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RESUMO

Um laboratorio de analises clinicas desempenha, sem qualquer duvida, um papel
relevante ao fornecer informagoes cruciais sobre o diagndstico, prognostico e terapéutica. Tal
informacgao é conseguida a partir da andlise de diferentes produtos bioldgicos (p. ex. sangue,
urina, etc.), que possibilitam a determinagao de uma vasta gama de parametros analiticos.

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, uma comunidade hospitalar
direcionada para as doengas do foro oncologico, foi o local selecionado para a realizagao do
Estagio Curricular. Este relatorio realca, portanto, o impacto que o Servico de Patologia
Clinica tem nesse tipo de patologias, permitindo o diagnostico e seguimento do doente
oncolégico.

O principal objetivo deste relatério de estdgio prende-se com a descricao das
atividades desenvolvidas durante o estagio nas diferentes areas que constituem o Servigo de
Patologia Clinica: Bioquimica, Hematologia, Imunologia/Hormonologia e Microbiologia. Essas
atividades incorporam a rotina laboratorial, a metodologia dos diferentes parametros
analiticos e ainda o controlo de qualidade.

Neste relatorio destacam-se as areas da Microbiologia e da Imunologia/Hormonologia,
sendo estas as valéncias selecionadas para aprofundamento, havendo também uma breve

descricao das restantes areas.

Palavras-chave: Analises clinicas, Microbiologia, Imunologia, Hormonologia, Bioquimica,

Hematologia, Controlo de qualidade.
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ABSTRACT

A clinical analysis laboratory plays, without any doubt, a relevant role in providing
crucial information on diagnosis, prognosis and therapy. Such information is obtained from the
analysis of different biological products (eg blood, urine, etc.), which enable the determination
of a wide range of analytical parameters.

Coimbra’s Portuguese Oncology Institute, a hospital community focused on the
diseases of the oncological forum, was the place selected for the accomplishment of the
Curricular Internship. Therefore, this report emphasises the impact that the Clinical Pathology
Service has in this type of diseases, allowing the diagnosis and follow-up of the cancer patient.

The main purpose of this internship report is to describe the activities developed
during the internship in the different areas that constitute the Clinical Pathology Service:
Biochemistry, Hematology, Immunology/Hormonology and Microbiology. These activities
involve the laboratory routine, the methodology of the different analytical parameters and also
the quality control.

This report highlights the areas of Microbiology and Immunology/Hormonology, which
were the ones selected for further study, and there is also a brief description of the remaining

areas.

Keywords: Clinical analysis, Microbiology, Immunology, Endocrinology, Biochemistry,

Hematology, Quality control.
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INTRODUCAO

As neoplasias oncoldgicas retratam um grupo de doengas atualmente responsaveis por
uma grande percentagem de mortalidade a nivel mundial. Ingratas e incapacitantes para o
doente, estas doengas requerem uma necessidade extensiva de cuidados médicos e também
de apoio moral. O ato de lidar diariamente com estas doengas, aperceber-se das mudangas
fisicas, efetuar os tratamentos e aceitar a fatalidade é muitas vezes desgastante para os
pacientes oncoldgicos. Permanece, entao, a necessidade continua da evolu¢ao da tecnologia,
com vista a serem investigadas novas formas de prevenir, detetar e fornecer o tratamento
mais adequado a cada caso de cancro, sempre com o intuito de melhorar a qualidade de vida
destas pessoas.

As andlises clinicas sao uma ferramenta crucial na detecao, diagnostico, progndstico e
follow-up dos pacientes oncologicos. A partir de uma simples amostra biologica, é possivel
reproduzir um resultado analitico que nos fornece um panorama geral acerca do estado de
salde de uma pessoa. Analisando esses resultados em conjunto com a respetiva informagao
clinica e com outros exames auxiliares de diagnostico, é possivel obter uma estimativa do
intervalo livre de doenga, bem como auxiliar a direcionar a terapéutica de modo a
proporcionar uma melhor qualidade de vida a estes pacientes.

No ambito do Estagio Curricular do Mestrado de Anilises Clinicas, foi-me possibilitado
integrar, durante 6 meses, a equipa laboratorial que constitui o Servigo de Patologia Clinica
(SPC) do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG). Durante
esse periodo tive o prazer de concretizar a minha primeira experiéncia laboratorial no mundo
real: realizar a rotina laboratorial, obter novos ensinamentos, aplicar os conhecimentos
teodricos obtidos durante o mestrado e, nao menos importante, interpretar os resultados
obtidos de modo a reproduzir uma validagao biopatologica fidedigna.

O SPC encontra-se dividido em quatro setores, sendo eles os setores de Bioquimica,
Hematologia, Imunologia/Hormonologia e Microbiologia. As areas da Microbiologia e da
Imunologia/Hormonologia sempre me fascinaram ao longo do meu percurso académico, pelo
que foram essas as duas valéncias que selecionei para aprofundamento neste relatorio de
estagio.

No que toca as doengas oncologicas, a relevancia do setor de
Imunologia/Hormonologia é grande, nomeadamente no estudo dos marcadores tumorais,
sendo capaz de nos fornecer informagoes relevantes para o estadiamento e prognostico da

doenca, assim como da eficacia terapéutica.



A Microbiologia, por outro lado, prende-se com a identificagao de microrganismos que
possam causar infegoes nos doentes oncologicos, tendo em atengao que se tratam de
individuos imunocomprometidos, e portanto, mais suscetiveis a infegoes microbioldgicas.

Quanto aos setores da Bioquimica e Hematologia, é descrito de forma sucinta a rotina
laboratorial e as metodologias a que recorrem.

Finalizando, também é destacado o Controlo de Qualidade que se efetua no SPC do

IPOCFG, uma vez que garante a obtengao de resultados analiticos fidedignos e precisos.



CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O SPC encontra-se situado no Edificio da Oncologia Médica e Laboratorios e esta sob
a responsabilidade do diretor de servigo Dr. Frederico Valido, envolvendo uma equipa de 34
pessoas com diferentes formagoes de base, desde médicos, farmacéuticos, bioquimicos,
bidlogos e técnicos superiores de diagndstico e terapéutica, assim como pessoal administrativo
e também auxiliar.

Quando um utente se dirige a rececao deste piso, o pessoal administrativo da
secretaria € o responsavel por documentar os dados do utente e, com base nas requisigoes
médicas, registar no programa informatico Modulab*(Werfen) quais as andlises a efetuar por
parte dos diferentes setores. Assim sendo, é atribuido a cada utente um numero de
identificagao composto por 9 digitos, que engloba a data da colheita e o nUmero da amostra
dessa mesma data (p. ex. 190204153); e que facilita o fluxo das amostras no laboratorio,
constituindo, portanto, uma etapa fundamental da fase pré-analitica.

Aquando a chamada do seu nome, o utente dirige-se a sala das colheitas para que os
técnicos superiores de diagnodstico e terapéutica possam efetuar a colheita de sangue para os
contentores adequados, consoante as analises previamente requisitadas pelo médico. Quanto
aos doentes internados no IPOCFG, as suas amostras sao colhidas e depois enviadas para o
SPC, passando também pelo registo na secretaria. Por norma, sio colhidas em média 350
amostras por dia.

Apods a realizagdo das colheitas, os contentores sio devidamente etiquetados e,
juntamente com a propria requisicao, sao distribuidos pelos setores — Hematologia,
Microbiologia, Bioquimica e Imunologia/Hormonologia — onde se procede de imediato ao
registo da amostra e ao seu correto processamento analitico. Cada um destes setores possui
os seus equipamentos e tecnologias, conforme demonstrado nas tabelas enumeradas de | a 4.

No setor de Hematologia predominam as amostras de sangue total, plasma e medula
ossea. Relativamente ao setor de Microbiologia, existe a maior variedade de amostras,
podendo elas ser de urina, expetoragao, lavados bronquicos, fezes, sangue total
(hemoculturas), pontas de cateter, exsudatos (vaginal, pleural, purulento), fineros e raspados
de pele. No que toca aos setores de Bioquimica e de Imunologia/Hormonologia, os produtos
biologicos mais comuns incluem o soro e plasma, podendo também surgir outros tipos de

produtos (urina, liquido, ascitico, liquido cefalorraquidiano, etc.).

* Este programa informatico permite o acesso aos processos dos utentes, desde todas as solicitagoes analiticas
até a emissao dos resultados definitivos.



Tabela | - Equipamentos e respetivas fungoes presentes no setor de Hematologia.
Hematologia
Equipamento (Casa comercial) Funcao
Aerospray 7150 Slide Stainer ; )
Coloragao de esfregagos sanguineos

Centrifuge (Wescor)

Coulter LH 750 Analyzer (Beckman Coulter) Hemograma

Spiramix 10 (Denley) Homogeneizagao das amostras

Testl BCL (Alifax) Velocidade de sedimentagao

ACL Top CTS 500 (Instrumentation
Provas de coagulagao

Laboratory)

Microscépio otico (Leitz Laborlux S) Observagao de esfregagos sanguineos
Cytomics FC500 (Beckman Coulter) Imunofenotipagem (citometria de fluxo)
GeneXper® (Cepheid) Detecao do gene BCR-ABL por PCR em

tempo real

Tabela 2 - Equipamentos e respetivas fungdes presentes no setor de Microbiologia.

Microbiologia

Equipamento (Casa comercial) Funcao
Bactec™ 9050 Blood Culture System (BD) Armazenamento e estufa de hemoculturas

Atmosfera protetora para manipulagao de
Camara de fluxo laminar (Forma Scientific)
amostras microbioldgicas

Contagem de elementos figurados no
Miditron®ST (Mannheim Boehringer)
sedimento urinario

Cobas® u411 (Roche) Analise sumaria da urina

) ) Observacao do sedimento urinario e
Microscopio otico (Leitz Laborlux K)
esfregagos bacterianos

Detecao de DNA bacteriano por PCR em
GeneXpert® (Cepheid)
tempo real

Identificagdo dos microrganismos e estudo
Vitek®2 Compact 15 (BioMérieux)
da suscetibilidade antimicrobiana



Tabela 3 - Equipamentos e respetivas fungoes presentes no setor de Bioquimica.

Bioquimica Clinica

Equipamento (Casa comercial) Funcao
Cobas® 6000 c501 (Roche) Autoanalisador
Cobas® 4000 c3 11 (Roche) Autoanalisador
ABL800® Flex (Radiometer) Calcimetro (Ca” ionizado)
AQT90® Flex (Radiometer) Autoanalisador (marcadores cardiacos)
RAPIDChem® 744 (Siemens) lonogramas
RAPIDLab® 1265 (Siemens) Gasometrias

o Quimica seca por tiras-teste reativas
Reflotron® Plus (Roche)

(confirmagao de resultados)

Tabela 4 - Equipamentos e respetivas fungoes presentes no setor de Imunologia/Hormonologia.

Imunologia/Hormonologia

Equipamento (Casa comercial) Funcao
VersaCell X3® System (Siemens) Distribuicao de amostras
Immulite® 2000 XPi (Siemens) Autoanalisador
Advia Centaur®XP (Siemens) Autoanalisador
Mago4® Plus (Diamedix Corporation) Autoanalisador (autoimunidade)
Liaison® (DiaSorin) Autoanalisador
Viva-E® (Siemens) Autoanalisador
Cobas®6000 e601 (Roche) Autoanalisador

Brahms Kryptor® Compact Plus
Autoanalisador

(ThermoFisher Scientific)

BN ProSpec® (Siemens) Autoanalisador

Optilite® (Binding Site) Autoanalisador

UniCAP™ |00 (ThermoFisher Scientific) Autoanalisador (autoimunidade)

Wizard 1470 Gamma Counter (Wallac) Contador de radiagao gama

Hydrasys® (Sebia) Eletroforese de proteinas e Imunofixagao



ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

. BIOQuUIMICA

O setor de Bioquimica encontra-se sob a responsabilidade do Dr. Luis Nina, Assistente
Hospitalar Graduado Especialista em Patologia Clinica. Trata-se de um setor bastante
automatizado e cuja relevancia se prende com a analise bioquimica e metabdlica de varios
orgaos, sendo mais comum a avaliagao dos parametros hepaticos, renais e cardiacos.

Grande parte das amostras enviadas para este setor sao de sangue total, colhidos para
tubos revestidos com silica, sem anticoagulante e com esferas de silica procoagulantes, que
promovem a ativagao da cascata da coagulacao. Apos o registo dos tubos, estes sao sujeitos a
uma centrifugacao (3000 rpm durante |0 minutos) para se obter o soro sanguineo, sendo este
o fluido biologico mais usado neste setor na determinagao dos diversos parametros
bioquimicos (ides, enzimas, proteinas).

Para além do soro, podem também ser recebidos tubos de sangue total com acido
etilenodiamino tetra-acético tripotassio (K;-EDTA), utilizados para a determinagao da
hemoglobina glicada (Hb Alc) e marcadores cardiacos, assim como seringas com heparina
balanceada, usados na colheita de sangue arterial para a determinagao do calcio ionizado e
gasometria.

Existem outros fluidos que surgem com menos frequéncia, como por exemplo liquido
cefalorraquidiano (LCR), liquido ascitico, liquido pleural, urina pontual e urina das 24 horas;
que sofrem um tratamento prévio (homogeneizagao e centrifugagao) antes de serem
processados. A Tabela 5 mostra os parametros bioquimicos avaliados em cada equipamento

e qual o método usado na respetiva determinagao.

Apo6s o doseamento dos parametros, os valores obtidos sao enviados para o programa
informatico Modulab, de modo a efetuar-se a validagao biopatoldgica e a emissao do boletim

de resultados para o clinico.

Durante a minha passagem por este setor, foi-me permitido acompanhar todo o
percurso das amostras, desde o seu registo inicial até ao processamento no respetivo
equipamento. Presenciei alguns momentos da validagao biopatoldgica, com o intuito de

correlacionar os valores obtidos com o histérico clinico do utente.



Tabela 5 - Equipamentos do setor de Bioquimica do IPOCFG, com os respetivos parametros analisados

e método de detegao.

