspeita de infecao sistémica.

No caso de doentes adultos é colhido sangue para 4 garrafas de hemocultura, 2 garrafas (uma de
aerobiose e uma de anaerobiose) colhidas de uma veia periférica do braco direito e 2 garrafas
(uma de aerobiose e uma de anaerobiose) colhidas de uma veia periférica do braco esquerdo. No

caso dos adultos é necessario inocular um volume de 10mL de sangue em cada frasco de

hemocultura. No caso das hemoculturas pediatricas sdo necessarios 3mL de sangue por garrafa.

Apo6s a colheita, as garrafas sdo enviadas para o SPC e incubadas no equipamento
BacT®/ALERT 3D a temperatura de 37°C, durante um periodo de 5 dias. Se ap6s esse tempo de
incubagdo nao for detetado crescimento bacteriano na garrafa, a hemocultura é considerada
negativa. No fundo de cada frasco de hemocultura existem sensores que mudam de cor quando
ocorre alteracao do pH, devido ao aumento de CO., consequéncia do crescimento microbiano
(Figura 9). O sistema BacT®/ALERT 3D mede a cor de 10 em 10 minutos e emite um alerta

visual no ecra tatil para garrafas positivas.
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a)

Negativo

Figura 9- (a) Garrafa de hemocultura de aerobiose (tampa verde), de anaerobiose (tampa laranja) e

pediatrica (tampa amarela); (b) Interpretacao do seu resultado (Retirado de 14)

Apos ser detetada a positividade da garrafa de hemocultura, esta é retirada do incubador, e
numa camara de fluxo laminar a sua tampa é desinfetada com alcool 70%. Apbs a desinfecdo,
com recurso a uma seringa, é retirada uma pequena quantidade de amostra e é dispensada uma

gota em cada meio de cultura sélido e numa lamina.

Das garrafas de hemocultura em aerobiose ou das garrafas de hemocultura pediatricas é
realizada sementeira por quadrantes nos meio GS (incuba em atmosfera de CO,), MCK (incuba
em atmosfera de aerobiose), e é preparado um esfregaco para a coloragdo de Gram. Ambos os

meios de cultura incubam durante 24 a 48h, a 35°C.

Das garrafas de hemocultura em anaerobiose é realizado a sementeira por quadrantes nos meios
GS (incuba em atmosfera de anaerobiose) e PVX (incuba em atmosfera de CO.), e é preparado
um esfregaco para ser corado com a coloracio de Gram. Ambos os meios de cultura incubam

durante 48 a 72h, a 35°C.

As hemoculturas identificadas como positivas pelo equipamento, que nao apresentem
crescimento nos meios de cultura sélidos, mas que tenham um Gram sugestivo, sdo incubadas
na estufa e deverao ser passadas novamente ao 5° dia ap6s a colheita, com repeticio do Gram, e

ao 7° dia apos a colheita, também com repeticao do Gram.

20



1..3.8 Fezes

As infe¢Ges do aparelho gastrointestinal tém uma alta incidéncia na populacao em geral, com
elevada morbilidade em determinados grupos etarios (criancas e idosos). Nas amostras de fezes
os testes mais solicitados sdo o exame cultural (coprocultura), o exame parasitolégico, a

pesquisa de virus e a pesquisa de sangue oculto.

1.3.8.1 Exame Cultural (Coprocultura)

A coprocultura s6 é realizada em amostras diarreicas (fezes que se moldam ao contentor),
colhidas em 3 dias sucessivos. Sdo rejeitadas amostras de fezes moldadas e de doentes
internados ha mais de 72h, sendo excecdo apenas os doentes imunocomprometidos (ex.: com
HIV).

A sementeira é realizada por quadrantes, perto do bico de Bunsen, nos meios MCK, YER, CAM,
SS, meio liquido de  oxiciclina e SMAC (apenas em amostras de criancas com idade < a 5
anos). Os meios MAC, SS e SMAC sao incubados durante 24h, a 35 °C em atmosfera de
aerobiose. O meio liquido de oxiciclina ¢é incubado durante 6 horas a 35°C. No fim deste
periodo faz-se uma subcultura para o meio de cultura de SS. O meio YER é incubado durante 24

a 48h a 30°C e 0 meio CAM é incubado durante 48h em atmosfera de microfilia a 42°C.

1.3.8.2 Exame Parasitologico

No exame parasitolégico é realizada a pesquisa de Cryptosporidium spp. E Giarda spp., por um
teste imunocromatografico que deteta em simultdneo os antigenos de ambos os géneros. A
criptosporidiose é uma patologia que causa diarreia aquosa, e que é provocada pelos parasitas
gastrointestinais do género Cryptosporidium. Estes parasitas estdo protegidos por uma cipsula
exterior que lhe permite sobreviver fora do corpo do hospedeiro por longos periodos, tornando-
os resistentes a desinfetantes a base de cloro.

A giardiase é também uma patologia que provoca diarreia aquosa, e é causada pelos parasitas
flagelados do género Giardia. O desenvolvimento de giardiase est4 associado com a ingestao de
agua contaminada, propagacao pessoa-pessoa e viagens recentes a paises onde existe elevada

prevaléncia do parasita9.

Os testes imunocromatograficos para identificacao destes parasitas contém uma membrana pré-
revestida com anticorpos monoclonais contra antigénios de Cryptosporidium e Giarda. Durante
o teste, a amostra move-se por capilaridade e no caso de um resultado positivo, os anticorpos
especificos presentes na membrana ao reagirem com os conjugados da mistura, vao gerar uma
ou duas linhas coloridas. Uma linha de cor verde deve aparecer sempre na linha de controlo e
serve para verificar se foi adicionado volume de amostra suficiente, se foi obtido fluxo adequado

e como controlo interno para os reagentes3s:36.

21



A amostra também é processada para o exame microscopico para pesquisa de parasitas. E
retirada uma porcdo da amostra de fezes, a qual é adicionada a uma solugdo tampao.
Seguidamente é feita uma centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante é

descartado e o sedimento é utilizado para ser visualizado ao microscopio.

1.3.8.3 Pesquisa de Microrganismos nas Fezes

Quando solicitado é realizada nas fezes a pesquisa de rotavirus, adenovirus, norovirus e
Clostridium dificille. Todos os testes sdo imunocromatograficos qualitativos. No caso de o
resultado se positivo, nao se realiza coprocultura.

O rotavirus e o adenovirus sdo os agentes mais comuns de gastroenterite grave em bebés,
criancas e também em adultos. A transmissao ocorre por via fecal-oral e os principais sintomas
da gastroenterite viral sdo a diarreia aquosa e vomitos9. A SM do SPC utiliza o teste “CERTEST®
Rotavirus + Adenovirus”, para a detecdo qualitativa e simultanea de rotavirus e adenovirus em
amostras fecais. O teste possui duas tiras em que cada uma contém uma membrana de

nitroceluose fixada com anticorpos monoclonais contra a rotavirus (tira A) e adenovirus (tira B).

Os norovirus sao virus pequenos, de estrutura redonda que possuem um unico filamento de
RNA. Estes virus constituem uma das principais causas de gastroenterites virais, principalmente
em criancas, onde a taxa de incidéncia é elevada. A doenga instala-se ap6s a ingestdo de
alimentos e A4gua contaminados9. A presenca de norovirus é pesquisado pelo teste
“RIDAQUICK® Norovirus”.

O C. dificille ¢ uma bactéria anaerodbica oportunista que cresce no intestino devido a alteracdo da
flora comensal, causada pelo uso de antibidticos. E utilizado o teste “C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®” para a detecao simultdnea do antigénio glutamato desidrogenase, confirmando a
presenca do C. dificille em amostras fecais, e das toxinas A e B confirmando a presenca de C.

dificille toxicogénico, num tinico pogo (40,41).

Quando solicitada a pesquisa de adenovirus e rotavirus, no caso de estas serem negativas é
sempre realizada a pesquisa de norovirus, mesmo que nao tenha sido solicitada pelo médico. Da
mesma forma, no caso de a pesquisa de um dos virus ser positiva, nao é efetuada a pesquisa de
norovirus. O mesmo acontece no caso de ser solicitada a pesquisa de C. dificille/Adenovirus,
Rotavirus e o exame cultural, primeiro é realizada a pesquisa C. dificille/Adenovirus, Rotavirus

e apenas no caso de serem negativos que é realizado o exame cultural.
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1.3.9 Liquidos Bioldgicos

Os liquidos biolégicos mais frequentemente enviados a SM sdo o liquido pleural, o liquido
ascitico, o liquido sinovial/articular e o liquido cefalorraquidiano (LCR).

Quando os liquidos dao entrada no SPC, com excecao para o LCR, é registado o tipo de colheita
que foi realizado. Isto é, se o produto veio em uma garrafa de hemocultura ou em contentor
asséptico. Se a amostra for colhida para um contentor asséptico e se a quantidade for suficiente,
sao inoculados entre 1 e 3mL de liquido numa uma garrafa de hemocultura pediatrica que é
colocada no equipamento BacT/Alert 3D. Se o volume for insuficiente, sdo inoculadas uma a

trés gotas de amostra em caldo de carne.

O exame cultural e as laminas para a coloracdo de Gram e de ZN (se houver pedido de pesquisa
para BAAR), sao realizados a partir do sedimento, com a excecdo do liquido pleural, em que as

duas coloractes sdo sempre efetuadas.

Nas amostras de liquido pleural a sementeira é realizada por quadrantes, nos meios GS
(incuba a atmosfera de CO,), HAE2 e MCK (incubam ambos em atmosfera de aerobiose), a 35°C
durante 24h. As amostras de liquido ascitico sdo semeadas usando a técnica de sementeira
por quadrantes, nos meios GS (incuba em atmosfera de CO2) e MCK (incuba a atmosfera de
aerobiose), 35°C durante 24 h. Nas amostras de liquido sinovial e liquido articular o
exame cultural é realizado pela técnica de sementeira por quadrantes nos meios GS, VCAT
(incubam em atmosfera de CO2) e MCK (incuba a atmosfera de aerobiose), todos os meios

incubam a de 35°C durante 24 h.

Quando solicitado, é realizada a pesquisa de micobactérias por PCR, e é separada uma aliquota

da amostra para a realizacdo do exame cultural de BAAR.

Nas amostras de LCR, colhidas por puncio, é realizado o exame citolégico, microscopico e
cultural para confirmar o diagnéstico de meningite bacteriana. As amostras de LCR devem ser
processadas imediatamente a seguir a sua colheita, pois alguns dos microrganismos que possam
estar presentes sao labeis. Exemplos destes microrganismos sdo a Neisseria meningitidis e o
Streptococcus pneumoniaes. Devem chegar a SM trés tubos contendo a amostra. O primeiro
tubo ¢ utilizado para os estudos bioquimicos e imunoldgicos, o segundo tubo ¢ utilizado para o

estudo microbioldgico, o terceiro tubo € utilizado para a contagem celular e diferencial.

O exame citologico é realizado na camara de contagem de Nageotte por um médico patologista,

para avaliacdo da celularidade da amostra.

E realizado um teste de biologia molecular, PCR multiplex em tempo real, para pesquisa

simultanea de bactérias, virus e fungos na amostra.

Se o volume da amostra for suficiente, sdo inoculados 1 a 3 mL da mesma numa garrafa de
hemocultura pediétrica. Se a quantidade de amostra for inferior a 1 mL, é inoculada em caldo de

carne.
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Para realizar o exame cultural, a amostra de LCR deve ser centrifugada a 2000 rpm durante 10
min. Se houver volume suficiente de amostra; o sobrenadante é desprezado e processa-se 0
sedimento. A sementeira é realizada por quadrantes na camara de fluxo laminar nos meios GS,
PVX, Sabouraud, MCK e em meio de Lowenstein. Sao preparadas duas laminas para a coloracio

de Gram e ZN. O restante volume da amostra deve ser guardado a 35°C na estufa.

1.3.10 Pus

As amostras de pus podem ser enviadas ao laboratério em meio portagerme ou em zaragatoas. O
portageme é um frasco estéril que contém um gel que permite verificar se durante o transporte
houve contaminacdo da amostra com oxigénio. O gel é de cor transparente e se houver contato
com o oxigénio muda para a cor azul4.

Para as amostras de pus enviadas em portagerme, antes de realizar o exame cultural (por
quadrantes), a tampa do frasco é desinfetada na camara de fluxo laminar com alcool 70%. A
amostra € retirada do frasco com uma seringa e é dispensada uma gota no caldo de carne e nos
meios GS (incuba em CO, a 35°C), MCK, GS (incuba em anaerobiose a 35°C). Para o exame

microscopico, é preparada uma lamina para a coloraciao de Gram.

Se a amostra de pus for colhida em zaragatoa, devem ser enviadas ao laboratério duas
zaragatoas, uma zaragatoa seca e outra contendo meio de transporte. A zaragatoa seca é
colocada em caldo de carne e é realizado o exame cultural com a zaragatoa enviada em meio de
transporte. O exame cultural é realizado na cimara de fluxo laminar utilizando a técnica de
sementeira por quadrantes. Inicialmente é realizado o in6culo com a zaragatoa e em seguida a
sementeira é realizada com recurso a uma ansa, nos meios GS (incuba em atmosfera de CO.) e
MCK (incuba em aerobiose a 35°C). Ap6s a sementeira, a zaragatoa contendo o meio de

transporte € utilizada para fazer um esfregaco para a coloracao de Gram.

Caso sejam enviadas apenas zaragatoas secas, estas sdo colocadas em caldo de carne e ap6s 24h

de incubacdo em aerobiose, a 35°C, é realizado o exame cultural.

1.3.11 Bidpsia

As bidpsias sdo reduzidas a pequenos fragmentos com o auxilio de um bisturi, e a sementeira
dos mesmos ¢é realizada por quadrantes, na camara de fluxo laminar, nos meios GS (incuba em
atmosfera de CO,) e MCK (incuba em aerobiose). A par das sementeiras, é colocado um
fragmento da amostra a inocular em caldo de carne. Sdo preparadas duas laminas, uma para a
coloracdo de Gram e outra para a coloracdo de ZN (se houver pedido de pesquisa de BAAR).

Caso nao seja possivel cortar a bidpsia em pequenos fragmentos, esta deve ser colocada em

caldo de carne.
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1.3.12 Pesquisa de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente

A pesquisa de S. aureus meticilina resistente (MRSA) é realizado através de uma amostra de
exsudado nasal colhida com recurso a uma zaragatoa. E realizado o exame cultural no meio
cromogénico MRSA. O indculo é feito através da utilizacao da zaragatoa com a qual se colheu a
amostra e em seguida, com uma ansa de 1 pL, é realizada a sementeira por quadrantes, perto do
bico de Bunsen. A zaragatoa é colocada em meio liquido Todd-Hewitt, que incuba a 35 °C. Caso
o exame cultural seja negativo passadas 24 horas, inocula-se um novo meio de MRSA com o

meio liquido.

1.3.13 Pesquisa Streptococcus agalactiae

A pesquisa de S. agalactiae é realizada por rotina em gravidas, as 34/35 semanas de gravidez,
sendo aconselhavel realizar até as 37 semanas de gravidez. Para esta pesquisa sao necessarias
duas zaragatoas, uma vaginal e uma retal. Ambas as zaragatoas sdo colocadas em meio liquido
Todd-Hewitt, na estufa a 35 °C durante 24 horas. Posteriormente, o meio liquido é repicado
para meio Granada e coloca-se uma lamela sobre a sementeira. Este meio incuba em atmosfera
de anaerobiose a temperatura de 35 °C. Caso o S. agalactiae se encontre presente na amostra

sao visualizadas colbnias de cor laranja no meio Granada.

