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Resumo

A doenca de Kawasaki é a vasculite mais comum em criangas com menos de 5 anos de
idade. Causa a inflamacdo dos vasos sanguineos de calibre médio e € a principal causa de
cardiopatias adquiridas em criangas, nos paises desenvolvidos. Em 1967, foram descritos pela
primeira vez, pelo pediatra japonés Tomisaku Kawasaki, cinquenta casos da doenca que viria a ter

0 Seu nome.

Varias décadas se passaram, mas a etiologia da doenca permanece desconhecida. Pensa-se
que esteja relacionada com uma resposta imunoldgica exagerada a uma infegdo, em criangas cuja
genética apresente suscetibilidades. Ndo existe um Unico agente patogénico ligado a doenca de
Kawasaki, pois varios registos relatam a origem da infe¢do associada a diferentes virus, bactérias
ou fungos. Verifica-se uma maior incidéncia em criangas com descendéncia asiatica. Estudos

apontam para alteracGes na expressdo de diversos genes, em criancas que desenvolveram a doenca.

O diagndstico tem por base manifestacdes clinicas, sinais e sintomas, pois ndo existe
nenhum teste especifico para o efeito. Entre as principais manifestacdes clinicas estdo a febre
elevada e persistente, alteracbes nas maos e pés, como inchago, vermelhiddo e descamacao,
irritacdo na pele, conjuntivite bilateral e ndo exsudativa, alteragdes nos labios e ha mucosa oral e

linfadenopatia cervical.

O tratamento de eleicdo é a administragdo de imunoglobulina intravenosa (IVIG), numa
Unica dosagem, e de aspirina, logo que o diagnostico é feito. Esta terapéutica desempenha uma
atividade anti-inflamatdria na fase aguda e, na fase subaguda, a aspirina tem uma atividade anti
plaquetéria. Decorrem varios estudos para averiguar os efeitos de outras terapéuticas, no entanto, a

eficicia em asiaticos ndo se verifica para o resto da populagéo.

A formacdo de aneurismas nas artérias corondrias € a consequéncia mais temida desta
doenca, uma vez que, apesar de poder haver um retrocesso no aneurisma, a parede do vaso sofre
alteragcBes que, mais tarde na vida, podem causar outros problemas cardiovasculares, tais como
trombose, isquemia do miocéardio, enfarte ou até morte. Deve existir um acompanhamento a longo
prazo destes doentes. Dependendo do tamanho do aneurisma, que pode ir de uma ligeira dilatacéo a
um aneurisma gigante, o acompanhamento deve ser diferenciado, pois o risco de problemas
cardiovasculares aumenta com o aumento do tamanho do aneurisma. Os doentes devem adquirir

habitos de vida saudaveis e fazer exames, como ecocardiogramas, regularmente.
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Abstract

Kawasaki disease is the most common vasculitis in children under 5 years of age. It causes
inflammation of medium-sized blood vessels and is the leading cause of acquired heart disease in
children in developed countries. In 1967, the Japanese pediatrician Tomisaku Kawasaki described
for the first time fifty cases of the disease that would bear his hame.

Several decades have passed, but the etiology of the disease remains unknown. It is thought
to be related to an exaggerated immune response to an infection in children whose genetics show
susceptibility. There is not a single pathogenic agent linked to Kawasaki disease, as several records
report the origin of the infection associated with different viruses, bacteria or fungi. There is a
higher incidence in children of Asian descent. Studies point to changes in the expression of several

genes in children who developed the disease.

The diagnosis is based on clinical manifestations, signs and symptoms, as there is no
specific test for this purpose. Among the main clinical manifestations are high and persistent fever,
changes in the hands and feet, such as swelling, redness and scaling, skin irritation, bilateral and

non-exudative conjunctivitis, changes in the lips and oral mucosa and cervical lymphadenopathy.

The treatment of choice is the administration of intravenous immunoglobulin (IVIG), in a
single dose, and aspirin as soon as the diagnosis is made. This therapy performs an anti-
inflammatory activity in the acute phase, and, in the subacute phase, aspirin has an antiplatelet
activity. Several studies are carried out to investigate the effects of other therapies, however, the

effectiveness in Asians is not verified for the rest of the population.

The formation of aneurysms in the coronary arteries is the most feared consequence of this
disease, since, although there may be a regression in the aneurysm, the wall of the vessel undergoes
alterations that, later in life, can cause other cardiovascular problems, such as thrombosis, ischemia
myocardial infarction, heart attack or even death. There must be a long-term follow-up of these
patients. Depending on the size of the aneurysm, which can range from a slight dilation to a giant
aneurysm, the follow-up must be differentiated, as the risk of cardiovascular problems increases
with the increase in the size of the aneurysm. Patients should acquire healthy lifestyle habits and

undergo exams, such as echocardiograms, regularly.
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Introdugéo

Uma vasculite caracteriza-se pela inflamacdo da parede dos vasos sanguineos. As
vasculites podem afetar os vasos de grandes dimens@es, os médios e 0s pequenos (1).

A doenca de Kawasaki afeta vasos de calibre médio e é a vasculite mais comum em

criangas com menos de 5 anos (2).

Foi descrita, pela primeira vez, em 1967, mas ainda ndo se conhece a sua etiologia(3).
InfecBes provocadas por alguns virus, bactérias ou fungos parecem ser o gatilho para uma resposta
imunolégica exacerbada, que pode acabar por destruir a parede de vasos sanguineos, causando
aneurismas (principalmente nas artérias coronarias). Alteragdes na expressao de alguns genes

podem estar relacionadas com esta resposta imunoldgica exagerada (4,5).

Através do estudo epidemiolégico da doenca de Kawasaki é possivel perceber quais 0s
microrganismos que dao origem a infecdo mais comuns e quem é mais suscetivel a sofrer desta

doenca (4).

O diagndstico ndo é facil de ser feito e baseia-se nas orientacfes disponibilizadas pela
American Heart Association (AHA). A presenca de febre elevada inexplicada e prolongada é um
sinal essencial. Outras 5 manifestacGes clinicas sdo as principais para o diagndstico: alteracdes nas
extremidades, exantema, conjuntivite, alteracdes nos labios e na mucosa oral e linfadenopatia.
Quatro destas manifestacfes aliadas a febre continua e elevada sdo suficientes para o diagnéstico
da doenca de Kawasaki. Alteracdes em alguns pardmetros laboratoriais também servem de apoio
no diagnostico (1,6-8).

S&o trés as fases em gue esta doenca se pode dividir: a fase aguda, a fase subaguda e a fase
de convalescenga. De modo a minimizar as consequéncias mais graves, a administracdo de
imunoglobulina intravenosa (IVIG) e de aspirina deve ser feita logo que se confirma o diagnéstico,
preferencialmente nos primeiros 10 dias. A formacdo de aneurismas nas artérias coronarias € a
consequéncia mais grave desta doenga, pois para além do risco de rutura do aneurisma, pode
ocorrer, também, obstrugdo devida a formacéo de trombos. A monitorizacéo a longo prazo é muito
importante, pois a probabilidade de ocorréncia de tromboses, estenoses, isquemias do miocardio e
enfartes é elevada. Esta probabilidade aumenta com o aumento das dimensdes do aneurisma, que

pode ir de uma pequena dilatacdo até um aneurisma gigante (7,8).



A Doenca de Kawasaki

Caracterizacdo da doenca

A Doenca de Kawasaki, também conhecida por Sindrome Ganglionar Mucocutanea, foi
descrita detalhadamente, em 1967, pelo pediatra japonés Tomisaku Kawasaki (2).

Trata-se da vasculite mais comum em criangas com menos de 5 anos de idade. Caracteriza-
se pela inflamacdo dos vasos sanguineos de calibre médio, maioritariamente. Pode dar origem a

complicacOes bastante severas ou, eventualmente, & morte (1).

Apesar dos significantes progressos verificados desde a primeira descri¢do da doenca, a sua
etiologia permanece desconhecida. Acredita-se que se inicie com uma infecdo causada por um
microrganismo patogénico, que despoleta uma resposta imunolégica anormal em individuos com
suscetibilidade genética, devida a expressdes genéticas anormais e a variantes genéticos de

Antigénio Leucocitario Humano (HLA).

Ndo existe um teste especifico que permita o diagndstico da Doenca de Kawasaki,
tornando-se 0 mesmo dificil. Baseia-se em critérios clinicos, sinais e sintomas, e suportada por
alguns pardmetros laboratoriais, tais como proteina C reativa, velocidade de sedimentacéo
eritrocitaria, contagem de plaquetas. Os primeiros sintomas da vasculite ndo sdo especificos, sdo
idénticos a uma inflamacédo sistémica (febre, cansaco, aumento dos niveis das proteinas de fase

aguda). Na doenca de Kawasaki, a erupcdo cutanea, inflamacao das mucosas e alteragdes

nas extremidades sdo sinais que indicam ser uma doenca infeciosa (3).

Uma das consequéncias mais temidas desta doenca é o elevado risco de desenvolvimento

de anormalidades na artéria coronéria.
A principal terapéutica utilizada aquando do diagnostico da doenca de Kawasaki é IGIV.

Um diagnoéstico precoce, seguido da terapéutica correta é essencial para minimizar os

efeitos da doenca.

Etiologia e fatores de risco

A etiologia da doenca de Kawasaki permanece desconhecida. Pensa-se que seja uma
interacdo complexa entre fatores genéticos, as infe¢des e a imunidade (4,5). Vérias tentativas foram
realizadas para identificar um Unico agente infecioso causador da doenga, mas sem SuCESSO.
Diversos virus foram reportados como estando associados a infecdo que despoleta a resposta
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imunoldgica, tais como o virus Epstein-Barr, Citomegalovirus, rotavirus, adenovirus e enterovirus.
Existem, também, estudos que associam bactérias e fungos ao inicio da doenca de Kawasaki. A
teoria de gque ventos podem transportar toxinas ambientais ou agentes infeciosos de umas regides
para outras, assenta nos padrdes de ventos troposféricos, cuja presenca em diferentes locais pode
coincidir com a incidéncia da doenca de Kawasaki (9-11).

O facto de ser mais incidente em criangas com descendéncia asiatica do que em
caucasianos relaciona a doenga com uma predisposicdo genética. Estudos sobre a concordancia de
risco para a doenga em gémeos, sobre 0 aumento da incidéncia em criangas cujos pais tém histérico
da doenca e sobre a ocorréncia de casos de doenca de Kawasaki em irmdos de pacientes afetados,
suportam a teoria da predisposicdo genética (6). Alteragdes em alguns genes podem estar
associadas a suscetibilidade para a doenca de Kawasaki, a gravidade dos sintomas, a probabilidade

de aneurismas da artéria coronaria e/ou a resposta ao tratamento (12).

Os primeiros estudos baseados na genética da doenca incidiram no HLA e, alguns genes
deste sistema, como o HLA-DRB1, o HLA B5, o Bw5l e 0o Bw44 estdo associados a
suscetibilidade da doenca de Kawasaki. Existem outros estudos sobre diversos genes suscetiveis
gue podem ser agrupados em 4 grupos: ativacdo de células T aumentada (ITPKC, ORAIL, STIM1);
sinalizacdo de células B desregulada (CD40, BLK, FCGR2A); apoptose diminuida (CASP3); e
alteracGes na sinalizacdo do fator de transformacdo do crescimento beta (TGFB2, TGFBR2, MMP,
SMAD) (13).

Alguns dos mais amplamente estudados sao:

e O gene ITPKC codifica uma isoenzima inositol 1,4,5-trifosfato 3-cinase, que regula
negativamente a via de sinalizagdo Ca®/NFAT (fator nuclear das células T ativadas) de
ativacdo de células T, fosforilando o inositol fosfato 3 (IP3). MutacBes neste gene
impedem a fosforilagdo do IP3. Elevadas concentragdes de IP3 aumentam a libertagdo de
Ca*" do reticulo endoplasmatico, aumentando a ativagdo de células T e, consequentemente,
a libertacdo de interleucina-2 (IL-2). Existe, assim, uma expressao prolongada de células T
durante a fase aguda da doenca de Kawasaki (13-15).

e A Caspase 3 (CASP3) é uma molécula que participa na ativacdo da morte celular induzida,
a apoptose. Cliva o recetor de IP3 e também degrada o NFAT. MutacGes no gene
diminuem a capacidade de ligagdo do NFAT as sequéncias de DNA, reduzindo a expresséo
do mRNA da CASP3 (13-16).

Na figura 1 estd representada a via de sinalizagio Ca?/NFAT de linfécito T, com os

possiveis papeis desempenhados pelo ITPKC e pela CASP3.



e Alteragdes nos genes BLK e CD40 estéo relacionadas com uma atividade aumentada das
céelulas B, na doenca de Kawasaki.

Existem diversos outros genes estudados que se relacionam com a patogénese da doenca de
Kawasaki.
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Figura 1 — Possiveis papeis desempenhados pelo ITPKC e pela CASP3 na via de sinalizagdo Ca?*/NFAT.

Retirado de: Onouchi Y. The genetics of Kawasaki disease. International Journal of Rheumatic Diseases
2018; 21: 26-30.

Epidemiologia

A doenca de Kawasaki € mais incidente em criancas abaixo dos 5 anos de idade, com
predominancia no sexo masculino relativamente ao sexo feminino: 21 por 100 000 versus 15 por
100 000, respetivamente (6). Esta doenga foi reportada em mais de 60 paises, em todo 0 mundo
(Figura 2) e com uma tendéncia crescente do nimero de casos por ano, ao longo do tempo, em

alguns desses paises.
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Figura 2 — A doenga de Kawasaki no mundo. Retirado de: Nakamura Y. Kawasaki disease: epidemiology
and the lessons from it. Int J Rheum Dis. 2018 Jan 1;21(1):16-9.

E mais incidente no continente asiatico, com um valor anual de 359 casos em criangas com
menos de 5 anos, por cada 100 000, no Japdo, 197 na Coreia do Sul, 95 em Shangai ¢ 75 em
Taiwan (17). Nos anos 1979, 1982 e 1986 ocorreram epidemias da doenca de Kawasaki, no Japéao
(18). Na América do Norte, na Europa, no Chile e na Australia foram descritos, anualmente, cerca
de 10-20 casos em criangas com menos de 5 anos, por cada 100 000. O valor mais elevado nos
Estados Unidos foi registado no Havai, com 32 casos por cada 100 000 criangas com menos de 5
anos, devido ao elevado ndmero de criancas com descendéncia asiatica residentes nesta area
(17,19).

A figura 3 representa as taxas anuais da incidéncia da doenga de Kawasaki na Europa.
Acredita-se gque estes valores estejam um pouco aquém dos valores reais, pois 0s estudos mais
recentes demonstram que, apos serem publicados, em 2004, os critérios de classificacdo da doenga
pela AHA combinado com um maior conhecimento da mesma, melhorou e facilitou muito o seu

diagnostico (17).
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Figura 3 — Incidéncia anual da doenca de Kawasaki em paises europeus. O nimero a verde representa a
hospitalizacdo na Irlanda. Retirado de: Piram M. Epidemiology of Kawasaki Disease in Europe. Vol. 9,
Frontiers in Pediatrics. Frontiers Media S.A.; 2021.

Existem diversos documentos que reportam uma sazonalidade da doenga de Kawasaki que
varia de pais para pais. No Japdo, 0 maior nimero de casos € verificado em janeiro (inverno),
existindo picos mais baixos no verdo e, outubro é o més onde ha registo de menos casos. No
Canada também se verifica maior incidéncia no inverno. H4 uma tendéncia para 0os meses de
inverno, entre janeiro e margo, no Hemisfério Norte. Em Taiwan, a doenca é mais frequente na
primavera. Na Coreia, a predominancia é no verdo, enquanto na india e na Costa Rica ocorre em
maior nimero no outono. No Havai, ndo se verifica sazonalidade, talvez devido ao clima tropical
(14,17).