Metodologia Parametros analisados

Cobas® 6000 c501 (Roche)

Ureia, Glicose, Lactato desidrogenase, lao amonia,
Enzimatico Creatinina cinase, Alanina aminotransferase, Aspartato
aminotransferase
Potenciometria indireta Na', K*, CI
Turbidimetria Proteinas totais na urina
Creatinina, , Proteinas totais séricas, Albumina, Colesterol
Colorimetria enzimatica total, Colesterol-LDL, Colesterol-HDL, Triglicerideos,
Acido urico, y-glutamiltransferase
Ferro sérico, Magnésio, Fosfatase alcalina, Fosfatase acida
total, Fosfatase acida prostatica, Amilase, Lipase, Calcio,
Colorimetria 3
Cobre, Capacidade total de fixacao do ferro, Bilirrubina
total, Bilirrubina conjugada, Fosforo
RAPIDLab® 1265 (Siemens)
Na*, K*, CI, Ca*, pH, pCO,, pO,, Lactato, Hemoglobina
Potenciometria direta
total
AQT90° FLEX (Radiometer)
A Marcadores cardiacos (Troponinas | e T, CK-MB,
Quimioluminescéncia
Mioglobina)
Cobas® 4000 c311 (Roche)
Turbidimetria Hb Alc
ABL800° Flex (Radiometer)

Potenciometria direta Cilcio ionizado



II. HEMATOLOGIA

O setor de Hematologia esta a responsabilidade da Dr.? Isabel Joana Diamantino,
Assistente Hospitalar Graduada Especialista em Patologia Clinica.

Este setor é de extrema importancia no follow-up das doengas oncolédgicas, pois devido
aos tratamentos de quimioterapia, praticamente todos os doentes desenvolvem anemia. Posto
isto, a realizagao do hemograma permite ao clinico acompanhar a progressao da doenga e
também monitoriza-la da melhor forma. Além disso, o risco de tromboembolismo venoso esta
aumentado em pacientes oncologicos e também associada a um pior prognéstico, sendo fulcral
a realizagao das provas de coagulagao.

As amostras mais comuns neste setor sao o sangue total e o plasma. O sangue total é
obtido através da colheita para tubos com K;-EDTA, que vai interromper a cascata da
coagulagao e evitar a formagao de soro, para além de preservar a morfologia das células
sanguineas. Ja o plasma é obtido pela colheita para tubos com citrato, que vai também evitar
a cascata da coagulagao, permitindo preservar os fatores que nela participam.

Assim que os tubos sao entregues, é dada a entrada das amostras no setor através do
programa Modulab e procede-se a sua imediata homogeneizagao (tubos com K;-EDTA) ou
centrifugacao (tubos com citrato). A homogeneizagao do sangue total facilita a contagem das
células aquando a realizagio do hemograma e tem como objetivo evitar a formagiao de
agregados plaquetares. A centrifugacao dos tubos com citrato (proporgao 9:1) é efetuada a
3000 rpm durante |10 minutos, de modo a se obter o plasma sanguineo.

Para se obter um hemograma, os tubos de K;-EDTA sao colocados no analisador LH
750 Coulter, que vai proceder a contagem diferencial das células sanguineas e também
diferenciar as populagoes leucocitarias.

Assim que é emitido o resultado do hemograma, os mesmos tubos sao inseridos no
equipamento Testl BCL, que vai proceder a medigao da velocidade de sedimentagao. Nos
casos em que o volume de amostra é muito reduzido, a velocidade de sedimentagao é medida
manualmente pelo método de Westergren. Sabendo que muitos destes pacientes desenvolvem
uma anemia da doenga cronica, a velocidade de sedimentagao funciona como um marcador
de inflamacgao.

Para os testes da coagulagao, os tubos com plasma sao colocados no ACL Top 500,
sendo feita a determinagao do tempo de tromboplastina parcialmente ativada, tempo de
protrombina, tempo de trombina, D-dimeros, quantificagao de fibrinogénio e pesquisa de

anticoagulante lupico.



Por vezes surgem alarmes no hemograma que indicam a presenga de blastos e/ou
células sanguineas imaturas no sangue ou um aumento significativo na contagem dos leucocitos.
Nestes casos, € mandatario a execu¢ao de um esfregaco de sangue periférico, posteriormente
corado pela coloragao Wright-Giemsa para observacao ao microscopio otico e contagem
diferencial dos leucocitos (até 100 células), de modo a identificar as diferentes linhagens
celulares.

Com alguma frequéncia chegam ao setor de Hematologia aspirados de medula 6ssea
(colhidos por pungao lombar), cujos esfregagos sao corados pela coloragao de Perls
(visualizagao dos fragmentos e depésitos de ferro) e também pela coloragao de Wright-Giemsa
(identificagao e contagem das células sanguineas).

E neste setor que também se recorre a detecio do gene de fusio BCR-ABL, responsavel
pelo surgimento da leucemia mieloide crénica. A sua detecao é feita em sangue total e através
de PCR em tempo real, permitindo monitorizar o nivel da doenga no paciente.

Pode ainda ser requisitada a imunofenotipagem das células sanguineas através de

citometria fluxo.

Ao longo da minha passagem neste setor, foi-me possibilitado aprender e realizar toda
a rotina laboratorial (processamento das amostras), inclusive a observagao de esfregacos
sanguineos ao microscopio otico. Existe um vasto leque de doengas oncologicas que surgem
para analise, sendo de realgar algumas patologias, como a leucemia linfocitica/mieloide cronica,
mieloma multiplo, linfocitose e sindromes mielodisplasicos. Infelizmente, nao foi exequivel a
aprendizagem acerca da citometria de fluxo e foram raros os momentos em que estive em

contato com a validagao biopatologica.



1. IMUNOLOGIA/HORMONOLOGIA

O setor de Imunologia/Hormonologia encontra-se sob a responsabilidade do Dr. Nuno
Cunha, Técnico Superior de Saude Especialista em Analises Clinicas. Trata-se de um setor
onde se utilizam diversas metodologias analiticas para a quantificagao de hormonas, proteinas,
anticorpos, autoanticorpos, marcadores tumorais séricos e alguns farmacos; que em
associagao contribuem para a monitorizagao do doente oncoldgico e da sua terapéutica. A
grande maioria das determinagoes sao efetuadas por equipamentos automatizados; porém,
existem ainda alguns parametros que sao doseados através de técnicas manuais.

Os produtos bioldgicos mais comuns para a determinagao dos parametros analiticos
sao o soro, plasma e urina pontual ou das 24 horas. Também podem ser recebidas amostras
de biopsia aspirativa de agulha fina, para a determinagao da tiroglobulina ou da calcitonina.

O soro obtém-se pela colheita de sangue venoso para um tubo sem anticoagulante,
cujas paredes sao revestidas de silica e que possui um gel separador, facilitando a ativagao da
cascata da coagulagao. O plasma é obtido pela colheita de sangue para tubos com K;-EDTA,
um anticoagulante que inibe a cascata da coagulagao. A centrifugacao destes produtos é feita
a 2000 g durante 10 minutos. De realgar que tanto a hormona adrenocorticotropica (ACTH)
como as metanefrinas e normetanefrinas sao instaveis a temperatura ambiente, e por isso
requerem uma centrifugacao a frio (6-8°C).

Apos a centrifugagao, as amostras sao analisadas nos respetivos equipamentos,
consoante os parametros analiticos requisitados, descritos na Tabela 6. O soro obtido para as
técnicas manuais € separado para um tubo secundario e armazenado a -20°C até ao momento
da realizagao da respetiva técnica. Na Tabela 7 estao representados os parametros analisados
por técnicas manuais.

E também neste setor que se procede a execugio dos proteinogramas e das
imunofixagoes (soro ou urina). Os proteinogramas tém como objetivo a deteg¢ao de anomalias
no perfil proteico e as imunofixagoes permitem a separagao e caracterizagao dos diferentes
tipos de imunoglobulinas (incluindo as cadeias leves e pesadas), com o intuito de se detetarem
componentes monoclonais. Tanto os proteinogramas como as imunofixagoes sao analises
pedidas com grande frequéncia para a monitorizagao de pacientes com doengas hematoldgicas,
como € o caso de gamapatias monoclonais de significado indeterminado (MGUS), mieloma

multiplo e macroglobulinemia de Waldenstrom.



Tabela 6 - Respetivos parametros e metodologias dos diversos equipamentos automatizados do setor de

Imunologia e Hormonologia.

Equipamento Parametros analisados Metodologia

CEA, Eritropoietina, AFP, Anticorpos anti-

tiroglobulina e anti-peroxidase, BMG,

Immulite®
Calcitonina, PSA total e livre, Gastrina, GRH,
2000 XPi
HCG total, IGF-1, A4-androstenediona,
ACTH, Anticorpos estimuladores da tiroide
IgE total, 250H-vitamina D total, LH, TSH,
Advia
FSH, PTH, Estradiol, Progesterona, DHEAS,
Centaur®XP
Ferritina, Prolactina
Renina, Proteina S-100B, Anticorpos anti-
rubéola (IgM e IgG), anti-Toxoplasma gondii
Liaison®
(IgM e 1gG), anti-HSV | e 2 (IgM e IgG) e anti-
EBV (IgM, EBNA IgG, VCA IgG, EA 1gG)
Metotrexato, Carbamazepina, Acido
Viva-E® valpréico, Gentamicina, Fenitoina,
Fenobarbital
CA 19.9, CA 72.4, CA 125, Cortisol,
Cobas®6000 Testosterona total, Tiroglobulina (2* geracio),
eb60l1 HE-4, ProGRP, Acido félico, Vitamina B2,
TRABs, T; total e livre, T, total e livre
Kryptor® NSE, Procalcitonina, , CA 15.3, SCCA,

Compact Plus Cromogranina A

Proteina-C reativa, Complemento C3 e C4,
Transferrina, Recetores soluveis da
BN ProSpec® transferrina, Fator reumatoide, IgA, IgG, IgM,
al-antitripsina, Haptoglobina, Ceruloplasmina,
Homocisteina

Optilite® Cadeias leves Kappa e Lambda

Quimioluminescéncia

Quimioluminescéncia

Quimioluminescéncia

Imunoensaio
enzimatico de

multiplicagao (EMIT)

Eletroquimioluminesc

éncia

Time-Resolved
Amplified Cryptate
Emission (TRACE)

Nefelometria

Turbidimetria



Tabela 7 - Parametros analisados no setor de Imunologia e Hormonologia por técnicas manuais e

consoante o tipo de amostra.

Produto biolégico Parametros analisados por Técnicas Manuais

lodo, Acido vanilmandélico, Metanefrina, Normetanefrina, Acido 5-

Urina )
hidroxi-indolacético.
Testosterona livre, |17a-hidroxiprogesterona,
Soro
Dehidroepiandrosterona, Polipeptideo pancreatico, Aldosterona.
Glucagina, Metanefrinas, Normetanefrinas, 3-metoxitiramina,
Plasma

Peptideo vasoativo intestinal.

PRINCIiPIOS DA INSTRUMENTACAO

Tanto os equipamentos automatizados como as técnicas manuais baseiam-se em
imunoensaios, que se caracterizam fundamentalmente por uma reagao antigénio-anticorpo
que origina a formagao de imunocomplexos. Esta reacdo por norma ocorre entre duas
moléculas proteicas, o antigénio, que pode ser uma glicoproteina ou lipoproteina; e o
anticorpo, que se trata de uma glicoproteina (Montero, 2003). A interagao entre o antigénio
e o anticorpo deve ser de elevada especificidade e sensibilidade, obtida pela utilizagao de
anticorpos monoclonais especificos para o antigénio-alvo, evitando ao minimo a possibilidade
de reacoes cruzadas.

Os imunocomplexos podem ser obtidos por diferentes metodologias, como é o caso
dos métodos nao competitivos (em “sandwich”) e os métodos competitivos. No método nao
competitivo decorre a ligagao do antigénio-alvo a um anticorpo fixado numa superficie
(representado na Figura ), sendo posteriormente adicionado um segundo anticorpo marcado
que se vai ligar ao antigénio-alvo (“sandwich”). Neste caso, quanto maior for a quantidade de

antigénio-alvo, maior sera o sinal resultante, sendo diretamente proporcionais.
JL JL JL Anticorpo secundario acoplado a uma
/O\ /O\ IG\ enzima que vai criar um sinal
\", \"/ \I!/ Anticorpo primario

O Antigénio

Figura | - Imunoensaio nio competitivo ("sandwich"). (Retirado do livro Clinical Chemistry, Immunology
and Laboratory Quality Control — Elsevier (2014)).



Na reagao competitiva surge, tal como o nome indica, uma competicao entre o
antigénio-alvo e um antigénio analogo marcado com um composto (fluorocromo,
radioisotopo, etc.) para o local de ligagao dos anticorpos que se encontram fixos numa
superficie solida. Desta forma, quanto maior for a quantidade de antigénio-alvo, menor sera o

sinal obtido e vice-versa, havendo uma proporcionalidade inversa (esquematizado na Figura 2).
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Q Antigénio-alvo @ Antigénio marcado ﬁr’ Anticorpo

Figura 2 - Imunoensaio competitivo, demonstrando a proporcionalidade inversa. A — Antigénio-alvo

presente em baixas quantidades. B — Antigénio-alvo presente em grandes quantidades. (Retirado do livro
Clinical Chemistry, Inmunology and Laboratory Quality Control — Elsevier (2014)).

Apos a formagao dos imunocomplexos, procede-se a sua detegao, que pode variar no

tipo de leitura e/ou no tipo de marcador utilizado.

I. Nefelometria e Turbidimetria

A nefelometria € um método espetrofotométrico caracterizado pela medigao da luz
dispersa num angulo de |3 a 24° numa suspensao, de modo a determinar a concentragao de
particulas suspensas na amostra (Harris, 2010). Ja a turbidimetria diz respeito a detegao e
medicao, por um detetor localizado a 180° de uma redugao na intensidade de um feixe de luz
que atravessa a solugao-amostra, reducao essa que acontece devido aos fendmenos de
dispersao, refletancia e absorgao da luz (Dasgupta e Wahed, 2014).

No que toca a nefelometria, as particulas referem-se aos imunocomplexos formados e
a luz dispersada é depois detetada por um sensor fotodiodo, tornando-se mensuravel como

densidade otica. O principio da nefelometria e turbidimetria esta ilustrado na Figura 3.



A vantagem destas técnicas prende-se com o facto de os imunocomplexos causarem a

turvagao da amostra, o que faz com que seja possivel a quantificagio dos mesmos (Dasgupta

e Wahed, 2014).