1.3.14 Espermocultura

Na amostra de esperma é realizado primeiramente o exame citolégico, depois o exame cultural
(espermocultura), em seguida a pesquisa de Chlamydia/Neisseria e, por fim, a pesquisa de
Mycoplasma/Ureaplasma. O exame citologico deve ser realizado de imediato ap6s a chegada
do produto a SM, através do exame a fresco entre lamina e lamela para avaliar o nimero de
células epiteliais e de leucdcitos presentes e para a pesquisa de Trichomonas vaginalis.

Simultaneamente é preparado um esfregaco para ser corado com a coloracao de Gram.

No exame cultural, a sementeira ¢é realizada, na ciAmara de fluxo laminar com recurso a uma

ansa de 10uL, pela técnica de sementeira por contagem nos seguintes meios de cultura:

o GS (incuba em atmosfera de CO, a 35°C, durante 24 a 48h), sendo valorizado o
crescimento de Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corinebacterium spp.,
Esterobacteriaceas, Pseudomonas spp. E outros BGN nao fermentadores;

. VCAT (incuba em atmosfera de CO. a 35°C, durante 48 h), sendo valorizado o
crescimento de Haemophilus spp. E Neisseria spp.;

. Candida (incuba a 30°C, durante 24 h);

. MCK (incuba a 35°C, durante 24h).
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A pesquisa de Chlamydia/Neisseria é realizada por PCR no equipamento automatizado
GeneExpert®, é feita uma aliquota de 100 pL de amostra a qual é adicionado 900 uL de meio de
cultura MEM (Minimum Essential Medium). Apés agitar no vortex, a amostra é colocada no
equipamento ou congelada, se nao for processada de imediato. O MEM é um meio de cultura
que contém concentracoes elevadas de nutrientes essenciais e que, neste caso, tem a funcao de
estabilizar o pH, permitindo a conservacao da amostra, de forma a que as bactérias ndo morram.
A pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureoplasma spp. E efetuada numa galeria que permite
simultaneamente a identificacdo, a contagem de colonias destas estirpes e a determinacdo da
sensibilidade a 9 antibi6ticos (doxiciclina, josamicina, ofloxacina, eritromicina, tetraciclina,

ciprofloxacina, axitromicina, claritromicina, pristinamicina).

A presenca de substratos especificos (ureia para Ureoplasma spp. E arginina para Mycoplasma
homini) e de um indicador (vermelho de fenol) permite, em caso de cultura positiva, visualizar

uma mudanca na cor do caldo, consequéncia da elevacdo do pH.

No que se refere ao processamento das amostras, inicialmente sdo colocados 200 uL da
amostra no frasco Mycoplasma R1 que vem no Kit e, apés homogeneizacio, sdo transferidos 3
mL dessa mistura para o frasco Mycoplasma R2. O frasco Mycoplasma R1 é composto por um
caldo que contém elementos nutritivos estiveis, necessarios para a preparacdo da amostra, e
que assegura a selecdo de bactérias Gram-negativo e Gram-positivo, e permite a reconstituicao
do reagente Mycoplasma R2. O frasco Mycoplasma R2 contém caldo de Ureia-Arginina sob
forma liofilizada. Apds a adicdo da mistura do frasco R2, o contelido é agitado no vortex e
distribuido pelas 22 cipulas, na proporcao de 55 pL por ctpula. Em seguida, sdo adicionadas
duas gotas de 6leo de parafina a cada capula. A galeria é colocada em incubacido durante 24 e
48h a 36°C + 2°C. A positividade é indicada pela mudanca de cor do meio (passagem de
amarelo para rosa escuro/vermelho). O poco 1 (controlo) deve ter uma ligeira alteracdo de cor:
este fica rosa escuro/vermelho, para validar os testes como positivos. Caso nao haja alteracao de
cor (este ficar amarelo) os testes sio considerados negativos. E realizada a leitura do
antibiograma apenas se a detecio de Micoplasma e/ou Ureoplasma for positiva. A estirpe é
considerada sensivel se as duas ctpulas (a de cima e a de baixo) continuarem amarelas;
intermédia se uma continuar amarela e a outra mudar para rosa; resistente se as duas ctpulas

mudarem para a cor rosa (Figura 10).
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Figura 10- Galeria para detecao de Mycoplasma e Ureoplasma (Biomerieux®)
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1.3.15 Visualizacao da Bancada

As amostras sdo entregues no laboratério, sdo processadas de acordo com o tipo de produto e
incubadas nas diferentes estufas, de acordo com o tipo de atmosfera necessaria. No dia seguinte,
a primeira tarefa realizada na SM é a “preparacdo da bancada” (disposicdo das placas de petri,
semeadas no dia anterior, para observacio de crescimento/auséncia de crescimento bacteriano).
Na SM a bancada é organizada por produtos semeados, pela seguinte ordem: urinas, produtos
respiratorios, hemoculturas, ptis e outros produtos biolégicos, coproculturas e, por fim, os
controlos de qualidade internos e externos. De acordo com a observacdo de cada placa é
determinado os passos seguintes, nomeadamente: se ainda nao houver crescimento suficiente as
placas sdao deixadas em incubacdo por mais 24h; se tiver havido contaminacdo da amostra, é
solicitado uma nova colheita; se forem visualizadas diferentes tipos de coldnias, é realizado o
isolamento das mesmas, por forma a obter culturas puras dos diferentes agentes de infecao; no
caso de se observar o crescimento de apenas um tipo de colonia (cultura pura), é realizada a
identificacdo do microrganismo e o perfil de suscetibilidade/resisténcia aos antimicrobianos
(antibiograma). Nas urinas é sempre realizada a identificacdo dos microrganismos e respetivos
antibiogramas se nos meios de cultura tiver crescido até dois microrganismos. Uroculturas nas
quais ocorre crescimento de mais de dois microrganismos sao consideradas polimicrobianas, e

nao se prossegue o estudo. No caso dos pus, sdo estudados até trés microrganismos.

1.3.16 Provas Para a Identificacao Presuntiva de Microrganismos
As provas bioquimicas sdo ferramentas importantes na identificacio presuntiva dos
microrganismos. A generalidade das provas baseiam-se na capacidade dos microrganismos

utilizarem enzimas, cujo produto final da reacao permite ajudar na sua identificacao.

1..3.16.1 Prova de Catalase

A catalase é uma enzima intracelular encontrada na maioria dos microrganismos cuja funcao é
proteger os tecidos contra os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio (H.0.). A catalase
decompde o perdxido de hidrogénio em oxigénio (O.) e agua (H.O). Neste processo, ocorre

libertacdo de oxigénio que € pela observagio de bolhas de ar'3..
HQOQ — 2 HQO + 02

A prova da catéilase é uma prova bioquimica simples que permite a distin¢do entre as bactérias
Gram-positivo do género Streptococcus (catalase negativa), das bactérias Gram-positivo dos
géneros Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Listeria (catalase positiva) (Figura

11).

Na rotina da SM esta prova é realiza da seguinte forma: é colocada uma gota do reagente ID-

catalase numa lamina e com uma ansa estéril sao colocadas uma a duas colénias, que sdo
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misturadas com o reagente. Se o teste for positivo, ocorre a formacdo de bolhas devido a
libertacao de O. (Staphylococcus), e se o teste for negativo, ndo ha formacdo de bolhas
(Streptococcus). Na realizacdo desta prova, deve-se ter o cuidado de ndo contaminar a ansa com
o meio GS, pois a presenca de fragmentos do meio de cultura pode levar a resultados falsos

positivos, uma vez que este meio possui na sua composicao a enzima catalase.

Figura 11- Formacao de bolhas em bactérias que possuem a enzima catélase (Retirado de 37)

1.3.16.2 Prova de Coagulase

A coagulase é uma proteina com atividade similar a protrombina, capaz de converter o
fibrinogénio em fibrina. O teste permite verificar a capacidade dos microrganismos reagirem
com o plasma e formarem um coagulo!. A prova permite distinguir o Staphylococcus aureus
das outras espécies de estafilococos, por ser a nica espécie Straphylococcus coagulase positiva
que é patogénica para o Homems38.

Na prova da coagulase em lamina é utilizado um reagente comercial constituido por particulas
de latex revestidas com anticorpos monoclonais dirigidos para S. aureus. Na lamina, sdo
misturadas algumas colonias do microrganismo com uma gota do reagente comercial. Se apos
10 segundos se observar aglutinacdo o resultado é positivo. Sempre que se obtiver um resultado
positivo é necessario realizar um controlo para garantir que ndo ocorreu autoaglutinacdo. O kit
comercial possui um controlo negativo e o procedimento é o0 mesmo que o realizado para o
“reagente teste”. Se o controlo ndo aglutinar, confirma-se que o microrganismo é S. aureus; caso

no “teste controlo” verificar aglutinacgao, o resultado deve ser indicado como “indeterminado”.

1.3.16.3 Prova da Oxidase

A prova da oxidase permite distinguir cocos Gram-negativos do género Neisseria e do género
Pseudomonas, que sdo oxidase positiva, de outros bacilos Gram-negativos oxidase negativa,
pertencentes ao género Enterobacteriaceae. A prova de oxidase é um procedimento rapido e
qualitativo, que permite determinar a presenca ou auséncia de atividade da oxidase no
citocromo C das bactériass.

Na realizacdo da prova é utilizada uma tira de teste impregnada com p-fenilenodiamina, para a
qual sdo transferidas e emulsionadas na superficie da tira, uma ou duas colonias da estirpe a ser

estudada. Os microrganismos que contém o citocromo C como parte da sua cadeia respiratoria
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sdo positivos para a oxidase, cuja atividade da enzima é observada pelo desenvolvimento de uma

coloracgdo parpura na tira teste.

1.3.16.4 Teste da Optoquina
O teste de sensibilidade ao antibiético optoquina permite fazer uma distincao presuntiva entre
as estirpes a-hemoliticos de Streptococcus pneumoniae, sensiveis a optoquina, de outras

estirpes de Streptococcus a-hemoliticos, resistentes a optoquina.

Este teste é realizado num meio de cultura sblido GS, em que apds a sementeira é colocado um
disco de optoquina, contendo 5 pg do antibibtico, e incuba durante 24 horas a 35°C. Se apds o
periodo de incubagao se observar uma zona de inibi¢do de crescimento em torno do disco, ou
seja, a presenca de um halo de inibicdo > 14 mm, assume-se que se estamos perante uma estirpe

de S. pneumoniae (Figura 12).

a)

Figura 12- (a) Meio gelose de sangue com uma zona de inibi¢do em torno do disco; (b) um teste negativo de

optoquina (ndo se observa halo de inibi¢ao).

1.3.16.5 Teste dos Fatores V, X e VX
Este teste permite realizar a identificacdo do microrganismo Haemophilus influenzae. Para este
microrganismo crescer em cultura é necessario a presenca dos fatores de crescimento X e V.

Neste teste é utilizado um meio de Muller Hinton, que nao contém os fatores.

O meio Muller Hinton é inoculado por sementeira em rede e de seguida sio colocados os discos
dos fatores de crescimento V, X e VX. Os discos devem ser dispostos de forma a formarem um
“tridngulo”, ligeiramente afastados uns dos outros, para que nao ocorra sobreposicio dos
fatores. As placas incubam durante 24 horas a 35 °C. Se ap6s a incubacio for possivel visualizar
crescimento microbiano apenas a volta do disco XV, é identificado o microrganismo H.
influenzae. Se o crescimento microbiano apenas ocorrer a volta dos discos XV e V é identificado

o microrganismo H. parainfluenzae.

29



1.3.17 Confirmacao da Resisténcia a Colistina

A colistina é um antibi6tico de dltima linha terapéutica, com elevada toxicidade, que ¢ utilizado
em infecOes por bactérias Gram-negativo multirresistentes. A resisténcia e sensibilidade a
colistina sdo sempre confirmadas por determinacao da MIC, pelo método de microdiluicdo em

meio liquido.

Para a realizacdo da microdiluicio em meio liquido é preparada uma suspensdo bacteriana,
numa solucao salina, com uma concentracdo de 0,5 McFarland. Desta suspensdo bacteriana sao
retirados 50 pL, que sdo inoculados em meio Mueller Hinton liquido. Do meio Mueller Hinton
inoculado com a suspensao bacteriana sdo retirados 100 pL, que sao colocados numa galeria de
pocos, com diferentes concentragbes de colistina. A galeria incuba em aerobiose, a 35 °C
durante 24 horas. Apo6s incubacdo, observa-se se existe turvacdo nos diferentes pocos. A
presenca de turvagdo indica que houve crescimento bacteriano e, consequentemente, que a

estirpe estudada é resistente CIM presente nesse poco.

1.318 Tipagem de Streptococcus -hemoliticos

Para a tipagem de estreptococos -hemoliticos é utilizado um teste rapido de aglutinacdo (SSI®
Streptococcus Latex Group Kit), que permite identificar os microrganismos Streptococcus [3-
hemoliticos dos grupos A, B, C, D, F e G da classificacdo de Lancefield. Os microrganismos
Streptococcus B-hemoliticos contém antigénios especificos, que ap6s a sua extragdo reagem com
os anticorpos presentes nos diferentes anti-soros, permitindo assim identificar o serogrupo a
que pertencem. Os anti-soros sdo constituidos por anticorpos especificos de cada serogrupo,
conjugados com particulas de latex. Quando ocorre interacao dos antigénios com os anticorpos
correspondentes ocorre aglutinacgdo, visivel macroscopicamente, que determina um resultado

positivo para um determinado serogrupo.

1.3.19 Identificacao e Antibiograma de Microrganismos

A identificacado dos microrganismos e a sensibilidade aos antibidticos sdo realizados no
equipamento VITEK® (Figura 13). Neste equipamento sao utilizadas cartas descartaveis, com
diferentes painéis de antibioticos, que sdo inoculadas com a estirpe a ser estudada. Esta
metodologia tem como vantagens a reducdo do tempo de processamento e a obtencido de

resultados em pouco tempo (de 5 a 8h).

As cartas de identificacdo possuem pocos com determinados elementos bioquimicos (agticares),
que quando sdo fermentados pelo microrganismo originam a alteracdo da cor do poco. O
software do equipamento atribui um bionimero que identifica a espécie e a subespécie do

microrganismo com base nos diferentes tipos de substratos fermentados4.
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As cartas de antibiograma possuem micro-pocos com concentragoes padronizadas de varios
antibioticos/antiflingicos, possibilitando a determinacido da concentracdo minima inibitéria
(MIC), pelo método da estimativa por microdiluicdo em concentraces pré-definidas e anéalise
em graficos. O crescimento microbiano é detetado pela turvacao do poco e é indicativo de

resisténcia ao antibiotico.

As cartas de antibiograma, ou antifungigrama conforme o microrganismo em estudo, possuem
nos seus pocos diversos antibioticos/antifingicos com diferentes concentragdes, permitindo
identificar que substidncias ativas s3o eficazes no tratamento da infecdo provocada por

determinado microrganismo.

O equipamento VITEK® possui um leitor/incubador onde se encontram as cartas inoculadas,
num ambiente com temperatura controlada. Este leitor/incubador é composto por sensores
fotométricos que realizam leitura dos diferentes pocos de hora a hora, detetando as alteracoes

na cor e na turvacao4.
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Figura 13— (a) Equipamento Vitek® 2 Compact; (b) Cartas para identificacdo e teste de sensibilidade a

antimicrobianos (Retirado de 39).

Para a identificacdo dos microrganismos e respetivos perfis de resisténcia/sensibilidade aos

antibioticos é preparada uma suspensdo bacteriana, a partir de colénias puras, com

concentracoes de McFarland, de acordo com o microrganismo em estudo.

