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RESUMO

As analises clinicas tém uma grande importancia na area da salde, especialmente em
doentes oncoldgicos onde existe uma fase de rastreio, diagnostico e monitorizagao da doenga,
nas quais certos parametros sao fundamentais para o efeito.

No presente relatorio, realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, descrevo as atividades desenvolvidas nos
6 meses de estagio no Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, dando
énfase as areas de Microbiologia e Imunologia e uma breve descrigao da rotina dos setores de
Hematologia e Bioquimica Clinica.

Neste periodo tive a oportunidade de integrar no servico dos varios setores
mencionados, sendo um importante marco na consolidagao de todos os conhecimentos

adquiridos ao longo do mestrado.

ABSTRACT

The Clinical Analysis are very important in the health area, especially in cancer patients
where there is a phase of screening, diagnosis and monitoring of the disease, in which certain
parameters are fundamental.

In this report, fulfilled within the framework of the Master’s in Clinical Analysis of
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, | describe the activities developed during
the 6 months of internship at the Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco
Gentil, emphasizing the areas of Microbiology and Immunology and a brief description of the
routine of the Hematology and Clinical Biochemistry sectors.

During this period, | had the opportunity to integrate into the service of the mentioned
sectors, being an important milestone in the consolidation of all the knowledge acquired during

the master’s degree.
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INTRODUCAO

Numa instituicao como o Instituto Portugués de Oncologia, as analises clinicas sao uma
ferramenta fundamental no rastreio, no diagnostico assim como no tratamento do cancro, e
sendo este um hospital “follow up” estas andlises fazem parte da rotina destes doentes.

Este estagio curricular ocorreu ao longo de 6 meses no Servigo de Patologia Clinica
(SPC) do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG), teve inicio
em dezembro de 2019 terminando em agosto de 2020 devido a interrupgao pelo Estado de
Emergéncia decretado associado a pandemia de Covid-19. Esta nova realidade fez com que
nos tivéssemos de adaptar as novas regras do laboratério de modo a garantir toda a seguranga
durante o servico.

Durante este periodo desenvolvi competéncias na area de Microbiologia, Hematologia,
Imunologia e Bioquimica Clinica onde pude colaborar na rotina do servigo de cada um destes
setores. Isto teve uma grande importancia na minha formagao profissional pois consistiu no
primeiro contacto com a realidade de um laboratério sendo um culminar de 2 anos de
aprendizagem.

Neste relatorio vao ser abordadas com maior detalhe as areas de Microbiologia e
Imunologia, onde estive a colaborar aproximadamente 2 meses em cada uma, uma vez que sao
areas de grande interesse para mim. A Microbiologia é o setor menos automatizado do SPC,
sendo o de Imunologia, por outro lado, maioritariamente automatizado e com poucas técnicas
manuais. Estas duas areas estao bastante interligadas, pois os doentes oncoldgicos
frequentemente o seu sistema imunologico afetado criando uma maior suscetibilidade as
infecoes bacterianas e fungicas.

E também feita uma pequena descricio dos restantes setores, Hematologia e
Bioquimica Clinica onde colaborei no servigo aproximadamente | més em cada um, referindo

os parametros determinados e técnicas realizadas nas respetivas areas.






CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O IPOCFG ¢é uma unidade hospitalar pertencente ao Servico Nacional de Saude e
considerado uma referéncia no que diz respeito ao diagnostico e tratamento da doenga
oncoldgica prestando estes servigos a regiao centro do pais.

Nesta instituicao existe o SPC, situado no piso 0 do edificio de Oncologia Médica,
tendo como diretor o Dr. Frederico Valido que presta servico ao SPC desde 1987 e onde
cessou as suas fungoes em agosto de 2020 por motivos de aposentagao. Aqui trabalham mais
de 30 profissionais desde médicos, farmacéuticos, técnicos de diagndstico e terapéutica,
bioquimicos, bidlogos, administrativos e ainda auxiliares de saude.