Patofisiologia

Caracteristicas fisiol6gicas e manifestacdes clinicas

Na doenca de Kawasaki evidenciam-se trés fases: a fase aguda, a fase subaguda e a fase

convalescente. A fase aguda pode durar entre 7 e 14 dias e caracteriza-se por picos de febre alta

(acima de 39°C), por alteracbes nas mucosas, conjuntivite, entre outros. A fase subaguda €

normalmente assintomatica e ocorre apds o episodio febril e dura cerca de 4 semanas. E o periodo

de maior risco de desenvolvimento de problemas cardiacos, como aneurismas da artéria coronaria.

A fase convalescente é um periodo assintomatico, que ocorre durante 4 a 8 semanas ap0s o inicio

da doencga. Pode, ainda, haver risco de desenvolvimento de aneurisma (1,6).

estdo:

A doenga de Kawasaki pode apresentar diversas manifestacdes clinicas. Entre as principais

Febre — pode exceder os 40°C e, normalmente, ndo responde a antipiréticos. Se nao for
administrado tratamento adequado, a febre pode persistir durante 1 a 3 semanas.
Alteracdes nas extremidades — estas caracteristicas podem ocorrer, frequentemente na
fase aguda e caracteriza-se por eritema das palmas das maos e das plantas dos pés e o
endurecimento, por vezes doloroso, destes membros. A descamacdo dos dedos das méos e
dos pés comeca, geralmente, na regido periungueal, 2 a 3 semanas apos o inicio da febre e
pode estender-se para as palmas das maos e plantas dos pés (Figura 4-A). Um a dois meses
apos o inicio da febre, sulcos transversais profundos nas unhas (linhas de Beau) podem ser
observados.

Irritacio na pele — geralmente aparece 5 dias ap6s o inicio da febre. E comum tratar-se de
uma erupcdo maculopapular difusa, de eritrodermia escarlatiniforme ou de erupcdes
semelhantes a eritema multiforme. Envolve, principalmente, o tronco e as extremidades e,
a acentuagdo na virilha com descamacéo precoce € um aspeto caracteristico (Figura 4-B).
Conjuntivite — normalmente bilateral, a conjuntivite bulbar ndo exsudativa (Figura 4-C),
comeca logo apds o inicio da febre e ndo afeta o limbo, a zona ao redor da iris. Durante a
primeira semana de febre € comum a observagédo de uveite anterior.

Alteracdes nos labios e na mucosa oral — caracteristico da doenca de Kawasaki, eritema,
ressecamento, fissuras, descamagdo, rachaduras e sangramento dos labios; “lingua em
morango”, com eritema e papilas fungiformes proeminentes; e eritema difuso da mucosa

orofaringea (Figura 4-D).



e Linfadenopatia cervical — ¢ a menos comum das caracteristicas clinicas principais. O
inchago dos linfonodos, geralmente, € unilateral, apresenta cerca de 1,5 cm de didmetro e
confina-se ao triangulo cervical anterior (Figura 4-E) (1,7).

Em muitas criancas doentes sdo observadas artrites que afetam as extremidades inferiores.
Durante a primeira semana, € comum ser uma poliartrite de pequenas articulag@es, passando a uma
grande pauciartrite, durante a fase de convalescenca. Pidria, hidropisia da vesicula biliar e
miocardite sdo, também, indicadores da doenca de Kawasaki (8).
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Figura 4 — ManifestagOes clinicas principais. A. Alteragdes nas extremidades; B. Irritagdo na pele; C.
Conjuntivite; D. Alteragbes nos labios e na mucosa oral; E. Linfadenopatia cervical. Adaptado de:
McCrindle BW, Rowley AH, Newburger JW, Burns JC, Bolger AF, Gewitz M, et al. Diagnosis, treatment,
and long-term management of Kawasaki disease: A scientific statement for health professionals from the
American Heart Association. Circulation. 2017 Apr 25;135(17): €927-99; Petty RE, Laxer RM, Lindsley
CB, Wedderburn LR. Textbook of PEDIATRIC RHEUMATOLOGY (Seventh edition). 2016. p.467-483.

A manifestagdo clinica mais temida e que ocorre em cerca de 25% de pacientes ndo
tratados é a formagdo de aneurismas da artéria coronaria. Os aneurismas podem, também, ocorrer
em artérias periféricas, ndo coronarias, mas que, normalmente, estdo associados a uma extenséo da
patologia na artéria coronéria. A doenca de Kawasaki € a principal causa de cardiopatia adquirida

em criangas, nos paises desenvolvidos.



Resposta imunolégica

A doenca de Kawasaki afeta as artérias musculares extraparenquimatosas de tamanho
médio, como as artérias coronarias. Caracteriza-se por uma resposta do sistema imunitario, quer
inato, quer adaptativo a uma infecdo. A ativacdo do sistema imunitario inato pode dever-se a
detecdo de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) e/ou padrGes moleculares
associados a danos (DAMPs). Espécies reativas de oxigénio (ROS) oxidam essas moléculas,
incluindo os fosfolipidos da membrana das células danificadas. DAMPs, incluindo S100 e
HMGBJ1, fosfolipidios oxidados e lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), ativam as células
endoteliais e células do sistema imune inato para produzir ainda mais citocinas pré-inflamatdrias,
como IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a e IFN-y, e ROS. Esses processos induzem a ativacdo do
inflamassoma NLRP3, resultando na aceleracdo da piroptose das células endoteliais e dos
mondcitos. Proteinas S100, HMGBJ1, fosfolipidios oxidados, proteina do tipo particula associada a
apoptose, contendo um dominio de recrutamento de caspase, caspase-1 e gasdermina D, sdo
reconhecidas como moléculas relacionadas com a morte celular. Assim, a morte celular pro-
inflamatéria (piroptose e necrose) de células endoteliais e do sistema imune inato pode
desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de vasculite na doenca de Kawasaki
(5,20).
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Figura 5 — Patofisiologia da vasculite na doenca de Kawasaki. Retirado de: Noval Rivas M, Arditi M.
Kawasaki disease: pathophysiology and insights from mouse models. Vol. 16, Nature Reviews
Rheumatology. Nature Research; 2020. p. 391-405.



A artéria coronaria normal é constituida por trés camadas gerais: a tlnica intima, a tanica
média e a tunica adventicia. A intima é composta, principalmente, por células endoteliais, a média
de células musculares lisas e a adventicia de tecido conjuntivo. A arteriopatia associada a doenga
de Kawasaki baseia-se em trés processos: arterite necrotizante, vasculite subaguda/crénica e
proliferacdo miofibroblastica luminal (LMP). A arterite necrotizante desenvolve-se nas 2 primeiras
semanas da doenca e esta associada a infiltragdo neutrofilica, que destréi gradualmente a intima, a
média e algumas porc¢des da adventicia da artéria coronaria. Células T CD8", células plasmaticas
IgA*, mondcitos e macréfagos fazem parte do infiltrado inflamatério, durante a arterite
subaguda/cronica. Estas células libertam citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p e TNF, que
contribuem para a proliferacdo luminal de miofibroblastos. Os miofibroblastos, principalmente
derivados de células musculares lisas, e 0s seus produtos de matriz obstruem progressivamente o
limen coronario. A vasculite subaguda/cronica persistente e a LMP ocorrem simultaneamente e
podem ser observadas ao longo de meses a anos apds o inicio da doenca e podem levar a estenose e

trombose, apés a doenca aguda (21).

Esta doenca também se relaciona com anormalidades no sistema imunoldgico adquirido.
Isto verifica-se por uma diminuicdo na contagem absoluta de células T no sangue periférico, pela
regulacdo negativa das vias de sinalizagdo do recetor das células T e do recetor das células B e pela
diminuicdo das células B e T reguladoras durante a fase aguda. Nesta fase, a quantidade de células

Th17 (células T auxiliares) € significativamente elevada.

As células T estdo associadas a imunopatogenese da doenca de Kawasaki, com o ITPKC
como seu principal mediador. Funciona como regulador negativo da ativacdo de células T. Como
anteriormente referido, alteragdes no gene ITPKC aumentam a ativacdo de células T e,
consequentemente, had aumento da producdo de citocinas, o que se verifica em pacientes com a
doenca. Estudos de amostras de soro de pacientes com doenca de Kawasaki analisaram os niveis de
citocinas de células Thl e Th2. Foram encontrados niveis aumentados de IL-6, I1L-20, IFN-y
(interferdo y) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a) antes do tratamento com IVIG, verificando-se
uma rapida diminuicdo nos niveis séricos de IL-6, 1L-10 e IFN-y apds o tratamento com IVIG
(14,22).

Recentemente, outros estudos também mostraram a existéncia de um desequilibrio de
células Th (células T auxiliares) e células Treg (células T reguladoras) na doenca aguda. As células
Th17 sdo células pré-inflamatorias que segregam citocinas como IL-6, TNF-a e IL-8, apds ativar
neutréfilos, mondcitos e fibroblastos. As células Treg séo células anti-inflamatérias que funcionam
através da secrecdo de citocinas como IL-10 e TGF-f para controlar a progressdao de doencas
inflamatdrias e autoimunes. Em criancas com doenga aguda, os niveis de células Th17 e das suas
citocinas (IL-17, IL-6 e 1L-23) era elevado, enquanto as células Treg e o nivel de seu fator de
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transcricdo (FoxP3) eram baixos. Acredita-se que esse desequilibrio de células Th17/Treg possa
estar envolvido na perturbagdo da homeostase imunoldgica na doenca de Kawasaki (14,23).

Diagnostico diferencial

Uma vez que ndo existe um teste especifico para o efeito, o diagndstico da doenca de
Kawasaki baseia-se no reconhecimento de alguns critérios clinicos. Este € um processo dificil, pois,
para além de algumas das manifestacfes clinicas ndo serem especificas desta doenca, podem,
também, existir caracteristicas atipicas que tornam o diagndstico um desafio, até para os clinicos

mais experientes (7). Pode ocorrer, ainda, a doenca de Kawasaki incompleta.

A AHA descreve as diretrizes que devem ser seguidas pelos profissionais de saide no
diagndstico e gestdo da doenca de Kawasaki. Apesar das recomendacfes serem baseadas em
evidéncias, as tomadas de decisdo clinica devem ser individualizadas e de acordo com as
circunstancias especificas de cada doente. A existéncia de 5 ou mais dias de febre, a par com, pelo
menos, 4 das 5 manifestacdes clinicas mais importantes (alteragdes nos labios e na mucosa oral,
conjuntivite, irritacdo na pele, alteracdes nas extremidades e linfadenopatia cervical — Figura 4) sdo
0s principais critérios para o diagndstico da doenca de Kawasaki. Quando se verificam pelo menos
4 das 5 manifestacBes clinicas mais importantes, principalmente eritema e inchaco das maos e dos
pés, o diagnostico é feito ao 4° dia de febre e, clinicos com maior experiéncia na area, fazem-no ao
3° dia de febre. E importante ter em conta que, algumas das manifestagdes clinicas podem ja ter
desaparecido aguando da chegada ao hospital. Fazer uma revisdo cuidadosa dos sinais e dos

sintomas anteriores, com a ajuda dos pais, torna-se essencial para o diagnoéstico (7,8).

Algumas manifesta¢fes clinicas podem induzir um diagnostico errado, por ndo serem
Unicas da doenca de Kawasaki: a sindrome de choque na doenga de Kawasaki ¢ uma manifestacéo
cardiovascular muito importante, pois € normalmente associada a sepsis bacteriana. Utentes com
choque apresentam maior risco de desenvolver alteracdes na artéria corondria, resisténcia ao
tratamento com IVIG e disfun¢do do miocardio; mesmo quando existe uma infe¢do documentada, o
diagndstico da doenca de Kawasaki ndo deve ser excluido se houver manifestagdes caracteristicas
da doenga, pois a presenca de febre e pilria pode ser erroneamente atribuida a uma infegéo do trato
urinario e o desenvolvimento subsequente de erup¢éo cuténea, olhos vermelhos e labios vermelhos
a uma reacdo antibidtica; irritabilidade e uma cultura negativa de pleocitose do liquido
cefalorraquidiano numa crianga com febre prolongada, sugestiva de meningite asséptica (ou se
tiver havido administracéo de antibidticos, meningite parcialmente tratada) podem fazer com que o

diagndstico seja negligenciado; a linfadenite bacteriana é frequentemente confundida com a
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linfadenite da doenga de Kawasaki. A ultrassonografia e a tomografia computadorizada (TC) séo
importantes na diferenciacdo das duas condices: a linfadenite bacteriana é muitas vezes Unica e
tem um nucleo hipoecogénico na ultrassonografia, enquanto a linfadenopatia na doenca de
Kawasaki é geralmente multipla e esta associada a edema na faringe ou flegméo (7,8).

O diagndstico em bebés deve receber especial atencdo e deve ser considerado em caso de
febre prolongada aliada a um dos seguintes critérios: irritabilidade em bebés com menos de 6
meses; meningite assética sem explicagdo; choque sem explicacdo ou com cultura negativa;
linfadenopatia cervical que ndo responde ao tratamento com antibiético; flegmédo na zona da

faringe que ndo responde ao tratamento com antibidtico (8).

Estes critérios sdo importantes, no entanto, ndo identificam todas as criangas com a doenca.
Quando ha a existéncia de febre prolongada sem explicacdo, associada a alguma das manifestacdes
clinicas mais importantes, o diagnostico é confirmado pela identificacdo de aneurismas na artéria
coronaria. A dilatagcdo da artéria corondria, normalmente, ndo é detetada no ecocardiograma na

primeira semana da doenca, o que pode atrasar o diagndstico.

Existe, entdo, o diagnostico da doenca de Kawasaki incompleta (ou atipica) que deve ser
considerado em qualquer lactente ou crianga com febre prolongada sem explicagdo, com menos de
4 das principais manifestacfes clinicas e com achados laboratoriais ou com resultados de

ecocardiogramas compativeis (7).

Os achados laboratoriais e as sequelas cardiovasculares parecem ser 0S mesmos, quer na

doenca de Kawasaki completa, quer na incompleta.

O estudo laboratorial, apesar de ndo ser especifico e de ndo fazer parte dos critérios de

diagnostico, serve de suporte no mesmo (3,6,7,24). Alguns pontos importantes desse estudo sdo:

e Aumento das proteinas de fase aguda de inflamacdo sistémica (PCR, VS e alfal-
antitripsina); A PCR normaliza mais rapido do que a VS na resolucdo da inflamagéo,

devendo ser utilizada na monitoriza¢do da inflamacéao apos o tratamento da fase aguda.

e Leucocitose com predominancia de granuldcitos imaturos e maduros, na fase aguda da

doenga.

e A partir da segunda semana da doenca, a contagem de plaquetas aumenta (trombocitose),
atingindo um pico na terceira semana (média de 700 000/mm?®) e normaliza 4 a 6 semanas
apos o inicio. A trombocitopenia é rara, mas pode ocorrer nas primeiras 1 a 2 semanas da
doenca. Pode ser um sinal de coagulacdo intravascular disseminada e é um fator de risco

para o desenvolvimento de alteracdes nas artérias coronarias.
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Frequente anemia normocitica e normocrémica, que se resolve com o fim da inflamacéo;
concentragbes de hemoglobina superiores a 2 desvios padrdo abaixo da média para a idade
sdo observadas em 50% dos pacientes, nas primeiras 2 semanas de doenca.

O exame de urina mostra, geralmente, pleocitose com predominancia de células
mononucleares, niveis normais de glicose e niveis de proteinas normais. O envolvimento

renal pode ocorrer na doenca de Kawasaki, mas é incomum.