NEFELOMETRIA
—r (Mede a luz dispersa)
g
— TURBIDIMETRIA
2 (Mede a luz transmitida)
Font Lentes O feixe incide sobre o
Iumc::oesa concentram o imunocomplexo em
feixe de luz suspensao
Figura 3 - Esquema do principio fisico da nefelometria e da turbidimetria. (Fonte:

https://www.sobrau.com/wp-content/uploads/2016/1 | /Testes-Laboratoriais-Aplicados-Imunologia-
Clinica.pdf)

2. Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia € um método em que o evento de excitagio é causado por
uma reagao quimica e nao por um estimulo luminoso (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Quando
o composto excitado regressa ao estado fundamental decorre a emissao de luz, que € detetada
por um tubo fotomultiplicador. No contexto dos imunoensaios, recorrem-se a anticorpos
marcados com uma enzima e apos a conjugagao ao antigénio-alvo, essa enzima hidrolisa um
substrato luminogénico, desencadeando a reagao de quimioluminescéncia.

A grande maioria dos parametros analisados neste setor sao quantificados através da
imunoquimioluminescéncia, uma vez que apresenta uma elevada sensibilidade e completa

automatizagao (Zhao, Sun e Chu, 2009).

3. Eletroquimioluminescéncia

Apesar de seguir o mesmo principio da reagao de quimioluminescéncia, a diferenca
reside na necessidade de um estimulo elétrico aplicado através de uma corrente elétrica. A
eletroquimioluminescéncia envolve a formagao de ides na superficie do elétrodo que sao
sujeitos a reagoes de transferéncia de eletroes criando estados energéticos que
posteriormente emitem luz (Richter, 2004). Nos imunoensaios, consoante o método
competitivo ou nao competitivo, obtém-se imunocomplexos marcados com ruténio que
interagem com a tripropilamina (TPA). Quando é aplicado um potencial elétrico na superficie
do elétrodo da-se a excitagao do ruténio e a TPA faz com que este regresse ao seu estado
fundamental através de reagoes redox entre ambos (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). A luz

emitida pelo ruténio é detetada por um tubo fotomultiplicador e medida, permitindo a

14



extrapolagao da concentragao através de uma curva de calibragao, que transcreve a quantidade

de analito presente na amostra.

4. Time-Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE)

Trata-se de uma técnica que se baseia na transferéncia de energia fluorescente entre o
criptato (dador de energia) e o fluorocromo XL665 (recetor de energia), levando a emissao
de um sinal de fluorescéncia de longa duragao (Alpha-Bazin et al., 2000). O antigénio liga-se ao
anticorpo marcado com o criptato e também ao anticorpo marcado com o fluorocromo,
formando um imunocomplexo pelo método em “sandwich”. Isto faz com que ocorra a
transferéncia de energia, fazendo com que haja a excitagio do fluorocromo e posterior
emissao de um sinal fluorescente.

A grande vantagem desta reagao homogénea prende-se com o facto de nao ser
influenciada pelas condigoes da amostra (hemolise, turvagao, cor, etc.) e porque dispensa

lavagens intermédias, evitando desperdicios da amostra e também a possibilidade de erros.

5. Imunoensaio enzimatico de multiplicacdo (EMIT)

Esta técnica é utilizada com o intuito de monitorizar/ajustar a terapéutica do paciente
oncolégico. Consiste na competigao entre o antigénio da amostra (farmaco) e um antigénio
andlogo marcado com a enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) para os locais de
ligagao dos anticorpos (Figura 4). A enzima marcada com G6PD apenas esta ativa quando se
encontra livre, podendo nessa situagao converter o NAD (nicotinamida adenina dinucledtido)
a NADH, permitindo a leitura da absorvancia a 340 nm (Datta, 2019). Assim sendo, quando a
enzima se encontra associada a um anticorpo, a atividade enzimatica diminui, pelo que a
concentragao de farmaco na amostra pode ser quantificada fotometricamente em termos da

atividade enzimatica.

Y Ac contra o analito

‘ " ﬁ—» *., ., | Ag alvo (farmaco)
y¥ r~

0 Ag andlogo marcado com
W cerD
Figura 4 — Esquema representativo do imunoensaio enzimatico de multiplicagio (EMIT). (Fonte:

https://www.researchgate.net/figure/A-summary-of-the-most-commonly-employed-homogeneous-
competitive-assays-in-TDM-Touw-et_figl _273955785)



6. Radioimunoensaio (RIA)

Sao técnicas manuais que abrangem radioimunoensaios competitivos, em que o
antigénio analogo ao antigénio da amostra se encontra marcado com um radioisotopo, sendo
o mais comum o radioisétopo de iodo ('*l). A leitura da radioatividade gerada é depois feita
num contador gama. Este método ainda é usado porque permite a quantificagao de pequenas
hormonas com uma grande sensibilidade e precisao, apesar de ja se encontrar em desuso na

rotina laboratorial e existirem alternativas mais ecologicas e menos nocivas.

MARCADORES TUMORAIS

Tal como ja referido, é no setor de Imunologia/Hormonologia que sao determinados
os marcadores tumorais séricos. Estes marcadores sao definidos como substancias produzidas
pelos tumores e que podem ser encontradas no sangue, fluidos corporais ou tecidos (Burtis,
Bruns e Sawyer, 2016). Abrangem uma infinidade de variaveis moleculares, clinicas e/ou
patoldgicas que refletem, parcial ou totalmente, o comportamento bioldgico de uma neoplasia
maligna em diferentes regides do corpo humano (Daniel e Lalitha, 2016). Sao varias as
aplicagoes dos marcadores tumorais na doenga oncoldgica, tais como: rastreio e detegao
precoce, diagnostico diferencial, estadiamento clinico, prognostico, localizagao do tumor e
monitorizagao da terapéutica (Molina et al., 201 1).

Idealmente, um marcador tumoral deve ser produzido pelas células tumorais e
detetavel nos fluidos corporais, assim como nao deve estar presente em pessoas saudaveis ou
em condig¢oes benignas (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Todavia, isto nem sempre se verifica,
uma vez que estes marcadores nem sempre sao especificos de um tipo de cancro. Por isso, a
especificidade de um marcador tumoral nao esta propriamente relacionada com a sua
presenga, mas sim com a concentragao detetada na corrente sanguinea (Chamhum De
Almeida et al., 2007).

Os marcadores tumorais sao na sua maioria proteinas, podendo abranger antigénios
de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas e hormonas (Chamhum De Almeida
et al, 2007). Na Figura 5 estao representados alguns marcadores tumorais e as neoplasias
malignas associadas, no sexo masculino e feminino.

Atendendo a sua importancia clinica, a detegao e a analise destes marcadores sao uma
peca-chave para a avaliagdo e monitorizagao do utente oncoldgico, com o intuito de se

oferecer a terapéutica mais adequada.
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Figura 5 - Exemplos de marcadores tumorais que se podem determinar consoante o tipo de neoplasia
maligna, no sexo masculino (A) e no sexo feminino (B). (Fonte: https://conceitos.com/marcadores-
tumorais/)

I. Antigénios oncofetais
l.1. Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

O CEA é uma glicoproteina intracelular pertencente a superfamilia das
imunoglobulinas. Estda presente em concentragdes pouco significativas no intestino
embrionario e fetal, e no sangue de adultos saudaveis (Borda et al., 2016).

Valores elevados deste marcador tumoral estao por norma correlacionados com o
carcinoma colorretal. Apesar de nao ser um marcador especifico, pode encontrar-se em
concentragoes elevadas em outros tipos de tumores, tais como: pulmao, mama, gastrico,
pancredtico, ovario e uterino (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016) . Além do mais, ha estudos que
corroboram que o CEA participa ativamente no desenvolvimento de metastases em doentes
com carcinoma colorretal (Jessup e Thomas, 1989).

A sua utilidade clinica prende-se com a avaliagado do prognostico, estadiamento e

monitorizagao terapéutica.

|1.2. a-Fetoproteina (AFP)
A AFP é uma glicoproteina oncofetal (Seifert, Berry e Grundmann, 1987) cuja sintese
é elevada durante o desenvolvimento embrionario do saco vitelino, figado e intestino fetal
(Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Chamhum De Almeida et al., 2007), sendo considerada a
“albumina fetal”. Apesar da concentragao elevada durante a gravidez, ela vai diminuindo a
medida que vai sendo substituida pela albumina, sendo praticamente indetetavel no individuo

adulto (Seifert, Berry e Grundmann, 1987).



Todavia, alguns tecidos readquirem a capacidade de voltar a sintetizar a AFP quando
sujeitos a alteragoes malignas (Dasgupta e Wahed, 2014). As causas mais comuns relacionadas
com o aumento da AFP sao o carcinoma hepatocelular e tumores nas células germinativas
nao-seminomatosas (testiculos) (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Dasgupta e Wahed, 2014;
Molina et al, 2011). Com menor frequéncia, esta proteina pode também estar elevada em
neoplasias gastrointestinais, o que por norma esta associado a um pior prognostico (Molina et
al, 2011).

Apesar da sua utilizagdo como marcador tumoral, € importante ter em consideragao
que elevagoes da AFP podem surgir em situagoes patologicas nao neoplasicas, como € o caso

das hepatopatias benignas (p. ex. hepatite) (Molina et al., 201 1).

2. Antigénios tumorais
2.1. Antigénio Carboidrato 15.3 (CA 15.3)

O CA 15.3 é uma glicoproteina sintetizada pelas células epiteliais glandulares e ¢é
considerado um dos marcadores tumorais de exceléncia do cancro da mama. As suas
concentragoes variam consoante o estadiamento clinico do paciente (Chamhum De Almeida
et al, 2007). Para além do cancro da mama, este marcador também se apresenta em
concentragoes elevadas noutras doengas malignas, como é o caso do cancro do pancreas,
pulmao, ovario, colorretal e figado (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).

Tem bastante utilidade clinica na monitorizagao da terapéutica e estudo da doenga em
doentes com cancro da mama metastizado (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016), assim como no

diagnostico precoce de uma recidiva (Chamhum De Almeida et al., 2007).

2.2. Antigénio Carboidrato (CA 125)

Sendo também uma glicoproteina, o CA |25 ¢é sintetizado pelas células do carcinoma
ovarico, tratando-se de um marcador tumoral usado na monitorizagao do cancro do ovario
(Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Apresenta uma sensibilidade significativa para o diagnéstico do
cancro do ovario, apesar dessa sensibilidade variar com os diferentes estadios da doenga.

A sua principal utilidade é o acompanhamento da resposta a terapéutica e a predicao
de recorréncias nos casos de carcinoma do ovario (Chamhum De Almeida et al., 2007; Lee et
al, 2019). E também (til na diferenciacio entre tumores malignos e benignos em mulheres
(principalmente pés-menopausicas) com massas anexiais suspeitas, uma vez que a intervengao
cirdrgica para excisao dos tumores malignos é mais complexa que para os benignos (Burtis,
Bruns e Sawyer, 2016).
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2.3. Antigénio Carboidrato (CA 19.9)

O CA 19.9 trata-se de um antigénio carboidrato de superficie celular, que € libertado
da superficie das células tumorais para a corrente sanguinea (Chamhum De Almeida et dl,
2007). E um marcador de tumores gastrointestinais, destacando-se a sua importincia clinica
em carcinomas do pancreas (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Nesse tipo de carcinoma, este
marcador tumoral é determinado em primeira linha para o diagnostico diferencial com a
pancreatite (Chamhum De Almeida et al,, 2007). Para além do cancro pancreatico, o CA 19.9
também se encontra em niveis elevados no cancro colorretal, desempenhando um papel
importante na avaliagdo do estadiamento e da monitorizagcao da terapéutica no que toca a
essas doengas malignas (Chamhum De Almeida et al., 2007).

A sua maior aplicabilidade a nivel clinico reside na avaliagao da resposta a quimioterapia

instituida a pacientes com carcinoma do pancreas (Chamhum De Almeida et al., 2007).

2.4. Antigénio Carboidrato (CA 72.4)

O CA 724, apesar de se tratar de um marcador tumoral que nao reflete uma
sensibilidade caracteristica para um determinado o6rgao, apresenta uma especificidade
significativa para as doengas malignas (Chamhum De Almeida et al., 2007).

O aumento da concentragao do CA 72.4 ocorre principalmente em pacientes com
carcinoma gastrico ou mucinoso do ovario, assim como em outros tipos de carcinoma (mama,
pulmao e prostata), porém em menor percentagem (Guadagni et al,, 1995).

Devido a sua elevada especificidade e quando associado a outros marcadores tumorais
(CEA e CA 19.9 para o carcinoma gastrico e CA 125 para o carcinoma do ovario), o CA 72.4

permite um aumento da sensibilidade diagnostica e no seguimento da terapéutica.

3. Citoqueratinas
3.1.Fragmento da Citoqueratina 19 (CYFRA 21.1)

As citoqueratinas sao um grupo de proteinas que constituem o citoesqueleto dos
filamentos que integram as células epiteliais (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Podem encontrar-
se aumentos da expressao da citoqueratina 19 em tumores pulmonares em relagao ao tecido
normal, uma vez que apos a lise celular, necrose ou apoptose, os fragmentos dessa

citoqueratina atingem a circulagao periférica, sendo depois eliminados por via renal (Ruibal et

al., 2002).



O marcador tumoral CYFRA 21.1 encontra-se elevado em todos os tipos de cancro
pulmonar, embora apresente uma maior sensibilidade para o carcinoma pulmonar de nao

pequenas células (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).

3.2. Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas (SCCA)

O SCCA compreende dois tipos de proteinas praticamente semelhantes, SCCA-1 e
reflete uma alteragao na proliferagao das células epiteliais (Strauss et al., 2002).

Este marcador tumoral é detetado em niveis elevados no soro de doentes com
carcinomas de células escamosas, tais como carcinoma do colo do Utero, pulmao, cabega e
pescogo e esofago.

Tem sido demonstrado que o SCCA é um marcador util no acompanhamento e
monitorizagao da terapia e que os seus niveis de crescentes poderao antever recidivas, uma

vez que a sua concentragao reflete o prognostico (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).

4. Hormonas
4.1.B-Gonadotrofina corionica humana (B-hCG)

A gonadotrofina corionica humana (hCG) diz respeito uma hormona glicoproteica que
€ composta por duas subunidades, a e B (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Dasgupta e Wahed,
2014; Molina et al, 201 1). A subunidade B é sintetizada em grandes quantidades pelas células
embrionarias sinciciais da placenta e também pela hipofise e outros érgaos (testiculos, figado
e colon), mas em menores quantidades (Dasgupta e Wahed, 2014; Molina et al., 201 I).