Diariamente sao registadas cerca de 300 a 400 amostras, incluindo internamento e
ambulatério, sendo este registo feito na secretaria pelos administrativos no software
informatico Modulab. Cada doente tem um numero de processo, e a cada amostra € atribuido
automaticamente um numero de identificacao.

A colheita das amostras ¢ realizada maioritariamente pelos técnicos de diagnéstico e
terapéutica, o que permite acompanhar a fase pré-analitica ajudando a garantir resultados
fidedignos dos parametros. Depois da colheita, as amostras sao distribuidas pelos diferentes
setores e processadas de acordo com o tipo de anilise.

Este servico divide-se nos setores de Hematologia, Bioquimica Clinica, Imunologia e
Microbiologia. Nos 3 primeiros as determinagoes sao feitas por métodos maioritariamente
automatizados, sendo a Microbiologia ainda bastante dependente de técnicas manuais e de
pessoal qualificado.

Na tabela | estao representados os principais equipamentos do SPC e sua principal

utilizacao/ funcao.



Tabela |- Equipamentos do Servigo de Patologia Clinica e respetiva fungao.

MICROBIOLOGIA

Vitek ® 2 - BioMérieux

Identificacao e TSA de microrganismos

BD BACTEC™ 9050 Blood Culture

System

Estufa para hemoculturas

Cobas ® u4l |- Roche Diagnostics

Sumaria de Urina

HEMATOLOGIA

ACL TOP ® CTS 500- Instrument

Laboratory

Testes de coagulagao

DxH 900 - Beckman Coulter

Hemograma

Test | BCL - ALI FAX

Velocidade de Sedimentacao

IMUNOLOGIA

Immulite 2000 ® Xpi - Siemens

Autoanalisador (CLIA)

Advia Centaur Xp ® - Siemens

Autoanalisador (CLIA)

Kryptor ®

Autoanalisador (TRACE)

Cobas €601/602 Analyzer ® -Roche
Diag.

Autoanalisador (ECLIA)

Atellicca NEPH 630 ® - Siemens

Autoanalisador (Nefelometria)

BIOQUIMICA CLINICA

RapidChem ® 744 - Bayer

Quantificagao de Ioes

RapidLab ® 1265 - Siemens

Gasometrias

ABL 800 Flex - Radiometer

Quantificacao de Calcio lonizado

Atellica ® CH Analyser

Autoanalisador




HEMATOLOGIA

O setor de Hematologia tem como responsavel a Dra. Joana Diamantino, Assistente
Hospitalar Graduada Especialista em Patologia Clinica.

Neste sao realizadas diferentes determinagoes incluindo o hemograma com contagem
celular diferenciada em diferentes amostras bioldgicas, velocidade de sedimentagao, estudos
da coagulagao e respetivos fatores, estudos genéticos, imunofenotipagem por citometria de
fluxo e ainda observagao de esfregagos sanguineos e de medula éssea ao microscopio otico.
Para estes procedimentos sao utilizadas amostras como sangue total e plasma, aspirados de
medula ossea e diversos liquidos biologicos.

Este setor é de extrema importancia, especialmente numa unidade de salde como o
IPO uma vez que auxilia no diagnostico e respetiva agao da terapéutica e na monitorizagao da
doenga. Também é fundamental para uma fase pré terapéutica de modo a avaliar a situagao
clinica do doente, sendo os resultados validados num curto espago de tempo entre a colheita

e a analise.



MICROBIOLOGIA

O setor de Microbiologia do SPC esta sob responsabilidade da Dra. Maria Alexandre
Vaz Mendes, Farmacéutica Assistente da Carreira Farmacéutica e Especialista em Andlises
Clinicas e Genética Humana pela Ordem dos Farmacéuticos.