Outros fluidos corporais tambeém refletem inflamag&o: o liquido cefalorraquidiano (LCR)
normalmente mostra uma pleocitose mononuclear, sem hipoglicorraquia ou aumento da
proteina do LCR; em pacientes com artrite, a artrocentese apresenta, habitualmente, liquido
de aparéncia purulenta, com contagem de leucécitos de 125 000 a 300 000 por mm?®, nivel

de glicose normal e culturas negativas.

A medigdo das enzimas hepaticas mostra niveis elevados a moderados de transaminases ou
de yGT (gama glutamil transferase) ou hiperbilirrubinémia leve causada por congestéo
intra-hepatica. Além disso, algumas criancas desenvolvem ictericia obstrutiva por

hidropisia da vesicula biliar.
A hipoalbuminemia é comum e esta associada a doenca aguda mais grave e prolongada.

Alguns estudos sugerem que a por¢do N-terminal do peptideo natriurético do tipo B (NT-
proBNP), indicativa de envolvimento do miocardio, pode estar elevada em utentes com
doenca de Kawasaki. No entanto, € um teste inespecifico, sem valores de referéncia claros

para um resultado positivo.

Valores elevados do fator ativador de plaguetas (PAF) e da sua acetil-hidrolase (PAF-AH)
parecem estar envolvidos no risco da doenca de Kawasaki. Estudos revelam uma elevacédo
estatisticamente significativa nos niveis de PAF e PAF-AH, na fase aguda da doenca,

guando comparados com controlos.

As manifestacGes cardiovasculares na doenga de Kawasaki sdo a principal causa de

mortalidade desta doenca e podem afetar o pericardio (derrames pericardicos), o miocardio

(miocardite e disfungdo ventricular sistdlica e diastdlica), o endocérdio e as valvulas (valvulite e

regurgitacdo valvar) e as artérias coronarias. O exame de eleicdo para monitorizar estas

manifestacbes é o ecocardiograma, que € um metodo ndo-invasivo que permite avaliar a anatomia

das artérias corondrias, o funcionamento do miocardio e anormalidades nas valvulas. Um

ecocardiograma normal ndo invalida o diagnostico positivo para a doenca de Kawasaki, mas a

existéncia de alteracdes d& mais seguranca no diagnostico. O facto de ndo existirem alteragdes
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cardiacas nos primeiros 7 dias de doenga ndo significa que ndo possam vir a existir. O exame deve

ser repetido 1 a 2 semanas e 4 a 6 semanas apds o tratamento (6,24,25).

O aneurisma da artéria coronéria é a manifestacao cardiovascular mais comum e ¢é feita a
sua medicdo. De acordo com o Ministério da Satde Japonés, o tamanho do aneurisma relaciona-se
com as dimensdes do Iimen interno: pequeno, < 4 mm; médio, > 4 mm e < 8 mm; grande, > 8 mm.
Em criangas com mais de 5 anos, o tamanho do aneurisma também se pode relacionar com o seu
diametro interno comparado a um segmento adjacente: pequeno, 1,5%; médio, 1,5% a 4x; grande, >
4%, Além das dimensdes absolutas do lmen, tanto o Ministério da Saude do Japdo como a AHA,
também utilizam Z-scores (unidades de desvio padrdo em relacdo a média) para classificar as
lesbes da artéria coronaria. Os Z-scores sdo dimensdes coronarias que sao ajustadas para a area de
superficie corporal, pois as dimensfes das artérias coronarias mudam com o tamanho da crianca.
Assim, a classificacdo Z-Score apresenta-se: sem envolvimento, sempre que < 2; apenas dilatacéo,
2 e <2,50u se inicialmente < 2 e ocorrer uma diminuicdo no Z-score durante o acompanhamento >
1; aneurisma pequeno, > 2,5 e < 5; aneurisma médio, > 5 e < 10 e dimensédo absoluta < 8 mm;
aneurisma grande ou gigante, > 10, ou dimensdo absoluta > 8 mm (Figura 6) (7,8,24,25). E
importante ter em consideracdo que, um pequeno erro na medida do diametro da artéria coronaria
se pode traduzir numa maior diferenca nos Z-scores, podendo alterar a classificacdo de risco do
utente. Assim como, a medicdo do peso e da altura do doente deve ser precisa, de modo que o

calculo da area de superficie corporal seja exato.

Figura 6 — Angiogramas de aneurismas gigantes. A - Artéria corondria direita com aneurismas gigantes
segmentados, 0 maior com 16 mm de didmetro. B - Aneurismas gigantes das artérias principal esquerda,
circunflexa e descendente anterior esquerda; a artéria coronaria descendente anterior esquerda esta obstruida
distalmente. Adaptado de: Newburger JW, Takahashi M, Burns JC. Kawasaki Disease. 2016.
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Tratamento

O principal objetivo do tratamento € eliminar a inflamacdo sistémica e tecidual, diminuir o
risco de trombose devida a formacdo de aneurismas e prevenir sequelas a longo-prazo. O
tratamento primario, aquando do diagndstico da doenca de Kawasaki, € a administracdo de IVIG e
de acido acetilsalicilico (aspirina). O ideal é que a IVIG seja administrada nos primeiros 10 dias da
doenca, com uma dosagem Unica de 2 g/Kg de IVIG, durante 10 a 12 horas, 0 que permite diminuir
o risco de formacdo de aneurismas da artéria coronéria de cerca de 25% para 5%. A aspirina
funciona como anti-inflamatério em conjunto com IVIG, na fase aguda, e exerce a sua atividade
anti plaquetaria na fase subaguda. A dosagem de aspirina administrada varia de pais para pais: nos
Estados Unidos da Ameérica é usada uma dose elevada (80-100 mg/Kg/dia) conforme estabelecido
pela AHA; no Japdo, a dose recomendada é moderada (30-50 mg/Kg/dia), devido ao risco de
hepatotoxicidade com doses elevadas (1,7,24,26). A eficacia de ambas as doses de tratamento,
parece ser semelhante (27). Depois da fase aguda, a dose de aspirina que passa a ser administrada é
baixa, 3-5 mg/Kg/dia. A decisdo de continuar ou descontinuar esta medicagdo é feita entre a 6% e a

8% semana, consoante os resultados do ecocardiograma.

Os mecanismos de acdo da IVIG ndo sdo totalmente conhecidos, mas acredita-se que
passem por: aumento da libertacdo de autoanticorpos, através da ligacdo competitiva de recetores
FC do IgG; ativacdo do recetor inibitorio Fc (FccRIIB) em macrdfagos; bloqueio de moléculas de
adesdo importantes para o trafego de células inflamatdrias para o endotélio vascular; e aumento da
atividade de células T reguladoras. A presenca de anticorpos capazes de neutralizar citocinas,
guimiocinas e proteinas ativadas do complemento nas preparaces de 1VIG ou modulagdo na sua
producdo também € uma possibilidade considerada (7,26). A Figura 7 complementa a informacéo

acerca das fungbes da IVIG.
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Figura 7 — Multiplas fungfes da IVIG no tratamento da doenca de Kawasaki. Retirado de: Agarwal S,
Agrawal DK. Kawasaki disease: etiopathogenesis and novel treatment strategies. Vol. 13, Expert Review of
Clinical Immunology. Taylor and Francis Ltd; 2017. p. 247-58.

A maioria dos doentes tratados com IVIG demonstram uma rapida melhoria clinica e
cessacdo da febre, no entanto, cerca de 10% a 20% dos doentes apresentam febre persistente ou
recorrente. Estes sdo considerados resistentes a IVIG e apresentam um risco acrescido de
desenvolvimento de alteracfes nas artérias corondrias, por isso, seria importante estabelecer uma
forma de prever esta resisténcia. Porém, se alguns estudos apontam para diferencas em parametros
laboratoriais associados a resisténcia a IVI1G, outros ndo encontram qualquer diferenga nos mesmos
parametros, em resistentes e ndo resistentes. Surge, assim, a necessidade de existirem tratamentos

alternativos para resistentes a IVIG (Figura 8):

e A administragdo de uma segunda dose de IVIG (2 g/Kg) é recomendada e demonstra
eficiéncia.

e Alguns estudos de observagdo associaram a administragdo de corticosteroides
(normalmente, metilprednisolona intravenosa, 30 mg/Kg durante 3 dias consecutivos,
seguida ou ndo de prednisolona, 1-2 mg/Kg/dia) a uma melhoria nos sintomas, a auséncia

de progressdo nas alteracOes das artérias corondrias e a auséncia de efeitos adversos. Os
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esteroides podem regular negativamente os mediadores inflamatorios, prevenir a migragao
de leucdcitos e diminuir a permeabilidade capilar.

e A administracdo intravenosa de infliximab (5 mg/Kg), que ¢ um anticorpo monoclonal
anti-TNF-a, assemelha-se as alternativas anteriores em termos de eficécia (1,7).

Se, mesmo com as alternativas descritas, 0 doente continuar com inflamacdo, séo
necessarias terapéuticas adicionais. A ciclosporina, um inibidor de calcineurina na via de
sinalizacdo NFAT (Figura 1), ajuda na resolucéo da inflamag&o, mas séo necessarios mais estudos.
O uso de outros anticorpos monoclonais, como a anakinra (uma forma recombinante, néao
glicosilada, do antagonista do recetor de IL-1), a troca de plasma (usada em Gltimo recurso), assim
COMO 0 recurso a agentes citotoxicos, como a ciclofosfoamida (inibe a sintese de DNA, prevenindo
a divisdo celular), sdo op¢Bes que necessitam de mais estudos e que devem ser utilizadas, apenas,

NOoS casos mais severos, resistentes a outros agentes (1,6,7,14,24,28).

1st line 2nd line 3rd line
WIG Anakinra
IVIG + oral steroid taper Infliximab
IVIG IV steroid Cyclosporine
I\ steroid + oral steroid taper Plasma exchange
Infliximab Cyclophosphamide

Figura 8 — Opcoes de tratamento ap6s ndo haver resposta a IVIG. Retirado de: Butters C, Curtis N, Burgner
DP. Kawasaki disease fact check: Myths, misconceptions and mysteries. J Paediatr Child Health. 2020 Sep
1;56(9):1343-5.

Para além do risco de rompimento do aneurisma, a formagdo de obstrucdo da artéria
corondria é uma das maiores complicagdes durante a doencga aguda. Os fatores que contribuem para
a trombose incluem a presenca de trombocitose e aumento da adesdo plaquetéria, inflamagéo e
disfuncdo endotelial, juntamente com condi¢Bes anormais do fluxo através de areas de dilatacdo
grave. E necessario, entdo, o uso de agentes antitrombéticos. Para pacientes com aneurisma
pequeno, a monoterapia com baixa dose de aspirina é suficiente; em utentes com aneurisma médio,
a terapia com aspirina deve ser combinada com tienopiridina (por exemplo, clopidogrel) para

contrariar a ativacdo de plaquetas mediada por ADP; nos doentes com aneurismas gigantes, o
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tratamento com aspirina é combinado com varfarina ou com heparina de baixo peso molecular
(LMWH) (7).

Prognostico

Efeitos a longo prazo

Estudos patoldgicos em pacientes com doenca de Kawasaki prévia revelam alteracGes
generalizadas, que incluem a infiltracdo de células inflamatérias na parede arterial, rutura da intima
e da média, proliferacdo miofibroblastica na intima e substituicdo de midcitos por fibroblastos e
tecido conjuntivo, dando origem a aneurismas. Devido a disseminacdo da inflamacdo cardiaca,
ocorrem alteracdes fibrdticas no miocardio, mesmo em regifes ndo préximas dos aneurismas. A
remodelacdo arterial ocorre e pode progredir ao longo de meses a varios anos com o0
desenvolvimento de estenoses coronarias, particularmente na jungdo entre o0 aneurisma e a artéria
normal. Aneurismas de artérias ndo coronarias (artérias axilares, ilio-femorais, renais e popliteas,
por exemplo, e raramente em artérias viscerais e cerebrais) também podem ocorrer e devem ser

considerados e investigados (29).

O desenvolvimento de aneurismas da artéria corondria durante a fase aguda da doenca de
Kawasaki leva a um risco elevado de trombose coronéria ou de desenvolvimento de lesdes
estenoticas, ao longo da vida, que podem levar a isquemia do miocardio, enfarte ou até a morte. O
risco de trombose é mais elevado nos primeiros 2 anos apds o episédio agudo da doenca, mas
persiste toda a vida. Cerca de 50-60% dos aneurismas coronarios ficam resolvidos ao fim de 1-2
anos, no entanto, 0s aneurismas grandes ou gigantes persistem (Figura 9). Estes Gltimos, dentro de
30 anos ap0ds a doenca inicial, associam-se a um risco de cerca de 50% de obstrucdo coronaria
trombotica, estenoses progressivas que requerem revascularizacdo ou sindrome coronéaria aguda.
Podem, também, ocorrer calcificacdo, insuficiéncia cardiaca e arritmias graves, mais tarde, na vida
(7,30).
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Figura 9 — Evolucdo do aneurisma ao longo do tempo. A - Angiografia coronaria direita, obtida 1 ano apds o
inicio da doenca, quase preenchida com o trombo. B - Angiografia coronaria direita, obtida 7 anos depois.
Adaptado de: Newburger JW, Takahashi M, Burns JC. Kawasaki Disease. 2016.

Na Figura 10 é possivel observar a histéria natural das alteracGes na artéria coronaria, em
que a progressdo para uma dimensao luminal normal, ndo significa que a artéria cicatrizou e ficou
normal e totalmente saudavel. A estrutura da parede arterial pode ser visualizada, de forma nédo
invasiva, por ultrassonografia intravascular (IVUS), que tem sido usada para demonstrar
espessamento simétrico e assimétrico da parede em aneurismas, em que se observam areas de

alterac@es fibrogordurosas, nucleo necroético e calcificacdo densa (7).
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Figura 10 — Historia natural das alteragfes na artéria coronéria. Retirado de: McCrindle BW, Rowley AH,
Newburger JW, Burns JC, Bolger AF, Gewitz M, et al. Diagnosis, treatment, and long-term management of
Kawasaki disease: A scientific statement for health professionals from the American Heart Association.
Circulation. 2017 Apr 25;135(17): €927-99.

Sequimento clinico

O seguimento clinico a longo prazo baseia-se na prevencdo da trombose e na sua detecéo
precoce, assim como da estenose, quando ocorrem. Baseia-se, também, em medidas gerais para
reduzir o risco cardiovascular, tais como a reducdo de lipidos, o controlo da hipertensdo e a
cessacdo do tabagismo, e no apoio aos doentes e aos seus familiares para um estilo de vida
saudavel (29).

Relativamente aos testes cardiovasculares, durante 0 acompanhamento a longo prazo, as
medidas ecocardiograficas do lumen da artéria coronaria tornam-se progressivamente menos
confiaveis & medida que as criangas crescem e a parede tordcica se torna mais espessa. A
ecocardiografia também é menos confiavel para a dete¢do de estenose ou trombose vascular. Por

estas razdes, técnicas avangadas de imagem, incluindo angiotomografia computadorizada (TAC) e
20



angiorressonancia magnética, sdo cada vez mais usadas. Os exames para verificar a ocorréncia de
isquemia do miocéardio sdo ecocardiograma de stress e ressonancia magnética de stress. O stress é

induzido por exercicio fisico ou farmacologicamente (dobutamina ou adenosina) (24).

A Tabela 1 apresenta a classificacdo do nivel de risco atribuido de acordo com a dilatacéo
ou tamanho de aneurisma coronario. O seguimento clinico a longo prazo de criancas com doenga
de Kawasaki deve ser sempre feito. Casos com aneurismas de menores dimensdes podem ser
seguidos por um cardiologista durante um tempo mais curto, passando para 0 seguimento no
médico de familia, mas casos com aneurismas gigantes devem ser seguidos toda a vida pelo

cardiologista.