Concentragoes elevadas da B-hCG podem observar-se na gravidez, na doenga
trofoblastica e em tumores das células germinativas (testiculos e ovarios) (Burtis, Bruns e
Sawyer, 2016; Chamhum De Almeida et al., 2007). A detegao de niveis incrementados da B-
hCG na auséncia de gestagao, fazem suspeitar da existéncia de um tumor maligno (Molina et
al., 2011). Contudo, é essencial excluir a possibilidade de falsos positivos, como € o caso da
presenca de anticorpos heterdfilos, lupus ou insuficiéncia renal; para que nao se proceda a um
diagnostico incorreto que conduza a tratamentos desnecessarios (Dasgupta e Wahed, 2014).

Deste modo, a aplicagao desta hormona como marcador tumoral dirige-se para
tumores trofoblasticos e neoplasias germinativas do testiculo e do ovario (Molina et al,, 201 ),
assim como para a monitorizagao do tratamento e progressao da doenga, uma vez que as suas

concentragoes se correlacionam com o volume do tumor (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).
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4.2. Calcitonina

A calcitonina € uma hormona polipeptidica secretada pelas células C parafoliculares da
tiroide, em resposta a aumentos de calcio no soro (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Chamhum
De Almeida et al.,, 2007). O seu papel fisioldgico é de antagonista da hormona paratiroideia
(PTH), levando a inibicao da libertacao de calcio pelos ossos, de modo a reduzir a sua
concentragao sanguinea (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).

Uma concentragao elevada desta hormona (>100 pg/ml) esta por norma associada ao
carcinoma medular da tiroide (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Porém, podem ser detetados
incrementos da calcitonina em doengas autoimunes da tiroide (tiroidite de Hashimoto e
doengca de Graves), assim como noutras situagoes nao neoplasicas, como é o caso da
insuficiéncia renal, hipercalcémia e hipergastrinémia (Molina et al., 201 I).

A maior utilidade clinica da calcitonina como marcador tumoral prende-se com o
seguimento dos pacientes com carcinoma medular da tiroide, com vista a monitorizagao
terapéutica e a detegao de recorréncias (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Chamhum De Almeida

et al,, 2007).

4.3. Tiroglobulina

A tiroglobulina é uma glicoproteina produzida pela glandula da tiroide e serve de
percursora das hormonas triiodotironina (T;) e tiroxina (T,4) (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016;
Evans, Tennant e Perros, 2015).

A sua quantificagao é de elevada importancia na monitorizagao de pacientes com
diagnostico de cancro diferenciado da tiroide sujeitos a tiroidectomia total e a terapia com
iodo ("*'l). Nestes casos, espera-se que o valor pés-cirurgia seja indetetaveis. Valores doseéveis
crescentes de tiroglobulina indicam a existéncia de recorréncias ou metastases (Evans,
Tennant e Perros, 2015; Molina et al., 201 1).

E aconselhavel a determinagio analitica conjunta dos anticorpos anti-tiroglobulina, uma
vez que estes competem pelo mesmo local de ligagao dos anticorpos do imunoensaio (Molina
et al,, 201 I). De salientar ainda que qualquer disturbio relacionado com a tiroide ira afetar os
valores da tiroglobulina, como por exemplo: gravidez, doenga de Graves e tiroidite subaguda
(Molina et al, 2011), pelo que o doseamento da tiroglobulina em doentes com cancro

diferenciado tiroide é inespecifico.
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5. Enzimas
5.1. Antigénio Especifico da Préstata (PSA)

O PSA é uma serina-protease produzida pela prostata e tem sido amplamente utilizada
na detegao do cancro da proéstata, bem como na resposta a terapéutica e na previsao de
recidivas (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016). Esta proteina é secretada no lumen dos ductos
prostaticos, existindo em grandes quantidades no liquido seminal (Chamhum De Almeida et
al., 2007). Nesse liquido, o PSA pode ser inativado pela clivagem de dois residuos de lisina,
originando uma isoforma designada por PSA livre (Molina et al., 201 I).

O PSA total, em conjunto com o toque retal, sao duas ferramentas que permitem o
diagnostico precoce do cancro da préstata (Chamhum De Almeida et al., 2007). Porém, o PSA
nao é exclusivamente especifico deste tipo de cancro e nao se devem descuidar as situagoes
benignas em que este marcador também podera surgir aumentado, como por exemplo na
prostatite e hipertrofia benigna da préstata. Uma ferramenta que ajuda a distinguir o carcinoma
da proéstata das situagoes benignas é a razao PSA livre/PSA total. Esta razio encontra-se
reduzida nos pacientes com cancro da prostata, porque possuem baixas concentragoes de
PSA livre no soro; ao passo que em condi¢oes normais os niveis de PSA livre no soro sao

maiores, aumentando a razao (Dasgupta e Wahed, 2014).

5.2. Enolase Neuro-especifica (NSE)

A NSE é uma enzima glicolitica intracelular (Chung-Esaki et al., 2018) que se encontra
no tecido neuronal e nas células do sistema neuroendécrino (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016),
estando envolvida na sintese de ATP na glicélise (Seifert, Berry e Grundmann, 1987). Niveis
elevados deste marcador tumoral podem ser encontrados em varios tipos de tumores
neuroendrocrinos, como por exemplo: células pequenas do pulmao, feocromocitoma e
neuroblastoma (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016).

A sua concentragao sérica parece correlacionar-se com o estadiamento do cancro
proporciona um prognéstico util para a progressao da doenga (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016;

Chamhum De Almeida et al., 2007; Seifert, Berry e Grundmann, 1987).

6. Proteinas
6.1.Proteina S-10083
A proteina S-100B pertence a uma familia das proteinas intracelulares (as S-100) que

estao relacionadas com a ligagao ao calcio (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016) e encontram-se nas
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células da glia e nas células de Schwann do sistema nervoso central e periférico, bem como
nos adipocitos, melandcitos e condrécitos (Molina et al., 201 1).

Uma vez que em condigdes normais os seus niveis sao praticamente indetetaveis, a
proteina S-100B torna-se num marcador tumoral sensivel e com elevada especificidade para
os casos de melanoma maligno; para além de que permite o diagnostico diferencial com outros
melanomas nao-malignos (Molina et al., 201 1).

A utilidade desta proteina na pratica clinica remete para o diagnéstico de melanoma
maligno (Burtis, Bruns e Sawyer, 2016; Seifert, Berry e Grundmann, 1987), tendo em conta
que a sua concentragao sérica se relaciona com o estadiamento tumoral, progndstico e

resposta ao tratamento (Molina et al., 201 1).

6.2. B,-microglobulina (BMG)

A BMG é uma proteina pertencente ao complexo major de histocompatibilidade da
classe | (MHC-I) e que se encontra em todas as células nucleadas (Dasgupta e Wahed, 2014;
Stevenson et al, 2014). As concentragoes desta proteina surgem elevadas em situagoes de
linfomas, mieloma multiplo e leucemia linfocitica cronica (Dasgupta e Wahed, 2014). Porém,
niveis elevados de BMG também podem aparecer em casos de hepatite, tuberculose e infegoes
por HIV (Dasgupta e Wahed, 2014).

A sua utilidade clinica prende-se com o diagnostico e monitorizagao do mieloma
multiplo, visto que é um dos fatores de prognostico independentes (quanto maior a sua
concentragao, pior o prognostico); estando também relacionado com a disfungao renal tubular
e com a massa/volume tumoral (Chamhum De Almeida et al., 2007; Dasgupta e Wahed, 2014;

Stevenson et al., 2014).

Durante a minha passagem pelo setor de Imunologia/Hormonologia, pude realizar
praticamente toda a rotina diaria do laboratério, desde o registo das amostras e o seu
processamento. Também tive a oportunidade de executar a eletroforese de proteinas,
eletroforese de hemoglobinas, imunofixagoes e algumas técnicas manuais (testosterona livre,
aldosterona, metanefrinas/normetanefrinas  urinarias, acido vanilmandélico, 17a-

hidroxiprogesterona e dehidroepiandrosterona).
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IV. MICROBIOLOGIA

O setor de Microbiologia do SPC no IPOCFG encontra-se sob a responsabilidade da
Dr.* Maria Alexandre Mendes, Farmacéutica especialista em Analises Clinicas e Genética
Humana. Trata-se de um setor com alguma relevancia, uma vez que os doentes deste hospital
sao essencialmente pacientes imunocomprometidos e cujas defesas, ao estarem diminuidas,
proporcionam o aparecimento de infegoes. A importancia deste setor prende-se entao com a
identificacao do microrganismo que esta a causar a infecao, de modo a poder-se instituir uma

terapéutica antimicrobiana eficaz o mais rapido possivel.

Sao diversas as anadlises microbioldgicas que se efetuam neste setor, que englobam as
andlises bacterioldgicas, micologicas, parasitologicas e também micobacterioldgicas.
Consoante o tipo de produto biolégico e anilises requeridas, existem procedimentos
especificos para o seu processamento. Atualmente, a drea da Microbiologia é ainda uma das
areas que mais depende de procedimentos/técnicas manuais, assim como da experiéncia

laboratorial dos profissionais e também dos modos de colheita e transporte de amostras.

Os produtos biologicos mais analisados neste setor sao, entre outras, urina, sangue,
exsudados purulentos e secregdes respiratorias; apesar de surgirem outros produtos com
menor frequéncia, como é o caso de fezes, pontas de cateter, liquidos pleurais, liquidos

cefalorraquidianos e exsudados vaginais.

Para uma boa manipulagao dos produtos bioldgicos, estes precisam de ser colhidos de
forma adequada, com o objetivo de se obter uma amostra com quantidade suficiente, de boa
qualidade e devidamente acompanhada pela informagao clinica (Fonseca et al., 2004). Isto nem
sempre se verifica, o que leva a sua rejeigao. Tanto a analise macroscopica como microscopica
sao importantes na pratica clinica, na medida em que podem levar a rejeicao dos produtos,

em casos de ma colheita.

Além do mais, existem normas de seguranga no que toca ao manuseamento das
amostras, tais como: uso de luvas e de bata, uso de materiais e contentores esterilizados e
manipulagdo dos produtos em condigoes proprias a sua nao contaminagao. Todas estas
condigoes, em conjunto com uma boa colheita das amostras, sao fulcrais para que nao

acontega a contaminagao das mesmas e para que nao se emitam falsos resultados.
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PROCESSAMENTO DE PRODUTOS BIOLOGICOS

Regra geral, para se obter a identificagdo de um microrganismo é fundamental realizar
certos procedimentos, como visualizar a morfologia dos microrganismos ao microscépio 6tico
apos a execugao de técnicas de coloragao, observar o aspeto macroscopico das colonias
obtidas nos exames culturais, e realizar provas especificas de identificagao (Fonseca et al.,

2004).

I. Sangue (hemoculturas)

A invasdo da corrente sanguinea por microrganismos constitui uma das situagoes mais
graves no que diz respeito as doencas infeciosas (Tille, 2017). Bacteriemia é o termo que
traduz a existéncia de bactérias no sangue e, dado que este se trata de um produto biolégico
estéril, o isolamento de um microrganismo coincide com o isolamento do agente etiologico
da infecao (Fonseca et al, 2004). Este tipo de infegOes sistémicas sao bastante preocupantes
em pacientes imunocomprometidos que estao sob intervengao terapéutica ou quimioterapia,
uma vez que podem ser fatais (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015).

No contexto do IPOCFG, os microrganismos que causam este tipo de infegao mais
frequentemente sao: Staphylococcus aureus, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e

Candida spp..

l.1. Colheita

A colheita do sangue para hemocultura é efetuada por pungao venosa de veias
periféricas ou de cateter, sendo que devem fazer-se colheitas em diferentes veias e realizar-
se mais que uma hemocultura (Fonseca et al., 2004). A assepsia da pele antes de se efetuar a
colheita de sangue é de extrema importancia, para evitar que microrganismos da microbiota
da pele crescam nos meios de cultura. O processo de desinfecao implica desinfetar o local da
pungao com clorexidina, sempre com movimentos circulares, do interior para a periferia
(Fonseca et al., 2004).

Para além da desinfegao, o volume de sangue colhido também é um fator crucial. Existe
uma correlagao direta entre o volume e a probabilidade de se detetar o microrganismo
responsavel pela infegao, logo, a colheita de um volume adequado de sangue é critica para o
sucesso da detegao da bacteriemia (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). O volume apropriado
ronda os 8 a 10 ml de sangue, nao devendo ser menor ou maior que estes valores, de modo

a evitar resultados falsos positivos.
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Neste setor encontram-se trés tipos de frascos para hemocultura: aerobios,
anaerobios e micobactérias. Os frascos para aerdbios sao constituidos por um meio liquido
de tripticase de soja, com resinas que quelam os antibiéticos administrados ao paciente,
permitindo o crescimento da maioria dos microrganismos. Nestes frascos também se verifica
o desenvolvimento de fungos leveduriformes. Os frascos de hemocultura para anaerdbios
possuem agentes lisantes, sendo utilizados para o isolamento nao s6 de anaerdbios, como
também de microrganismos fastidiosos e intracelulares. Os frascos para micobactérias sao

compostos por um caldo de Middlebrook 7H9.

|.2. Processamento laboratorial

Apos a colheita, os frascos de hemocultura sao armazenados a 37°C num sistema
automatizado (BD Bactec™ 9050 Blood Culture System) que deteta o crescimento
bacteriano/fungico. Este crescimento é detetado por fluorescéncia e resulta da produgao de
dioxido de carbono pelos microrganismos, como consequéncia da metabolizagio dos
substratos presentes nos meios.

Quando positiva uma hemocultura, é efetuada uma repicagem para gelose de sangue
Columbia (COS) pela técnica de esgotamento do produto a superficie do meio soélido
(ilustrada na Figura 6), que ¢ incubada a 37°C durante 24 a 48 horas.

e i A gelose COS tem como objetivo principal o
& ¢ \ crescimento de uma vasta gama de microrganismos
\\\\ (bactérias e leveduras) (Murray, Rosenthal e Pfaller,
| \ 2014). Trata-se de um meio de enriquecimento

[ | composto por 5% de sangue de carneiro, o que o
\\\ torna num meio muito nutritivo. A presenga de
\\ sangue confere a este meio a caracteristica de
\ diferencial, uma vez que possibilita a detecao de

S = B

hemolise (a, B ou y) (Mahon, Lehman e Manuselis,

. 4 T

, . . 2015), discriminando as bactérias hemoliticas das nao
Figura 6 - Técnica da sementeira por

esgotamento do produto por extensio a hemoliticas.
superficie do meio sélido.