As amostras recebidas neste setor sao variadas, embora a urina, expetoragao e sangue
sejam as mais frequentes. Estas sao processadas sempre com o objetivo de identificagao do
microrganismo responsavel pelo processo infecioso e respetivo Teste de Suscetibilidade aos

Antibiéticos (TSA) de acordo com o tipo de amostra.

|- Rececio e Exame macroscopico

Assim que as amostras entram no setor de Microbiologia é feito um exame
macroscopico com o objetivo de aceitar ou rejeitar as mesmas e até mesmo observar
caracteristicas que possam ajudar ao diagndstico. Amostras de expetoragiao, exceto para
pesquisa de micobactérias, com saliva e sem muco, ou fezes nao moldaveis ao contentor para
pesquisa de Clostridioides difficile, por exemplo, podem levar a rejeigao das mesmas.

O registo por leitura otica dos produtos é feito no Modulab, o software informatico

utilizado no IPOCFG que contém os dados demograficos dos utentes.

2- Coloraciao de Gram

Apods o exame macroscopico da amostra e do seu registo, na maior parte destas, faz-
se a coloragao de esfregagos pela técnica de Gram. Esta coloragao foi desenvolvida por Hans
Gram em 1884 e permite distinguir as bactérias de Gram positivo e de Gram negativo de
acordo com a reagao tintorial que apresentam e que se deve as caracteristicas da parede
celular. [1]

As primeiras sao constituidas por uma membrana citoplasmatica e uma espessa camada
de peptidoglicano, proteinas, acidos teicoicos e lipoteicdicos. Esta camada de peptidoglicano
retém o corante primario, o violeta de genciana, assim como o mordente, o soluto de lugol.
O corante primario fica retido depois da adi¢ao do diferenciador (alcool acetona) devido a

baixa concentragao de lipidos na parede celular bacteriana, permanecendo estas bactérias com



o tom roxo proveniente do corante primario. Por outro lado, as bactérias de Gram negativo,
para além de lipopolissacarideos, proteinas e porinas. contém uma fina camada de
peptidoglicano e uma membrana externa com elevada quantidade de fosfolipidos. Estas
bactérias ficam sem cor com a adigao do diferenciador uma vez que este dissolve os lipidos
da membrana externa permitindo a remogao do violeta de genciana, o corante primario.
Contudo, ficam coradas de rosa com o corante secundario, a fucsina de Ziehl diluida. Todo o
procedimento da coloragao de Gram esta descrito na tabela I.

Apos o processo de secagem, estas preparagoes sao observadas ao microscopio otico
de campo claro na objetiva de 100x ou de acordo com os dados fornecidos e pedidos. Isto
permite que seja observada a morfologia das bactérias (cocos e bacilos), distinguir entre
bactérias de Gram negativo e Gram positivo de acordo com a sua cor, bem como o tipo de
agrupamento (por ex. estafilococos, diplococos e estreptococos ou diplobacilos e
estreptobacilos). Também podemos retirar ilagoes acerca da qualidade (nas expetoragdes por

exemplo) do produto biologico, assim como células representativas da amostra.

3- Coloracao de Kinyoun

Os bacilos acido-dlcool resistentes possuem uma parede celular caracteristica
constituida maioritariamente por acidos micélicos e arabinoglicano. Devido a esta constituicao
especifica e morfologia, estas bactérias sao consideradas bacilos acido-dlcool resistentes
(BAAR), uma vez que resistem a descoloragao pelo diferenciador.

Assim, para este tipo de bacilos, deve utilizar-se a técnica de Ziehl- Neelsen ou no caso
do SPC, a coloragao de Kinyoun. Trata-se de uma técnica semelhante a de Ziehl- Neelsen,
mas a segunda nao requer aquecimento. Desta forma, é aplicado carbolfucsina numa maior
concentragao seguida do diferenciador, e por fim, o verde brilhante que é um corante de
contraste. A carbolfucsina, tendo grupos fenol, consegue penetrar a parede celular dos BAAR
que retém este corante ficando com uma tonalidade avermelhada em contraste com o verde

do segundo corante. Tal como o procedimento anterior, este esta também ilustrado na tabela



Tabela ll- A- Técnica de coloragao de Gram; B- Técnica de coloragao de Kinyoun.