Tabela 1 — Classificagdo do nivel de risco derivado da dilatacdo ou do tamanho de aneurismas da artéria
coronaria e seu 0 seguimento clinico. Retirado de: Advani N, Sastroasmoro S, Ontoseno T, Uiterwaal C.
Long-Term outcome of coronary artery dilatation in Kawasaki disease. Ann Pediatr Cardiol. 2018 May
1;11(2):125-9.

Classification Imaging required to assess for inducible Regional specialist

of risk level Description of coronary arteries Follow-up interval ischaemia (stress echo or stress MRI) PSP Kawasaki disease clinic
1 Mo imvalvernent at amy time point 2 weeks MNane No No—annual cardiac and
(2 score<2) 6 weeks general health review with
& months GP recommended *
12 months
Discharge if normal at
12 months.
2 Dilation only 2 weeks Mane No No—annual cardiac and
(2<2 score=2.5): resolves within 1 year 6 weeks general health review with
& months GP recommended *
12 months
Discharge if nomal at
12 months
3 Small aneurysm (2.5s7 score<5): 2 weeks Coronary angiography (preferably CT) at 12 Yes Yes
(a) current or persistent, 6 weeks months s baseline.
(b) decreased to normal or 7 score <2.5 & months Consider stress imaging for inducible myocardial
12 months ischaemia every 2 years.
Annual review Imaging (echo) for coronary surveillance annually
4 Medium aneurysm (5=2 score<10): 2weeks Coronary angiography (preferably CT) at 12 Yes Yes
(a) persistent aneurysm, & weeks maonths &5 baseline.
(b) decreased to normal or Z score<2.5 & months Consider siress imaging for inducible myocardial
12 months ischaemia annually. Imaging {echo, CTt or MRI)
Annual review for coronary thrombus surveillance annually.
§ Giant anewrysm (Z score=10 or zBmm): 2 wesks Coronary angiography (preferably CT) at 6-12 Yesg Yes
(a) persistent giant anewrysm, & weeks months s baseline.
(b) persistent aneurysm (but regressed to 3 months Consider stress imaging for inducible myocardial
medium or small aneurysms), & months ischaemia annually.
(c) regressed to normal dimensions 9 months Imaging (echo, CTt ar MRI} for coronary
12 months thrombus surveillance & manthly.

Then every 6 months

*GP review should incdude clinical examination, bloed pressure measurement, general health discussion and advice on avoidance of cardiovascular risk factors and lifestyle

choices—including maintaining a healthy weight, reducing risk of diabetes, avoiding smoking and taking regular exercise. This provides the opportunity to discuss any parent of
patient questions and concems.
TCT should not be used repeatedly if pessible. Use MRI or ultrasound where possible, to reduce radiation exposure.

ADP Adenine di-Phosphate; AHA, American Heart Association; FEC, Full bleod count; GP, General Practioner; PSP, person-specific protocal

Para além dos exames imagiologicos regulares, é importante haver um aconselhamento

para um estilo de vida saudavel. Evitar fatores de risco cardiovascular € essencial. Para isso, uma
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alimentacdo saudavel, pobre em gordura animal, deve ser aconselhada. Deve monitorizar-se a
tensdo arterial, o perfil lipidico, o indice de massa corporal (evitar diabetes). Um estilo de vida
sedentéario deve ser evitado, praticando exercicio fisico regular e adequado. Pacientes com histérico
de doenca de Kawasaki devem evitar o tabagismo. Pode ser necessario recorrer a tromboprofilaxia.
O aconselhamento a nivel reprodutor e contracetivo, na idade certa, também deve ser tido em

conta.

O exercicio fisico deve ser praticado e adequado a severidade da doenca de Kawasaki.
Desportos competitivos devem ser evitados por pacientes com aneurisma gigante e desportos de

contato corporal devem ser evitados por quem toma anticoagulantes.

O acompanhamento psicolégico também €é importante nas criancas e ao longo das varias
fases da sua vida, pois vivem em stress pela elevada probabilidade de sofrerem eventos

cardiovasculares graves (29).
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Concluséao

Apesar da doenca de Kawasaki ter sido descrita, pela primeira vez, ha vérias décadas, ainda
ha algumas questdes sem uma resposta satisfatoria. E importante continuar com investigacdes no

sentido de:

e perceber qual a etiologia da doenga;

e estudar biomarcadores com o intuito de criar um teste de diagndstico;

e compreender os mecanismos da patogénese da doenga, de modo a ser possivel substituir a
administracdo de IVIG por terapéuticas mais direcionadas;

e decifrar as influéncias genéticas na suscetibilidade e no resultado da doenca.

E muito importante manter o seguimento clinico de utentes com aneurismas da artéria
coronaria, pois o risco de estenoses, tromboses e isquemia do miocardio € muito elevado. Manter

um estilo de vida saudavel é essencial para minorar as consequéncias.

Todos os doentes que tiveram a doenca de Kawasaki devem fazer referéncia a ela, no seu

historial clinico.
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Resumo

A area das analises clinicas tem uma componente tedrica, que foi desenvolvida ao longo do
Mestrado em Andlises Clinicas da Universidade do Porto, mas também uma importante
componente pratica e laboratorial. Apesar de ser abordada nas aulas laboratoriais, é no estagio que

a rotina diaria de um laboratério é realmente vivida.

O estéagio teve a duracdo de 450 horas, no Laboratorio Germano de Sousa do Hospital CUF
de Viseu, entre 18 de abril e 1 de agosto de 2022. Os principais setores existentes no laboratorio

sdo: Bioquimica, Imunologia, Serologia, Hematologia e Microbiologia.

Foi possivel observar o dia-a-dia no laboratdrio, desde as colheitas até a validacdo dos
resultados das analises clinicas. Houve oportunidade, ainda, de realizar a maioria das préaticas

laboratoriais da competéncia das Técnicas que nele trabalham, sempre com supervisao.

Abstract

The clinical analysis area has a theoretical component, that was developed through the
Master of Clinical Analysis of The University of the Porto, but also has an important practical and
laboratorial component. Despite it was approached in laboratory classes, it is in the internship that

the daily routine of a lab is really lived.

The internship duration was 450 hours, at the Germano de Sousa Laboratory of the Viseu’s
CUF Hospital, between April 18" and august 1% of 2022. The most important sectors that exist in

the laboratory are Biochemistry, Immunology, Serology, Hematology and Microbiology.

It was possible to observe the day-to-day in the laboratory, from the collections to the
validation of the results of clinical analysis. There was also the opportunity to carry out most of the
laboratory practices within the competence of the Technicians who work there, always with

supervision.
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Introdugéo

As analises clinicas sdo um meio complementar de diagnéstico de elevada importancia.
Auxiliam no diagnéstico de patologias, na avaliagdo do seu desenvolvimento, na definicdo do
tratamento mais adequado, assim como na monitorizacdo da terapéutica. Servem, também, como

medida preventiva.

Sdo varios os tipos de amostra que podem ser analisados: sangue, urina, fezes, expetoracao,
exsudados vaginais e uretrais, exsudados de feridas, pus, liquido cefalorraquidiano, liquido pleural
e outros produtos bioldgicos. E também sdo varios os setores de andlise: Bioquimica, Imunologia,

Serologia, Hematologia, Microbiologia...

Dada a importancia para a saude que as analises clinicas tém, é importante que 0s

profissionais da area tenham formacao especializada, muita responsabilidade e espirito critico.

Com a evolucdo da tecnologia, esta foi uma area que deixou de ser tdo manual e onde se
utilizam equipamentos cada vez mais automatizados, sensiveis e precisos. Para além de reduzir os
erros humanos, reduz, também, o tempo de andlise. No entanto, é necessario um sistema de
qualidade rigoroso, que inclui formacBGes para manuseamento dos equipamentos, manutengdes
periddicas, calibracdes e controlos, quer internos quer externos, para que os resultados sejam o

mais fiaveis possivel.

O mestrado em Analises Clinicas da Universidade do Porto desenvolve, num primeiro
momento, a parte tedrica de todos os setores deste meio complementar de diagnostico e
proporciona, depois, a possibilidade de um estagio curricular, com a duracdo de 450 horas. Este
estadgio permite a0 mestrando ter contato com a realidade do trabalho nesta area, assim como
consolidar o aprendizado nas aulas teoricas e laboratoriais, colocando em prética e aprendendo

coisas novas, também.



Caracterizacao do Laboratdrio de Estagio

O grupo Germano de Sousa é um centro de medicina laboratorial que atua em trés areas:

Patologia Clinica, Anatomia Patoldgica e Genética e Genomica.

A sua histéria teve inicio em 1975 e tem vindo a desenvolver-se constantemente,

expandindo tanto a area fisica de atuacdo, como a area profissional.

Em 2007, iniciou a sua atividade na cidade de Viseu, com a aquisicdo de um laboratério.
Em 2016, com a abertura do Hospital CUF Viseu, o Laboratério Germano de Sousa integrou-se
nesta instituicdo. Como o hospital tem servico de urgéncia, o laboratério funciona 24 horas por dia,

7 dias por semana.

O laboratério situa-se no piso -1 do edificio. Trata-se de um espaco com uma area de
rececdo, uma sala de pausa, uma sala de validacdo, uma sala de lavagem de material, uma sala de
lixos para material contaminado, a sala de triagem, uma seccdo de microbiologia, outra de

hematologia, a &rea de bioquimica e imunologia e outra de serologia (1).

No laboratério sdo realizadas analises clinicas de varias valéncias: Bioquimica,

Imunologia, Serologia, Hematologia e Microbiologia.

Algumas analises sdo realizadas nos laboratorios centrais de Lisboa e do Porto, com o0s
quais existem protocolos, para onde sdo enviadas aliquotas das amostras devidamente separadas e

acondicionadas.

Apls o processamento das amostras, 0s resultados sdo sujeitos a validacdo analitica e

biopatoldgica.

A qualidade dos resultados obtidos é uma preocupacao constante do laboratério. Por isso,

sdo realizados regularmente controlos de qualidade, quer internos, quer externos.

Os Controlos de Qualidade Internos (CQI) sdo feitos diariamente, sendo utilizadas
preparagdes de varios niveis e para os diversos parametros executados no laboratorio. Algumas
destas preparacbes comerciais integram os Kits de reagentes outras tém de ser adquiridas
separadamente. S&o feitas, também, calibracBes periddicas e quando h&d mudanga de lote de

reagentes.

Relativamente aos Programas de Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ), o laboratério
recebe amostras “cegas”, que sdo processadas normalmente e os resultados sdo enviados para as
organizacBes correspondentes. Posteriormente é recebido um relatério com a avaliagdo dos

resultados obtidos, de modo a perceber se sdo necessarias acbes corretivas ou se 0S mesmos s&o



satisfatorios. E feita, também, uma comparacao com os resultados obtidos pelos outros laboratdrios
pertencentes ao programa, de modo a averiguar a exatiddo existente. As organiza¢bes em cujos
programas de AEQ o laboratorio participa sdo: SEQCM- (Sociedad Espafiola de Medicina de
Laboratorio), UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Services) e
PNAEQ (Plano Nacional de Avaliacdo Externa da Qualidade Laboratorial do Instituto Ricardo
Jorge).

Os aparelhos automatizados sofrem manutencdes periodicas efetuadas por engenheiros

especializados.

A Norma 1SO 9001:2015 certifica o laboratorio, permitindo a ado¢do e manutengdo de um
sistema de gestdo da qualidade (SGQ) que visa a melhoria continua dos servigos prestados, de

acordo com as necessidades e expectativas dos utentes.

O estagio teve a duragdo de 450 horas e foi feito de 18 de abril a 1 de agosto de 2022, sob a
orientacdo do Dr. Anténio Fernandes, Farmacéutico Especialista em Analises Clinicas e em
Genética Humana e Diretor Técnico do Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa Viseu
e do Laboratério do Hospital CUF Viseu. Para além do Diretor Técnico, trabalham, no laboratorio,

10 Técnicas de Diagndstico e Terapéutica e uma Técnica Superior de Salde.

De um modo geral, foi possivel observar e executar, sempre com supervisdo, a maioria dos
processos realizados no laboratorio, desde a fase das colheitas até a validacdo dos resultados. A

colheita propriamente dita ndo foi feita, mas foi observada de perto.

Fase pré-analitica

Esta é uma das fases mais importantes para as analises clinicas, pois é onde podem ocorrer
mais erros que provocam alterages nos resultados. Desde a prescricdo médica, a prepara¢do do
utente, a colheita propriamente dita, a identificacdo das amostras, até ao transporte das mesmas, sdo

diversos os fatores a ter em conta.

As colheitas que chegam ao laboratdrio sdo feitas em varios postos de colheitas espalhados
pela zona centro de Portugal. Também no hospital existem salas de colheita, que se situam no piso
0 do edificio.

Os enfermeiros do hospital fazem as colheitas das amostras dos servi¢os de urgéncia, de
internamento, de cirurgia e os auxiliares entregam no laborat6rio. O seu processamento deve ser
imediato, pois os clinicos aguardam os resultados para dar seguimento ao atendimento/tratamento

do utente.



Na triagem é avaliada a conformidade de todas as amostras que chegam ao laboratério e no
programa “Appolo” ¢ dada a entrada de todos 0S produtos. Posteriormente, as amostras sdo
enviadas para os respetivos setores, para serem analisadas.

As amostras sdo guardadas durante um determinado tempo e, depois, sdo descartadas em
contentores de risco bioldgico préprios. Esta eliminagdo de produtos é, também, controlada pelo

programa “Appolo”.

Bioquimica

Neste setor sdo analisados diversos pardmetros bioquimicos do sangue e alguns da urina e
de outros produtos biol6gicos.

O soro para analise é obtido através da colheita de sangue, para um tubo sem
anticoagulante, com esferas ativadoras da coagulacdo e gel separador. Posteriormente, e apds um
tempo de espera de 30 minutos para a obtencdo do coagulo, o tubo é centrifugado a 3000 rotacoes
por minuto (rpm), durante 10 minutos. Se a amostra for urina, é colhida para um frasco assético, de
seguida, é vertida uma aliquota para um tubo de andlise e este ¢é centrifugado a 3000 rpm, durante 5
minutos.

Foi possivel observar a chegada de uma colheita de liquido pleural do internamento. A
colheita estava num frasco assético. Foi transferida uma parte para um tubo sem anticoagulante,
com esferas ativadoras de coagulacgdo e gel separador, que, posteriormente, foi centrifugado a 3000

rpm, durante 10 minutos e foram avaliados alguns parametros bioguimicos.

No laborat6rio sdo analisados diversos parametros bioguimicos, que permitem avaliar a
dindmica do organismo a nivel hepético, pancreético, renal, cardiovascular, entre outros, assim
como analisar alguns metabolismos e monitorizar farmacos.

Os aparelhos existentes no laboratdrio para as analises deste setor sdo:
e Dimension® RXL Max RMS Siemens;
e Dimension® RXL Max Siemens:
e MiniCap Sebia.

Sempre com supervisdo, foi possivel: programar e analisar controlos diérios e calibragoes,

quando necessario; fazer manutencdes diarias, semanais e mensais dos Dimension®; colocar as



amostras a analisar, monitorizar o processo, e retira-las no final; e, ainda, assistir a validacdo dos

resultados.

Os equipamentos Dimension® RXL Max fazem as quantificagdes dos diversos parametros
com base em ensaios enzimaticos, cinéticos, fotométricos e turbidimétricos. Possuem, ainda, uma

unidade ISE (elétrodos seletivos de ides) para a quantificacdo dos eletrdlitos (2).

Por ndo ser uma analise tdo pedida, as EPS séo feitas, apenas, 3 dias por semana (as
segundas, quartas e sextas-feiras). Houve, também, a possibilidade de assistir ao controlo do

MiniCap Sebia e realizar as respetivas manutencdes.