Para além da sementeira, preparam-se também dois esfregagos para posterior
coloragao de Gram para avaliar a morfologia do microrganismo.
A coloragao de Gram é dos métodos que mais se utiliza para iniciar a caracterizagao

de uma bactéria recentemente isolada (Madigan et al., 2016). Trata-se de uma coloragao
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diferencial que permite a divisao das bactérias em dois grupos, as que coram de Gram positivo
e as que coram de Gram negativo. Na Figura 7 esta representada a natureza quimica da parede
celular das bactérias de Gram positivo e de Gram negativo, sendo ela o fator determinante no
resultado da coloragao de Gram. As bactérias de Gram positivo possuem uma parede celular
composta por uma espessa camada de peptidoglicano, ao passo que as bactérias de Gram
negativo tém uma camada fina de peptidoglicano. Porém, a estrutura da parede celular das
bactérias de gram negativo é mais complexa devido a existéncia de uma membrana celular

externa, constituida por lipoproteinas, lipopolissacarideos (lipido A) e fosfolipidos.
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Figura 7 - Estrutura e constituintes da parede celular de bactérias de gram positivo (A) e de gram negativo
(B). (Retirado do livro Microbiologia (12%edicao) — G. Tortora, B. Funke, C. Case).

O primeiro passo € a aplicagao do corante violenta de genciana, que vai penetrar na
parede celular bacteriana. De seguida, adiciona-se o mordente (soluto de Lugol), que aumentar
a afinidade do violeta genciana para a parede celular ao formar complexos insoliveis com ele.
Nas bactérias de Gram positivo estes complexos insoluveis ficam retidos no interior da
parede, razao pela qual o diferenciador (alcool-acetona) nao os consegue remover. Deste
modo, estas bactérias adquirem uma coloragao roxa quando visualizadas ao microscopio otico
(Figura 8-A). Ja nas bactérias de Gram negativo, o diferenciador remove os complexos
formados pelo violenta de genciana e iodo. Por esta razao, as bactérias de Gram negativo ficam
descoradas. A adicao de fucsina diluida vai entao fornecer uma cor contrastante ao corante

primario, pelo que estas bactérias vao apresentar uma coloragao rosa (Figura 8-B).
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Figura 8 - Observagdo ao microscopio (objetiva 50x) de microrganismos corados pela Coloragio de
Gram. A - Cocos de gram positivo (coloragao roxa). B - Bacilos de gram negativo (coloragio rosa).
(Fonte: Setor de Microbiologia do IPOCFG).

Consoante a morfologia observada nos esfregacos de sangue corados pela técnica de
Gram e a leitura macroscopica da gelose COS, procede-se a identificagao do microrganismo
responsavel pela bacteriemia, assim como para a realizagdo de testes de suscetibilidade

antimicrobiana (TSA), que serao discutidos mais adiante.

2. Secrecodes respiratorias

Quando se suspeita de uma infecao do trato respiratério inferior, podem colher-se
diferentes tipos de amostras, sendo as mais comuns a expetoracao e os aspirados/lavados
bronquicos.

Neste tipo de infegoes, é crucial ter em consideragao a microbiota das vias
respiratérias superiores e da microbiota oral nas amostras de expetoragao, visto que podem
dificultar o diagndstico laboratorial (Fonseca et al., 2004).

Os microrganismos que mais causam este tipo de infecoes no IPOCFG sao:
Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA) e meticilina sensiveis (MSSA), Pseudomonas

spp. e Enterobacteriaceae.

2.1. Colheita
No caso da expetoragao, o utente deve ser instruido para colher a primeira amostra
da manha (Fonseca et al., 2004) para um contentor estéril, apos a lavagem da boca e evitando
ao maximo a contaminagao com saliva. Em situagoes em que o paciente nao consiga expetorar
voluntariamente, a expetoragao pode ser induzida por soro fisiolégico (Murray, Rosenthal e
Pfaller, 2014). Quanto as amostras de aspirados e lavados brénquicos, a sua colheita é efetuada

pelo clinico.
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E muito importante a colheita correta de amostras de expetoracio, para que sejam de
boa qualidade. A qualidade ¢ avaliada pela coloragao de Gram, observando com a objetiva de
|0x a quantidade existente de células epiteliais e leucocitos, que apesar de confirmarem a
existéncia de um processo inflamatério, também podem ser indicativas de contaminagao. A
presenca de numerosas células epiteliais indica contaminagao da amostra com saliva, ao passo
que a observagao de um grande nimero de leucécitos traduz a existéncia de um exsudado
purulento (Brooks et al., 2014).

A relagao entre o numero de células epiteliais e de leucocitos é avaliada pelos critérios
de Murray-Washington, representados na Tabela 8. Sao consideradas amostras de
expetoragao de boa qualidade as que se inserem no grupo 4 ou 5. As amostras que se insiram
nos restantes grupos sao clinicamente irrelevantes, uma vez que se encontram contaminadas

com secrecoes da orofaringe, devendo requisitar-se a colheita de uma nova amostra.

Tabela 8 - Sistema de Murray-Washington para a avaliagao da qualidade das amostras de expetoracao.

Células epiteliais/campo Leucocitos/campo

Grupo | >25 <10
Grupo 2 >25 10a25
Grupo 3 > 25 > 25
Grupo 4 10225 > 25
Grupo 5 <10 > 25

2.2.Processamento laboratorial

EXAME BACTERIOLOGICO E MICOLOGICO

Rotineiramente, as amostras de secregoes respiratérias (porgao purulenta) sao sempre
semeadas em gelose COS, gelose de chocolate com PolyVitex™ (PVX) e gelose Sabouraud com
Gentamicina e Cloranfenicol (SGC) pela técnica do esgotamento do produto a superficie do
meio solido e incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas. Preparam-se também dois esfregagos
a partir da amostra para serem corados pela coloragao de Gram.

A gelose PVX trata-se de um meio de enriquecimento nao seletivo que permite o
crescimento da maioria das bactérias, incluindo algumas que nao sao capazes de crescer na
gelose COS, como é o caso dos géneros Neisseria e Haemophilus (Murray, Rosenthal e Pfaller,

2014). Estes microrganismos crescem nesta gelose porque esta se encontra suplementada com

29



sangue aquecido a 80°C e PolyViteX" (Fonseca et al., 2004), que concedem os fatores X
(hemina) e V (NAD) necessarios ao seu desenvolvimento.

A gelose SGC é usada para o isolamento seletivo de fungos (filamentosos e leveduras).
Tendo em conta que maioria das amostras clinicas é polimicrobiana, o crescimento de fungos
¢é favorecido pela adicao de antibidticos (gentamicina e cloranfenicol), que vao impedir o
crescimento de bactérias associadas (Tille, 2017); e também pela elevada concentragao de
glicose e pH ligeiramente acido, que muitas bactérias nao toleram. As condigoes de incubagao
variam consoante o tipo de fungo, mas nestes casos sao usadas as temperaturas de 30°C e
37°C. Perante amostras respiratorias, o crescimento de fungos leveduriformes em meio SGC
sO é valorizado na auséncia de crescimento bacteriano e as placas sao incubadas durante |
més para pesquisa de fungos filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus ou outros).

Se tanto no Gram como nas culturas surgir um predominio evidente de uma
morfologia, esta deve ser valorizada, uma vez que ha a possibilidade de se tratar do agente
etiologico da infecao. Contrariamente, se existirem diversos microrganismos nas mesmas

proporc¢oes, a amostra é dada como polimicrobiana.

EXAME MICOBACTERIOLOGICO

Sempre que existe suspeita clinica para este tipo de amostras, € solicitada a pesquisa
de Mycobacterium spp.. Devem ser colhidas trés amostras em dias distintos, visto que a emissao
das micobactérias pode nao ser continua. Se requisitado pelo clinico, realizam-se testes de
Biologia Molecular através do protocolo Xpert MTB/RIF do GeneXpert®, que sera explicado
mais adiante.

Em primeiro lugar, é efetuado um esfregaco da amostra para ser corado pela técnica
de Kinyoun e fazer-se uma pesquisa de bacilos acido-dlcool resistentes (BAAR). As
micobactérias possuem na composi¢ao da parede celular acidos micdlicos de cadeia longa e
acidos gordos ramificados. Estes constituintes tornam a superficie da parede impermeavel aos
corantes utilizados na técnica de Gram, bem como ao diferenciador. Desta forma, na
coloragao de Kinyoun é usada a carbolfucsina (fucsina basica e fenol), que ao conter fenol na
sua composi¢ao permite reter a fucsina basica na parede celular das micobactérias. A adigao
do descorante (acido cloridrico e etanol) faz com que a carbolfucsina seja retirada de todos
os elementos da amostra exceto dos BAAR. De seguida é usado um corante de contraste, o
azul de metileno, que ira corar o fundo e os microrganismos nao acido-alcool resistentes de
azul. Na Figura 9 estao exemplos de esfregagos corados pelo método de Kinyoun e onde se

observa a presenga de BAAR.
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Figura 9 - Bacilos acido-alcool resistentes apés a coloragdo de Kinyoun. A — Exame direto. B — Apods
homogeneizagdo. C — Apos sementeira em meio LJ. (Fonte: Setor de Microbiologia do IPOCFG).

De seguida, a amostra é sujeita a um processo de homogeneizagao, que envolve a
descontaminagao (uso de hidroxido de soédio (NaOH) para eliminar outras bactérias
associadas), fluidificacao (NaOH e N-acetil-L-cisteina sao agentes mucoliticos que destroem a
rede de mucina) e concentragao (centrifugagao para concentrar os BAAR da amostra). Assim
que se obtém o sedimento, prepara-se um nova lamina (também corada pela técnica de
Kinyoun) para observagao ao microscopio e procede-se a no meio Lowenstein-Jensen (LJ).

O meio L, inclinado em tubo de vidro, é utilizado para a cultura de Mycobacterium spp.,
visto que a grande maioria dos meios de cultura possui compostos que inibem o seu
crescimento (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). A sua constituicao em fécula de batata, ovo
e glicerol sustenta o desenvolvimento das micobactérias e a presenca de verde-malaquite
impede o crescimento de outras bactérias que estejam presentes na amostra. As culturas em
L) sao incubadas durante 2 meses a 37°C e em aerobiose, dado que as micobactérias sao
microrganismos estritamente aerobios. Dizem-se positivas quando surgem coldnias rugosas

com aspeto em “couve-flor”.

Sempre que uma cultura é positiva para coldnias suspeitas é feito um esfregaco para
coloragao de Kinyoun. Se se tratarem de BAAR, é efetuada a sua identificagao por técnicas de
Biologia Molecular e enviada a amostra ao Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra para

realizacao do TSA.

3. Urina

As infegoes do trato urinario (ITU) sao uma das infe¢oes mais frequentes no Homem
e sao geralmente causadas por bactérias da microbiota intestinal, que atingem o trato urinario
por via ascendente através da uretra (Fonseca et al, 2004). Devido a razoes fisiologicas e

anatomicas, tais como a ac¢ao bactericida dos fluidos prostaticos e as diferengas de pH e
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osmolaridade, este tipo de infecao é mais comum nas mulheres em comparagao com o sexo
masculino (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015).

As ITU podem ser distinguidas pela sua localizagao em superiores ou inferiores. As
superiores envolvem o parénquima renal (pielonefrite) ou os ureteres (ureterite), ao passo
que as inferiores estao relacionadas com infegoes na bexiga (cistite), na uretra (uretrite), no
caso dos homens, na proéstata (prostatite) (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015).

Os microrganismos mais associados as ITU no IPOCFG sao: Escherichia coli, Klesiella

pneumoniae, Proteus spp. e Enterococcus faecalis.

3.1. Colheita

A forma correta de obter uma amostra de urina para exame bacterioldgico consiste
na obtengao da primeira urina da manha apds lavagem da regiao genital e desprezando o
primeiro jato, de modo a recolher o jato intermédio diretamente para um recipiente estéril,
uma vez que tem uma menor probabilidade de estar contaminado com microrganismos da
pele. Existem outros tipos de colheita que também sao validos como amostras de urina para
o diagndstico de ITU, entre os quais a pungao de cateter urinario, pun¢ao supra-pubica,
drenagem de nefrostomia ou saco coletor (Fonseca et al., 2004).

O recipiente deve ser transportado de imediato para o laboratério e deve estar
devidamente identificado. A urina deve ser processada até uma hora apos a colheita, caso

contrario devera ser refrigerada a 4°C (Fonseca et al., 2004).

3.2. Processamento laboratorial
O diagnostico bacteriano de uma ITU compreende duas etapas: a urocultura, para
quantificagao e identificagdo dos microrganismos presentes na urina e a analise sumaria da
urina, para avaliar os parametros bioquimicos e observar o sedimento urinario. De notar que
€ crucial um bom conhecimento da microbiota existente, de modo a distinguir um

microrganismo patogénico de uma contaminagao.

UROCULTURA

A urocultura é o primeiro passo a realizar apds a chegada da amostra, de modo a evitar
a sua contaminagao. Com uma ansa calibrada de 10 pl procede-se a homogeneizagao prévia
da urina, seguida de uma sementeira em gelose cistina-lactose com défice em eletrolitos
(CLED) e gelose de sangue com colistina e acido nalixilico (CNA) através da técnica
quantitativa (ilustrada na Figura 10-A), que vai permitir a quantificagaio dos microrganismos.
Caso exista uma suspeita de fungos na urina, esta também deve ser semeada em meio SGC.
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A gelose CLED é um meio nao seletivo e diferencial que possibilita a distingao entre
bactérias fermentadoras e nao fermentadoras da lactose (Fonseca et al., 2004), ao possuir na
sua constituicao lactose e azul de bromotimol (indicador de pH), que vai diferencia-las através
da alteracao da cor do meio. As bactérias fermentadoras da lactose alteram a cor do meio
para amarelo e as suas colonias também possuem essa cor. Ja as bactérias nao fermentadoras
da lactose formam coldnias azuis/verdes ou incolores e nao mudam a cor do meio. A grande
vantagem do défice em eletrdlitos € que inibe o efeito “swarming” das bactérias do género

Proteus, impedindo a inviabilizagao da placa.