Na SM existem diferentes tipos de cartas para a identificacdo e estudo de sensibilidade aos

antibi6ticos (Tabela 3).
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Tabela 3- Diferentes tipos de cartas para a identificacao e estudo de sensibilidade aos antibiticos

Cartas para Identificacao Cartas para Teste de sensibilidade
AST-N355 para bactérias aerobicas Gram-

Bacilos Gram-Negativos (Enterobactérias e negativo oxidase negativa

nao fermentadores) AST-N373 para bactérias aer6bicas Gram-

Suspensao bacteriana = 0.55 — 0.65 McF negativo oxidase positiva

AST-P648 para bactérias Gram-Positivo
catalase positiva

Cocos Gram  Positivos  (Enterococos, | AST-P586 para bactérias Gram-Positivo
estreptococos e estafilococos) catalase negativa

Suspensao bacteriana = 0.55 — 0.65 McF AST STos para Steptococcus agalactiae,
S.pneumoniae, S.pyogenes e Steptococcus do
grupo viridans

Leveduras
Suspensao bacteriana = 1.8 — 2.2 McF AST YSo08

Neisseria /| Haemophylus | Campylobacter/
Suspensao bacteriana = 2.9 — 3.3 McF

Bactérias  Anaerdbias = microaerofilicas/
corinebactérias/ lactobacilos
Suspensao bacteriana = 2.7 — 3.3 McF

Na suspeita de um bacilo Gram-positivo sdo dispensados 3 mL de uma soluc¢io salina em cada
tubo (um para identificacio e outro para teste de sensibilidade). Para a identificacdo é
preparado uma suspensio bacteriana de 0.55 — 0.65 McF. Depois, a partir da suspensao e com
uma ansa estéril de 1 puL, é feita uma sementeira em meio de GS, e transferidos 145 uL da
suspensao para o tubo que sera utilizado para fazer o teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
Sao colocadas as devidas cartas em cada tubo e o suporte é colocado dentro da cimara de vacuo
(FILLER) do Vitek®. Apds o término do ciclo de inoculacio dos cartdes, os suporte contendo as
cassetes é removida e colocada na porta LOADER. Depois do sinal sonoro, o suporte agora sem
as cassetes é removido e, por fim é realizado a identificacdo através da leitura do coédigo de barra

do paciente/amostra correspondente.

Diariamente é realizado um controlo de esterilidade da solucdo salina (controlo interno). Este
controlo faz-se através da inoculacdo de placas de GS com a solucao salina e, ap6s 24 horas de

incubacdo a 35°C, observa-se a placa e verifica-se se houve ou nao crescimento bacteriano.

Quando nao ha padronizacio e/ou carta comercial para realizar o antibiograma de determinado
microrganismo no equipamento VITEK®, o estudo de suscetibilidade aos antimicrobianos é
realizado manualmente. Nos antibiogramas manuais é utilizado o meio MHE ou o meio MHF, e,
tal como nas cartas de antibiograma comerciais, os antibi6ticos a testar devem ser escolhidos de
acordo com o seu espectro de acgdo e as suas propriedades farmacocinéticas. A preparacdo da

suspensao bacteriana é realizada do mesmo modo que descrito acima. O meio é inoculado com
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uma zaragatoa embebida na suspensdo bacteriana e a sementeira é realizada em rede.
Seguidamente, os discos dos antibioticos em estudo sdo colocados na superficie da placa de
agar, com alguma distancia entre si, de modo a ndo ocorrer interferéncia dos halos de inibicao.
A interpretacdo dos halos de inibicdo é feita com base em halos de inibi¢do standard definidos
para concentracdo inibitéria minima (MIC) especificas de cada substancia ativa estudada

(Figura 14).

Figura 14— Antibiogramas manuais com antibiéticos no formato de disco e fita

1.3.20 Serologia

Na seccao de microbiologia também sao realizados os testes serologicos para a pesquisa de

Salmonella, Brucella abortus e do virus Epstein-barr.

1..3.20.1 Teste de Rosa de Bengala

O teste Rosa de Bengala é um teste destinado a triagem serolégica da brucelose. A brucelose é
uma doenca infeciosa de origem animal, causada por um cocobacilo Gram-negativo do género
Brucella, cuja a contaminacdo humana ocorre por ingestdo de leite proveniente de animais
contaminados4°.

O teste consiste em colocar o soro do paciente em contato com um acido tamponado, corado de
Rosa Bengala. No caso de a amostra possuir anticorpos especificos contra o agente da brucelose,

desenvolve-se uma reacdo de aglutinacao, visivel a olho nu, de intensidade variavelst.

O teste Rosa de Bengala é um teste de rastreio que permite uma resposta precoce. Os casos

reativos devem ser confirmados por outro teste sorologico mais especifica (Wright).

1.3.20.2 Teste de Wright

E um teste confirmatorio, que s6 é realizado quando o teste de Rosa de Bengala é reativo. O teste
de Wright permite o diagnostico das formas agudas da brucelose. E uma reacéo de aglutinacdo
que utiliza, como antigénio, uma suspensio de Brucella, inativadas por formol e pelo calor. Um
titulo superior ou igual a 1/80 (120 U.I./ml) indica brucelose ativa, um titulo mais baixo (1/40

até 1/20) indica forte suspeita42.
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1.3.20.3 Teste de Widal

E um teste serolégico presuntivo que permite diagnosticar a febre tifoide e paratifoide, cujos
agentes etiologicos sdo a Salmonella typhi e a S. paratyphi, respetivamente. O teste baseia-se
numa reacao de aglutinacdo entre os anticorpos presentes no soro do doente e os antigenos O
(somatico do grupo D), H (flagelar) e B (flagelar) da bactéria, presentes no reagente43.

Este teste destina-se a quantificacio do titulo de anticorpos contra a S. typhi H, S. typhi O e S.
paratyphi B, em soro humano. Se o resultado do teste serologico apresentar um titulo de Ag O
elevado (>1:160) estamos perante uma infecao ativa; caso o titulo serologico do Ag H for elevado

(>1:160) estamos perante uma situacao de imunizacao ou de uma infecao prévias.

1..3.204 Monoteste

E um teste rapido que permite a determinacdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos
heteroéfilos, no soro de doentes com suspeita de mononucleose infeciosa (MI). A MI é uma
patologia infeciosa aguda causada pelo virus Epstein-Barr (EBV)44,

O reagente comercial € uma suspensdo de particulas de latex cobertas com o antigeno de Paul-
Bunnell, que permite visualizar a reacdo antigénio-anticorpo. Se anticorpos heteré6filos de MI
estiverem presentes na amostra, a suspensio de latex perde o seu aspeto homogéneo,

evidenciando-se uma clara aglutinacao.

1.3.21 Controlo de Qualidade

Semanalmente e mensalmente é realizado, respetivamente, o controlo de qualidade interno
(CQI) e o controlo de qualidade externo (CQE). Os controlos de qualidade tém como objetivo
garantir a qualidade, reprodutibilidade, e fiabilidade dos procedimentos e dos resultados
obtidos.

Todas as semanas sdo realizados os procedimentos que permitem fazer a identificacio de um
microrganismo, utilizando estirpes comerciais. Sao realizados todos os processos para chegar a
identificacdo da espécie, como se fosse uma amostra de um doente. As estirpes comerciais vém
numa ansa, que € colocada em caldo de carne, e apds 24h é realizada a sementeira em meio
solido de acordo com o tipo de microrganismo. O laboratério de microbiologia normalmente
tem 5 amostras de diferentes microrganismos, Campilobacter jejuni, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa e Enterococcus fecalis. O CQI avalia as diferentes

fases do processo analitico até & obtencao dos resultados.

Ao contrario do CQI, em que sabemos a espécie do microrganismo, no CQE a espécie do
microrganismo a estudar ndo é conhecida. No CQE utlizado em microbiologia, apenas é

fornecida a informacao sobre o tipo de produto (fezes, expetoragao, urina, etc). Normalmente, é
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enviada uma amostra liofilizada, é ressuspendida e apés 24h é processada como se fosse uma
amostra real. Os resultados obtidos sdo enviados para a entidade responsavel, que os analisa. O
CQE tem como objetivo a avaliacao externa da qualidade comparando os resultados obtidos com
os resultados de outros laboratérios. Os eventuais erros/desvios sdo analisados e registados no
relatorio, que € posteriormente enviado para o laboratério. Os relatorios sdo depois arquivados e
sempre que necessario sao tomadas acOes corretivas, com o objetivo de resultar no

aperfeicoamento, manutencao ou monitorizacao critica do método/equipamento.

1.4 Secao de Hematologia

A hematologia é a area clinica que estuda os elementos figurados do sangue e a coagulacao.
Estuda, também, a producdo desses elementos e os 6rgaos onde eles sdo produzidos (6rgios
hematopoiéticos): medula 6ssea, baco e ganglios linfiticos. Além de estudar o estado de
normalidade dos elementos sanguineos e dos 6rgaos hematopoiéticos, estuda as doencas com
eles relacionadas945.

A esta secdo chegam amostras de sangue total em tubos contendo o anticoagulante acido
etileno-diamino-tetracético tripotassico (EDTA K3), para contagens hematologicas.; em tubos
contendo o anticoagulante citrato de so6dio para a determinacdo da velocidade de sedimentacao
e para fazer estudos de coagulacao. O tubo de EDTA K3, de tampa vermelha (Figura 152), é o
anticoagulante mais utilizado para rotinas de hematologia por preservar a morfologia celular.
Atua como agente quelante do célcio bloqueando a formacdo da protrombina, impedindo que

ocorra o processo de coagulacao.

O tubo de colheita utilizado para o estudo da coagulagio é o tubo de tampa verde (Figura 15b),
que contém o anticoagulante citrato de sédio na proporcao de 1:9 (uma parte de citrato de sédio
para nove partes de sangue). As diferentes concentracoes de citrato de sdédio podem ter efeitos
significativos nas analises de Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de tromboplastina

parcialmente ativada (TTPa), especialmente em doentes sob terapia de anticoagulantes.

O tubo de tampa roxa (Figura 15¢) também contém o anticoagulante citrato de s6dio, mas na
proporcao de 1:4 (uma parte de citrato de sédio para quatro partes de sangue), sendo utilizado

para medir a velocidade de sedimentagao.
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Figura 15- Tubos utilizados na seccdo de Hematologia. (a)Tubo de EDTA (tampa vermelha); (b e c¢) tubos

contendo citrato (tampa verde e tampa roxa)

Na secdo de Hematologia sdo realizados hemogramas, provas de coagulacao, determinacao de
velocidade de sedimentacio eritrocitiria, doseamento de hemoglobina glicosilada, coloragio e
observacao ao microscopio de esfregacos de sangue periférico e de medula 6ssea. Para a
realizacao destes parametros, encontram-se disponiveis na sec¢do os seguintes equipamentos:
ACL TOP, Unicel® DxH800 BECKMAN COULTER, ADAMS® Aic HA-8180T, INNOVANCE
PFA-200, AEROSPRAY, Sediplus® S 2000, um citbmetro de fluxo FASCalibur e dois

microscopios 6ticos.

Antes do processamento das amostras, é efetuado diariamente CQI nos equipamentos ACL TOP,
Unicel® DxH800 BECKMAN COULTER e ADAMS® Aic HA-8180T. O CQI consiste no
conjunto de procedimentos aplicados com regularidade na monitorizacdo do desempenho dos
métodos analiticos, detecdo de possiveis erros devido ao mau funcionamento do sistema,
condigbes ambientais adversas ou mau desempenho do operador, e correcio de problemas antes

da comunicacao dos resultados ao doente ou ao médico4®.

As amostras para a realizagdo do CQI sdo fornecidas pelas casas comerciais e a sua utilizacao
permite monitorizar todas as determinacgGes analiticas. O CQI é constituido por “diferentes
niveis”, que sdo solucoes com diferentes concentracbes conhecidas, para os analitos
pretendidos, de modo a avaliar a precisdo dos ensaios. O método é considerado viavel quando os
valores dos controlos estdo dentro dos limites inferior e superior, que correspondem a dois
desvios padrdes do valor de normalidade. Este controlo permite garantir a reprodutibilidade dos
resultados, verificar a calibracao dos sistemas analiticos e a ocorréncia de nao conformidades,

que desencadearao agoes corretivas.

O CQE é um controlo interlaboratorial, em que o resultado de cada parametro realizado no
laboratério participante é comparado com a média de consenso do seu grupo. Para a
determinacdo desta média os fornecedores do programa de CQE usam os resultados enviados
pelos diferentes laboratérios participantes, agrupam-nos de acordo com as metodologias

utilizadas nos diferentes ensaios, e fazem uma comparacao entre os resultados obtidas pelas
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diferentes instituicbes participantes, determinando assim a exatiddo dos resultados de cada uma
delas. Deste modo, o CQE tem como objetivo padronizar os resultados de amostras semelhantes,
executadas em laboratorios diversos, permitindo determinar e ajustar a exatidao dos métodos

utilizados46:47,

141 Equipamento Unicel® DxH800 BECKMAN COULTER

O equipamento Unicel® DxH800 BECKMAN COULTER é um analisador hematologico
utilizado para a realizacdo do hemograma. O hemograma é o exame utilizado para avaliar as trés
principais linhagens das células do sangue (os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas), sendo
dividindo em eritrograma, leucograma e plaquetograma (Figura 16). O hemograma permite o
diagnostico de varias doencas hematologicas benignas e malignas, nomeadamente, anemia,

infegoes e leucemia.

b)

a)

Figura 16- (a) Equipamento Unicel® DxH800 BECKMAN COULTER; b) o hemograma dividido em 3

partes: eritrograma, leucograma e plaquetograma.

A hematopoiese (formacao das células sanguineas) tem origem nas células-tronco pluripotentes
da medula 6ssea. As células-tronco dao origem a células progenitoras, que apds a divisao e
diferenciacdo, dao origem aos eritrocitos, granulécitos (neutroéfilos, eosinoéfilos, basofilos

mondcitos), plaquetas e linfécitos B e T48,

Os eritrécitos sio células pequenas, anucleadas, com forma de disco biconcavo, cuja principal
fungéo é transportar O. a todos os tecidos do organismo, e libertar diéxido de carbono (CO.) nos

pulmoées. Sao as células mais numerosas no sangue e possuem uma semi-vida de 120 dias46:48,

Os leucadcitos sido os elementos figurados do sangue que estdo envolvidos na protegdo do
organismo contra infecOes, e estdo presentes no sangue em menor nimero que os eritrocitos.

Sao divididos em fagdcitos (neutroéfilos, basoéfilos, eosinéfilos e mondcitos) e linfocitos. Os
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fagocitos constituem a principal linha de defesa do organismo contra infe¢ées bacterianas,
enquanto que os linfécitos estdo envolvidos na producido de imunoglobulinas (células B) e na

defesa do organismo contra infec¢Ges virais (células T) 48.

No eritrograma (Tabela 4) é determinado o ntimero de eritrécitos, em contagem absoluta, a
hemoglobina, o hematdcrito, os indices hematrimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM)) e a dispersao do volume eritrocitario (RDW). Os indices hematrimétricos sao
determinados a partir da contagem global dos eritrocitos, do valor de hemoglobina e
determinacdo do hematocrito. Estes parametros avaliam os eritrocitos quanto ao volume e ao
conteildo em hemoglobina, e servem para classificar as anemias. No eritrograma é também
determinada a contagem de reticuldcitos, células imaturas da linhagem eritréide, que

correspondem a um estado de maturagio imediatamente anterior ao eritrocito.

No leucograma (Tabela 5) é determinada a contagem absoluta de leucotcitos e a contagem
diferencial, absoluta e em percentagem, dos diferentes tipos de leucécitos. No plaquetograma
(Tabela 6) determina-se a contagem absoluta das plaquetas, o volume plaquetar médio (VPM) e

a dispersao do volume plaquetar (PDW).

Tabela 4- Parametros do eritrograma

Eritrograma — estudo da série vermelha (eritrécitos)

Parametros Definicao

Eritrécitos Numeros de eritrocitos por microlitro de sangue

Hemoglobina (Hb) Avalia a concentracdo de hemoglobina no sangue

Hematocrito (Ht) Volume ocupado pelos eritrocitos numa amostra de sangue
total.

VCM Tamanho médio dos eritrocitos, expresso em fentolitros.
Classifica as anemias em microcitica, normocitica e
macrocitica.