Este equipamento permite a separacdo das proteinas do soro humano, através de
eletroforese capilar, em regulador de alcalinidade. As proteinas sdo detetadas em fungdo da sua
mobilidade eletroforética, separando-se em seis frages principais, pela seguinte ordem: gama
globulinas, globulinas beta-2, globulinas beta-1, globulinas alfa-2, globulinas alfa-1 e albuminas

(3). Na Figura 1, é possivel observar um proteinograma eletroforético de um soro normal.
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Figura 1 — Proteinograma eletroforético de um soro normal

Algumas alteragBes que podem aparecer nos proteinogramas, sdo caracteristicas de alguns

problemas de saude, podendo, esta analise, auxiliar no seu diagnéstico.
Teste do suor

A fibrose quistica é uma doenca genética, rara e ainda sem cura que causa sintomas como
tosse cronica, pneumonia de repeticdo, diarreia, suor mais salgado que o normal e dificuldade em
ganhar peso e estatura. Considerado como exame padrdo para o diagnostico da fibrose quistica, o
Teste do Suor € indolor, ndo invasivo e pode ser realizado em qualquer fase da vida, ou seja, em

bebés, criangas, adolescentes, adultos e idosos.



No laboratdrio, este teste tem de ser agendado com antecedéncia, pois o aparelho que
efetua a analise, Wescor® Sweat Check™ 3120, ndo esta sempre no laboratério e tem de ser pedido
ao Porto.

O Teste do Suor é feito por meio do estimulo do suor do utente e posteriormente é
realizada uma analise de condutividade, doseando o cloreto no suor (4).

Foi possivel assistir ao estimulo e colheita do suor, assim como ao controlo do aparelho e

posterior doseamento.

Imunologia

O principal produto biolégico a analisar neste setor € o soro sanguineo. Se as amostras
tiverem sido analisadas nos equipamentos da Bioquimica, sdo, novamente, centrifugadas a 3000

rpm, durante 10 minutos, de modo a ficarem mais limpidas.

Marcadores tumorais, endocrinos ou hormonais, cardiacos, de doencas infeciosas,

tiroideios, de anemia e de sépsis sdo 0s principais parametros analisados em imunologia.

Os aparelhos existentes no laboratorio para este setor sdo o ADVIA® Centaur XP e 0

VIDAS®. S#o feitas, também, algumas técnicas de serologia.

O ADVIA® Centaur XP utiliza a quimioluminescéncia direta, que consiste na medicio da
energia da luz emitida por uma reac¢do quimica, combinada com a tecnologia de imunoensaio (a luz
produzida tem uma relacdo com a quantidade de analito na amostra). O éster de acridina (EA) é o
marcador quimioluminescente presente, que é oxidado pelo peréxido de hidrogénio, maximizando

a emissdo de luz pela alteragdo do ambiente de acido para bésico.

Nos imunoensaios, 0 antigénio é o analito que se pretende medir. Deste modo, 0s
anticorpos sao ideais, pois podem ser produzidos para se ligarem a antigénios especificos. Muitos
dos ensaios deste equipamento utilizam anticorpos que se ligam covalentemente ao EA, pois esta

ligagdo ndo altera a capacidade do anticorpo se ligar ao antigénio.

Utilizando PPM (particulas paramagnéticas) ligadas a anticorpos ou antigénios, que sao
atraidas por um campo magnético, 0 ADVIA® Centaur XP aplica principios de ligacdo dos

anticorpos do imunoensaio de varios formatos: do tipo sanduiche e competitivo (5).

Na tabela 1 estdo indicados os parametros medidos neste aparelho, divididos pelos seus

tipos.



Tabela 1 — Parametros medidos no ADVIA® Centaur XP

Tipo de marcadores Parametros

Tumorais CA125, CEA, PSA total e PSA livre
Tiroideios FT3, FT4, T3, TSH, FSH

De anemia Ferritina, Vitamina B12

Doencas infeciosas HIV, AgHBs, Anti-HBs, Anti-HCV

A programacéo e analise de calibracdes e controlos, manutencdes semanais e mensais e a
colocagdo de amostras para analise no ADVIA® Centaur XP foi feita, sempre com supervisio. Foi

possivel assistir a validagdo de resultados.

O VIDAS® é outro equipamento existente no laboratério direcionado para o setor da
imunologia. E mais utilizado para parametros de urgéncia. Usa uma tecnologia denominada ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay), que combina o método EIA (imunoenziméatico) com uma

leitura de fluorescéncia final (6).

Tabela 2 — Parametros medidos no VIDAS®

Tipo de marcadores Parametros

Cardiacos Troponina |, Mioglobina, NT-proBNP, CK-MB
Tromboembolismo venoso D-dimeros

Infecdo bacteriana Procalcitonina (PCT)

Outros Gonadotrofina coridnica humana (BhCG)

Foi possivel programar a analise de amostras e colocar no aparelho, com supervisao.

A serologia € outro setor existente no laboratorio, que permite a detecdo de anticorpos

produzidos pelo organismo contra antigénios pertencentes a agentes infeciosos.

Os testes tém a capacidade de detetar reagBes antigénio-anticorpo: umas detetam-se por
provas de aglutinagdo, em que o reagente contém os antigénios especificos aos quais se vao ligar os
anticorpos correspondentes, se existentes na amostra. Podem conter, também, corantes ou

substancias marcadoras para revelar a reacdo. O resultado é percetivel a olho nu.; outras s&o
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detetadas por imunocromatografia ou testes de antigénio, em que os dispositivos de teste contém
uma membrana de migracdo com anticorpos ligados a particulas que vao dar cor e com uma linha
de teste com um segundo tipo de anticorpos fixos, que se ligam ao complexo antigénio + anticorpo
ligado a particulas que vao dar cor. A membrana tem, ainda, uma linha de controlo, com anticorpos
especificos para os anticorpos ligados as particulas que véo dar cor. Assim, esta zona tem sempre
de apresentar cor, pois significa que o teste estd a funcionar corretamente. A Figura 2 ilustra o

funcionamento dos testes imunocromatogréficos, descrito anteriormente.
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Figura 8 - Funcionamento dos testes imunocromatograficos. Os antigénios presentes na amostra ligam-se aos
anticorpos marcados com as particulas que ddo cor; o complexo formado vai ligar-se aos anticorpos
especificos da zona de teste; aos anticorpos da zona de controlo vao-se ligar os anticorpos marcados com as
particulas que ddo cor que ndo se ligaram ao antigénio. (Adaptado de Camara, Brunno. Disponivel:
<https://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/06/imunocromatografia.html>. Acesso em 5 de agosto de
2022).

Na tabela 3 encontram-se as provas de aglutinagdo e alguns dos testes

imunocromatograficos realizados no laboratdrio.



Tabela 3 — Provas de aglutinacao e testes imunocromatograficos realizados no laboratério

Reacdo de | Detecdo qualitativa de anticorpos heter6filos ou de Paul-

Paul-Burnell | Burnell, desenvolvidos pelo paciente apds contato com o virus
de Epstein-Barr, contraindo mononucleose infeciosa.

Rosa de | Detecdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos associados

Bengala a infecOes por Brucella.

Reacdo  de | Determinacdo de anticorpos associados & salmonella paraTyphi

Provas Widal AO.
de Reacdo  de | Determinacdo de anticorpos associados a infecdo por Rickettsia

Weill-Felix | que aglutinam com antigénios existentes na bactéria Proteus.

aglutinacéo

VDRL Detecdo qualitativa e quantitativa de anticorpos associados a
infecdo Syphilis (método ndo treponémico).

TPHA Detegdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos anti-
treponémicos especificos existentes no soro e plasma humano
com infecdo por Treponema pallidum.

Provas Maléria Detecdo qualitativa de antigénios especificos da espécie
imunocroma- Plasmodium, no soro humano infetado com malaria.

- Que ndo utilizam o soro como amostra:
togréficas - — - —

Strep A Detecdo qualitativa e presuntiva de antigénios de
Streptococcus do Grupo A, a partir de exsudados nasofaringeos.

Gripe AeB Detecdo qualitativa de antigénios do virus Influenza dos
tipos A e B (em bandas separadas), a partir de secrecdes
nasofaringeas.

RSV Detecdo qualitativa de antigénios do Virus Sincicial
Respiratorio (RSV) em secrecdes nasofaringeas.

Covid-19 Detecdo qualitativa de antigénios de SARS-CoV-2 em

amostras nasofaringeas.

Foi possivel a realizacdo de vérias provas de aglutinacdo, assim como de testes

imunocromatogréaficos, sempre com supervisao.




Covid-19

A pandemia Covid-19 foi um grande desafio para os laboratdrios de andlises clinicas, pois
foi necessério dar resposta, em curtos intervalos de tempo, a grandes volumes de testes, quer de

antigénio, quer de PCR (Polymerase Chain Reaction), reacdo em cadeia de polimerase.

A técnica de PCR permite a amplificacdo e detecdo de fragmentos de DNA, neste caso, de
SARS-CoV-2.

No laboratério Germano de Sousa, os testes de PCR sdo, normalmente, enviados para o
laboratério central de Lisboa. No entanto, para o servico de urgéncia, como é necessaria alguma
brevidade na obtencdo dos resultados para internamentos ou cirurgias, o laboratério possui um
equipamento, o GeneXpert® da Cepheid, que permite testar a amostra em, aproximadamente, uma

hora.

Este equipamento utiliza a tecnologia de real time RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) para trés genes alvo, bastando colocar a amostra (exsudado
nasofaringeo) no cartucho apropriado. O Sistema GeneXpert® integra e automatiza totalmente a

extracdo, a amplificacdo e a detecdo da amostra, tudo no cartucho (7).
Foi possivel observar a colheita, a preparacdo e a analise dos resultados da amostra.

Gasimetria arterial

A gasimetria arterial € uma analise que avalia os niveis de oxigénio e didxido de carbono
no sangue, assim como o equilibrio acido-base. Esta analise é habitualmente realizada através da
puncdo da artéria radial, localizada junto ao pulso, feita pelos médicos. O objetivo é a recolha do
sangue arterial que, por ser mais rico em oxigénio, permite avaliar se as trocas gasosas ocorridas a
nivel pulmonar estdo a decorrer de forma eficaz. Esta analise avalia o pH do sangue, a pressao
parcial de oxigénio (pO-), a pressdo parcial de dioxido de carbono (pCO,), o equilibrio &cido/base

(i%0 HCO*) e a saturagéo de oxigénio (SatOy).

E um pedido frequente da urgéncia e, no laboratorio, o aparelho responsavel pela sua
anélise é 0 epoc®, um equipamento pegqueno, composto por trés partes: o epoc reader, o epoc host e
o cartdo de teste epoc. Faz-se a ligacdo entre o reader e o host, depois introduz-se o cartdo de teste
no reader, aguarda-se que seja feita uma calibragdo e injeta-se a amostra no local préprio do cartdo

de teste. Aguarda-se pelos resultados.

Os trés tipos de medicGes de sensor utilizados no Cartdo de Teste epoc séo:

potenciométricas, amperométricas e condutométricas (8,9,10).

Foi possivel observar as técnicas da urgéncia a processar diversas gasimetrias arteriais.
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Hematologia

Esta é a area das analises clinicas que estuda o sangue: faz a contagem e avaliacdo das
células sanguineas, quanto a morfologia e percentagem relativa; permite verificar o funcionamento
dos Orgdos hematopoiéticos e detetar/monitorizar as doencas subjacentes; e ainda estuda a
hemostase, ajudando na monitorizacdo da terapéutica de doentes hipocoagulados, por exemplo.

O sangue é constituido, em cerca de 45% do seu volume, por glébulos vermelhos
(eritrécitos), globulos brancos (leucécitos) e plaquetas, que sdo os elementos figurados. Os outros
55% do volume correspondem ao plasma, que é constituido maioritariamente por agua e também
por componentes organicos, como proteinas, acidos gordos, glucose... e por componentes

inorgénicos, como cloro, potassio, sodio, fosforo...

As analises realizadas no laboratério sdo: hemograma, quantificacdo de reticuldcitos,
determinacdo da velocidade de sedimentacdo eritrocitaria (VSE), determinacdo da hemoglobina
glicada (HbA1c) e determinacdo de parametros de coagulacdo (hemostase), como o INR/PT, aPTT
e D-Dimeros. As amostras a utilizar nestas determinacdes sdo de sangue total, portanto, as colheitas

sdo feitas para tubos com anticoagulante (EDTA e Citrato).

Hemograma

O hemograma é a andlise que faz a contagem de plaquetas, eritrocitos e indices
eritrocitarios, leucdcitos e contagem diferencial dos mesmos. Faz, também, o estudo da morfologia
dos constituintes sanguineos, que pode ser uma ferramenta muito importante no diagndstico e
evolucdo de doencas hematoldgicas. A amostra usada no hemograma é o sangue total, colhido hum
tubo com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) sodico ou potassico. Este
anticoagulante impede a coagulacdo dos componentes celulares, a agregacdo plaquetaria e
alteracdes morfoldgicas, uma vez que faz a quelagdo de ides, entre eles o célcio, Ca?*. Tal como
todas as amostras, estas também devem ser processadas 0 mais rapido possivel, depois de

devidamente homogeneizadas.

Os equipamentos utilizados na determinagdo do hemograma e na contagem de reticuldcitos
sdo 0 Sysmex XN-1000 e o Sysmex XN-550. O primeiro é mais utilizado para as amostras da
urgéncia e para a contagem de reticuldcitos, o outro para as amostras da rotina e para outros fluidos

corporais.

A tecnologia utilizada é a citometria de fluxo fluorescente com laser semicondutor e foco
hidrodindmico. Esta tecnologia faz com que haja maior sensibilidade na diferenciacéo entre classes

celulares sanguineas normais e anormais. Realizam a contagem de leucdcitos, plaquetas e
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eritrocitos no sangue total e em liquidos bioldgicos, como liquido cefalorraquidiano, sinovial e
serosos. O hematdcrito (HCT) é calculado através do método de detecdo de altura de impulso de
eritrocitos. A marcacédo por fluorescéncia revela a relagédo nucleo-citoplasma em cada célula corada
individualmente, permitindo diferenciar seis populacdes de leucécitos. A combinacdo da dispersao
lateral de luz (complexidade celular), da dispersdo frontal (volume celular) e da fluorescéncia
(quantidade de material genético — DNA/RNA) diferencia as classes leucocitarias. Esta analise

tridimensional dos leucécitos fornece resultados exatos e precisos.

Para calcular a concentracdo de hemoglobina é usado o método SLS. Neste método a
amostra € diluida com o reagente de lise, Lauril Sulfato de Sédio (SLS), livre de cianeto. A cadeia
globina da molécula de hemoglobina é alterada, por acdo do grupo alquilo hidrofébico do lauril
sulfato de sodio, que induz a conversdo do atomo de ferro presente no grupo heme, do estado
ferroso (Fe?*) ao estado férrico (Fe®*") formando metemoglobina. Posteriormente, 0s grupos
hidrofilicos do SLS védo-se ligar a metemoglobina anteriormente formada, dando origem a um
complexo SLS-HB. Este complexo colorido é medido espectrofotometricamente e a absorvancia é

proporcional a concentracdo de hemoglobina presente na amostra (11,12).

As constantes dos eritrécitos (volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média
e concentracdo de hemoglobina corpuscular média) sdo calculadas a partir de RBC (eritrécitos),
HGB (hemoglobina) e HCT (hematdcrito):

HCT (%)
MCV (fl) = ~

RBC (x 10°%/ul)

HGB (g/dI)
MCH (pg) = —REc 0oy * '©
HGE (g/dI)
MCHC (g/dl) = _ x 100
HCT (%)

Foi possivel fazer controlos dos equipamentos, assim como as suas manutencdes e colocar

as amostras a analisar.

Apesar dos equipamentos estarem cada vez mais sofisticados, os esfregacos sanguineos
periféricos (ESP) continuam a ser efetuados, embora em menor ndmero. Séo realizados sempre que
é prescrito pelo clinico, quando existem valores criticos/anormais no hemograma, ou histérico
clinico do paciente. E importante visualizar os histogramas e estar atento a possiveis alarmes que o

equipamento possa emitir.