O meio de cultura CNA consiste num meio seletivo para bactérias de Gram positivo,
visto que possui na sua composicao os antibioticos colistina e acido nalixidico que inibem o
crescimento de maioria das bactérias de Gram negativo (Brooks et al., 2014; Fonseca et al.,
2004). Este meio, similarmente ao meio COS, permite a detegao de hemdlise devido a
presenca de sangue, o que também o torna um meio diferencial.

Apos a sementeira, incubam-se as placas a 37°C e em aerobiose, durante 18 a 24 horas.

Nas amostras de jatos intermédios, quando estio presentes mais de |0°> unidades
formadoras de colonicas (UFC) por mililitro (mais de 1000 colénias por placa), consideram-
se positivas as culturas. Contudo, em individuos imunodeprimidos ou em controlo de infegoes
anteriores valoriza-se uma contagem entre as 10*10° UFC/ml. Em amostras de colheitas
supra-pubicas ou de cateteres urinarios, sao positivas todas as culturas que apresentem
crescimento. Nas Figuras 10-B e 10-C estao exibidos dois dos microrganismos que mais

causam este tipo de infegao, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, respetivamente.

Figura 10 - A — Técnica da sementeira quantitativa. (Desenho de Marina Tomas). B — Klebsiella pneumoniae.
(Fonte: Setor de Microbiologia do IPOCFG). € — Escherichia coli. (Fonte: Setor de Microbiologia do
IPOCFG).
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Se surgirem trés ou mais tipos de coldnias distintas, é reportado ao clinico que a cultura

¢ polimicrobiana e devera ser enviada uma nova amostra se clinicamente justificado.

Os meios CLED e CNA permitem ainda orientar o diagnostico na medida em que nos
informam acerca da morfologia bacteriana. O meio CLED favorece o crescimento de bactérias
de Gram negativo, ao passo que o CNA apenas seleciona bactérias de Gram positivo. Apos
uma analise da morfologia das colonias, pode entio prosseguir-se para os testes de

identificagao bacteriana e respetivo TSA.

ANALISE SUMARIA DA URINA

A analise sumaria da urina compreende 3 fases: a analise fisica, analise quimica e analise
microscopica.

¢ Analise fisica: diz respeito a observagao macroscépica da urina, analisando o aspeto
(limpida ou turva) e a cor (ambar, amarelo palido, etc.).

¢ Analise quimica: engloba a avaliagao dos parametros bioquimicos (glicose, nitritos,
bilirrubina, urobilinogénio, proteinas, pH, densidade, corpos cetdnicos, leucocitos e
eritrocitos) através de tiras de papel com reagentes, que sao embebidas em [0 ml de
urina nao centrifugada.

¢ Analise microscopica: consiste em analisar o sedimento urinario ao microscopio
otico, obtido a partir de urina centrifugada e rejeitando o sobrenadante. Esta anilise
permite detetar, na objetiva de 40x, a presenca de elementos celulares, tais como

células epiteliais, cristais, leucocitos, eritrocitos, fungos ou parasitas (Fonseca et al,

2004).

4. Fezes

As infe¢oes do trato gastrointestinal em individuos imunocomprometidos sao de
diagnostico muito cauteloso para os clinicos e microbiologistas, visto que sao varios os
microrganismos que podem causar este tipo de infegoes (Tille, 2017). Por exemplo, quando
se encontram sob quimioterapia ou antibidticos, estes individuos tém uma maior probabilidade
de virem a desenvolver infe¢oes por Clostridium difficille (Tille, 2017). Posto isto, os individuos
imunocomprometidos encontram-se mais suscetiveis a infecdoes provocadas por
microrganismos oportunistas (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015), dado que a sua microbiota
normal esta alterada (Madigan et al.,, 2016).
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Para além de C. difficille; Cryptosporidium spp., Giardia spp., Salmonella spp., Shigella spp.
e Campylobacter spp. também podem causar este tipo de infegoes no ambito do IPOCFG.

Os antecedentes epidemiologicos, a existéncia de fatores predisponentes, a presenga
de sinais e sintomas clinicos (nduseas, vomitos e diarreia), assim como o tipo de diarreia devem

orientar na pesquisa do agente etioldgico (Fonseca et al., 2004).

4.1. Colheita
As amostras de fezes devem ser obtidas até um total de 3 amostras e em dias diferentes

(Fonseca et al., 2004), sendo transportadas em contentores estéreis devidamente identificados.

4.2. Processamento laboratorial
Consoante as analises requisitadas pelo clinico, as amostras de fezes podem ser
submetidas a diferentes processamentos: exame bacteriologico, exame micolégico e/ou exame

parasitologico.

EXAME BACTERIOLOGICO

O exame bacterioldgico pesquisa espécies de Salmonella, Shigella e Campylobacter, uma
vez que sao as bactérias mais comumente associadas a gastrenterites (Mahon, Lehman e
Manuselis, 2015).

Quando se suspeita de infe¢oes por Salmonella spp. ou Shigella spp., semeia-se uma
porcao das fezes em gelose Hektoen (HEK) e em gelose Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD),
meios seletivos e diferenciais que permitem a distingao destas bactérias (Figura |1). Estas
placas devem ser incubadas em aerobiose e a 37°C de 18 a 24 horas.

A presenga de desoxicolato de sodio na gelose XLD elimina as bactérias de Gram
positivo pertencentes a microbiota normal e é o indicador de pH (vermelho de fenol) que ira
distinguir as colonias. A gelose XLD possui na sua constituicao trés agucares: xilose, lactose e
sacarose. Shigella nao fermenta estes agucares, formando coldnias incolores/vermelhas.
Salmonella fermenta a xilose originando coldénias amarelas. Porém, como a xilose existe em
menor quantidade, Salmonella passa a descarboxilar a lisina, alcalinizando o pH do meio e
formando colénias incolores/vermelhas (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). Além disto, a
existéncia de tiossulfato de s6dio no meio detetar as bactérias que produzam acido sulfidrico
(H,S) através da enzima tiossulfato redutase (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). Quando isto

acontece as coldnias surgem com um centro negro, revelado pelo citrato férrico amoniacal.
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O meio HEK possui uma elevada concentracao de sais biliares que inibem o
crescimento de bactérias de Gram positivo, assim como o crescimento de bactérias de Gram
negativas pertencentes a flora intestinal (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). A presenga de
sacarose, salicina e lactose determina os padroes de fermentagao, com o auxilio do indicador
de pH (fucsina acida e azul de bromotimol). Quando os aglcares sao fermentados surgem
coldnias rosa-salmao e quando nao ha fermentagao as coldnias sao verdes, como € o caso das
coldnias de Shigella spp. e Salmonella spp.. Esta gelose também possibilita a detecao da enzima

tiossulfato redutase que algumas bactérias utilizam para a produgao de H,S.

Figura || - Meios de cultura XLD (A) e Hektoen (B). (Fonte: Setor de Microbiologia do IPOCFG).

Em adicao, também se coloca uma porgao das fezes em caldo Selenito e caldo Gram-
negativo (GN), nas mesmas condi¢oes de incubagao e durante 12 horas. O caldo Selenito
trata-se de um meio de enriquecimento para o isolamento de Salmonella spp. e de algumas
espécies de Shigella em varios tipos de amostras, mas neste setor é utilizado em amostras
fecais. A presenga de selenito de sédio na sua composigao impede o crescimento de bactérias
pertencentes a flora intestinal (Zimbro et al., 2009), prevalecendo desta forma a cultura das
espécies de Salmonella/Shigella. A presenca de crescimento bacteriano é revelada pela turvagao
do meio.

O objetivo do caldo GN é também o isolamento seletivo de bactérias gram-negativo
(Salmonella spp. e Shigella spp.). Esta selegao é conseguida pela composicao em desoxicolato e
citrato de soédio, que impedem o desenvolvimento de bactérias de Gram positivo, favorecendo
o crescimento das bactérias de Gram negativo (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). A
composicao em manitol também favorece a cultura de Salmonella e Shigella, que o metabolizam.

Decorrido o tempo de incubagao destes meios liquidos, repicam-se para meio HEK e
XLD para avaliar o desenvolvimento das colonias nao fermentadoras da lactose e/ou com

centro negro.
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Sempre que se desconfia de uma infegao causada por espécies de Campylobacter, o
primeiro passo € a execugao de um teste imunocromatografico, com a finalidade de pesquisar
antigénios de Campylobacter jejuni ou Campylobacter coli. Se o resultado for positivo, procede-
se a sua sementeira em gelose Campylosel, um meio de enriquecimento seletivo que permite
o crescimento das campilobactérias (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015) em microaerofilia a
42°C e também a realizagao de um esfregaco corado pela técnica de Gram para observar a

morfologia tipica em “asa de gaivota” ou em “S”.

Em casos que se desconfie que seja Clostridium difficille a provocar a infegao, procede-
se a realizagao de um teste imunocromatografico para a pesquisa da enzima glutamato
desidrogenase. Se o resultado for positivo, faz-se a confirmagao da produgao da toxina B

através de Biologia Molecular.

EXAME MICOLOGICO

A pesquisa de fungos leveduriformes em amostras fecais é realizada em casos de
auséncia de crescimento bacteriano. Isto pode resultar do facto da antibioterapia ter eliminado
por completo a microbiota intestinal, o que favoreceu o crescimento de leveduras.

Assim sendo, procede-se a sementeira das fezes em gelose SGC e incuba-se em
aerobiose a 37°C, valorizando somente o crescimento de leveduras na auséncia de

crescimento bacteriano.

EXAME PARASITOLOGICO

Este exame inicia-se com uma andlise macroscopica das fezes para avaliar a
consisténcia, odor, presencga de restos alimentares e de outros elementos anormais, tais como
sangue, muco ou vermes adultos.

Segue-se o exame direto a fresco com Lugol, que consiste na observagao direta da
amostra ao microscopio Otico para se pesquisarem estruturas parasitarias e efetua-se o exame
microscopico apos concentragao, que tem como intuito concentrar os parasitas e que engloba
a sedimentacgao. A sedimentacao ¢é executada pelo Método de Richie, que consta em diferentes
processos de centrifugagao até que se obtenha um sedimento que podera conter ovos e
quistos a observar.

Em pequena ampliagao (objetiva 10x) averigua-se a presenga de parasitas, ovos e larvas;

e com a objetiva de 40x pesquisam-se ovos e quistos.
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5. Exsudados purulentos superficiais e profundos

Muitas sao as situagoes clinicas e muitos sao os respetivos microrganismos
responsaveis por infegoes localizadas que conduzem a formagao de exsudados purulentos
(Fonseca et al., 2004). Estes exsudados podem ser divididos em superficiais (feridas abertas da
pele) ou profundos (feridas fechadas).

No IPOCFG, os microrganismos que mais se observam nestes casos sao:

enterobactérias, Pseudomonas spp. e S. aureus.

5.1. Colheita
Os exsudados de feridas abertas deverao ser colhidos com uma zaragatoa e esta devera
ser colocada em meio de transporte adequado (Stuart ou Amies) (Fonseca et al., 2004).
Quanto aos exsudados de feridas fechadas, a sua colheita nao devera ser através de
uma zaragatoa, mas sim por pungao e aspiragao com agulha e seringa (Fonseca et al., 2004) e
com a devida assepsia da pele, para que nao ocorra a contaminagao com microrganismos
pertencentes a flora da pele. Este modo de colheita tem como objetivo a pesquisa de

anaerobios, pelo que a seringa deve ser transportada em ambiente fechado e sem ar.

5.2. Processamento laboratorial

Por rotina, os exsudados purulentos superficiais sio semeados em meios COS, PVX e
SGC para a pesquisa de bactérias aerodbias e fungos leveduriformes, sendo incubados a 37°C
durante 24 horas. Efetua-se ainda um esfregago para posterior coloragao de Gram, onde se
ira ter em atengao a presenca de leucocitos polimorfonucleares e a morfologia dos
microrganismos existentes.

Se os exsudados purulentos profundos forem colhidos nas condigoes apropriadas para
anaerobiose, o seu processamento € feito através da sementeira em gelose de sangue
Schaedler (SCS) e caldo Schaedler (KCS) e incubados a 37°C durante 48 horas, o que permite
a recuperagao de bactérias anaerobias.

Tanto a gelose SCS como o caldo KCS se tratam de meios de enriquecimento nao
seletivos, destinados a pesquisa de bactérias anaerobias estritas e anaerdbias facultativas
(Mahon, Lehman e Manuselis, 2015), uma vez que se encontram suplementados com vitamina
K, 5% de sangue de carneiro, fator X e ainda com um agente redutor que vai impedir a
formacao de espécies reativas de oxigénio, suportando a anaerobiose.

Dependendo do tipo de bactéria, as condigoes de incubagao podem variar. No caso

de bactérias anaerdbias estritas, estas tém de ser incubadas em condicoes de anaerobiose
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(conseguida com o uso de um GENBag'), ao passo que as bactérias anaerobias facultativas
podem crescer em aerobiose.

A valorizagao provisoria dos resultados é feita consoante o que se observou no exame
direto e a morfologia das colonias, sendo crucial um bom conhecimento para saber avaliar se
ha colonias de microrganismos patogénicos ou se se trata apenas da microbiota da pele. Por

fim, procede-se aos testes de identificagao automatizados e respetivo TSA.

6. Exsudados vaginais

A inflamagao e irritagao da mucosa vaginal, denominada vaginite, é das situagoes clinicas
mais comuns entre as mulheres (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015; Tille, 2017). As trés causas
mais comuns de vaginite sao a candidiase vaginal, a vaginose bacteriana e a tricomoniase (Tille,
2017). Existe uma maior prevaléncia para desenvolver este tipo de infegbes quando um
individuo se encontra sob antibioterapia, dado que os antibioticos induzem um desequilibrio
da microbiota vaginal (Champer et al., 2017).

Os microrganismos que mais induzem este tipo de infecao no IPOCFG sao:

Gardenerella vaginalis, Candida spp. e Trichomonas vaginalis.

6.1. Colheita
Os fluidos vaginais sao colhidos com uma zaragatoa que é posteriormente colocada
em meio de transporte Amies e mantida a temperatura ambiente até ao processamento nos

meios de cultura (Tille, 2017), de modo a se preservar a mobilidade de parasitas.

6.2. Processamento laboratorial

A anilise de rotina destas amostras engloba a analise bacteriologica, micologica e
parasitologica.

O processamento das zaragatoas comega a sementeira da zaragatoa nos meios COS,
PVX e SGC, que serao incubados a 37°C durante 18 a 24 horas.