A- Coloracao de Gram B- Coloragao de Kinyoun
Esfregaco bacteriano Esfregaco bacteriano
Violeta de Genciana - | minuto Carbolfucsina - 4 minutos
Soluto de Lugol - 30 segundos Lavar em agua corrente

Alcool- acetona - gota a gota até descorar | Descorante - 5 segundos
Lavar em dgua corrente Lavar em agua corrente
Fucsina de Ziehl diluida- 30 segundos Verde brilhante- 30 segundos

Lavar e Secar Lavar e Secar

4- Meios de cultura

A inoculagao da amostra em meios de cultura (sementeira) é feita a par com os
esfregacos bacterianos, uma vez que a selegio dos meios de cultura é feita consoante o
produto biologico. Os meios de cultura podem ser liquidos, semissolidos com 0,5 % de agar
e solidos com 1,5 % de agar. Estes podem ser subdivididos em meios nao seletivos, meios de
isolamento e meios diferenciais. Os primeiros permitem o crescimento da maioria dos
microrganismos podendo ser enriquecidos com sangue de origem animal por exemplo,
importantes para o crescimento de microrganismos fastidiosos. Os meios de isolamento
podem ser seletivos inibindo o crescimento de certos grupos de bactérias ou eletivos que
favorecem um grupo de bactérias num certo periodo de tempo. Por fim, os meios diferenciais
permitem uma identificagao preliminar com a adicao de certos ingredientes ou substratos
revelando caracteristicas bioquimicas ou outras caracteristicas da espécie ou grupo de

microrganismos.



Meios Nao Seletivos
o COS (Gelose Columbia com sangue)

Trata-se de um meio base Gelose Columbia com 5% sangue de carneiro adicionado.
Permite o crescimento e isolamento da maioria dos microrganismos sejam estes fastidiosos
ou nao. O sangue de carneiro fornece ao meio o fator X (grupo heme), razao pela qual podem

ser observados os varios tipos de hemdlise. [2]

O PVX (Gelose chocolate com Polyvitex)

7

E um meio enriquecido, em que a base é a mesma da gelose de sangue e a mistura é
aquecida a 80 °C promovendo a hemolise dos eritrécitos. Devido a presenga do fator X e V
fornecido pelo grupo heme do sangue de carneiro e pelo Polyvitex, respetivamente, favorece

o crescimento de Neisseria spp. e Haemophilus spp. [2]
o Caldo Selenito

Trata-se de um meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp. O selenito de
sodio inibe o crescimento da maioria das Enterobacteriales comuns da microbiota intestinal,
sendo este meio utilizado em coproculturas e posteriormente subcultivado noutros meios de

cultura. [2]
o Caldo GN

Também utilizado em coproculturas, este € um meio liquido de enriquecimento ao
qual siao adicionados peptonas, dextrose e manitol. Este ultimo estd presente em maior
concentragao, favorecendo o crescimento de Salmonella spp. e Shigella spp. e limitando o

crescimento de outras bactérias fermentadoras de dextrose. [2]
o Meio Mueller Hinton

Este meio nao seletivo é recomendado para o teste de Kirby-Bauer (suscetibilidade

aos antimicrobianos).
o BHI (Brain-Heart Infusion)

Utilizado maioritariamente como um meio de enriquecimento, é constituido por

infusdes de cérebro e coragiao, peptonas e dextrose, assim como cicloheximida e/ou

9



cloranfenicol. E recomendado para a recuperagao de fungos e bactérias aerobias que nao

cresceriam em meios nao enriquecidos. [2]
o KCS (Meio de Schaedler com vitamina K3)