HCM Contetiddo médio de hemoglobina nos eritrocitos

CHCM Concentracdo de hemoglobina presente no eritrocito.
Classifica as anemias em hipocrémica e normocrémica

RDW Indica a variacdo de tamanho dos eritrocitos (anisocitose)

RET Contagem de reticuldcitos. Avalia a eritropoiese

RVM Avalia o tamanho dos reticulécitos
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Tabela 5- Parametros do leucograma

Leucograma — estudo da série branca (leucécitos)

Parametros Definicao
WBC Contagem de leucocitos
Neutrofilos Células mais numerosas em adultos, possuem um nicleo

com varios l6bulos. O seu aumento pode indicar infegao
bacteriana, mas pode estar aumentada em infegéo viral

Linf6citos Nos adultos o seu aumento (linfocitose) pode ser indicio de
infecdo viral ou leucemia linfocitica crénica

Eosinofilos Células com granulos grandes e alaranjados. O seu aumento
(eosinofilia) ocorre em processos alérgicos ou em
parasitoses

Monbcitos Uma das maiores células da série branca, quando o seu

namero estd aumentado usa-se o termo monocitose e
ocorre em infecbes virais, leucemia mielomonocitica
cronica e apos a quimioterapia

Basofilos Célula circulante menos numerosa (1% dos leucécitos).
Possui um citoplasma cheio de granulos.

Tabela 6- Parametros do plaquetograma

Plaquetograma
PLT Contagem de plaquetas
VPM Determina o volume ocupado pelas plaquetas
PDW Avalia a morfologia das plaquetas

As amostras de sangue total em tubos contendo EDTA para a realizacdo do hemograma sio
colocadas a agitar durante 10 min e, posteriormente, sao processadas no contador hematolégico
DxH800. Este equipamento mede a dispersdo da luz, emitida por um laser de hélio-neon
(HeNe), apds esta atravessar a amostra em estudo. O DxH800 tem 2 detetores oOticos que
permitem avaliar a dispersdo da luz em 5 angulos distintos. Desta forma, sdo fornecidos 7
parametros de medicao celular que valorizam a anéalise do diferencial, eritrocitos nucleados
(NRBC) e reticulécitos.

Os dados que garantem uma melhor discriminacio e classificacio das populacoes celulares sdo

representados em formato data plot (2D e 3D) e surface plot.

A identificacao dos reticulécitos é feita com base na precipitacao de RNA residual, utilizando o
corante azul de metileno. A amostra é encaminhada para o flow cell (cAmara de fluxo do

equipamento) onde é analisado o tamanho, a forma e a morfologia celular.
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14.2 Equipamento AEROSPRAY®

O equipamento AEROSPRAY® (Figura 17b) é um equipamento automatico de bancada que
permite a coloracao de 12 esfregagos de sangue periférico, em simultdneo e em poucos minutos.
Este equipamento utiliza como método de coloracdo a técnica de May-Griinwald-Giemsa

modificada.

O esfregaco de sangue periférico é utilizado para o estudo morfolégico das células sanguineas e
é realizado quando o contador automatico nao consegue fazer a contagem diferencial dos
leucocitos, quando os valores obtidos no hemograma ndo sao concordantes com os valores de
referéncia, quando é pedido pelo médico prescritor devido ao historico clinico do doente e
quando o histograma se encontra alterado, mesmo se o hemograma apresenta valores

concordantes com os de referéncia.

O esfregaco consiste na formacao de uma fina pelicula de sangue, sobre a superficie de uma
lamina, de modo a poder observar-se ao microscopio, sem sobreposicido de células. Antes de
realizar o esfregago, o sangue é homogeneizado para que as células estejam bem distribuidas.
Em seguida, é colocada uma pequena gota de sangue sobre uma lamina de vidro e, com a ajuda
de outra lamina de vidro a 45°, a gota é arrastada num movimento tnico e uniforme, formando
uma pelicula (Figura 17a). Uma hora ap6s a secagem os esfregacos sao corados no equipamento,

sendo depois possivel observa-los.

Figura 17- (a) Ilustracdo de como realizar um esfregaco de sangue periférico e o aspeto de um esfregaco

com separagao 6tima para observacao (Retirado de 49) ; b) Equipamento AEROSPRAY®.

A coloracdo de May-Griinwald-Giemsa é utilizada para a colora¢do de células sanguineas e
medula 6ssea. Esta coloracdo consiste numa mistura de corantes com caracteristicas neutras,
que coram os componentes nucleares e citoplasmaticos das células. Sdo usados dois corantes: o
corante de May-Griinwald, que contém eosina e azul de metileno em alcool metilico, e é
responsavel pela fixacdo do esfregaco e coloracdo dos ntcleos a azul e do citoplasma de

vermelho-rosa; o corante de Giemsa contém eosina e derivados de azul de metileno e aumenta a
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intensidade da coloracdo nuclear e a capacidade de evidenciar seletivamente os elementos

nucleares (Tabela 7)s5°.

Tabela 7- Coloracao de May-Griinwald-Giemsas°®

Estruturas Celulares Resultado Esperado

Ntcleos Vermelho-violeta
Citoplasma baséfilo De azul-celeste a azul escuro
Citoplasma acidofilo De vermelho claro a rosado
Granulacoes acidoéfilas Laranja

Granulacoes neutrofilas Castanho

Granulacoes basofilas Violeta escuro
Granulacoes azulofilas De pirpura a violeta-parpura
Hemacias/ Rosa-parpura com ponteado
eritrocitos basofilo (azul cobalto)

Na seccdo de Hematologia também é realizada a coloracdo de Perls em esfregacos de medula
6ssea. Esta coloragdo permite identificar ferro libertado da hemoglobina na sua forma i6nica
(Fe3+). No decorrer da reacdo com azul da Prussia, o ferro iénico do grupo heme reage em
solucdo de 4cido cloridrico (HCI) com o hexocianeto (II) de potassio e precipita na forma de um
complexo de sal insolavel, com coloracao azul, permitindo localizar o ferro celular livre. A
solucdo “Nuclear Fast Red" permite corar os precipitados de ferro ao nivel do citoplasma, com

uma coloracao ligeiramente rosadas°.

14.3 Equipamento ADAMS® A1c HA-8180T

O equipamento ADAMS A1c HA-8180T é um analisador automatico que permite quantificar a
hemoglobina glicada (HbA1ic, HbA2) e hemoglobina fetal (HbF), pela metodologia de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), cromatografia de troca catidnica de fase reversa
(Figura 18)5.. A hemoglobina glicada é um indicador de grande utilidade clinica para o controle
da glicémia a longo prazo em doentes com diabetes mellitus. A anélise da hemoglobina fetal é

utilizada para diagnosticar talassemias.
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Figura 18- Equipamento ADAMS® A1c HA-8180T

A hemoglobina é uma proteina responsavel por executar as trocas gasosas nos eritrocitos. E um
tetramero formada por uma porcao proteica denominada de globina e por um grupo heme que
contém ferro, que se liga ao oxigénio. A globina é constituida por quatro cadeias polipeptidicas,

cada uma ligada a um grupo heme (Figura 19)48.
O sangue normal de um adulto contém trés formas de hemoglobinas:

. Hemoglobina A (HbA)- é a hemoglobina predominante no adulto (97%), e é composta
por duas cadeias a e duas cadeias f§; é a hemoglobina que existe em maior quantidade apos 3-6
meses de vida.

o Hemoglobina A2 (HbA2) — composta por duas cadeias a e duas cadeias &, é
encontrada em pequenas quantidades (entre 1,5-3,5%) no sangue normal de um adulto.

. Hemoglobina Fetal- composta por duas cadeias a e duas cadeias y, é a hemoglobina
encontrada em menor quantidade (< 2%) no sangue normal de um adulto; a maior parte da

mudanca de HbF para HbA ocorre 3-6 meses apds o nascimento48.

Cadeiap 1 ) — Cadeiap 2
HyC CH;

Heme

Cadeiaa 1 < 7' Cadeiaa 2
COOH COOH

Figura 19— Constituicdo e estrutura molecular da hemoglobina (Retirado de 52).

A HbA1c resulta de uma reacdo nao enzimaética, irreversivel, entre a glicose que circula no
sangue e os grupos amina livres existentes na hemoglobina dos eritrocitos. A determinagido da

HbA1c permite a monitorizagdo da glicémia média, nas dltimas 8 a 12 semanas antes da
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colheita, uma vez que a vida util média funcional dos glébulos vermelhos no corpo humano é de

aproximadamente 120 diasss.

A HbA1c também ¢ utilizada como preditor do risco para desenvolver complicagdes crénicas da
diabetes, e de complicacoes relacionadas com a gravidez e o parto nas mulheres com diabetes

prévia a gravidezs4.

No equipamento ADAMS Aic HA-8180T, as moléculas de Hb sdo separadas com base na sua
capacidade de interagir com uma matriz hidrofébica. O fato de HbA1c e Hb nao glicada terem
pontos isoelétricos diferentes, permite a separacdo das diferentes fracbes de Hb e a
quantificacdo de HbA1c, por HPLC53. Ao entrar no equipamento, a amostra de sangue total a
ser analisada é hemolisada com recurso a uma solucao de hemolise, na proporcao de 1: 100. As
moléculas de Hb vio ligar-se a coluna da matriz hidrofébica (fase estacionaria ndo polar) e vao
ser eluidas com tampoes de fosfato inorganico de baixa e alta polaridades. As diferentes fracées
de Hb sao detetadas e quantificadas pelo método colorimétrico, nos comprimentos de onda 420
nm e 500 nm, a medida que vao sendo eluidas na coluna. Os resultados sao apresentados em
cromatogramas, nos quais é possivel identificar picos das diferentes fracbes de Hb, os seus

tempos de retencio e percentagem em que estao presentesst5s.

144 Sediplus® S 2000

O Sediplus® S 2000 é um aparelho que permite medir a Velocidade de Sedimentacao (VS), com
recurso a luz infravermelha. O aparelho deteta a insercdo do tubo de citrato de sddio, contendo
sangue total, e inicia a medi¢do (Figura 20). No decorrer do processo de medicao, a placa de
medicio desloca-se para cima e para baixo, e o tubo contendo a amostra passa por um ligeiro
feixe de luz. Por detras do tubo, o feixe atinge um detetor. A superficie da camada de eritrocitos
é detetada como uma alteracido da intensidade luminosa durante o movimento. A medicao é

realizada durante o periodo de 1 hora.

Figura 20- (a) Equipamento Sediplus® S 2000; b) A diferenca entre os 0 e 60 minutos
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A VS é definida como a distincia entre a superficie liquida do plasma e a superficie de
sedimentacao dos eritrocitos, e é expressa em milimetros. A determinacao da VS é uma analise
inespecifica na documentacdo de processos infeciosos, inflamatérios ou neoplasicos, na
avaliacdo do grau de atividade ou da extensdo da doenca de base e, em alguns casos, da resposta
a terapéutica instituida. Apesar de inespecifica, a VS é indispensiavel na investigaciao e
acompanhamento de casos de artrite reumatoide, o lipus eritematoso sistémico e a doenca

reumaticas.

14.5 Equipamento INNOVANCE PFA-200

O equipamento INNOVANCE PFA-200 (Figura 21a) é um analisador automético que avaliar a
hemostase primaéria, e auxilia na detecao rapida da disfun¢do plaquetaria. Neste equipamento é
simulado in vitro o processo de adesdao e agregacao plaquetéria, consequente de uma lesdo
vascular. A disfuncao plaquetaria detetada pelo sistema pode ser adquirida, hereditiria ou
induzida por agentes inibidores da atividade plaquetaria.

O sistema permite a avaliacdo rapida da funcdo plaquetaria em pequenas amostras de sangue
total anticoagulado. O cartucho de teste de utilizagdo tnica, com colagénio/ADP e
colagénio/epinefrina, consiste em varias pecas integradas, incluindo um capilar, um
reservatorio da amostra e uma membrana bioquimica ativada por um orificio central (Figura
21b). O sangue total anticoagulado é aspirado, a partir do reservatério da amostra, através do

capilar e do orificio, de forma as plaquetas ficarem expostas a condicoes de elevado fluxo.

No inicio, a solugdo ativadora é distribuida para humedecer a membrana e dissolver os
reagentes ativos. Durante o teste, as plaquetas aderem a membrana revestida. Seguidamente, as
plaquetas so ativadas, libertam o contetido dos seus granulos e inicia-se o processo de adesdo
plaquetaria. Como uma medicao da funcao plaquetaria, o processo de agregacdo plaquetaria
forma um trombo de plaquetas no orificio, diminuindo assim gradualmente o fluxo sanguineo e
parando-o finalmente. O sistema determina o tempo desde o inicio do teste até o tampao de
plaquetas fechar o orificio, indicando esse intervalo de tempo como o tempo de fecho (CT). O CT

¢ um indicador da funcio plaquetaria na amostra sangue analisadas?.
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Figura 21- a) Equipamento INNOVANCE PFA-200; (b) Principio do teste da hemostase primaria
(Adaptado de 57).

A hemostase é um processo fisiologico, que pode ser definido como uma série complexa de
fendbmenos biolégicos que ocorrem como resposta imediata a lesdo de um vaso sanguineo, com
objetivo de conter a hemorragia. A hemostase € o equilibrio entre mecanismos pro-coagulantes
e anticoagulantes, aliado a um processo de fibrindlise. O mecanismo hemostatico esta dividido

em hemostase primaria, hemostase secundaria (coagulacio) e fibrindlise4s.

A hemostase primaria é o processo inicial da coagulacao, desencadeado pela lesdo celular.
Apoés a lesdo, ocorre a vasoconstricdo dos vasos sanguineos, diminuindo o fluxo de sangue, com
o intuito de minimizar a perda de sangue. A lesdo tecidular expoe fator de von Willebrand
(FvW), que é o elemento chave no desencadear do processo de adesdo das plaquetas as paredes
dos vasos. Quando isto ocorre, as plaquetas tornam-se ativadas e libertam os granulos
citoplasmaticos. A adenosina difosfafo (ADP) é responsavel pela ativacao de outras plaquetas,
estas plaquetas ativadas vao se agregar umas as outras formando um trombo plaquetario

instavel que necessita ser consolidado pela fibrina48.58,

Na hemostase secundaria a trombina transforma o fibrinogénio, uma proteina solavel, em
fibrina (polimero insolavel) formando um coagulo estavel (17). Na fibrinélise ocorre a
degradagdo do coagulo de fibrina, mediada pela plasmina. A fibrindlise é estimulada pela

Proteina C ativada e pela Proteina S, e é inibida indiretamente pela trombina48.
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14.6 Equipamento ACL TOP®

O ACL TOP 500® da Instrumentation Laboratory (Figura 22) é um analisador automatico
projetado especificamente para analisar a hemdstase secundaria e a fibrinélise, in vitro. Este
equipamento é capaz de executar testes de turbidimetria e imunoturbidimetria. Nos testes de
avaliacdo da coagulagdo sanguinea é utilizado o principio turbidimétrico, sendo avaliado o
decréscimo de luz transmitida a medida que ocorre a formacao do coagulo. Para a pesquisa do
anticoagulante ltpico (AL) e determinacdio de D-dimeros ¢é utilizado o principio
imunoturbidimétrico. Estes ultimos, sdo testes baseados na formacdo de um complexo

antigénio-anticorpo, o qual afeta a transmissdo da luz pela amostrase.

Figura 22- Equipamento ACL TOP.

Na hemostase secundiria ocorre a cascata de coagulacio, que se divide em 3 vias: a via

intrinseca, a via extrinseca e a via comum (Figura 23).