Efetua-se um esfregago que sera corado pela coloragao de Gram, permitindo
diferenciar a vaginose bacteriana pela presenca de clue cells (Figura 12), que sao células epiteliais
revestidas por Gardenerella vaginalis (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). O teste de Whiff deve

ser realizado para complementar o diagndstico da vaginose bacteriana e consiste na adigao de

' GENBag é uma bolsa hermética que em conjunto com um gerador consegue criar varios tipos de atmosferas
para o crescimento bacteriano, podendo ela ser anaerobica, capnofilica ou microaerofilica.
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hidroxido de potassio (KOH 10%) ao exsudado vaginal. Um odor caracteristico a “peixe
podre” evidencia um resultado positivo (Cohrssen et al., 2005).
Por fim, executa-se um exame direto a fresco com
soro fisiologico, que tem como finalidade o diagndstico de
tricomoniase (pesquisa de trofozoitos de Trichomonas

vaginalis e respetiva mobilidade) e também de candidiase

vaginal (pesquisa de Candida spp.).

Na leitura macroscopica das placas deve ter-se em

atengao a microbiota vaginal para se valorizarem os

Figura 12 - Clue «cells em
microscopia o6tica (objetiva de 50x).
informacao clinica e também com os resultados dos exames (Fonte: Setor de Microbiologia do
IPOCFG).

microrganismos causadores da infecio de acordo com a

diretos (Fonseca et al., 2004).

7. Pontas de cateter

As infegoes da corrente sanguinea associadas ao uso de cateter central sio um dos
tipos mais frequentes de infecoes associadas aos cuidados de salde, resultando no
internamento prolongado do doente, elevada morbilidade e mortalidade (Goulao, 2014). A
principal consequéncia destes dispositivos médicos é a colonizagao por bactérias ou fungos, o
que pode conduzir a infecao do cateter ou a uma infecao da corrente sanguinea (Tille, 2017).

As pontas de cateter sao enviadas para analise quando se suspeita que o cateter é a
origem do quadro clinico (Fonseca et al., 2004), avaliando a relagao entre a colonizagao do

cateter e a infecao do mesmo.

7.1. Colheita
Com as condigoes de assepsia da pele adequadas, retira-se o cateter e cortam-se 5 cm
da zona mais distal (a que fica mais profundamente introduzida na pele). Coloca-se esta porgao
num frasco estéril e sem meio de cultura, sendo transportado o mais rapido possivel para o

laboratério para evitar a desidratagao.

1.2. Processamento laboratorial
Quando possui o tamanho apropriado, a ponta do cateter deve ser rodada sobre a

placa de COS segundo a técnica semiquantitativa de Maki, que avalia o crescimento dos
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microrganismos presentes no exterior do cateter. Depois, a ponta é colocada em caldo Brain-
Heart Infusion (BHI) com o objetivo de possibilitar o crescimento de microrganismos que se
encontrem no interior/exterior do cateter. Ambos sao incubados a 37°C durante 18 a 24
horas.

O caldo BHI é um meio de enriquecimento utilizado para a cultura de diversos
microrganismos nao fastidiosos e moderadamente fastidiosos (Mahon, Lehman e Manuselis,
2015; Tille, 2017), podendo estes ser aerdbios ou anaerdbios. Quando ocorre a turvagao

deste meio, significa que existe crescimento bacteriano.

No momento da observagao das placas, um numero de colonias superior a |5 sugere
a infecao pelo cateter. Se esse numero for inferior a 15, é sugestivo da colonizagao do cateter.
Ao comparar as culturas obtidas através da técnica de Maki e a partir do caldo BHI
(repicado para gelose COS se houver crescimento), € possivel averiguar se o microrganismo
que existe no interior do cateter € o mesmo que existe no seu exterior, assim como concluir

se sao os causadores da infecao.

8. Liquido cefalorraquidiano (LCR)

Tendo em conta que estamos perante doentes oncologicos e imunocomprometidos,
existe a possibilidade de surgirem dois tipos de meningite: a meningite carcinomatosa e a
meningite microbiana. A meningite carcinomatosa trata-se de uma complicagao rara (Lima et
al, 2003) que resulta do facto dos tumores solidos conseguirem ultrapassar a barreira
hematoencefilica, atingindo o LCR. Quanto a meningite microbiana, é causada pelo acesso de
microrganismos ao LCR, podendo estes ser bactérias, virus, parasitas ou fungos.

O LCR trata-se de um fluido biolégico incolor e estéril, pelo que nao possui microbiota

enddgena. Assim sendo, a presenca de qualquer microrganismo neste fluido é de valorizar.

8.1. Colheita
As amostras de LCR sao colhidas por pungao lombar e devem ser transportadas para
o laboratério sem demora, de forma a serem processadas o mais rapido possivel para evitar
perda de viabilidade do agente infecioso (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015). Se nao for
possivel o seu transporte imediato, as amostras devem permanecer a temperatura ambiente,

nunca refrigeradas.
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8.2. Processamento laboratorial

A meningite bacteriana é considerada uma emergéncia médica dada a sua fatalidade se
nao for tratada o mais rapido possivel. Por isso, o seu diagnostico requer um processamento
imediato (Fonseca et al., 2004). Os agentes etioldgicos mais comuns neste tipo de meningite e
em adultos/idosos sao Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis (Fonseca et al., 2004).

Se for colhido um bom volume de amostra, a sua centrifugagao permite concentrar a
pouca quantidade de microrganismos existentes.

E mandatério realizar um esfregaco para coloragio de Gram a partir do sedimento,
para se observar a morfologia do microrganismo. Um mau prognostico implica a
predominancia de bactérias em relagao ao numero de leucocitos, ao passo que num bom
prognostico acontece o oposto.

Estas amostras sao também semeadas em meios COS e PVX pela técnica da inundagao
(cerca de 3 gotas), incubando posteriormente a 37°C durante 24 horas (Fonseca et al., 2004).
Se houver crescimento bacteriano, deve proceder-se a sua rapida identificagao e respetivo
TSA, informando o clinico.

Em pacientes imunodeprimidos, a levedura Cryptococcus neoformans é o agente
etiologico mais comum neste tipo de infecao (Fonseca et al,, 2004). Quando se suspeita de
uma meningite fangica, semeia-se em gelose SGC e prepara-se uma lamina com umas gotas de

amostra e de tinta da china, que facilita a visualizagao da sua capsula.

9. Raspados de faneros

Apesar de pouco frequente, por vezes sao recebidas no setor de Microbiologia
amostras de raspados de faneros (pele, unhas ou cabelos) entre outros, para a pesquisa de
fungos filamentosos, incluindo os fungos dermatdfitos (p. ex. Trichophyton rubrum e Trichophyton

mentagrophytes).

9.1. Processamento laboratorial

Este exame inicia-se com a sementeira das amostras em pelo menos dois meios SGC
para que possam incubar a diferentes temperaturas (25°C e 30°C), semeando também em
meio Mycoline® (25°C). Quando a cultura e o exame direto sio negativos, o tempo de
incubagao é de 4 semanas e sempre que a cultura seja negativa e o exame direto positivo, a
incubacao decorre durante 8 semanas.

O meio Mycoline® possui dois tipos diferentes de gelose: Sabouraud-Gentamicina-
Cloranfenicol de um lado e Sabouraud-Cloranfenicol-Actidiona do outro. O primeiro meio
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permite o aparecimento de leveduras e fungos filamentosos, enquanto no segundo a actidiona
inibe o crescimento de fungos nao dermatofitos, sendo seletivo para estes ultimos. O objetivo
do antifingico actidiona é limitar o desenvolvimento de fungos contaminantes e o dos
antibioticos, como ja referido para a gelose SCG, ¢é evitar o crescimento bacteriano.

A andlise macroscopica das colonias em SGC é de larga importancia, uma vez que os
fungos filamentosos possuem caracteristicas especificas, tais como a pigmentagao e a textura,
que auxiliam na identificagao do possivel agente patogénico.

Quando surge crescimento de fungos filamentos nos meios SGC ou Mycoline®,
recorre-se a técnica da fita-cola e observa-se ao microscopio otico (objetiva 40x) por
contraste com o corante azul de lactofenol, de modo a analisarem-se as estruturas fingicas
(tipo de hifas, conidiogénese, etc.).

Prepara-se ainda uma lamina da amostra com NaOH (a 10% para pele e a 30% para
cabelos/unhas) para observagao direta ao microscépio, de modo a se detetarem elementos
fungicos que possam estar presentes nas amostras de faneros, dado que o NaOH dissolve os

queratinécitos, de modo a permitir uma facil visualizagao dos elementos flingicos.

IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS E TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS

ANTIMICROBIANOS

Assim que se obtém uma identificagao presuntiva de uma bactéria através dos métodos
fenotipicos, pode iniciar-se o procedimento que vai levar a identificacio definitiva dos
microrganismos e respetiva suscetibilidade aos agentes antimicrobianos.

Por vezes podem surgir microrganismos cuja identificacdo € mais complexa, pelo que
se recorrem a provas bioquimicas auxiliares e testes de suscetibilidade auxiliares de

identificacao para a orientagao do diagndstico definitivo, feito de forma automatizada.

I. Técnicas de identificacao

l.1. Provas bioquimicas auxiliares de identificacao

Teste da Catalase: A enzima catalase converte o peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua, levando a libertagao de bolhas de oxigénio e permitindo a distingao entre Staphylococcus

(catalase positiva) e Sreptococcus/Enterococcus (catalase negativa).
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Teste da Oxidase: A atividade da citocromo oxidase é verificada pela oxidagao do
tetrametil-p-fenilenodiamina, observando-se uma coloragao roxa. Possibilita detetar a
presenca de Enterobacteriaceae (oxidase negativa) ou de Pseudomonadaceae (oxidase

positiva).

Teste da Urease: Determina a produgao da enzima urease, que hidrolisa a ureia em amonia
e CO,, verificando-se o aumento do pH do meio, com viragem da cor do indicador. A
coloragao rosa do meio indica a presenca da urease, ao passo que a coloragao laranja traduz

a sua auséncia.

1.2. Testes de suscetibilidade auxiliares a identificacao
Através da colocagao de um disco de antibidtico (vancomicina, metronidazol ou
optoquina) em gelose COS, que vai difundir no meio, a suscetibilidade aos antibioticos é

avaliada pela presenca de halos de inibicao.

Teste de suscetibilidade a Vancomicina: a vancomicina é um antibiotico anti-parietal que
interrompe a formagao da parede celular, sendo apenas eficaz contra bactérias de Gram
positivo. Deste modo, avalia a presenca de uma bactéria de Gram positivo (sensivel) ou de

Gram negativo (resistente).

Teste de suscetibilidade ao Metronidazol: o metronidazol trata-se de um antibiotico que
atua nos acidos nucleicos. Quando reduzido, associa-se ao DNA e induz a perda da sua
estrutura, ajudando a esclarecer se a bactéria é anaerdbia estrita (sensivel) ou aerobia

estrita/facultativa (resistente).

Teste de suscetibilidade a Optoquina: a optoquina é um antibiético que interfere com a
ATPase (inibindo a producao de ATP), permitindo diferenciar Streptococcus pneumoniae

(sensivel) de outros estreptococos « -hemoliticos (resistentes).

1.3. Galeria de identificacao BD BBL™ Crystal™
Recorre-se ao sistema BD BBL™ Crystal™ quando se pretende obter a identificagao
de bactérias de Gram positivo de dificil identificagao com os métodos automatizados. A partir

de substratos cromogeénicos e fluorogénicos, desenvolvem-se reagoes com a amostra que
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induzem a degradacao desses substratos, alterando o pH e a coloragao dos meios. Apos a
incubagao, a interpretacao dos resultados é efetuada através de um software informatico que

nos indica qual a espécie presente a partir do bioniumero obtido.

|.4. Testes de Biologia Molecular
O equipamento GeneXpert® consiste num sistema fechado e automatizado que
permite o diagndstico molecular bacteriano através de ensaios de PCR em tempo real, em
que decorre a amplificagdo dos dacidos nucleicos e a detegdo de sequéncias-alvo,
proporcionando resultados em pouco tempo (1-2 horas). Esta metodologia permite a redugao
do risco de contaminagao, visto que requer a utilizagao de cartuchos descartaveis e de
utilizagdo Unica que contém os reagentes necessarios ao processo. A Tabela 9 refere os

diferentes ensaios realizados por Biologia Molecular.

Tabela 9 - Ensaios realizados por PCR em tempo real no setor de Microbiologia do IPOCFG.

Protocolo Amostra Objetivo
Xpert
p(-a ) Pesquisa dos genes codificantes das toxinas B e binaria
Clostridium Fezes ~
difficile® (tcdA) e delegao no gene tcdC.

Xpert Carba- Zaragatoas Detecao de estirpes de enterobactérias produtoras
R Assay® retais carbapenemases (KPC, OXA48, NDM, VIM, IMP).
Xpert Detecao de DNA do complexo Mycobacterium
MTBP IRIF® Expetoragao tuberculosis e mutagoes do gene rpoB associadas a

resisténcias a rifampicina.
Xpert ~
MRSA/SA Sangue Detecao de DNA de S. aureus e MRSA em
BD® (hemoculturas) hemoculturas positivas.

1.5. ldentificacao definitiva
Consoante as caracteristicas morfolégicas das coldnias e os resultados das provas
bioquimicas, procede-se a realizagao da identificagao definitiva a partir de um sistema
automatizado, o Vitek® 2, que se baseia na utilizagio de cartas para identificagio (cartas ID).
Cada carta € constituida por 64 pogos e cada um deles contém substratos que vao ser
preenchidos com o indculo, onde irao decorrer as reagoes metabdlicas. Estas reagoes sao

colorimétricas, permitindo a leitura através de diferentes comprimentos de onda no espetro
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do visivel; cada pogo € lido de 15 em |5 minutos de modo a verificar a existéncia de turvagao
ou de produtos corados.

Antes de se utilizarem as cartas |ID é necessario preparar num tubo uma suspensao
bacteriana/fingica com 3 ml de solucao salina e consoante as densidades McFarland indicadas
na Tabela 10. PSe-se a carta ID em contacto com a suspensio preparada e coloca-se no Vitek®

2, que vai proceder ao indculo e leitura da carta de forma automatica.

2. Testes de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

O Vitek® 2 também se encontra apto para avaliar a suscetibilidade aos antimicrobianos
através de cartas TSA, estando as que se utilizam neste setor referenciadas na Tabela | 1.