E feito, entfo, o esfregaco sanguineo. Depois de secar, é feita a coloracdo de Wright. Esta

coloragdo utiliza a combinagdo de corante acido (eosina) e o corante basico (azul de metileno) para
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a diferenciacéo de tipos celulares. Procede-se, entdo, a visualizagio ao microscopio Gtico. E, assim,
possivel observar agregados plaquetérios (Figura 3), parasitas (foi possivel observar Plasmodium,
no laboratdrio) e eritrocitos. Na objetiva de 100x (imersdo em dleo) é possivel fazer uma contagem
diferencial de leucdcitos, na qual se contam 100 leucécitos consecutivos e se fazem as
percentagens de cada classe, verificar anomalias morfoldgicas dos leucocitos, eritrcitos e
plaquetas e deve ter-se especial atencdo a presenca de células imaturas.

No laboratério, foi possivel fazer os esfregacos, fazer a sua coloragdo e observacdo ao
microscopio 6tico. Foi possivel fazer a contagem celular, tanto em esfregacos normais como em
esfregacos com alteragdes.
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Figura 9 — Agregados plaquetarios observados em esfregaco sanguineo corado com coloragdo de Wright.

Caso clinico 1

Utente do sexo feminino, com 73 anos de idade. Leucocitose e linfocitose confirmadas em
esfregaco de sangue periférico, com linfocitos maioritariamente pequenos e com morfologia
madura. Frequentes manchas de Gumprecht (Figura 4). Estas alteracGes sdo caracteristicas de

leucemia linfocitica cronica.
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Figura 10 - Visualizacdo ao microscopio 6tico do esfregaco sanguineo. Manchas de Grumprecht (seta preta)
e linfécitos (seta azul)

Velocidade de sedimentacdo (VS)

7

A velocidade de sedimentacdo eritrocitaria € a velocidade com que os eritrcitos
sedimentam numa suspensao de plasma, na auséncia de vibracao e a temperatura ambiente, durante
60 minutos. E um marcador de inflamacdo inespecifico, uma vez que a sua alteracio pode
verificar-se em diversas patologias, e varia, também, com a idade, sexo, raca e, ainda, na gravidez.
E impossivel fazer um diagnostico baseado apenas neste pardmetro. Contudo, torna-se numa
analise complementar, que pode apresentar valores aumentados em casos de artrite reumatdide,
doencas inflamatorias agudas e crénicas, mieloma multiplo, hipertiroidismo, linfoma de Hodgkin,
etc.. Pelo contrério, verifica-se diminuicdo da velocidade de sedimentacdo em casos de

insuficiéncia hepatica e carcinomas.

No laboratério, o equipamento que faz esta leitura é o VES-MATIC Cube 30, que efetua a
analise das amostras, diretamente nos tubos de colheita utilizados no laboratério, neste caso, 0s
tubos de EDTA, em apenas, 33 minutos. Assim, 0 sangue é cuidadosamente misturado pelo
dispositivo e, depois, as amostras ficam em repouso por um tempo predefinido, para que se
verifigue a sedimentacdo. Através do grupo Otico-eletronico, o dispositivo determina,
automaticamente, o nivel de sedimentacdo dos eritrocitos. Os dados sdo elaborados e

automaticamente impressos e visualizados no ecra (13).

Por vezes, torna-se necessario utilizar a técnica de Westergren manual, pois o equipamento

néo consegue fazer uma leitura correta, os valores sdo muito altos ou muito baixos, ou o volume da
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amostra é muito reduzido. E introduzida a pipeta de Westergren dentro do tubo da amostra, na
vertical, e preenchida até a marca zero. Passados 60 minutos, € lido o resultado.

A programacéo dos controlos e das amostras foi feita, assim como as manutengdes do

equipamento. Tudo supervisionado.

Hemoglobina glicosilada ou glicada

A hemoglobina glicosilada (HbALc) € de especial interesse clinico na diabetes mellitus. A
sua medicdo € um meio clinico Util para avaliar o controlo glicémico em diabéticos e também ja é
utilizada para o diagndstico desta doenca. Os valores da HbAlc refletem os niveis de glicose no
sangue, durante a meia-vida circulatéria do eritrocito (cerca de 60 dias) e estdo correlacionados
significativamente com os niveis de glicose no sangue, durante esse periodo. Fatores como dieta,
exercicio, regime de insulina e stress podem afetar os valores da HbAlc. Em diabéticos néo
controlados ou mal controlados, os valores de hemoglobina glicosilada podem ser duas ou trés
vezes superiores aos dos ndo diabéticos, enquanto os diabéticos meticulosamente controlados
podem ter valores da HbAlc dentro, ou quase dentro, dos valores normais. A manutencdo de um
bom controlo glicémico tem um impacto positivo no desenvolvimento de complicacbes de longo

prazo associadas a diabetes (14).

O equipamento utilizado no laboratério para medir a HbAlc é o Premier Hb9210™, que
recorre aos principios da afinidade bordnica e da cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) (15). Utiliza amostras em tubos de EDTA.

Neste equipamento, sdo feitos, diariamente, calibracéo e controlos. Houve oportunidade de
preparar os calibradores e controlos, assim como de os programar no equipamento e colocar a

fazer, tal como as amostras para analise. Todos os procedimentos com supervisao.
Hemostase

A hemostase é um processo fisioldgico complexo, que protege o sistema vascular de uma
lesdo, contribuindo para parar uma hemorragia e ndo comprometer o normal fluxo sanguineo. Os
componentes da hemostase sdo plaquetas, células endoteliais (parede do vaso) e proteinas
plasméticas (fatores de coagulag&o, inibidores da coagulagdo e sistema fibrinolitico). De um modo
geral, em primeiro lugar ocorre a vasoconstricdo e a formacdo de um trombo constituido por
plaquetas; de seguida, ocorre uma série de reacfes em cadeia (cascata de coagulacdo — Figura 5),
que visam a producdo de fibrina para estabilizar o coagulo; quando a ferida cicatriza e o coagulo ja

ndo é necessario, ocorre a destruicdo do mesmo, atraves da fibrindlise (16).
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Figura 11 — Cascata de coagulacdo. Adaptado de: < https://portal.wemeds.com.br/hemostasia-um-bicho-de-

7-cabecas/ >

O Tempo de Protrombina (TP) mede o tempo de coagulacdo, na presenca de uma
concentracdo Otima de extrato tecidular (Tromboplastina) e célcio, adicionados a amostra de
plasma citratado. Indica a eficiéncia global da Via Extrinseca, avalia a hemostase e a fungédo
hepatica e ajuda na monitorizacdo de terapéutica com anticoagulantes orais. E importante na
detecdo de deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores da Via Extrinseca (fator VII) e da Via

Comum (fatores X, V, Il e fibrinogénio).

No resultado aparece, também o valor de INR (International Normalised Ratio), que ¢é a
razdo entre o TP do doente e o TP de controlo, elevada ao indice de sensibilidade internacional
(ISI). O ISl é determinado, comparando cada reagente com a tromboplastina padrdo definida pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). O valor de INR é importante no controlo de doentes

hipocoagulados (17).

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (aPTT) mede o tempo de coagulacdo do
plasma, depois da ativacdo dos fatores de contato (sem adi¢do do fator tecidular) e na presenca dos
fosfolipidos que padronizam o inicio da coagulagdo, pela rapida ativacdo do fator XII. Desta forma,
indica, globalmente, a eficicia da Via Intrinseca (fatores XII, XI, IX, VIII) e da Via Comum
(fatores X, V, Il e Fibrinogénio), ajudando na detecdo de deficiéncias congénitas ou adquiridas

destas Vias. E importante, também, no controlo de terapéutica com heparina.

Existem outras andlises relacionadas com a hemdstase, mas no laboratério de estagio sdo

feitas apenas estas e os D-Dimeros, noutro equipamento.

D-Dimero é uma proteina que fica aumentada no sangue, quando ocorre a fibrindlise. E um
parametro cujo doseamento é muito importante para despiste de Trombose Venosa Profunda (TVP)

e Tromboembolismo Pulmonar (TEP) (18).
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Para os estudos da coagulacdo a amostra de sangue é colhida para um tubo com
anticoagulante Citrato de Sodio na propor¢do 1:9 (anticoagulante: sangue), para obtencdo de
plasma. Apos a colheita, o tubo deve ser centrifugado a 3000 rpm, durante 15 minutos e deve ser
processado 0 mais rapido possivel para garantir a qualidade dos resultados.

O equipamento usado no laboratdrio é o Sysmex® Automated Blood Coagulation Analyzer
da série CA-500, que utiliza 0 método de detecdo foto-6tica de coagulos. Utilizando uma luz
vermelha (660 nm) para iluminar a mistura de plasma/reagente da amostra, o dispositivo deteta as
alteracBes na intensidade da luz dispersa devido a uma maior turvacdo a medida que o fibrinogénio
muda para fibrina. A curva de coagulacdo é desenhada, tomando o tempo e a intensidade da luz
dispersa como os eixos X e Y, respetivamente. O tempo de coagulacdo é determinado por um

método de detecdo de percentagens (19).

Foi possivel observar o controlo do equipamento e colocar amostras a analisar, sempre com

supervisdo.

Microbiologia

Neste setor estdo englobadas, também, a micologia, a bacteriologia e a parasitologia. E é 0

menos automatizado.

De um modo geral, o objetivo pretendido neste setor é verificar a existéncia de
microrganismos responsaveis por infecGes e doencas, fazendo a sua identificacdo para que seja

administrada a terapéutica adequada (20).

Diversos tipos de amostras chegam ao laboratoério: urina, fezes, expetoracdes, exsudados
vaginais/uretrais, exsudados nasofaringeos, exsudados de feridas, hemoculturas e outros produtos

biolégicos.

Algumas amostras séo colhidas pelo proprio utente, devendo serem-lhe dadas instrucoes
especificas de como proceder; a colheita deve ser feita para recipientes estéreis, devidamente

identificados e depois vedados, para evitar contaminacdes.

Aguando da triagem, no laboratério, é feito um exame macroscépico as amostras, em que
se observa a viabilidade e algumas caracteristicas das mesmas: aspeto, cor, quantidade, volume,

forma, turvagdo... Em seguimento, sdo feitos o exame cultural e o exame direto.
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O exame cultural consiste na sementeira em meios de crescimento com caracteristicas

especificas para determinado tipo de microrganismos. A tabela 4 enumera os diversos tipos de

meios de cultura existentes no laboratorio, assim como as espécies para as quais sdo seletivos.

Tabela 4 — Tipos de meios de cultura usados no laboratdrio e espécies para as quais sao seletivos

Meios de cultura

Espécies

Gelose Chocolate

Haemophilus 2 (HAE2)

Seletivo para isolamento das de Haemophilus spp.

Gelose Chapman 2 (MSA2)

Isolamento seletivo de Staphilococcus spp. (Staphilococcus

aureus forma col6nias amarelas).

Gelose Mac Conkey (MCK)

Isolamento seletivo de enterobactérias e Escherichia coli.

Meio Lowenstein-Jensen | Cultura de Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias.
(LJ-T)

Gelose de Chocolate | Isolamento seletivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
PolyViteX™ VCATS3 | meningitidis.

(VCA3)

Caldo Selenito F | Caldo de enriquecimento para as Salmonella.

(SELENITO F-T)

Gelose de Chocolate | Crescimento de estirpes exigentes dos géneros Neisseria e
PolyViteX (PVX) Haemophilus e de Streptococcus pneumoniae.

Gelose Sabouraud | Isolamento seletivo de leveduras e bolores.

Gentamicina Cloranfenicol 2
(SGC2)

Gelose Columbia + 5% de

sangue de carneiro (CQOS)

Isolamento de bactérias exigentes, como estreptococos e
Listeria. E possivel a revelagio de hemolise, devido & presenca
de sangue e também é adequado para o isolamento de bactérias

anaeroébias.

Gelose chromID® CPS® Elite
(CPSE e CPSO)

Isolamento, contagem e identificacdo bacteriana na urina.
Permite a contagem microbiana de bactérias através de
métodos de inoculagdo padronizados, identificacdo direta de

Escherichia coli e a identificagdo presuntiva das seguintes

18



espécies bacterianas: Enterococcus, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter, Proteus, Providencia e Morganella.

Gelose Hektoen (HEKT)

Isolamento seletivo de Salmonella e Shigella.

Gelose Campylosel (CAM)

Isolamento seletivo de Campylobacter.

Gelose CHROMID® Strepto
B (STRB)

Meio cromogénico seletivo para o rastreio de estreptococos do
grupo B (S. agalactiae).

Gelose Columbia ANC + 5%
de sangue de carneiro (CNA)

Isolamento seletivo de bactérias Gram-positivas exigentes.

Detecdo de hemdlises.

Caldo Todd Hewitt +
Antibiéticos (TODD H-T)

Caldo de enriquecimento seletivo destinado a detegdo dos
estreptococos do grupo B na mulher gravida. Também pode ser
utilizado para o enriquecimento dos S. aureus no ambito do

rastreio dos S. aureus resistentes a meticilina (MRSA).

Caldo
(BHI-T)

Coracédo-cérebro

Crescimento de microrganismos aerobios exigentes.

Depois de inocular a amostra no(s) meio(s) de cultura selecionados, estes tém de incubar. A

incubacdo tem, também, algumas condi¢fes que devem ser respeitadas consoante 0 que €

necessario para o crescimento do microrganismo em determinado meio: temperatura, tempo de

incubacdo, humidade e atmosfera.

Quando se verifica crescimento nos meios de cultura é importante fazer a identificacdo da

espécie do microrganismo. Em primeiro lugar faz-se a observacdo e contagem das coldnias: cor,

forma, cheiro, opacidade, alteracdo nos meios de cultura, elevacdo, hemdlise, etc. Existem algumas

provas bioquimicas que ajudam na identificacdo ou que orientam para outros tipos de estratégia de

identificagdo. Estas provas estdo descritas na tabela 5.
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Tabela 5 — Provas bioquimicas que auxiliam na identificacao de bactérias

Prova do
Indol e
TODA

As bactérias que possuem uma triptofanase, como a E. coli, degradam o triptofano,
libertando indol. Esta reacédo € revelada pelo aparecimento de uma coloracéo azul,
apos ser adicionado o reagente a uma colonia colocada em papel absorvente, numa
lamina. A partir de culturas em meios que contém triptofano, as bactérias que
possuem uma triptofano desaminase (TDA) degradam o triptofano libertando
acido indol-pirtvico. Esta reacdo é revelada pelo aparecimento de uma coloracéo
acastanhada, ou seja, TDA positivo como é o caso do Proteus mirabilis, apds ser

adicionado o reagente a uma colénia colocada em papel absorvente, numa lamina.

Teste da

Oxidase

Permite a detecdo da enzima citocromo oxidase das bactérias. Esta enzima é
caracteristica do género Neisseria e da maioria das espécies de Pseudomonas,
ambos oxidase positiva. Permite diferenciar de outros cocos negativos da familia
das enterobactérias, uma vez que é oxidase negativa. Na presenca de oxigénio na
atmosfera e de citocromo C, esta enzima oxida o reagente fenilenodiamina, para
formar um composto violeta, o indofenol — oxidase positiva em 10-60 segundos.