Calicreina <——Precalicreina
HMWK
Fator XIl —— Faior Xlla
HMWEK

Fator XI ——» Fator Xla

ATTP

Fator IX ——» Fator IXa Fator Vila «=—— Fator VIl
mede

S

FatorX —> FatorXa <————— Fator X

TT
made ‘ S RL
l: | Flbrinogédo%— Fibrina

TP mede

Vias intrinsece VYia extinseca B Vs comum
HMWE = quinhogénio de alto peso molecular

Figura 23- Cascata da coagulacio (Retirado de 48).
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Para realizar o estudo da coagulagdo, as amostras de sangue total contendo o citrato como
anticoagulante, sdo centrifugadas a 3000 r.p.m durante 10 min. Os testes da funcao hemostatica
incluem o tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo
de trombina (TT), determinacdo especifica dos fatores de coagulacio e do Fator de von
Willebrand. Também sdo doseados os inibidores da coagulacao (anti-trombina (AT), proteina C

(PC) e proteina S livre (PS)), o anticoagulante lipico (AL), D-dimeros e fibrinogénio.

1.4.6.1 Tempo protrombina

O TP avalia a via extrinseca da cascata de coagulacdo. Quando ocorre uma lesdo das células
endoteliais, a tromboplastina tecidular € ativada e libertada para a circulacdo. O fator VII forma
um complexo com a tromboplastina tecidular e o calcio. Este complexo converte o fator X
(forma inativa) em fator Xa (forma ativa), que por sua vez transforma a protrombina em
trombina. Em seguida, a trombina transforma o fibrinogénio em fibrina48.

Um TP prolongado pode ser indicativo de deficiéncia nos fatores II (protrombina), V, VII, X, na
vitamina K, no contexto de doencas hepéticas, de utilizacdo de anticoagulantes orais ou em

situacbes de coagulacao intravascular disseminada48.

O TP é expresso em segundos e expresso em INR (Razdo Normalizada Internacional) para o
controlo do tratamento de doentes que tomam anticoagulantes orais. O INR é um método de
calibracdo do tempo de protrombina com o objetivo de reduzir a variacdo e uniformizar os
resultados de TP, entre os diferentes laboratérios clinicos, independentemente dos reagentes

utilizados para a sua determinagao48.

TP (doente) B
INR = (—)
TP (controlo)

No célculo do INR, o TP controlo corresponde ao valor médio calculado para uma populacao
ndo sujeita a terapia com anticoagulantes orais. O ISI é um valor associado a tromboplastina
utilizada e é obtido através da calibragdo do reagente com a tromboplastina de referéncia

internacional48.

1.4.6.2 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

O TTPA avalia a via intrinseca da cascata de coagulacdo. Este teste possui um ativador de
contato (que estimula a producdo de fator XIIa), cloreto de célcio (que ird desencadear as
reacoes posteriores) e fosfolipidos (necessario a formacao dos complexos que ativardo o Fator X

e a Protrombina)43.
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O prolongamento do tempo de coagulacdo pode ser devido a um défice de Fator XII, XI, X, IX,
VIII, V, II ou fibrinogénio, défice de vitamina K, presenca de heparina, anticoagulante lipico ou

outros inibidores48.

Um prolongamento no TTPA e um TP normal ou pouco alterado é um indicativo da presenca de
heparina. Se descartado a presenca de heparina, entdo é investigado a presenca do AL. Se o AL
nao se deteta deve proceder-se a determinacdo dos fatores de coagulacdo da via intrinseca. Se
um dos fatores esta diminuido, esta é a causa de um prolongamento do TTPA. No entanto, deve-
se também analisar se este défice é devido a presenca de um inibidor. O TTPA-mistura consiste
em averiguar se o TTPA prolongado é devido a presenca de algum inibidor da coagulacao ou se é
devido a uma deficiéncia de um dos fatores da via intrinseca. E feito uma mistura na proporcao
de 1:1, do plasma do doente com o plasma de calibragdo. Se o TTPA nao for corrigido é devido a
presenca de um inibidor da coagulagdo, mas se o TTPA for corrigido, indica uma deficiéncia de

um dos fatores da via intrinseca da coagulacao4s.

Um prolongamento no TP e um TTPA normal ou pouco alterado pode estar associado ao défice

do fator VII (Gnico fator exclusivo da via extrinseca)48.

Um prolongamento no TP e no TTPA, simultaneamente, € indicativo de deficiéncia de fatores da

via comum (fatores II e V)48,

1.4.6.3 Tempo de trombina

O TT mede o tempo em segundos que demora a formacao do coagulo de fibrina. O TT é utilizado
para determinar alteragdes na transformacio do fibrinogénio em fibrina, pela acdo da trombina.
O teste consiste em adicionar ao plasma citrato e uma quantidade conhecida de trombina, em

condicbes padronizadas4s.

1.4.6.4 Fibrinolise

Os coagulos normalmente dissolvem-se poucos dias depois da sua formacao, por um processo
chamado fibrindlise, o qual envolve a atividade da plasmina, uma enzima ativada por protedlise
a partir do seu percursor inativo, o plasminogénio. O plasminogénio é responsavel pela clivagem
da fibrina em varios fragmentos de degradacdo. O teste de fibrindlise consiste na detegdo dos
produtos de degradacao do fibrinogénio e da fibrina, como os D-dimeros e o fibrinogénio48.

O fibrinogénio é quantificado quando ocorre uma hemorragia inexplicada ou uma coagulacao
anormal. O fibrinogénio é também um marcador 1til na avaliagido do estado de diversas doengas
incluindo a Coagulacdo Intravascular Disseminada, disfungdes hepaticas e quadros

inflamatorios48.

Os D-Dimeros sdo derivados solaveis formados devido a degradacao da fibrina pela plasmina.

Estes produtos de degradacao da fibrina contém um neo-antigénio (dominio D-Dimero) que néo
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estd presente na molécula original de fibrinogénio, nos seus produtos de degradagdo ou na

fibrina soluvel48.

1.4.6.5 Inibidores da Coagulacao

A proteina C, a proteina S livre e a antitrombina sao inibidores da cascata da coagulagdo. A
antitrombina é o principal inibidor da coagulacio sanguinea e é essencial para que a terapéutica
anticoagulante. Ao inibir a trombina, o FXa e o FIXa, a antitrombina evita processos
descontrolados da coagulacdo e possiveis acidentes tromboticos. Deficiéncias na antitrombina
estao associados a um risco elevado de doencas tromboembolicas48.

A Proteina C é uma proteina vitamina K-dependente que estd presente no plasma, como uma
proenzima. A deficiéncia de Proteina C estd associada a trombose venosa recorrente,

especialmente em adultos jovens48.

A Proteina S é uma glicoproteina também vitamina K-dependente, que atua como um cofator da
Proteina C ativada, aumentando os seus efeitos anticoagulantes e profibrinoliticos. Os défices de

Proteina S estdo associados a um risco maior de tromboembolismo venoso48.

1.4.6.5.1  Anticoagulante Lapico

Os AL pertencem ao grupo dos anticorpos antifosfolipidicos que sdo dirigidos contra
fosfolipidos com carga negativa ou complexos entre fosfolipidos e proteinas (fatores de
coagulacdo como a protrombina). Estes anticoagulantes interferem com as provas de coagulacao
em que participam os fosfolipidos, como por exemplo o TTPA. Doentes com AL tém um risco
aumentado de complicacoes clinicas, tais como, trombose e abortos de repeti¢ao4s.

Sao realizados dois testes para a detecdo de AL: o de rastreio (SCT Screen) e o de confirmacao
(SCT Confirm). O SCT Screen possui uma concentracao baixa de fosfolipidos, o que faz com que
o reagente seja altamente sensivel a presenca de AL, alargando o tempo de coagulacdo na
presenca destes. O SCT Confirm possui uma alta concentracao de fosfolipidos que neutraliza o
AL e encurta os tempos de coagulacao. Com os valores obtidos do doente e com a média do
limite de normalidade, é calculado o racio do SCT Screen e SCT Confirm. Em seguida o racio do
SCT Screen ¢ divido pelo racio do SCT Confirm, para obter o Racio Normalizado de SCT (onde o

resultado sera expresso).

Se o racio for >1,6 indica presenca de AL; se o racio for <1,6 e se os tempos de SCT Screen e SCT
Confirm forem prolongados, entdo devem-se realizar estudos de misturas para investigar
deficiéncias de fatores ou de inibidores. Se o teste de mistura continuar a ser prolongado, tal

indica que pode estar presente na amostra um outro coagulante que nao seja AL.
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1.4.6.5.2 Fator de von Willdbrand

O FvW é uma glicoproteina multimérica, sintetizada exclusivamente por células endoteliais e
megacariocitos. Esta envolvido na adesdo das plaquetas a parede vascular, sendo também
responsavel pelo transporte do fator VIII, protegendo-o de sua ativacao prematura e impedindo
a sua degradacdo proteolitica. A doenca de von Willebrand (DvW) é a doenca hemorragica
hereditaria mais frequente e apresenta diferentes expressoes fenotipicas com sinais e sintomas
de intensidade variavel. A DvW tipo 1 caracteriza-se pela deficiéncia quantitativa parcial do
fator. A DVW tipo 2 caracteriza-se pela alteracao funcional do fator, e na DvW do tipo 3 ocorre
deficiéncia completa do fator. A formacao inadequada do FvW ou a formacdo normal em
quantidade reduzida, leva a uma adesdo plaquetaria deficiente, com prejuizo na hemostasia
primaria e diminui¢do da semi-vida do fator VIII48.

O diagnoéstico s6 pode ser confirmado apo6s a avaliagdo do racio entre o teste do antigénio do
Fator de von Willebrand (FvW:Ag) e o teste da atividade do cofator ristocetina do FvW (R:CoF).
A atividade antigénica plasmatica do FvW (FvW:Ag) é, portanto, considerada universalmente
como um marcador de disfun¢io endotelial e assim utilizada em varias doencas. A atividade do
cofator da ristocetina é o teste mais especifico para a fungao plaquetaria e pode apresentar-se

diminuido, mesmo na doenca leve.

A ristocetina é um antibiotico que induz a ligacdo do FVvW a glicoproteina Ib e ¢ utilizado para o

exame diagnostico.

14.7 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) é uma técnica multiparamétrica, que por meio de um feixe de laser
incidente faz a medicao da dispersao da luz e da fluorescéncia do feixe de laser refletido, a partir
da amostra celular. A CF tem como funcao realizar a separacao, a contagem individual de células
e detecdo de biomarcadores proteicossd.

Atualmente, a CF é a metodologia mais aplicada na analise celular, como por exemplo, na
quantificacdo de células CD4 em pacientes portadores do virus HIV, na investigacido de doencas

hematologicas com caracteristicas de malignidade, bem como no desenvolvimento de farmacos.

Para utilizar a CF como ferramenta de estudo, as amostras devem estar em suspensiao. A
amostra pode ser de sangue periférico, de cultura celular, de medula 6ssea, de tecido, ou de
liquor. Em todos as situacgoes, as células devem estar dissociadas, de forma a evitar a formacao
de grumos na suspensdo. Amostras de tecidos sbélidos como figado ou fragmentos de tumores
também podem ser estudados, desde que as células sejam separadas por métodos mecanicos ou

enzimaticoss9.

A CF mede parametros em células que fluem através de um sistema de analise. O processo
inicia-se com a selecdo de anticorpos, marcados com fluorocromos, especificos para o antigénio

celular, que permite caracterizar a populacao das células de interesse. Apos o processamento da
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amostra, uma suspensao de células é introduzida no aparelho, fluindo em dire¢do a um laser
posicionado no caminho das células. Como o fluxo das células é laminar e o didmetro do tubo se
afunila, as células sdo forcadas a passar em “fila tnica” pela luz emitida pelo laser. O
fluorocromo ligado ao anticorpo absorve a energia do laser e rapidamente emite essa energia em
forma de luz, em comprimentos de ondas especificos, de acordo com o fluorocromo utilizado. A
luz emitida é captada por um sistema 6tico que é sensivel a diferentes comprimentos de onda,
permitindo que um ou mais marcadores sejam lidos ao mesmo tempo, e que integra e

disponibiliza essa informacao num computador acoplado ao sistemasd.
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Capitulo 2: Estudo Epidemiol6gico da
Incidéncia do Virus SARS-CoV-2 na Beira

Interior

2.1 Introducao

As pandemias sdo surtos de doencas infeciosas em grande escala que podem aumentar a
morbilidade e mortalidade numa ampla area geografica e causar perturbacdes econdémicas,
sociais e politicas significativaséc. Sao conhecidas como as grandes pandemias do século passado
a gripe espanhola em 1918, a gripe asiatica em 1957, a gripe de Hong Kong em 1968 e a gripe
suina em 2009. Para além dessas, a sindrome da insuficiéncia respiratéria aguda grave (SARS)
em 2002, o Coronavirus da sindrome respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV) em 2012, 0
Ebola em 2014 e o virus Zika em 2016 provocaram a morte de muitas pessoas em todo mundose.
Atualmente, a humanidade encontra-se novamente perante o desafio de uma nova pandemia,

cujo agente de doenga é um coronavirus.

Os coronavirus (CoV) sdo virus de RNA, cujo o seu tamanho varia entre 65 a 125 nm de
diametro, sendo o seu genoma constituido por uma cadeia simples de RNA de 26 a 32 kilobases
(kb) de comprimentof!. Na superficie da sua cipside contém glicoproteinas de membrana de
grandes dimensoes, distribuidas uniformemente, que quando observadas por microscopia

eletrénica, parecem ter uma forma tipica de coroa®263 (Figura 24).

Proteina Spike

_ Proteina de Membrana

Figura 24- Estrutura e constituicao dos coronavirus (Adaptado de 63).
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Os coronavirus sdo a maior subfamilia de virus pertencente a ordem Nidovirales. A ordem
Nidovirales inclui as familias Coronaviridae, Arteriviridae, Roniviridae e Mesoviridae, sendo a

familia Coronaviridae constituida por duas subfamilias: Coronavirinae e Torovirinae®4.

Com base nas suas relagbes filogenéticas e nas suas estruturas gendmicas, a familia
Coronavirinae foi dividida em quatro géneros — alfa (a), beta (), gama (y) e delta (6), sendo que
no seu conjunto sdo responsaveis por 15 a 30% de todas as infecOes respiratorias mundiais. Os
coronavirus a e [P infetam apenas mamiferos, enquanto que os coronavirus y e & infetam

principalmente avest5:64,

Antes da atual pandemia estavam identificados seis linhagens de coronavirus capazes de infetar
os seres humanos, quatro com baixa patogenicidade (HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 e
HCoVHKU1) e duas (MERS e SARS-CoV) altamente patogénicas, que foram responsaveis pelos

surtos em 2002 e 2012, repectivamenteso,

O HCoV-229E e HCoV-NL63 pertencem ao género a-coronavirus, o HCoV-0OC43, HCoV-HKU1,
SARS-CoV e MERS-CoV pertencem ao grupo B-coronavirus (Figura 25)%. No contexto da atual
pandemia, foi incluido no género B o novo coronavirus - SARS-COV-2. Os coronavirus
pertencentes aos géneros a e  sdo conhecidos por causar infecGes respiratorias leves a graves
do trato respiratorio inferioré4. O género [-coronavirus é ainda classificado em quatro

subgéneros: Embecovirus, Sarbecovirus, Merbecovirus e Nobecovirusb?.
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Figura 25- Classificacdo filogenética dos coronavirus (Adaptado de 68).

2.1.1 Sindrome da Insuficiéncia Respiratoria Aguda Grave
A SARS é uma doenga respiratoria aguda, potencialmente grave, que surgiu em Novembro de
2002 e teve origem em Guandgong na China. Até Junho de 2003, ja tinha afetado 33 paises,
tendo sido reportados 8450 casos e 810 mortes a nivel mundial®s. Atualmente, ndo se conhece a
existéncia de transmissao da SARS-CoV a nivel mundial. Os dltimos casos de infegdo por SARS-
CoV foram relatados na China em abril de 2004, um surto que resultou de infe¢oes adquiridas
em laboratorio®4.
As principais manifestagbes clinicas da SARS foram febre, calafrios, tosse seca e dificuldade

respiratoria. Contudo, as pessoas podem desenvolver doenca grave, que culmina com

insuficiéncia respiratoria e morte®2.