A partir da suspensao preparada para as cartas ID, transfere-se parte para o tubo da
suspensao para o TSA, ja com 3 ml de solugao salina, sendo que a quantidade a transferir
depende do tipo de microrganismo e encontra-se referido na Tabela 0. Colocam-se entao as

cartas TSA em contacto com as respetivas suspensoes.

Além disto, executa-se um controlo de identificagao, que consiste em semear numa
placa 10 pl da suspensao bacteriana da carta ID e que tem como finalidade avaliar a pureza
dessa suspensao. Os meios utilizados para este controlo dependem do microrganismo: COS
para bactérias de Gram positivo, CLED para bactérias de Gram negativo, SGC para leveduras,
PVX para bactérias fastidiosas e SCS para bactérias anaerobias.

Posto isto, colocam-se os suportes com as cartas TSA e respetivas suspensoes ho

sistema Vitek® 2, que vai proceder ao seu inéculo e leitura automaticos.

Tabela 10 - Respetivas densidades McFarland e volumes a transferir para o TSA, de acordo com o tipo
de carta ID.

Carta ID Densidade Volume a transferir para
b McFarland TSA
GP (cocos Gram-positivo) 0,6 — 0,63 280 pl
GN (bacilos Gram-negativo) 0,6 — 0,63 145 pl
YST (leveduras) 1,8 —2,20 280 ul
ANC (anaerdébios e
2,70 - 3,30 TSA manual
corinebactérias)
NH (fastidiosos) 2,70 — 3,30 TSA manual
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Tabela || - Cartas TSA usadas em conjunto com o microrganismo para o qual se realiza o antibiograma.

Cartas TSA Microrganismo

AST-P648  Staphylococcus

AST-P586 | Streptococcus B-hemoliticos e Enterococcus (y-hemoliticos)
AST-STO03  Streptococcus (hemdlise a)

AST-N355  Enterobacteriaceae

AST-N373  Pseudomonadaceae

AST-YS08 | Leveduras

A identificagao final do microrganismo, bem como a suscetibilidade aos antimicrobianos
sao realizadas com o auxilio de um software informatico que analisa as leituras das cartas ID
e TSA e as compara com bases de dados, indicando a espécie e as concentragoes minimas

o 7.

inibitorias (CMI) para cada antibiotico, de acordo com as normas EUCAST.

2.1. Testes de suscetibilidade manuais

Existem antibioticos que nao estdo incluidos nas cartas TSA do sistema Vitek® 2, e
portanto, o TSA nao é efetuado de forma automatizada, mas sim manualmente através do
método de Kirby-Baiier. O mesmo sucede para casos em que houve crescimento de
microrganismos fastidiosos ou anaerobios no exame cultural, como por exemplo Haemophilus
influenzae, Corynebacterium spp., Neisseria spp. e Moraxella catarrhalis.

Em primeiro lugar, prepara-se uma suspensao bacteriana a partir das coldnias (com
menos de 48 horas de incubagao) em solugao salina com uma densidade de 0,5 McFarland. De
seguida, a suspensao deve ser inoculada numa gelose Mueller-Hinton (MH) ou Mueller-Hinton
Fastidious (MHF), para bactérias fastidiosas, segundo a técnica da sementeira em toalha. A
gelose MH é um meio nao seletivo que tem como propodsito o estudo da sensibilidade aos
agentes antimicrobianos por difusao. Quando adicionada de sangue de cavalo aquecido (gelose
MHF) permite a realizagao do antibiograma em microrganismos fastidiosos, como Neisseria
spp. € Haemophilus spp. ou anaerobios.

Por fim, segue-se a aplicagao dos discos de antibidticos, que devem ser aplicados com
firmeza. Assim que o disco entra em contato com o meio, o antibiotico vai difundir e apos o
tempo de incubagao (37°C durante 16 a 20 horas), avalia-se a existéncia de halos de inibigao.
O diametro dos halos é medido em milimetros e a sua interpretagao é feita por consulta do

breakpoint das normas EUCAST. Na auséncia de halo ou quando o didmetro do mesmo ¢é
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menor que o breakpoint “resistente”, significa que o microrganismo é resistente ao agente
antimicrobiano. Quando é maior que o breakpoint “suscetivel”, traduz a suscetibilidade do

microrganismo ao antibiotico.

2.2.Detecao de B-lactamases de espetro estendido e de carbapenemases

Nas ultimas décadas, tem-se observado a expansao a nivel global da existéncia de
bactérias produtoras de B-lactamases, incluindo as bactérias produtoras de carbapenemases.

As B-lactamases de espetro estendido (BLSE) e as carbapenemases dizem respeito a
enzimas adquiridas pelas bactérias como mecanismo de resisténcia, para evitar a agao dos
antibioticos e continuarem a proliferar. No IPOCFG a detecao destas enzimas é realizada para
todas as Enterobacteriaceae.

As BLSE possuem a capacidade de hidrolisar e causar resisténcia aos antibioticos B-
lactamicos, através da produgao de enzimas denominadas B-lactamases (Nordmann, Dortet
e Poirel, 2012; Pitout e Laupland, 2008). Porém, existem moléculas inibidoras (p. ex. acido
clavulanico) que interagem covalentemente com as B-lactamases (Nordmann, Dortet e Poirel,
2012), inibindo-as e fazendo com que os B-lactimicos consigam exercer a sua atividade
bactericida.

A resisténcia aos carbapenemos pode ocorrer consoante os seguintes mecanismos: (1)
através da produgao de carbapenemases, enzimas que vao hidrolisar os antibioticos e (ll)
mutagoes nos canais de porinas da membrana externa que reduzem a entrada dos

carbapenemos (Nordmann, Dortet e Poirel, 2012).

A detegao das carbapenemases é feita por métodos fenotipicos e com recurso ao
método de difusao em disco, colocando-se um disco de faropenemo em gelose MH, antibiético
muito especifico e sensivel para carbapenemases. Apos incubagao, examina-se a formagao de
um halo de inibicio. Na auséncia de halo significa que a bactéria é produtora de
carbapenemases, ao passo que a presenca de halo indica suscetibilidade aos carbapenemos
(Figura 13-B).

Para a detecao de BLSE recorre-se também ao método fenotipico, com base no facto
de que todas as BLSE hidrolisam as cefalosporinas de 3° geragao e que sao inibidas pelo acido
clavulanico (Pitout e Laupland, 2008). Deste modo, sao posicionados numa gelose MH e com

um espagamento de 20 mm os discos de cefotaxima, ceftriaxona e amoxicilina com acido
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clavulanico. Quando se verifica a existéncia de sinergismo (Figura 13-A) entre os discos de

antibioticos, presume-se a existéncia de BLSE (Mahon, Lehman e Manuselis, 2015).

CpEESOTL )
AIMDIFR =58 e

Figura 13 - Método fenotipico para a detegao de BLSE. A — Presenga de BLSE (sinergismo); B —
Suscetibilidade ao faropenemo. (Fonte: Setor de Microbiologia do IPOCFG).

Durante o estagio neste setor pude experienciar o processamento das diversas
amostras recebidas, incluindo a sementeira nos meios de cultura e a execugao de esfregacos
para as técnicas de coloragao (Gram e Kinyoun), incluindo a visualizagado dos mesmos ao
microscopio otico. Participei também na execugao de técnicas de identificacao e TSA e

acompanhei a validagao biopatologica dos resultados.
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CONTROLO DE QUALIDADE

A execugao de um bom controlo de qualidade é um aspeto crucial para que os
resultados analiticos processados por um laboratério sejam fidedignos. Sabendo que os valores
da amostra dos utentes sao desconhecidos, é de extrema importancia elaborar o controlo de
qualidade, interno e externo, de modo a que os resultados sejam precisos e correspondam a
clinica do utente.

Nos setores de Hematologia, Bioquimica Clinica e Imunologia/Hormonologia, todos os
dias se realiza o controlo de qualidade interno antes de se iniciar o processamento das

amostras. No setor de Microbiologia, ainda muito depende do trabalho manual, o controlo
interno ¢ feito de forma distinta. Contudo, todos os setores participam em programas de

controlo de qualidade externo.

I. Controlo de Qualidade Interno
O objetivo da execugao do controlo de qualidade interno (CQI) é avaliar diariamente
a precisao e reprodutibilidade dos métodos analiticos. Isto é conseguido pela utilizagao de
controlos de firmas comerciais, que sao processados como uma amostra e cujos resultados
sao posteriormente analisados consoante as regras de Westgard. Os controlos das firmas
comerciais utilizados nos diversos equipamentos podem ser de 2 niveis (alto e baixo) ou de 3

niveis (alto, normal e baixo), como representado na Tabela 12.

Tabela 12 - Niveis do Controlo de qualidade interno para os diferentes setores do IPOCFG.

Imunologia &

. Todos os parametros 2 (normal e patologico alto)
Hormonologia

3 (normal, patologicos alto e

lonograma _
Bioquimica Clinica baixo)
Parametros bioquimicos 2 (normal e patolégico alto)
Hemograma
_ 3 (normal, patolégicos alto e
Hematologia Velocidade de sedimentagao

baixo)
Provas da coagulagao
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Caso os resultados obtidos para os diferentes controlos se insiram nas normalidades
que constituem as regras de Westgard, significa que existe uma boa precisio e
reprodutibilidade dos mesmos, pelo que é seguro proceder ao processamento das amostras
dos utentes. Quando os controlos fogem as regras de Westgard, é necessario aplicar medidas
corretivas, como a calibragao, e também repeticao dos controlos, para que estes voltem a

estar de acordo com as regras.

No setor de Imunologia/Hormonologia, o controlo das técnicas manuais é efetuado
em simultaneo com a amostra. Cada lote possui limites de referéncia nos quais os controlos

se devem inserir para que os resultados e calibradores da amostra possuam valores fidedignos.

Quando os controlos nao se enquadram nesses limites, todo o processo da técnica manual

deve ser repetido, para garantir os resultados.

No que diz respeito ao setor de Microbiologia, o CQI engloba outras metodologias: o
controlo estéril das placas, o controlo estéril dos reagentes e o controlo do crescimento das
placas e do Vitek® 2 a partir de estirpes de referéncia ATCC.

As placas dos meios cultura querem-se estéreis e em boas condigoes para que o
crescimento microbiologico das amostras dos utentes nao seja influenciado. O controlo
microbioldgico dos meios de cultura é feito sempre que abre um novo lote, incubando uma
das placas a 37°C durante 48h e sem qualquer inoculagao, registando os resultados passado
as 24h e as 48h.

O controlo microbiologico da solugao salina, é realizado a partir da sua inoculagao
numa gelose COS, que se poe a incubar a 37°C durante 48h.

De modo a garantir a qualidade do sistema Vitek® 2, bem como das cartas ID e TSA,
recorre-se a estirpes de referéncia ATCC (American Type Culture Collection). Estas estirpes sao
sujeitas ao processamento normal para as cartas ID e TSA, cuja identificacao e antibiograma

vao permitir confirmar a qualidade das cartas.

2. Controlo de Qualidade Externo
A finalidade do controlo qualidade externo (CQE) é avaliar a exatidao dos resultados
laboratoriais obtidos, permitindo a sua comparagao com os resultados laboratoriais de todos
os laboratérios de analises que participaram no mesmo programa.
Os programas de CQE em que o SPC participa sao o programa nacional do Instituto

Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), que se realiza em todos os setores e o
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programa internacional Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS), que se realiza
nos setores de Hematologia, Bioquimica e Imunologia/Hormonologia.

Com uma periodicidade definida, os diferentes setores recebem amostras destes
programas, cuja concentragao dos analitos é desconhecida. Apods realizagao do CQI, estas
amostras do CQE podem entao ser processadas e os resultados sao posteriormente
reportados as entidades responsaveis (INSA ou RIQAS). Quando, por fim, é emitido o
relatorio final, & possivel comparar os resultados obtidos no laboratéorio com os outros
laboratérios que também participaram no mesmo programa. Esta comparagao pode ser
avaliada por parametro, método e equipamento.

Para o setor de Microbiologia, o CQE engloba o programa do INSA, em que sao
enviadas amostras com microrganismos para posterior identificagao. Por norma, cada amostra
apenas contém um microrganismo. Realizam-se ensaios de Bacteriologia (4 por ano), Micologia
(4 por ano) e Parasitologia (3 por ano) e por cada ensaio sao enviados diferentes nimeros de
amostras, 4 para Bacteriologia e 3 para Micologia, por exemplo, que serao processadas de
acordo com a informacao clinica que vem no programa do INSA. Assim que o microrganismo
¢ identificado, este é reportado ao INSA e no relatério final pode verificar-se a taxa de sucesso

da identificagao, de acordo com as metodologias utilizadas.
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CONCLUSAO

A realizacdo deste relatorio de estagio representa o final de uma etapa muito
importante no meu percurso académico, a conclusao do Mestrado em Analises Clinicas. Este
mestrado superou em muitos aspetos as minhas expetativas, pois através dele consegui
entender a importancia das Analises Clinicas no mundo da medicina atual, sendo ela, sem
margem para davidas, uma “pega-chave” na orientagio do diagndstico, monitorizagao da
terapéutica e estabelecimento de prognosticos.

Ficarei eternamente grata pela possibilidade de efetuar o Estagio Curricular no SPC do
IPOCFG. Iniciei esta etapa de estagiaria bastante nervosa, pois nunca tinha presenciado o
mundo da pratica clinica profissional, mas terminei-a satisfeita e ansiosa por poder pratica-la
o mais brevemente possivel. Os profissionais de saide do SPC foram cruciais na aquisi¢ao de
novos conhecimentos e também na consolidagao de conceitos lecionados nas aulas tedricas.

Esta oportunidade de estagio permitiu-me ainda obter uma perspetiva da realidade
quotidiana das doengas oncoldgicas, da importancia de uma boa interpretagao de resultados
e da necessidade de descobrir novas tecnologias que permitam o rastreio e diagnostico
precoce, bem como a existéncia de terapéuticas menos agressivas para os pacientes
oncolégicos. E deveras marcante o impacto que uma simples determinagio analitica pode
causar na vida de uma pessoa, pelo que nao devemos esquecer que estamos a trabalhar em
prol do bem de alguém.

Posso entao concluir que tanto o Estagio Curricular como o Mestrado em Analises
Clinicas foram experiéncias fulcrais na minha jornada, dando um rumo a minha proxima fase
na vida, pois a pratica clinica laboratorial e a constante necessidade de obter novos

conhecimentos fazem-me querer integrar uma profissao nesta area da saude.
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