E um meio enriquecido com fatores de crescimento como hemina e vitamina K3 e é
perfeitamente adaptado ao crescimento tanto de bactérias exigentes aerdbias como

anaerobias conforme as condigoes de incubagao. [2]
Meios de Isolamento e Diferenciais
o CLED (Cistina- Lactose- Deficiente em Eletrolitos)

Este meio de cultura é utilizado para o isolamento, contagem e identificacao presuntiva
de microrganismos em amostras de urina, assim como de bactérias de Gram negativo de
diversas amostras biologicas. Por possuir lactose permite distinguir os fermentadores dos nao
fermentadores de lactose, uma vez que os primeiros baixam o pH do meio mudando este de
cor verde para amarelo. Devido a deficiéncia em eletrdlitos, inibe o “swarming” de Proteus

spp. sendo considerado um meio diferencial e nao seletivo, respetivamente. [2]
o CNA (Colistina e Acido Nalidixico)

Suplementado com 5% de sangue de carneiro e 2 antibidticos, a colistina e o acido
nalidixico, € um meio seletivo e diferencial utilizado para o isolamento de microrganismos de
Gram positivo de amostras clinicas. A presenca do sangue de carneiro permite também a
visualizagao dos varios tipos de hemdlise. Este meio € utilizado em conjunto com o CLED em

amostras de urina. [2]
o SGC2 (Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol)

Idealmente utilizado para o crescimento e isolamento de fungos, é rico em glicose e
tem um pH acido prejudicial a muitas bactérias. A adicdo de 2 agentes antimicrobianos
(gentamicina e cloranfenicol) inibe o crescimento da grande maioria de bactérias de Gram

negativo assim como de Gram positivo. [2]
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o SCS (Meio de Schaedler)

A gelose de Schaedler é um meio nao seletivo que contém 5% de sangue de carneiro,
vitamina k| e cloreto de sodio favoraveis ao crescimento de microrganismos anaerodbios.
Neste meio, ha crescimento de microrganismos aerobios e anaerdbios fastidiosos. No
entanto, o tipo de microrganismo recuperado depende das condi¢oes de incubagao, para

bactérias anaerdbias esta é feita a 37°C durante pelo menos 48 horas. [2]
o CAM (Gelose Campylobacter)

E um meio de isolamento para Campylobacter spp., geralmente patogénicas, a partir de
amostras de fezes. Contém sangue de carneiro e agentes redutores, sendo que a sua
seletividade é assegurada pela adicao de antifungicos e antibioticos inibindo a maioria dos

contaminantes.
o L) (Lowenstein-Jensen)

Este € um meio favoravel ao crescimento e isolamento de colonias de micobactérias,
nomeadamente de Micobacterium tuberculosis. E constituido por ovos inteiros coagulados,
glicerol, fécula de batata assim como verde malaquite que inibe a maioria das bactérias
contaminantes. [2] Esta mistura é colocada em tubos de vidro de forma inclinada e o
crescimento das colonias é vigiado semanalmente durante dois meses.

As colonias de M. tuberculosis sao tipicamente em forma de “couve flor”, rugosas e

esbranquigadas.
o XLD (Xilose-Lisina-Desoxicolato)

A gelose XLD é um meio diferencial e seletivo utilizado para o isolamento e
diferenciagao de microrganismos entéricos (bacilos de Gram negativo) de amostras de fezes
especialmente Salmonella spp. e Shigella spp. A adicao de xilose permite distinguir as colonias
de Shigella spp., uma vez que é dos poucos microrganismos entéricos que nao fermentam este
agucar, resultando em coldnias transllcidas. Salmonella spp. distingue-se de outras bactérias
nao patogénicas pela lisina, uma vez que esgotada a xilose estas bactérias fermentam a lisina
pela lisina descarboxilose o que alcaliniza novamente o meio. O sistema indicador H,S que
engloba o tiossulfato de sodio e o citrato de aménia férrico permite a visualizagao da produgao

de sulfato de hidrogénio resultando em colénias de centro negro. [2]
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o Gelose Hektoen