Os morcegos e os passaros sdo os principais reservatérios do SARS-CoV, podendo transmitir o
virus a outros animais que vivem perto ou em contato préximo com humanos, como animais de
estimacdo ou animais exdticos, destinados a consumo humano. Durante a transmissio entre

diferentes hospedeiros, 0 SARS-CoV pode sofrer mutagbes genéticas, que resultam em aquisicao
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de novos genes ou modificacdo de genes existentes por meio de mecanismos de recombinacao.
Essas alteracGes no seu genoma resultam em adaptacées que o tornam mais habilitados a cruzar
a barreira das espécies e, consequentemente, a ter a capacidade de provocar a doenca em novas
espécies. Exemplo disso é a alteracdo conformacional da proteina Spike (S), no dominio de
ligacdo ao recetor (RBD), que contribui para tornar mais eficaz a ligacdo do SARS-CoV e do

MERS-CoV as células humanasé4.

2.1.1.1 A Origem Zoonotica do SARS-CoV

A semelhanca genética entre os coronavirus isolados nos mamiferos Paguma larvata e
Nyctereutes procyonoides (ambos originarios do sudoeste asiatico) e o coronavirus responsavel
pela SARS em humanos, levou a assumir que estas duas espécies de mamiferos eram os
hospedeiros naturais do SARS-CoV. Contudo, estudos mais aprofundados mostraram que os
Paguma larvata que habitavam perto dos mercados de animais nao tinham o SARS-CoV. Este
fato levou a assumir que esta espécie nao era um hospedeiro natural, mas sim um hospedeiro
intermediério da infecio em humanosb4.

Posteriormente foi identificado na espécie de morcegos Rhinolophus affinis um coronavirus
semelhante ao SARS-CoV, o BatCoV RaTGi3. Estudos em laboratério, utilizando culturas
celulares de células humanas Hela, que expressam a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2), mostraram a capacidade do BatCoV RaTGi13 de se replicar nas células humanas
utilizando a ACE2 como receptor. Por outro lado, os estudos revelaram também a existéncia de
cerca de 88-92% de homologia genética entre o BatCoV RaTG13 e o SARS-CoV, levando a
concluir que o Rhinolophus affinis é o hospedeiro natural do SARS-CoV (Figura 26)%4.

Hospedeiro Natural Hospedeiro Intermediario

S — M o Y

Figura 26- Origem zoondtica e hospedeiro intermediario do SARS-CoV (Adaptado de 64).

SARS-CoV

2.1.2 Sindrome Respiratoria do Oriente Médio

Em 2012 surgiu, na Arabia Saudita, uma doenca respiratéria causada por um coronavirus,
denominada Sindrome Respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV)5. Segundo o European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), desde essa altura foram reportados casos
em 26 paises, num total de mais de 1 milhar e meio de pessoas infetadas e mais de 500 6bitos. A

maioria dos casos ocorreu no Médio Oriente, na Peninsula Arabica, principalmente na Arabia
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Saudita. Fora da Peninsula Arabica foi registado um surto na Coreia do Sul, entre Maio e Julho
de 2015, tendo sido reportados 185 casos e 36 Obitosé4:69,

Os doentes com infecdo por MERS-CoV geralmente apresentam sintomas relacionados com a
pneumonia que desenvolvem, nomeadamente, febre, mialgia, tosse e dispneia. Os casos graves
podem desenvolver sindrome de desconforto respiratério agudo (SDRA), choque séptico,

faléncia de multiplos 6rgaos e mortes2.

2.1.2.1 A Origem Zoonotica do MERS-CoV

A semelhanca do que acontece com o SARS-Cov, os estudos apontam os morcegos como o

hospedeiro natural do MERS-CoV e os dromedarios como hospedeiros intermediarios (Figura

27)64,
Hospedeiro Natural Hospedeiro Intermediario
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Figura 27- Origem zoon6tica e hospedeiro intermediario do MERS-CoV (Adaptado de 64).

Foi demonstrado que MERS-CoV infecta as células de morcego por meio da dipeptidil

peptidase-4 (DPP4), o mesmo receptor utilizado pelo virus para infectar as células humanas®4.

Até ao momento, ndo se conseguiu saber quando é que ocorreu a passagem do MERS-CoV dos
morcegos para os dromedéarios. Por outro lado, persiste a dtivida sobre se os dromedarios sdo o
hospedeiro intermediario uma vez que houve muitos casos de MERS-CoV em que os doentes
nao tinham tido contato com esses animais antes de desenvolver a doenga. Contudo, assume-se
que provavelmente esse fato se deve a transmissao do virus de pessoa para pessoa ou através de
rotas de transmissdo desconhecidas, envolvendo espécies animais nao identificadas que eram

portadoras do MERS-CoV®4,

56



2.1.3 O Coronavirus da Sindrome Respiratdoria Aguda Grave 2

O coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) é um virus de RNA de
cadeia simples com formato esférico, de aproximadamente 26 a 32 kb, que infeta o sistema
nervoso central (SNC) e respiratorio de animais e humanos 6670,

Como o SARS-CoV e o0 MERS-CoV, o SARS-CoV-2 surgiu no Oriente®4. Em Dezembro de 2019,
na cidade de Wuhan, comecaram a surgir os primeiros casos de uma pneumonia inexplicavel,
com caracteristicas semelhante a pneumonia desenvolvida na SARS®s. Nessa altura, identificou-
se como agente da infecdo um novo coronavirus, que foi classificado pelo Comité Internacional
de Taxonomia de Virus como SARS-CoV-2 por pertencer ao subgénero Sarbecovirus (género [3-
Coronavirus), o mesmo do SARS-CoV®o.71, A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) denominou
a doenca causada pelo novo coronavirus de COVID-19, e declarou o estado de pandemia

mundial no dia 11 de Marco de 2020472,

A pandemia por SARS-CoV-2 atingiu mais de 200 paises e os continentes mais afetados foram a
América e a Europa (Figura 28)%. A disseminacdo rapida e global da COVID-19 foi
consequéncia do fluxo diario de pessoas que todos os dias circulam entre paises, em todo o
mundo®4. Até 1 de Setembro de 2020, de acordo com a OMS, havia mais de 25 milhées de casos
confirmados e 848.255 6bitos em 216 paises. Em Portugal, na mesma data, havia 58.243 casos

confirmados e 1.824 6bitos73.74.

Figura 28- Paises com casos de COVID-19 (Retirado de 75).

A transmissdo inicial do SARS-CoV-2 ocorreu em pessoas que tinham tido contato com animais
que estavam a venda num mercado de rua na cidade de Wuhan. Mais tarde, os dados
epidemiologicos revelaram o desenvolvimento da doenca em pessoas que tinham tido apenas
contato com individuos que estavam infetados com SARS-CoV-2, e que nao tinham visitado o

mercado. Este fato foi indicativo da existéncia de transmissio direta do virus de humano para
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humano®4¢5. Dos primeiros casos de COVID-19 identificados em Wuhan, apenas 22% dos
doentes estiveram expostos diretamente ao mercado, 32% dos casos estiveram em contato
proximo com casos positivos e 51% ndo tiveram contato com nenhuma destas fontes de

contagio®t,

A China tem sido considerada o hotspot para doencas virais emergentes devido a elevada
densidade populacional do pais, ao fluxo de pessoas que se deslocam de e para a China, e ao
habito cultural de consumo de animais exéticos. A maioria dos mercados na China
proporcionam um cenério ideal para o surgimento de novos virus, capazes de cruzarem a
barreira entre espécies, por esses locais serem normalmente ambientes htimidos, por reunirem
varios animais de diferentes espécies num mesmo local, e pelo fato de estarem localizados
proximos de éareas residenciais, permitindo o contato direto entre humanos e animais

portadores de novas doencas virais®4.

Por outro lado, o comércio ilegal de animais, a distribuicdo em grande escala de alimentos de
origem animal sem critérios de controlo de qualidade, a desflorestacdo e a alteracdo dos
ecossistemas (que resultam na privacao viral de seus hospedeiros naturais), sdo outros fatores

que favorecem a infecdo entre as espécies®4.

2.1.3.1 Origem Zoonética do SARS-CoV-2

No que diz respeito a origem zoonoética do SARS-CoV-2, os primeiros estudos apontavam o
pangolim (Manis javanica) como o hospedeiro natural mais provavel e que a transmissao do
SARS-CoV-2 ocorria diretamente desse animal para os humanos. Contudo, os estudos genéticos
realizados ndo conseguiam corroborar essa hipdtese, uma vez que a sequenciacdo genética do
SARS-CoV-2, isolado de individuos infetados, apresentava maior homologia com o virus BatCoV
RaTG13 isolado de morcegos, do que com o coronavirus isolado do pangolim64.

O que na realidade acontece é que o coronavirus do pangolim tem uma homologia de 97,4% com
0 SARS-CoV-2 apenas na regido do RBD (implicado na infecdo das células). Enquanto que o
BatCoV RaTG13, apesar de ter apenas uma homologia de 89,2% para a regido RBD, tem maior
homologia com o SARS-CoV-2 para o restante genoma. Neste contexto, foi assumido que os
morcegos sdo também os hospedeiros naturais do SARS-CoV-2 e, até ao momento, nio se tem a

certeza de quais possam ser os hospedeiros intermediarios (Figura 29)%4.

Hospedeiro Natural Hospedeiro Intermediario
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Figura 29- Origem zoonética e hospedeiro intermediario do SARS-CoV-2 (Adaptado de 64).

SARS-CoV-2

58



214 Os Morcegos como Hospedeiros Naturais do Virus

(Coronavirus)

Uma em cada quatro espécies de mamiferos na Terra é um morcego. Estes mamiferos
pertencem a Ordem Chiroptera, que compreende cerca de 1240 espécies, e sdo considerados
como um dos principais hospedeiros naturais e agentes de transmissao de viruso4.

O sistema imunologico dos morcegos nao consegue eliminar de forma eficaz a generalidade dos
virus, permitindo o perpetuar de infe¢bes virais assintométicas no seu organismo, o que os torna
bons hospedeiros naturais. Esta capacidade de perpetuar as infecoes deve-se em grande parte ao
fato de algumas espécies de morcegos hibernarem durante o inverno, reduzindo a sua
temperatura corporal e a sua taxa metabdlica, o que faz com que nao consigam produzir

anticorpos dirigidos ao agente infecioso®4.

Os morcegos sdo considerados bons agentes de transmissdo por terem uma ampla distribuicao
geografica mundial, uma esperanca de vida de cerca de 20 anos e por viverem em grandes

comunidades (10 a 200.000 morcegos/comunidade)®4.

2.1.5 Virologia do SARS-CoV-2
A capacidade de infecdo do SARS-CoV-2 é maior em comparagio com a do SARS-CoV. O

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estipulou o ntimero reprodutivo basico (R o)
do SARS-CoV-2 em 5.7, ou seja, cada pessoa infetada tem capacidade de infetar 5.7 individuos.

Enquanto que o R , do SARS-CoV é de 2 a 565.

O periodo de incubacdo do SARS-CoV-2 varia de 1 a 14 dias e a transmissdo pessoa a pessoa
ocorre por inalacao de goticulas respiratérias ou aerossdis provenientes de uma pessoa infetada,
que podem ser gerados durante espirros, tosse e exalacdo%45. Os estudo epidemiolégicos
mostraram que a transmissao direta do SARS-CoV-2 pode ocorrer por meio de doentes COVID-
19 sintomaticos, pré-sintométicos e assintomaticos?®. Contudo, a transmissdo do SARS-CoV-2
pode também ser indireta, através do contato com superficies e materiais contaminado com o
virusé. Os estudos mostram que o SARS-CoV-2 pode ficar vidvel até 3 horas apobs
aerossolizacgdo, até 24 horas em cartio, e até 2-3 dias em pléstico e aco inoxidavel””. Ambientes
fechados, com pouco arejamento, contribuem para a transmissdo secundéria do virus,

promovendo assim o fenémeno de super-propagacao’s.

Os sintomas da COVID-19 nao sdo especificos. As pessoas contaminadas podem néo

desenvolver nenhuma manifestacdo da doenca (assintométicas) ou desenvolverem infecio
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respiratoria grave (pneumonia), que em alguns casos culmina na morte dos doentes. De acordo
com um relatério da OMS baseado em 55.924 casos de COVID-19, confirmados
laboratorialmente, os sinais e sintomas tipicos incluem febre, tosse seca, fadiga, producao de
expetoracgao, falta de ar e dor de garganta’8. Alguns estudos sugerem que o SARS-CoV-2 pode
desencadear sintomas neuroldgicos que incluem dor de cabeca, niuseas e vOmitos, confusio

mental e perda do olfato ou paladaré27o,

Pessoas de todas as idades sdo suscetiveis ao novo coronavirus, sendo que os idosos e os
individuos com doencas cronicas, como doencas cardiovasculares e diabetes, sdo mais
vulneraveis. Estas pessoas, por apresentarem comorbilidades, pertencem ao grupo de pessoas
de risco por terem maior probabilidade de desenvolverem doenca respiratoria grave, que em
alguns casos pode ser fatalé:65 No que se refere as criancas, estas tém sido consideradas menos
vulneraveis que os idosos. J4 no que toca as gravidas, estas sdo consideradas mais vulneraveis
que uma pessoa saudavel, devido a capacidade que o virus tem de alterar as respostas

imunologicas na interface materno-fetal e afetar o bem-estar de méaes e bebésé:.

Até ao momento nao existe nenhum medicamento especifico que permita curar a COVID-19,
nem nenhuma vacina eficaz para prevenir a infecao por SARS-CoV-2. Contudo, existe um painel
de recomendacGes de tratamento farmacolégico para pacientes com COVID-19 com base na

gravidade da doenca (Figura 30)79.
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Gravidade da Doenca Painel de Recomendagdes

~

N&o Hospitalizados NZo Recomenda Nenhuma Terapia Antiviral ou Imunomoduladora

ou Especifica

Hospitalizados mas ndo requerem Ndo Recomenda o Uso de Dexametasona ou outros

Oxigénio Suplementar corticosterdides

Hospitalizados e Requerem Remdesivir 200 mg por via intravenosa (1V) por 1 dia, seguido de

Oxigénio Suplementar remdesivir 100 mg IV por 4 dias ou até a alta hospitalar, o que

ocorrer primeiro

(Mas Nao Requerem Administragdo por ou

Meio de Um Dispositivo de Alto FLuxo, Uma combinac&o de remdesivir (dose e duracdo conforme acima)

Ventlacdo N3o Invasiva, Ventilacio mais dexametasona 6 mg IV ou por via oral por até 10 diasocu até a

Mecanica Invasiva ou Oxigenac3o por alta hospitalar

Membrana Extracorpérea) Se o remdesivir n3o puder ser usado, pode-se usar dexametasona

Hospitalizad Sy Uma combinacdo de dexametasona mais remdesivir nas doses e
s e, duragdes dliscitidas acima I

Por Meio de Um Dispositivo de Alto Fluxo

ou

ERFR eI BV Mivsta Dexametasona isolada na dose e duracdo discutidas acima

Dexametasona na dose e duracgdo discutidas acima

ou

Dexametasona mais remdesivir para pacientes que foram
recentemente intubados nas doses e duragdes discutidas acima

Hospitalizados e Requerem Ventilagdo

Mecanica ou Oxigenagdo por
Membrana Extracorporea

Figura 30- Painel de recomendacoes de tratamento farmacologico para pacientes com COVID-19 com base

na gravidade da doenca (Adaptado de 79).

Existe um conjunto de medidas que se acredita que ajudem a diminuir a sua propagacio, como
sdo exemplo: o distanciamento social, a limitagdo do fluxo de pessoas, o
cancelamento/diminuicao de atividades publicas e o uso de mascara em locais pablicos6s. Para
além dessas medidas, a lavagem frequente das maos e a manutencao de uma distancia de pelo

menos um metro sdo considerados os principais cuidados a ter para nao contrair a doenga®4.