Citocromo ¢ reduzido — Citocromo ¢ oxidado

Teste da | Diferencia Staphylococcus spp. (catalase positiva) de Streptococcus spp. (catalase
Catalase negativa). Adicionar gostas de perdxido de hidrogénio (H.0;) a uma colo6nia
bacteriana e observar se ha ou néo libertacdo de oxigenio (O2).
H,O0, - H,O + O,
Na catalase positiva hé libertacdo de oxigénio (O2) na forma de pequenas bolhas.
Teste com | A espécie Streptococcus pneumoniae € geralmente sensivel a optoquina
optoquina | (aparecimento de halo de inibi¢a0), o que o distingue dos outros estreptococos a-
hemoliticos.
Teste da | Distingue Staphylococccus aureus (coagulase positiva) de outros Staphylococcus
Coagulase | spp. (coagulase negativa). Adiciona-se uma col6nia das bactérias em estudo a
plasma em citrato. Os resultados séo obtidos ap6s 4 horas de incubacéo a 37°C. Se
houver formacéo de coagulo é coagulase positiva.
Teste Esta € uma prova de aglutinacdo, constituida por latex sensibilizado por 1gG
Pastorex™ | (imunoglobulina G) e fibrinogénio, que detetam o fator de afinidade por proteina
Staph-plus | A e fibrinogénio, caracteristicos do Staphylococccus aureus.
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Figura 6 — Prova de coagulase positiva e teste Pastorex também positivo

A observacgdo ao microscépio, das bactérias, é, também, importante para a sua identificacdo
e para continuidade de escolha de estratégias rumo a identificacdo. Essa observacdo pode ser feita
de varias formas: preparacoes a fresco, preparacdes coradas pela coloracdo de Wright (ja descrita

anteriormente), pela coloracdo de Gram e pela coloracdo de Ziehl-Neelsen.

A coloracéo das bactérias é importante, pois sédo dificeis de observar ao microscopio devido

a auséncia de cor das mesmas, uma vez que o seu protoplasma é pouco refringente.

A coloracdo de Gram é uma técnica de coloragdo muito importante na microbiologia, que
permite, de forma rapida e simples, conhecer a forma das bactérias e, dependendo da cor com que
ficam, saber se sdo bactérias de Gram-negativo ou Gram-positivo. Estas informacdes sdo Gteis para

saber que outras estratégias se devem adotar para identificar a bactéria.

O principio basico da coloragdo de Gram envolve a capacidade da parede celular bacteriana
de reter o corante cristal violeta durante o tratamento com solvente. Microrganismos Gram-
positivos tém maior teor de peptidoglicanos na parede celular, enquanto organismos Gram-

negativos tém maior quantidade de lipidos.

O primeiro passo na coloragdo de Gram € o uso do corante cristal violeta. O passo seguinte,
também conhecido como fixagéo do corante, envolve o uso de lugol para formar o complexo cristal
violeta-iodo para evitar a facil remocéo do corante. Depois, um solvente de etanol e acetona é

usado para remover o corante.

Inicialmente, todas as bactérias absorvem o corante cristal violeta; no entanto, com o uso
do solvente, a camada lipidica dos organismos Gram-negativos é dissolvida. Com esta dissolucao,

eles perdem a coloragdo priméria. Em contraste, o solvente desidrata as paredes das células Gram-
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positivas, fechando os poros, impedindo a difusdo do complexo violeta-iodo e, assim, as bactérias
permanecem coradas de violeta. A duragdo da descoloragdo € um passo critico na coloragdo de
Gram, pois a exposi¢do prolongada a um agente descolorante pode remover todas as manchas de
ambos os tipos de bactérias. O passo final na coloracdo de Gram é o uso da coloragdo de fucsina
bésica, para dar cor rosa as bactérias Gram-negativas, para facilitar a sua identificacéo (21,22).

A coloracdo de Ziehl-Neelsen permite a coloracdo de bactérias alcool-acido resistentes,
como as micobactérias, que apresentam uma grande quantidade de lipidos nas suas paredes
celulares, tornando-se muito hidrofébicas e pouco permedaveis, o que lhes confere uma grande
resisténcia a antibiéticos e a descoloracdo descrita a seguir. Quando se adiciona o corante de
Fucsina em Fenol, aquecendo-o até libertar vapores, as micobactérias coram-se de vermelho. Essa
coloragdo resiste a descoloracdo com uma solucéo de Alcool e Acido Sulfdrico a 25%. Por esse
motivo, s&o conhecidas como Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR). As outras bactérias, que
ndo possuem as paredes celulares ricas em lipidos e coram de azul, pela coloracdo com Azul de

Metileno, na fase final (23).

Estas técnicas, que ajudam na identificacdo de alguns microrganismos, também d&o
informac6es importantes para os diferentes caminhos para a identificacdo que se devem seguir. Um
exemplo disso é a escolha das cartas de teste identificacdo (ID) e de sensibilidade aos

antimicrobianos (TSA) a utilizar no VITEK® 2 Compact, 0 equipamento existente no laboratorio.

O sistema VITEK® 2 é utilizado na identificacdo automatizada da maior parte dos
microrganismos aerdbios e anaerobios de relevancia clinica e espécies Corynebacterium, bacilos
fermentadores e ndo fermentadores Gram-negativos, microrganismos Gram-positivos,
microrganismos fastidiosos e leveduras e microrganismos similares. E, igualmente, utilizado nos
testes automatizados, quantitativos ou qualitativos, da sensibilidade aos antibioticos, de colénias
isoladas da maior parte dos bacilos aerébios Gram-negativos de relevancia clinica, Staphylococcus

spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. e leveduras.

Sdo, entdo, feitas suspensdes bacterianas de determinadas concentracBes, com culturas
puras, em solucéo salina, que, depois, vdo encher os pocos de teste das diferentes cartas: umas para
identificacdo de Gram-negativos, outras para identificacdo de Gram-positivos; umas para
determinar sensibilidades de Gram-positivos, outras para determinar sensibilidades de Gram-
negativos e outras para determinar sensibilidades de espécies especificas. As cartas de identificagdo
baseiam-se em métodos bioquimicos e em substratos desenvolvidos, que medem a utilizagdo da
fonte de carbono, a resisténcia e as atividades enzimaticas. Os testes de sensibilidade determinam,
quantitativamente, a concentracdo minima inibitéria (CMI), isto é, a concentracdo de um agente
antibiético necessaria para inibir o crescimento do microrganismo infecioso (24). De acordo as

normas EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), além da
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quantitativa, também pode ser uma determinagdo qualitativa: dando a bactéria em causa como
resistente (R), quando o antibidtico € ineficaz; intermédia (1), quando o antibi6tico pode ser ativo
em doses elevadas ou por maior exposi¢do de tempo; ou suscetivel (S), quando o antibidtico é
eficaz (25).

No laboratério, foi possivel observar e fazer todas as técnicas descritas, sempre com
supervisdo: foram feitas coloracGes, que foram observadas ao microscépio; foi feita a inoculagédo de
varios tipos de amostra, em diversos meios; foram preparadas as suspensdes de bactérias com
concentracOes especificas, para ser feita a identificacdo e TSA no Vitek, assim como a sua

introdugdo no mesmao.
Urina

As Infecbes do Trato Urinario (ITU) encontram-se entre as infecdes mais habituais em
ambiente clinico. A maioria destas infecGes sdo causadas por bactérias de Gram-negativo, sendo as
mais comuns aEscherichiacoliou as estirpes de Klebsiella, Proteus, Pseudomonas,
ou Enterobacter, mas outras espécies, como Staphylococcus e Serratia, estdo a tornar-se, também,
comuns. Apesar das ITU ndo serem habitualmente complicadas e poderem ser tratadas com
antibioticos, podem ser dolorosas e recorrentes. E, por isso, importante identificar o agente

pat6geno envolvido para orientar corretamente a antibioterapia (26).

Urina tipo |l e urocultura

As urinas em que é pedido urina tipo Il e bacterioldgico de urina, depois de triadas, sdo
vertidas para tubos de fundo conico, devidamente identificados. No laboratério, existem 2
equipamentos que fazem a leitura de alguns pardmetros bioguimicos na urina (tais como pH,
densidade, presenca de glucose, proteinas, cetonas, urobilinogénio, nitritos, bilirrubinas, sangue e
leucdcitos) e a contagem de algumas células: sdo o Aution Max™ AX-4280 e o Aution Jet™ AJ-

4270. Eles fazem a leitura automatica através das cores obtidas nas tiras Uriflet.

Depois disto, as urinas sdo centrifugadas a 1500 rpm, durante 5 minutos e o sedimento é
observado ao microscopio. Nesta observacdo sdo feitas as contagens de células epiteliais, de
leucdcitos, de eritrocitos e de cilindros e é verificada a existéncia de cristais (de acido Urico, de

oxalato de célcio, de uratos amorfos, etc.), de bactérias e de elementos leveduriformes.

As urinas com pedido de urocultura sio semeadas em Gelose chromID® CPS® Elite (CPSE
e CPSO). No laboratdrio, as placas sdo divididas a meio (cada placa da para duas amostras) e séo
usadas ansas de 1pL (microlitro) para inocular a urina, apds a sua homogeneizagdo. A placa é
devidamente identificada e incubada na estufa, a 35 + 2°C, durante cerca de 18 a 24 horas, em

aerobiose.
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A urocultura é dada como negativa se ndo houver crescimento microbiano ou se 0
crescimento for inferior a 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro), salvo
algumas excecdes. Quando se observam 3 ou mais espécies de bactérias, a urocultura é dada como

polimicrobiana e ndo valorizada.

A urocultura é dada como positiva e valorizavel: se a contagem semi-quantitativa de
coldnias é superior a 10° UFC/mL com cultura pura (>10° para Escherichia coli e Staphylococcus
saprophyticus, quando associadas a leucocitlria e quadro clinico compativel com ITU); se a
contagem semi-quantitativa é >10° CFU/mL e <10° UFC/mL, mas ha leucocitdria e sintomas de
infecdo urinaria; se a contagem semi-quantitativa ¢ >10° UFC/mL de duas espécies, em que uma
delas estd, claramente, em maioria e apresenta coldnias isoladas, num doente com leucocitiria e
quadro clinico compativel com infecdo urinaria; quando a amostra é obtida por puncdo e ha
crescimento de 10 ou mais bactérias por mililitro; existem outras situacdes cuja avaliacdo é feita

caso a caso, de acordo com o tipo de doente.

Quando ha crescimento bacteriano a valorizar, faz-se a observacdo das colonias. Se as
coldnias observadas tiverem aspeto de E. coli, é feito o teste do indol para confirmar. Se as colénias
tiverem aspeto de Proteus, é feito o teste de TDA. E sempre necessario executar o Gram antes de
qualquer procedimento e para saber que cartas escolher para os testes de identificacdo e TSA a

fazer no Vitek® 2 Compact.

Foi possivel fazer os passos todos para analises de urina, desde a triagem, a separagdo para
tubos de andlise, controlos de equipamentos e analise das urinas nos mesmos, centrifugacéo,
decantacdo e visualizacdo ao microscopio do sedimento, até a sementeira em meio CPSE e

preparacdo para identificacdo e TSA. Tudo supervisionado.

Teste de gravidez na urina

Usando um teste imunocromatogréafico, que deteta a presenca da hormona gonadotrofina

corionica humana (BhCG) na urina, € possivel verificar se uma mulher estd ou ndo gravida.

Pesquisa de drogas na urina

E possivel detetar a presenca de drogas na urina, para aferir o seu consumo nos dias
anteriores. A colheita da urina é feita na presenca do técnico, para dois frascos estéreis, que séo
identificados e selados. O utente tem de preencher e assinar um documento de consentimento da
pesquisa. Quando chegam ao laboratério, depois de triados, um dos frascos é congelado durante 3
meses, na eventualidade de ser necessaria uma contraprova. O outro frasco é utilizado para a

pesquisa.
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Sdo0 usados testes de imunocromatografia para pesquisa de: canabinoides, opiéaceos,

cocaina, anfetaminas, entre outros.
Fezes

O cancro colorretal € o terceiro tipo de cancro mais comum, tanto em homens como em
mulheres. Numa fase inicial, este tipo de cancro ndo apresenta sintomas. A determinacdo de sangue
fecal derivado de problemas gastrointestinais tem sido importante para um diagndstico precoce
deste tipo de cancro.

As infegBes gastrointestinais podem dever-se a bactérias, parasitas ou virus. Os
microrganismos causadores mais comuns sdo Staphilococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., E. coli, Campylobacter spp. e 0 parasita
Giardia lamblia. E importante questionar o paciente, que apresente sintomas, que alimentos ingeriu

nos ultimos dias, se viajou para o estrangeiro e se tem historico de infe¢des gastrointestinais.

A primeira abordagem, neste tipo de amostras, € 0 exame macroscopico, no qual é

importante verificar a consisténcia, a cor, a presenca de muco e/ou sangue ou de parasitas.

Pesquisa de sangue oculto nas fezes

O teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes é um teste imunocromatografico que deteta

a presenca de hemoglobina humana nas fezes, em apenas 10 minutos.

Pesquisa de antigénio de Rotavirus e Adenovirus

E, também, um teste imunocromatografico que permite a pesquisa de antigénios de

rotavirus e adenovirus nas fezes.

Coprocultura

A pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp. é muito comum quando ha suspeita de
infecdo gastrointestinal. Em primeiro lugar, usa-se o caldo de enriquecimento de Selenito,
colocando uma pequena porcdo de amostra de fezes dentro do frasco. Vai para a estufa, durante 18
a 24 horas, a 35 + 2°C. Ap0s este tempo, faz-se a inoculagdo no meio gelose Hektoen e incuba
durante mais 24 horas. Se houver crescimento de colénias valorizavel, sobretudo Salmonella spp., a
placa é enviada para o laboratorio central para ser feita a respetiva identificagdo, serotipagem e

TSA. Fazem-se, também, duas laminas, uma com coloracéo de Wright e outra de Gram.

Pode, ainda, ser pedida a pesquisa de Campylobacter spp.. Neste caso, a amostra é repicada
para a gelose Campylosel, apo6s fazer suspensdo em solugdo salina, e é incubada na estufa, durante
48 horas, em atmosfera microaerofilica (5% de oxigénio, 10% de diéxido de carbono e 85% de

azoto).
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Parasitol6gico de fezes

O exame parasitoldgico caracteriza-se pela pesquisa de parasitas com a observagdo ao
microscopio de ovos, quistos ou parasitas. O utente deve ser alertado para, trés dias antes da
colheita, evitar ingerir substancias gordas, sobretudo 6leos laxantes e supositdrios; alimentos que
deixem muitos residuos, como frutas de cuticulas resistentes (tomates, péssegos), grdos de
envelope duro (ervilhas, feijdo, lentilhas) e legumes secos; produtos opacos utilizados em exames
radioldgicos (em especial sais de bario), composi¢des farmacéuticas com carvdo vegetal e sais de
magnésio e calcario, que alteraram a cor das fezes. Devem ser feitas trés colheitas em trés dias
consecutivos, pois o0s parasitas podem ndo ser expelidos todos os dias, e devem ser conservadas

num recipiente hermético a 4°C, caso nao possam ser entregues de imediato no laboratorio.

No laboratdrio, é utilizado um kit de concentracdo de ovos/parasitas fecais, que utiliza a
técnica de sedimentacdo, usando formalina e acetato de etilo. Uma pequena amostra de fezes é
adicionada ao tubo com formalina e feita suspensao; em seguida adiciona-se o acetato de etilo; um
tubo de filtracdo/sedimentacdo é enroscado no primeiro, que € invertido, de modo que a suspensao
passe através do filtro; deixar repousar a temperatura ambiente durante 5 minutos e, de seguida,
centrifugar durante 10 minutos, a 1500 rpm; descartar o sobrenadante e adicionar uma gota de lugol

para observar ao microscépio entre lamina e lamela.

Durante o estagio foi possivel observar quistos de Entamoeba coli, numa amostra de fezes,

que é um protozoario comensal ndo patogénico (Figura 7).