61

\
\



2.1.6 Biologia Molecular do SARS-CoV-2

A estrutura genémica do SARS-CoV-2 mostra uma organizacao tipica dos B-coronavirus: uma
regido 5 ' ndo traduzida (UTR); a presenca dos genes ORF1 e o ORF2 que codificam proteinas
nao estruturais importantes para a multiplicacdo do virus; uma regido 3' UTR que codifica
proteinas estruturais funcionais, nomeadamente a proteina spike (S), a proteina de envelope
(E), proteina de membrana (M), o nucleocapsideo (N) e outras proteinas acessorias (Figura 31)

61,65,76,

SARS-CoV-2
,\Y = ) PROTEINAS
ar ey ESTRUTURAIS
5
L &8 ~
T
RNA |
5 i
r T T T 1
] 7500 15000 22500 30000

P
g; 00O
oo

‘_——.J I—j‘
PROTEINAS PROTEINAS
NAO ESTRUTURAIS ACESSORIAS

Figura 31- Estrutura genémica do SARS-CoV-2 (Retirado de 80).

O SARS-CoV-2 e o SARS-CoV tém um elevado grau de homologia nas suas sequéncias
gendmicas e utilizam o mesmo recetor de entrada nas células humanas (ACE2).65.81.8283. A ACE2
é uma enzima ancorada na membrana plasmatica das células de diversos tecidos do corpo
humano, principalmente nas do trato respiratério inferior, do coragdo, dos rins e do trato
gastrointestinal. O SARS-CoV-2 tem uma afinidade dez vezes superior para a ACE2,

comparativamente ao SARS-CoVo:.

O SARS-CoV-2 é sequestrado pelas células hospedeiras por endocitose. Neste processo, a
proteina S do SARS-CoV-2 liga-se ao recetor celular ACE2, ativando-o, e possibilitando a fusao
da membrana viral com a membrana celular. Esta fusdo permite que o virus entre nas células.
Uma vez no interior da célula, o material genético do SARS-CoV-2 ¢ transcrito originando
poliproteinas de replicase viral ppia e ppiab. A ppia e ppiab sdo entdo clivadas por proteinases
virais para formar proteinas nao estruturais funcionais (NSPs), como uma helicase (Hel) e a
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). A RdRp é responsével pela replicacdo do RNA da

proteina estrutural.
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A cadeia positiva de RNA do SARS-CoV-2 vai servir para sintetizar cadeias negativas
subgendémica que servem como modelos para a sintese de mRNA. A transcricdo desses mRNAs
por ribossomas origina as proteinas estruturais S1, S2, E, M e N, que vao ser parte estrutural das
nucleocapsides virais. As nucleocapsides sdo montadas no limen do reticulo endoplasmatico
(RE) originando os virides. Os virides formados serdo entdo transportados do RE através do

aparelho de Golgi para a superficie da célula, e libertados por exocitose, como mostra a Figura
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Figura 32- Mecanismo que o SARS-CoV-2 utiliza para entrar nas células hospedeiras e conseguir replicar-
se (Adaptado de 61).

2.1.7 Fatores que Favorecem a Transmissao dos SARS-CoV

Os coronavirus tém os maiores genomas de RNA de cadeia simples. Este facto, é responsavel
pela sua grande capacidade de adaptacao a diferentes hospedeiros e capacidade de infe¢do inter-
espécies.

A capacidade dos virus SARS-CoV de colonizar e infetar novos hospedeiros deve-se,

essencialmente, aos seguintes fatores:

- baixa capacidade de traduzir corretamente a RdRp, que leva a altas taxas de mutagio e,
consequentemente, a uma alta variabilidade genética e uma maior capacidade de adaptacgio a

novos hospedeiros;
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- alta frequéncia de recombinag¢des homologas do RNA;

- elevada capacidade de adaptacdo da proteina S para se ligar a diferentes recetores do
hospedeiro, como a ACE2 no caso de SARS-CoV e SARS-CoV-2, e a dipeptidil peptidase 4
(DDP4) no MERS-CoVb4.

No que se refere em especifico a capacidade de recombinacbes homoélogas de RNA nos
coronavirus, foi proposto que esta acontece por um mecanismo de “copia aleatéria” durante a
replicacdo de RNA. Este processo acontece em duas etapas: replicacdo do genoma e transcricao
do RNA subgendémico. No caso dos coronavirus a sintese de mRNA ocorre de forma
descontinua, na qual o complexo RNA replicase salta entre diferentes posicoes do genoma. Este

processo leva, inevitavelmente, a eventos recombinantes frequentes®4.

Para além do referido anteriormente, outro determinante chave da transmissao inter-espécies e
especificidade para o hospedeiro é a interacdo da proteina S com o recetor ACE2. A proteina S
dos SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, é constituida por duas subunidades: a subunidade
S1, que é o dominio de ligacao ao recetor (RBD), e a subunidade S2, que medeia a fusao entre o
virus e a membrana celular (Figura 33). Recentemente, foi demonstrado que o SARS-CoV-2
tem um local de clivagem na jun¢io entre a S1 e a S2, que parece estar na base da maior
capacidade de infecdo desta espécie. Contudo, o mecanismo exato pelo qual isto acontece ainda

nao esta completamente compreendido®4.84,

Subunidade S1 Local de Clivagem S Subunidade S2
sars-Cov [NNNIDNNNN | RED | PP ] AR |
SP 318 513 662 1104
Subunidade S1 Local de Clivagem S~ Subunidade S2
MERs-Cov NN (S RGN e J_wr |
SP 381 588 751 1206
Subunidade S1 Local de Clivagem S Subunidade S2
sARs-cov-2 [ RNTDRNN [T NRED [ ([ Fp ][ HR |
SP 329 521 681 1273

Figura 33- Diagramas estruturais das glicoproteinas S de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2. As
proteinas S contém subunidades S1 e S2, que sdo divididas pelos locais de clivagem S. FP: peptideo de
fusdo; FC: repeticao do heptal 1 e repeticdo do heptal 2; RBD: dominio de ligagdo ao receptor, contém

motivo de ligacdo ao nicleo no subdominio externo; SP: peptideo sinal (Adaptado de 64).

2.1.8 Diagnostico da COVID-19

A triagem rapida e precisa de pessoas infetadas com SARS-CoV-2 é essencial para identificar e
colocar em quarentena as pessoas infetadas, limitando ou potencialmente eliminando a

propagacdo do virus8s. A sequenciacdo do genoma completo do SARS-CoV-2 no inicio da
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epidemia facilitou o desenvolvimento de primers especificos e protocolos de laboratoério
padronizados, que permitiram o diagndstico rapido da COVID-198¢.

O diagnostico laboratorial da COVID-19 é realizado numa primeira fase pela extracio do RNA
viral de células do trato respiratério humano colhidas com recurso a zaragatoas naso e
orofaringeas, seguida pelo teste de biologia molecular de transcri¢do reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real (Figura 34) 7278 A RT-PCR em tempo real é,
atualmente, considerado o método de diagnostico de elei¢do devido a sua elevada sensibilidade
e especificidade, uma vez que permite detetar quantidades muito pequenas de material genético

nas amostras8s87,

1. Coleta da amostra 2. Amostra contendo SARS-CoV-2 3. Extragdo de RNA
6. Andlise 5. PCR em tempo real 4. Transcriglo reversa

Figura 34- Etapas do diagndstico do COVID-19 (Retirado de 88).

A RT-PCR em tempo real é uma técnica de etapa unica derivada da PCR, em que a enzima
transcriptase reversa converte o RNA viral em acido desoxirribonucleico complementar (cDNA),
seguido do método de PCR para a amplificacdo do cDNA. Nesta técnica sdo usados fluor6foros
ou sondas especificas que permitem a visualizacao dos resultados em tempo real, enquanto o

processo esté a ocorrers?-89,

Para a realizacio da técnica, é preparada uma mistura que contém a enzima transcriptase
reversa, a DNA polimerase, fragmentos curtos de DNA complementares a partes especificas do
DNA viral transcrito (primers), oligonucleotidos e sais bivalentes, como o MgCl,. Alguns dos
fragmentos de DNA adicionados sao usados para sintetizar novas cadeias de DNA durante a
amplificacdo, e outros fragmentos para além de sintetizarem o DNA também adicionam sondas

as cadeias para detetar o viruss9.9°.
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Mais especificamente, a mistura é colocada num equipamento de RT-PCR (termocilador), e o
processo inicia-se com a transcricdo reversa a =60°C, seguida por uma inicializacdo a =93°C
que destrdi a transcriptase reversa e ativa a DNA polimerase. Em seguida comeca o ciclo para
criar copias novas e idénticas de ¢cDNA viral hibridizadas com uma sonda que, quando clivada,
emite um sinal fluorescente. A fluorescéncia é diretamente proporcional a concentracdo das
cadeias de cDNA presentes na amostra. Normalmente, a RT-PCR em tempo real ocorre por 35-
45 ciclos, em que cada ciclo consiste em 3 etapas: a etapa de desnaturacdo do DNA de cadeia
dupla a 93°C, a de ligacdo dos primers entre 55°C e 65°C e, por fim, a etapa de extensao do novo
fragmento de DNA viral a 72° C. Durante o processo de amplificacdo, a sonda liga-se a uma
sequéncia alvo especifica localizada entre os primers forward e reverse. Na fase de extensao do
ciclo de PCR, a atividade de 5' nuclease da Taq DNA polimerase degrada a sonda ligada, fazendo

com que o “corante reporter” se separe do “corante quencher”, gerando um sinal fluorescente

(Figura 35)89-90.91,
S — RNAViral . « Reporter
S———\Iniciador 3' Q +Overcher
Transcrigdo Reversa s:-’mm —iai XJ"”' 3
3 s
" 5 )
-——— 5
Revesse Primec
lIZ)egrat‘!ag:'a'o ou desnaturacdo do RNA e » '__j"

1"t Strand cONA

12 Ciclode PCR

22 Ciclode PCR

Figura 35- Processo de amplificacdo do cDNA viral na RT-PCR em tempo real (Adaptado de 92).

Os ensaios de RT-PCR em tempo real t€ém como alvo diferentes regides genémicas. No caso
concreto do SARS-CoV-2, a RT-PCR deteta os genes especificos RARp e N, e o pangene E. Num
estudo publicado em Janeiro de 2020 mostrou que os primers para dete¢cao do gene RdRp tém

maior sensibilidade analitica, comparativamente aos primers dos outros genes®9.

A interpretacdo dos resultados é realizada com base nos valores de Ct para cada gene, conforme
a Tabela 8. O Ct é o ntimero de ciclos de replicacio necessarios para produzir um sinal
fluorescente, com valores mais baixos de Ct representando maiores cargas de RNA viral na
amostra estudada. Na pesquisa de SARS-CoV-2, um valor de Ct menor que 40 é reportado como

positivo9s.
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Tabela 8- Interpretacao dos resultados dos ensaios de RT-PCR em tempo real

Valor de Ct Interpretacio do resultado

ORF1iab | N E CI

+ + + / Detecdo positiva para o SARS-CoV-2

+ - + /

+ + - /

- - - + Detecao para o SARS-CoV-2

- - - - Invalido; Repetir o teste e recolher
nova amostra

- + + /

- - +

T - _

- n -

“+” representa um sinal de detecio positiva, que é definido com Ct < 41
“-” representa um sinal de detecao negativa, que é definido com Ct > 41
“/” nao representa nenhum requisito. A detecao do controlo interno nio é necessaria se o

resultado positivo em qualquer um dos outros trés canais de detecao

2.2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo epidemiologica da populacao
com suspeita de infecdo por SARS-CoV-2, estudada no CHUCB, de acordo com os boletins
informativos da Dire¢do Geral da Saide (DGS) sobre a situacdo epidemioldgica em Portugal
(total de casos suspeitos, total de casos confirmados, total de casos nao confirmados e 6bitos).
Como objetivos secundarios, foram feitas a caracterizacdo demografica da populagio estudada
(por género, idade e proveniéncia geografica) e a caracterizacdo clinica dos casos estudados em
contexto hospitalar no CHUCB (sintomas de infe¢do respiratoéria, alteracoes hematologicas,

renais e hepaticas).

2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Amostra

As zaragatoas colhidas a individuos suspeitos de infe¢do ou por contacto com individuos
infetados por SARS-CoV2 sdo resultados dos testes de Biologia Molecular (RT-PCR em tempo
real) para detecdo de SARS-CoV-2 realizados de 17 de Marco a 31 de Julho de 2020 (5 meses),
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em dois laboratorios diferentes (no Servico de Patologia Clinica do CHUCB e no Laboratério de
Testes COVID-19 do CICS-UBI).

2.3.2 Desenho de estudo

O presente trabalho consiste num estudo observacional retrospetivo de ambito laboratorial, em
que a populaciao em estudo sao pessoas suspeitas de terem infecdo por SARS-CoV-2, avaliados
no CHUCB em contexto hospitalar ou encaminhados pela Saitde 24 (Covilha, Fundio,
Belmonte). O estudo analisa 8609 amostras de pessoas com idades compreendidas entre 4

meses e 102 anos, de ambos os sexos.

2.3.3 Inativacao e Extracao de RNA Viral

A metodologia utilizada em ambos os laboratérios foram idénticos, mas foram utilizados
reagentes de marcas comerciais diferentes. A inativagdo e extracdo de RNA foi realizada com
recurso a Kits comerciais de extracio por coluna, de acordo com indicacoes da casa comercial.
Todo o procedimento de inativacio e extracao das amostras foi realizado numa camara de fluxo
laminar. Seguidamente serdo descritos todos os procedimentos realizados no tratamento de

cada amostra estudada.

Exemplo de um dos protolocos de inativacao:

Inicialmente foi feita a inativacao do RNA viral das amostras. Para um volume de 200 uL de
amostra foram adicionados 350 uL do Buffer NVL + 1uL do controlo interno, apbs o qual foram

agitadas no vortex e incubadas 10 min a temperatura ambiente (15-25°C).
Procedimento de extracao:

1. para a extracdo do RNA viral, inicialmente foram adicionados 350 pL de etanol absoluto (96-
100%) a cada amostra inativada (de acordo com o descrito anteriormente), e feito um vortex de

modo a obter uma solu¢do completamente homogénea;

2. Em seguida, foram transferidos 700 pL da amostra lisada para uma coluna de extracao,
inserida previamente num tubo coletor, e centrifugada durante 1 min a 8.000 x g. Ap6s a
centrifugacdo o contetido do tubo coletor (eluido) foi descartado e a coluna de extragido

transferida para um novo tubo coletor;

3. Posteriormente, foram adicionados 200 pL do Buffer NV (solucdo de lavagem) e as amostras
foram novamente centrifugadas (1 min a 8.000 x g). Apos centrifugacio, o eluido foi novamente

descartado e a coluna de extracao foi inserida num novo tubo coletor;
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4. Seguiu-se a adicao de 600 pL de Buffer NVW, centrifugacao (1 min a 8.000 x g) e eliminacao

do eluido, com posterior transferéncia da coluna de extracao para um novo tubo coletor;

5. Realizou-se uma nova lavagem das amostras com 300 uL de Buffer NVW e posterior
centrifugacdo (1 min a 8.000 x g). O eluido resultante foi eliminado e a coluna de extracao

transferida para um novo tubo coletor.

6. As amostras foram sujeitas a uma nova centrifugacao (2 min a 8.000 x g), para assegurar uma

boa secagem da membrana da coluna de extracao.

6. Por fim, foram adicionados 50 uL de 4gua livre de RNAse a cada amostra estuda, seguindo-se
uma incubacdo durante 5 min, & temperatura ambiente, com posterior centrifugacdo (1 min a
8.000 x g), que permitiu eluir o RNA da coluna. Este eluido final, foi o produto analisado por

RT-PCR, para a identificacao de SARs-CoV-2 nas amostras.

2.3.4 Protocolo de RT-PCR em Tempo Real
A presenca ou auséncia do virus SARS-CoV-2 foi analisada por RT-PCR em tempo real. Foi
utilizado varios kits comerciais, o qual utiliza primers e sondas especificas para a amplificacao

em RT-qPCR multiplex, das sequéncias dos genes RdRp, N e E.

Uma das metodologias da preparacio das amostras e da Master Mix (Super Mix de Novo CoV +
Mix de Enzimas RT-PCR) foi feita de acordo com as instrugdes da casa comercial (Figura 36).
Todo o processamento foi realizado dentro de uma cdmara de fluxo laminar e feito de acordo
com o namero total de reacées. Em cada série de amostras, foi incluido um controlo positivo e

um controlo negativo.
As condigoes de amplificacoes foram as seguintes:
- Fase 1: 1 ciclo (10 min a 45°C) + 1 ciclo (3 min a 95°C)

- Fase 2: 45 ciclos (15 seg a 95 °C + 30 seg a 58°C)
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Figura 36- Esquema das etapas de preparaciao das amostras para RT-PCR em tempo real.

A validacdo dos resultados foi realizada de acordo com a tabela 8. Em cada corrida foram
adicionados os controlos positivos e negativos, e o controlo interno foi incluido na fase de

extracao.

2.3.5 Analise dos Dados
A anélise de dados foi realiza com recurso ao software Microsoft Office 365 Excel®- versao

2002.

2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Caracterizacao Demografica da Populacao Estudada

Do total das 8609 amostras recebidas no Servico de Patologia Clinica do CHUCB para estudo, a
grande maioria foi colhida em contexto hospitalar, a destacar 2733 provenientes do Servico de
Medicina (urgéncia, internamento e consulta) (Figura 37). A anélise dos dados revelou também
que os servigos cirirgicos como Cirurgia Geral, Ginecologia/Obstetricia e Ortopedia, registaram
o maior numero de pedidos. No que toca a amostras provenientes da comunidade, foram

processadas 2505, colhidas no drivethru da Camara Municipal da Covilha (Figura 37).
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Figura 37- Proveniéncia das amostras

Da populacio estudada, 5068 amostras eram de individuos do sexo feminino e 3541 amostras
foram obtidas de individuos do sexo masculino (Figura 38a). Apesar do espectro de idades da
populacio estudada variar de 0 a 102 anos, a idade média dos individuos do sexo masculino foi
de 57,9 + 22,4 anos e 55,8 + 22,4 anos para o sexo feminino (Figura 38b). Os resultados revelam

que foram estudadas mulheres mais jovens comparativamente a populagdo masculina.

a) 58,5 b)

Homens Mulheres

=Homens = Mulheres

Figura 38- a) Ntimero de testes realizados por género; b) Idade média por género e respetivo desvio padrao

Das 8609 amostras estudadas, apenas 60 foram positivas (0,7 %), correspondentes a 33 doentes
positivos. Destes doentes que testaram positivo, 16 correspondem a individuos do sexo
masculino e 17 do sexo feminino. Dos doentes positivos, apenas 4 foram “casos importados”
(pessoas que contrairam a infegdo por SARS-CoV-2 noutros paises). Além disso, 1 dos casos
positivos deu origem a o6bito e, tratava-se de um individuo do sexo feminino pertencente ao

grupo de risco por ser uma pessoa idosa e por ja ter complicacoes cardiacas (Figura 39).
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Figura 39- Tipo de contagio

24.2 Caracterizacao Clinica dos Casos Estudados em Contexto
Hospitalar no CHUCB

Dos 33 casos positivos, apenas para 13 destes casos foi possivel recolher informacao clinico-
laboratorial ao diagnoéstico (tempo zero — t0) e quando tiveram o primeiro teste negativo para
SARS-CoV-2 (tempo um — t1).

Analisando os casos positivos, do ponto de vista clinico, o sintoma mais frequente foi a febre,
seguido de tosse e expectoracdo. Num reduzido namero de casos, os doentes referiram anorexia

e astenia (Figura 40).
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Figura 40- Sintomas registados no CHUCB

Do ponto de vista laboratorial, relativamente aos pardmetros hematolégicos, os valores médios

de hemoglobina (Hb), leucécitos totais, linfcitos, neutroéfilos e plaquetas nao revelaram
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alteracbes nos tempos to e t1. Contudo, quando analisado os dados caso a caso, verificou-se no
to, 15% (n=2) apresentou anemia e trombocitopenia, e 23% (n=3) apresentou leucopenia
(Tabela 9).

Tabela 9- Valores médios dos parametros hematoldgicos; V.R= valores de referéncia

Hemoglobina Leucocitos Neutrofilos Linfécitos Plaquetas

(g/dL) (10"3/ul) (10”3/ul) (10”3/ul) (10"3/ul)

to 14,0 + 1,8 5,6 +£1,8 3.7+ 2.0 1,5+0,6 191,5 + 62,7

T1 13,7+ 1,8 6,6 + 1,4 3.8+ 1.5 2,3+1,0 256,4 + 48,9
V.R | 13.6-18.0 4-10 1.5- 8.0 0.8-4.0 140 - 440

Apesar dos valores de referéncia para alguns dos parametros analisados serem diferentes entre
os sexos (ex: Hb, AST, ALT e creatinina), a totalidade dos dados foi tratada conjuntamente uma

vez que quando houve alteracao dos valores esta foi bastante significativa.

No que se refere aos parametros que avaliam a funcdo hepética, alanina aminotranferase e
aspartato aminotransferase (ALT e AST), verificou-se que ambos estavam alterados no to. O
valor médio de AST era de 46,3 + 37,9 e o de ALT era 54,0 + 46,7. No caso especifico da AST,
verificou-se que 100% dos doentes, no T1, tiveram valores normais para este pardmetro. Ao
contrario do que se verificou na AST, o valor médio de ALT no t1 manteve-se fora do intervalo
de normalidade, apesar de se ter verificado uma diminuicao dos valores do to para o t1. Ao t1

63% (n=8) dos doentes ainda mostravam alteracao dos valores de ALT (Tabela 10).

A par da avaliacao da funcdo hepatica, foi estudada a funcao renal dos doentes. Contudo, quer
no to e quer no t1, nao se verificou alteragdo dos valores de creatinina na totalidade dos doentes
(Tabela 10).

Por tltimo, é de referir que em todos os doentes foi doseada a PCR em ambos os tempos (to e
t1). Os resultados revelaram que houve uma melhoria dos valores médios da PCR do to para o
t1. No to, 75% (n=10) dos doentes apresentavam alteracdo deste parametro, enquanto que no ti,

apenas 46% (n=6) tinham valores de PCR elevados (Tabela 10).
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Tabela 10- Valores médios dos parametros que avaliam a func¢io hepatica, renal e a PCR

AST (U/L) ALT (U/L) PCR Creatinina
(mg/dL) (mg/dL)
to 46,3 + 37,9 54,0 £ 46,7 | 2,1 +2,1 0,92 + 0,23
T1 29,3 +10,3 46,0 £18,0 | 0,71 + 0,86 0,87 £ 0,10
V.R. 0-38 0-41U/L 0.00 - 0.50 0.70 - 1.20

Os resultados dao indicacdo que, entre os casos positivos, houve um numero superior de
infecoes por SARS-CoV-2 em mulheres do que em homens, embora esta diferenca nao apresente
significancia estatistica. Num estudo epidemioldgico realizado em Wuhan, em que foram
estudados 99 doentes infetados com SARS-CoV—2, foi observado uma tendéncia contraria, uma
maior incidéncia de casos positivos em homens%. De forma semelhante, estudos
epidemiologicos feitos no contexto dos surtos por SARS-CoV e MERS-CoV, revelaram também
uma maior incidéncia de casos positivos em homens?59¢, Contudo, em Portugal, os dados da
Diregdo Geral da Satde apontam para um maior nimero de mulheres afetadas9’. Como a
amostragem deste trabalho foi muito pequena, nao se consegue obter um resultado com
significancia estatistica que permita afirmar com certeza, qual tendéncia que se verifica na Cova
da Beira. Estudos com uma amostragem maior seriam necessarios para perceber se existe essa

tendéncia.

Do ponto de vista clinico, a febre foi o sintoma mais frequentemente observado. Apesar da febre
ser apontada, pela bibliografia, como o sintoma mais comum, um estudo realizado em Nova
York com 5700 doentes, hospitalizados com COVID-19, reportou febre apenas em 30% dos

€asos9s.

Os achados laboratoriais que avaliam a fun¢io hepéatica (AST e ALT) mostraram que os doentes,
diagnosticados com COVID-19 no CHUCB, apresentaram alteracao dos valores de normalidade
das enzimas hepaticas. O presente estudo, apesar de nido ter um ntmero de amostras
significativo, revelou ser concordante com outros estudos, relativamente a alteracdo da funcao
hepatica dos doentes com COVID-1999:100;101,102,103 . Um estudo recente, com 156 doentes com
COVID-19, revelou que 41% dos doentes apresentavam alteracdo das enzimas hepéticas, sendo
essa alteragdo mais significativa na ALT. Nesse mesmo estudo, para além de ter mostrado que o
comprometimento hepatico é uma caracteristica comum nos doentes infetados com SARS-CoV-
2, mostrou também que a alteracdo das enzimas hepaticas estd intimamente associada a
gravidade da doengae3. Apesar de ainda ndo estarem identificadas as causas que levam a
disfung¢do hepatica na COVID-19, pensa-se que esta pode estar correlacionada com a replicacao

do virus no organismo humano, com comorbidades prévias a infecdo, ou ser consequéncia da
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toxicidade das terapéuticas instituidas aos doenteso4. Contudo, estudos mais robustos serdao

necessarios para compreender este fenémeno.

O presente estudo revelou também que os doentes do CHUCB com COVID-19 apresentavam
niveis elevados de PCR, principalmente ao diagnostico. De acordo com a literatura, isso ocorre
devido a hiperativacao do sistema imunolégico em resposta a infecdo viral, que conduz a uma
resposta inflamatéria intensa'os. Estd também descrito que niveis elevados de PCR, em doentes

SARS-CoV-2 positivos, estao associados a producao elevada de citocinas e lesdo hepaticatoo.

Apesar de ndo se terem observado alteracoes na funcdo renal nos doentes estudados, esta
descrito que o SARS-CoV-2 pode afetar diretamente os rins, devido a sobreexpressdo da ACE2.
De acordo com um estudo realizado recentemente, a expressao da ACE2 nestes doentes pode ser
100 vezes superior ao normal nos rins, comparativamente aos valores de ACE2 nos pulmoes.
Esta descrito que este aumento tdo elevado de ACE2 ao nivel renal causa dano nas células

tubulares renais 15,

2.5 Conclusao e Perspectivas Futuras

Desde o inicio da pandemia COVID-19, tém sido realizados inumeros estudos para tentar
compreender ao pormenor como é que esta patologia se transmite e afeta os humanos. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo compreender como é que a regido da
Cova da Beira foi afetada pelo SARS-CoV-2 no inicio da pandemia. A andlise dos dados
mostrou-nos que esta regiao foi pouco afetada na primeira vaga da COVID-19 em Portugal.
Infelizmente, nao foi possivel realizar uma caracterizacdo epidemioldgica pormenorizada da
populacao testada na Cova da Beira por auséncia de dados. Na realidade, o presente estudo tem
algumas limitacbes, nomeadamente: auséncia de informacdo sobre origem geografica das
amostras, bem como de sintomas clinicos de todos os suspeitos; nimero reduzido de casos
positivos e auséncia de informacdo clinica e laboratorial para todos eles. Contudo, apesar das
limitacoes descritas anteriormente, foi possivel perceber que nos doentes COVID-19 positivos,
acompanhados no CHUCB, o orgdo mais afetado parece ter sido o figado. Uma amostragem
maior seria necessaria, para que pudessemos afirmar com certeza esta e outras hipdteses.
Assim, como perspectivas futuras, serd interessante fazer-se um estudo mais exaustivo e
detalhado do impacto da COVID-19 na regido da Cova da Beira, sobre uma amostragem maior

de casos positivos, que certamente resultara da segunda vaga desta pandemia no pais.
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Anexo I- Declaracao de Estagio Na Seccao de Microbiologia

DECLARAGAO

Para 05 devidos ofltos se declars que Janise Giselle Caetano
Rodrigues efectuou estigio na secgdo de microbiologia do Laborattrio de Patologa
Clinica do CHUCB duranta o pericdo de 9 de Salembro a16 20 de Dezembro de 2019,
Durante esse periedo efactuou os déerentes procedimentos nerentes 8 um labsealdrio
de microbiokgia, com empenho e dedicagio, efectusndo tarefas com um grau de
complodade crescente. Demonsirou sempre um elevado grau de responsabllidade
pelo que pregressivamente passou & efectuar 8s suas tarefas de forma autonoma
supervisionada par um elemento mais diierenciado da equipa.

Aprendeu e execulou as diversas melodologias laboratoriais, desds sementairas
gos diferentes tipos de amostras nos respacives melos de cullura. Efectuou testes de
identificagio presuntiva dos difarentes microrganismas. Efectucy coleragdes de Gram
¢ Zhial-Neefsen, bem como antiblogramas manuais @ aulomatizados e por testes de
microdikscio. Efeclucu testes imunocromatograficos e tesles serolégicos de
aglubnagdo e titulagiio de anticorpos;

Processou amoslras para pesquisa micobactérias por PCR em equipamento
aulomalizado GenExpert,

Por ser verdade passo a assinar ¢ datar a presente declaragdo.

| 7 do Malo do 2020

. Directora do Servigo de Patclogia Cinica do CHUCB
M. Conceiglo Faria
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Anexo II- Declaracao de Estagio na Seccao de Hematologia

DECLARACAO

Para os devidos efeitos se declara que Janise Giselle Caetano Rodrigues efetuou

estagio na secgdo de hematologia do Servigo de Patologia Clinica (SPC) do CHUCB
durante o periodo de 6 de Janeiro até 6 de Margo de 2020,
Durante esse periodo efetuou os diferentes procedimentos inerentes a um laboratério
de hematologia, com empenho e dedicago, efectuando tarefas com um grau de
complexidade crescente. Demonstrou sempre um elevado grau de responsabilidade
pelo que progressivamente passou a efectuar as suas larefas de forma auténoma,
supervisionada por um elemento mais diferenciado da equipa.

No decorrer do estagio conheceu e compreendeu os principios de funcionamento
dos equipamentos utilizados na secgao de hematologia, bem como as metodologias
especificas de cada um. Acompanhou e executou o processamento das amostras nos

diferentes equipamentos. Executou e corou esfregacos de sangue venoso periférico de

forma automatica e manual.

Por ser verdade passo a assinar e datar a presente declaraco.

25 de Outubro de 2020
Responsavel pela Seccao de Hematologia de SPC do CHUCB

Po’?( plenx %Apit(t\[,\

Patricia Amantegui
(Assistente Graduada de Patologia Clinica)

86




Anexo III- Declaracao do Laboratdorio de Testes de
Diagnostico do COVID-19 do CICS-UBI

=9
-0
Q=
S H Cics-UBI
@ =z Centro de Investigacdo em Ciéncias da Saude
% = Mealth Sciences Research Centre
= &
5&

DECLARACAO

Silvia Cristina da Cruz Marques Socorro, na qualidade de Coordenadora do Centro
de Investigacao em Ciéncias da Satide da Universidade da Beira Interior (CICS-
UBI), e responsavel pelo laboratério de testes de diagnostico da COVID-19 do CICS-
UBI, localizado nas instalacdes do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira,
declara que Janise Giselle Caetano Rodrigues exerceu atividade neste laboratoério,
como bolseira do Instituto do Emprego e Formacao Profissional, entre 5 de junho e
31 de julho de 2020, desempenhando funcgoes relacionadas com os processos de

inativacao viral e extracao de RNA.
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