Figura 7 — Fotografia tirada no laboratdrio de estagio. A seta indica um quisto de Entamoeba coli.
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Amostras do trato genital

Existem varias infecOes do trato genital que podem ser comuns tanto ao homem como a
mulher, tais como a gonorreia (Neisseria gonorrhoeae), a sifilis (Treponema pallidum), a
clamidiose genital (Chlamydia trachomatis), entre outras. As vaginites (Trichomonas vaginalis e
Candida albicans) e vaginoses bacterianas (Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., Bacteroides
spp. e Prevotella spp.) sdo infecGes, apenas, do trato genital feminino e as mais comuns no homem
sdo a uretrite gonocdcica e ndo-gonocacica, prostatite e ulceracdo do pénis.

Exsudado vaginal e uretral

Ambos sdo colhidos com zaragatoas com meio de transporte de Amies. Diretamente com
uma das zaragatoas colhidas fazem-se trés ldminas: uma para a preparacao a fresco, com o objetivo
de observar o movimento de Trichomonas vaginalis, outra com coloragdo de Gram, para verificar a
predominancia de algum tipo morfoldgico e a ultima com coloracdo de Wright, para a observacao

de células epiteliais, leucdcitos, eritrécitos, fungos, parasitas.

Os exsudados sdo inoculados nos meios PVX, VCA3, CNA (os vaginais também em
SGC2) e incubam a 37°C, durante 48 horas. Os meios PVX e VCA3 ficam em atmosfera de
diéxido de carbono (CO,).

Pesquisa de Strepto B

As mulheres gravidas colonizadas com Streptococcus agalactiae (estreptococos do grupo
B), a nivel da vagina e do reto, ttm um elevado risco de infetar o recém-nascido, durante o parto.
Assim, no 3° trimestre de gravidez, entre a 34% e 372 semana, faz-se a colheita, com zaragatoas
vaginais e anais. E usado o meio de enriquecimento Todd Hewitt que fica na estufa, durante 24
horas a 37°C. Depois, é repicado para gelose STRB que é incubada a 37°C, em atmosfera com CO»,
durante 48 horas. Crescendo uma col6nia redonda, de cor rosa-palido a vermelho, o resultado é
dado como positivo para que a utente faga profilaxia (penicilina) antes do parto. Durante o estégio,

foi possivel observar alguns casos positivos (Figura 8).
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Figura 8 — Fotografia tirada a uma placa STRB, com col6nias cor-de-rosa escuro (rodeadas).

Amostras do trato respiratorio

O trato respirat6rio é composto pelo trato respiratério superior (cavidade nasal, faringe e
laringe) e trato respiratdrio inferior (traqueia, brénquios e pulmdes). Existem barreiras naturais as
infecOes do trato respiratorio, tais como a sua anatomia, a existéncia de pelos nasais, a
humidificacdo das fossas nasais e a flora normal existente na nasofaringe e na orofaringe, que
dificultam a proliferacdo e invasdo de microrganismos patogénicos. Ao contrario da maior parte
das regides do trato respiratorio superior, a traqueia, bronquios e pulmdes estdo, normalmente,
isentos de colonizagdo por bactérias comensais e potencialmente patogénicas. No entanto, quando

as defesas do individuo séo afetadas, podem surgir infegdes.

As infecbes do trato respiratorio inferior acontecem quando as barreiras do trato
respiratorio superior sdo ultrapassadas. A inalagdo de aerossois infeciosos, tais como o bacilo da
tuberculose e o da tosse convulsa, ou a aspiragdo de conteldos orais/gastricos e a disseminagdo
hematogénica sdo as maneiras disso acontecer. As infecBes mais comuns sdo a bronquite ou
bronquiolite, pneumonia, legionelose ou doenca do legionario e empiema. Na maioria dos casos, a
infecdo primaria é provocada por um virus, mas, frequentemente, ocorre a infecdo secundéria
bacteriana, provocada por um germe patogénico proveniente da nasofaringe, normalmente
Haemophilus influenzae, mas também podem ser Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa.
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Exsudado nasofaringeo

Uma das infe¢Ges do trato respiratorio superior é a faringite. A causa mais comum & viral,
no entanto, o agente etiol6gico mais isolado na faringite bacteriana é o estreptococo do grupo A
beta hemolitico, S. pyogenes. O seu diagnodstico precoce e tratamento reduz a gravidade dos

sintomas e a ocorréncia de complicacdes.

No laboratério de estagio, o exame para a detecdo de Streptococcus spp. do grupo A, é um
teste rapido que se baseia no método imunocromatografico e deteta, qualitativamente, o antigénio
estreptocdcico do grupo A, a partir de amostras colhidas da garganta, com zaragatoa. O resultado é
obtido em apenas cinco minutos e € dado como positivo ou negativo. Este teste ja foi referido na
Tabela, assim como outros semelhantes, para detecdo de antigénios de virus (Influenza, Virus

Sincicial Respiratério, SARS-Cov-2), utilizando secre¢Bes nasofaringeas.

Muitas vezes, a colheita nasal destina-se a detetar portadores séos, pois sao fontes de
contagio, e ndo ao diagnostico. Com a zaragatoa nasal pode ser feita a pesquisa de eosindfilos, em

que ¢ feita, apenas, uma lamina corada com a coloragdo de Wright.

Pode fazer-se a pesquisa de MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) em que

se usa 0 meio de cultura MSA2, com disco de cefoxitina.

O exame bacterioldgico do exsudado nasofaringeo, que é normalmente orientado para a
pesquisa de S. pyogenes, salvo no caso de existir pedido especifico para pesquisa de outro agente,
consiste na inoculacdo em meio de cultura COS, no qual é colocado um disco de bacitracina (se
houver crescimento com halo é provavel que seja S. pyogenes) e fazem-se duas laminas coradas

com Gram e Wright.

Expetoracéo

Este é o produto bioldgico mais frequentemente submetido a analise bacterioldgica, quando
se fala de infe¢Bes do trato respiratorio inferior. E importante avaliar a qualidade e quantidade do
produto, uma vez que a sua colheita é dificil. A expetoragdo, devido a uma infegdo bacteriana, é
purulenta e contém material opaco, verde ou amarelo, assim como secre¢cdo mucoide. Deve ser
colhida de manhd, pois é quando est4d mais concentrada e o individuo deve expetorar com tosse

profunda e, caso ndo consiga expetorar, a amostra deve ser aspirada com a ajuda de um aparelho.

A expetoracdo é inoculada nos meios CNA, COS, HAE2 e MacConkey. Os meios CNA,
COS e HAE?2 séo incubados a 37°C, durante 48 horas, em atmosfera de CO.. Na gelose de CNA
adiciona-se um disco de optoquina. A espécie S. pneumoniae é sensivel a este antibidtico, o que o
distingue dos outros estreptococos a-hemoliticos. Se houver crescimento a volta do disco é

resistente e ndo se trata de S. pneumoniae, em contrapartida, se aparecer halo de inibicdo, é muito
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provavel que seja este 0o microrganismo responsavel pela infecdo. Séo feitas duas laminas, uma
com coloracdo de Wright e outra com coloracdo de Gram. Em caso de crescimento de coldnias, é
feita a respetiva identificagéo e TSA.

E feita, também, a descontaminacio da expetoracdo, de modo a fluidifica-la e a eliminar a
flora comensal, favorecendo a pesquisa de micobactérias. Para isto, é preparada uma mistura de L-
cisteina, que é um agente mucolitico de acdo rapida, e de cloreto de benzalcénio, que destroi a
maioria dos microrganismos, exceto as micobactérias. A expetoragdo é adicionado igual volume
desta mistura e homogeneiza-se bem. Fica a temperatura ambiente entre 15 e 45 minutos. De
seguida, é adicionado e misturado 0 mesmo volume de tampédo fosfato, que neutraliza o pH e vai a
centrifugar durante 20 minutos, a 3000 rpm. O liquido sobrenadante é usado para fazer uma lamina
com coloracdo de Ziehl-Neelsen e, ao sedimento, é adicionada albumina bovina, que age como um

agente protetor. Faz-se a inoculagdo em meio Lowenstein-Jensen.

Durante o estagio, houve oportunidade de fazer a descontaminacdo de expetoragdes, assim

como as inoculagoes.
Caso clinico 2

Chegaram ao laboratério trés amostras de expetoracdo de um utente do sexo masculino,
com 73 anos de idade. Como foram entregues todas no mesmo dia e apresentavam o mesmo aspeto

macroscapico, juntaram-se.

Foram feitas 1dminas com coloracdo de Gram e de Wright. A expetoracdo foi inoculada nos
meios COS (com disco de optoquina), HAE2 e MacConkey. Os meios COS e HAE2 foram
incubados a 37°C, durante 48 horas, em atmosfera de CO,. A expetoracdo foi descontaminada e

feita a lamina com coloracdo Ziehl-Neelsen e a inoculacdo em meio Lowenstein-Jensen.

A observacdo das laminas detetou muitos leucdcitos, alguns cocos, predominéncia de
bacilos Gram-negativo e fungos, entdo semeou-se em SGC2 (Gelose Sabouraud Gentamicina
Cloranfenicol 2), onde cresceram Aspergillus fumigatus (Figura 9); o crescimento verificado no
meio COS ndo foi valorizado, pois ndo havia um destacamento de um tipo de col6nias e também
ndo havia halo a volta do disco de optoquina (Figura 10); do meio MCK foi feita a repicagem de
uma colénia para CPSE, que, ap6s incubacdo, identificacdo e TSA, se verificou ser uma Klebsiella

oxytoca (Figura 11).

O resultado é possivel ser observado na Figura 12, positivo para Klebsiella oxytoca,

sensivel a amoxicilina/acido clavulanico, a trimetoprim/sulfametoxazol e a ciprofloxacina.
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Figura 9 — Aspergillus fumigatus observado no laboratorio. A esquerda, em meio SGC2 e a direita observado

ao microscopio.

Figura 10 — Meio COS com crescimento de varias colénias e com disco de optoquina.

Figura 11 — Crescimento de Klebsiella oxytoca em meio MCK (a esquerda) e CPSE (& direita)
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Figura 12 — Relatério emitido pelo laboratério com o resultado da expetoragdo. O resultado é o

mesmo para as trés amostras, pois foram analisadas todas juntas.

Feridas

As infecdes das feridas podem ser enddgenas (provocadas por microrganismos que habitam
noutra regido do corpo do doente) e exdgenas (a fonte do microrganismo infetante é exterior ao
corpo do doente). Ja as infegBes dos tecidos moles estdo, geralmente, associadas a produgdo de pus
e as bactérias que as provocam sdo designadas por piogénicas, tais como S. aureus e S. pyogenes.

As amostras chegam ao laboratdrio em zaragatoas ou frascos/seringas com pus.

Zaragatoas de feridas

Faz-se suspensdo em solugéo salina, [amina com coloragdo de Gram e outra com coloragdo
de Wright. A inoculacéo é feita em meio MCK e CNA, incubando a 37°C, durante 48 horas (CNA
em atmosfera de CO,). Quando ha crescimento bacteriano no meio CNA, procede-se ao teste da
catalase, para diferenciar estafilococos (catalase positiva) de estreptococos (catalase negativa) e,
consoante o resultado, continua-se a identificacdo bacteriana e fazem-se 0s respetivos testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos.

Pus

Sdo feitas ldminas com coloracdo de Gram e de Ziehl-Neelsen e sdo inoculados 0s meios de
cultura PVX, COS, MCK e caldo BHI a incubar durante 48 horas, a 37°C (PVX e COS em
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atmosfera de CO>). Se houver desenvolvimento bacteriano continuam-se os procedimentos para a
identificagdo e respetivos TSA. Se, ao fim de 24 a 48 horas, houver crescimento no caldo BHI, que
é revelado pela turvacdo do liquido sobrenadante, mas auséncia de desenvolvimento nas placas,
deve examinar-se a cultura do caldo ao microscopio e obter subculturas em aerobiose e

anaerobiose.
Sangue — Hemocultura

O sangue é, normalmente, estéril. As infecBes da corrente sanguinea causam a morte, por
isso, a detecdo de microrganismos e a sua identificacdo é essencial no tratamento dos doentes. Nas
hemoculturas, uma amostra de sangue é incubada num meio que promove o crescimento dos
microrganismos. As condicdes de colheita sdo determinantes na obtencdo de resultados, pois
podem ocorrer contaminagdes (27). No laboratério, a maioria das hemoculturas é da urgéncia,

sendo colhida pelos enfermeiros do hospital.

Figura 13 — Frascos para hemoculturas.

Fonte:  https://enfermagemilustrada.com/2017/04/30/hemocultura-o-tecnico-de-enfermagem-pode-

colher/

Quando a amostra chega ao laboratério, € triada e os frascos sdo introduzidos no
equipamento BD Bactec™ FX40, durante 5 dias. Este equipamento, com sistema automatizado e
extremamente sensivel, deteta indicios precoces de desenvolvimento bacteriano, através de
fluorescéncia. Quando é detetada proliferacdo de microrganismos, a posi¢do onde o frasco positivo
estd, pisca a vermelho e este deve ser retirado. Depois de homogeneizado, passa-se alcool etilico na

abertura do frasco e insere-se uma agulha prépria.

Sdo feitas 1dminas com coloragdo de Gram, para observagdo microscopica imediata, pois o
aspeto morfoldgico pode orientar na escolha do antibi6tico inicial. Os meios de cultura a inocular
sdo COS e PVX, que vdo para a estufa durante 48 horas, numa caixa com gerador de CO,. Caso
haja crescimento, deve-se valorizar o isolamento das estirpes, prosseguindo para a identificagdo e

testes de suscetibilidade aos antibiogramas.
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Apo6s cinco dias, na maioria dos casos, se as hemoculturas ndo positivarem da-se o

resultado como negativo.

E importante referir que todas as inoculacdes e manuseamentos das amostras, na area da
microbiologia, devem ser feitos na camara de fluxo laminar, e o profissional deve estar

devidamente equipado e com luvas.

Caso clinico 3

Menina de 2 anos, com fibrose quistica. Hemocultura colhida na urgéncia positivou. Foi
feita lamina com coloracdo de Gram, que revelou a presenca de cocos Gram-positivos (Figura).

Esta informacéo foi imediatamente dada ao médico que requisitou a analise.

Foi feita a inoculacdo em meio COS e, apds incubacdo em meio de CO,, houve
crescimento de col6nias (Figura 14) e foi feita a identificacdo e respetivos TSA, revelando

Streptococcus pneumoniae.

Figura 14 — Lamina com colora¢do de Gram, de hemocultura positiva, que revela cocos Gram-
positivos (a esquerda). Crescimento de Streptococcus pneumoniae em meio COS inoculado com hemocultura

positiva (& direita).

E importante referir que todas as inoculagdes e manuseamento de amostras devem ser

feitos na camara de fluxo laminar.
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No laboratério, durante o estdgio, houve oportunidade de integrar todas as &reas la

existentes, assim como, observar e executar todos os procedimentos envolvidos.
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Concluséao

A passagem pelo Laboratério Germano de Sousa foi muito importante. O contato com o
dia-a-dia no laboratorio de andlises clinicas, a integracdo da rotina e a observagdo de perto de todas

as técnicas efetuadas permitiu um maior entendimento e compreensdo da parte tedrica.

Muitas vezes, ndo é dado o devido valor ao trabalho realizado num laboratério de analises
clinicas. A responsabilidade e o rigor que os profissionais desta area tém de ter é enorme, pois,

qualquer pequeno erro pode prejudicar a saude do utente.

Os resultados das analises clinicas devem ser interpretados por profissionais, juntamente
com a avaliagdo de outros exames e informagdes clinicas do utente. Por vezes, resultados fora dos
intervalos de referéncia, ndo séo significativos no contexto clinico do utente e, outras vezes, é

necessaria confirmacdo com avaliagdo de outros parametros.

O estagio curricular € muito importante para um mestrando consolidar os conhecimentos

adquiridos, para adquirir novos e para perceber que vai estar sempre a aprender.
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