Trata-se de um meio seletivo e diferencial utilizado no isolamento e crescimento de
bactérias de Gram negativo de origem entérica, nomeadamente Salmonella spp. e Shigella spp.
de amostras de fezes. Na sua formula contém sais biliares que inibem microrganismos de Gram
positivo, mas também pode ser toxico para alguns de Gram negativo, retardando o seu
crescimento. A presenga de sacarose, lactose, salicino e dos indicadores de pH azul de
bromotimol e fucsina acida permite diferenciar as bactérias entéricas através da cor das
coldénias e do meio de cultura. Desta forma, os microrganismos nao fermentadores destes
compostos, como Salmonella spp. e Shigella spp., nao alteram a cor do meio de cultura. Ja os
organismos que acidificam o meio através da fermentagao, como Escherichia coli, mudam a cor

do meio para laranja. [2]

o Sistema Mycoline

Sistema de 2 meios de cultura em lamina inserida num tubo
(Figura 1) destinado a cultura de fungos dermatofitos. Um dos lados
da lamina contém Sabouraud-Gentamicina-Cloranfenicol que
favorece crescimento de fungos e impede o crescimento de bactérias

de Gram positivo e de Gram negativo. Enquanto o outro lado

contém  Sabouraud-Cloranfenicol-Actidiona  permitindo o

1
crescimento de dermatofitos e inibindo os restantes fungos 4

Figura |- Sistema de
meio de cultura
Mycoline. (IPOCFG)

filamentosos.
o Meio para Hemoculturas BD BACTEC™

Sao meios liquidos que contém tripticase de soja e resinas que neutralizam a agao de
antibioticos, particularmente Uteis em pacientes medicados.
Estes meios estao inseridos em garrafas com um sensor quimico que deteta o aumento de
CO;resultante da respiragao celular das bactérias através da fluorescéncia. No SPC utilizam-

se garrafas de hemocultura para aerobios/fungos, anaerdbios e para Mycobacterium tuberculosis.
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5- Processamento de amostras

o Urina

A urina é um dos produtos biologicos mais comuns que dao entrada no laboratério de
Microbiologia no SPC, assim como as infegoes urinarias estao entre as infegoes nosocomiais
mais comuns. Estas podem ser infe¢oes do trato urinario superior, as pielonefrites
(parénquima renal) e uretrites (ureteres), ou infegoes do trato urinario inferior, sendo as mais
comuns as cistites (bexiga). [3] As principais vias de acesso ao trato urinario compreendem a
via linfatica, a via hematogénea e a via ascendente, sendo esta ultima a mais frequente
principalmente em mulheres devido a sua fisionomia.

A colheita da amostra é feita em contentor estéril do jato médio da primeira urina da
manha, tentando nao contaminar a amostra com a microbiota vaginal, perianal e uretral. Em
alternativa, esta colheita pode ser feita por cateter, por aspiragao suprapubica ou por
nefrostomia/uretostomia realizadas por profissionais de saude. [4]

O exame laboratorial da urina envolve 2 etapas, a Urocultura e a Analise Sumaria de urina/

Urina tipo Il.

Urocultura

A Urocultura consiste em semear a urina em meios de cultura de modo a quantificar
os microrganismos nela presentes, sendo realizada nos meios CLED, CNA e SGC2, em casos
de suspeita de infecao provocada por fungos, o mais rapido possivel de modo a evitar
contaminagoes e com uma ansa de 10 pl. Estas placas sao incubadas a 37 C° durante 24h,
sendo posteriormente interpretadas.

Como no SPC se utilizam ansas de 10 pl, é considerado positivo uma cultura com pelo
menos 1000 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC). Esta quantificagao € feita no meio de
CLED, tendo em conta as caracteristicas inibitorias devido aos antibioticos do meio CNA.

A valorizagao dos resultados devera ter em conta uma série de parametros como o método
de colheita da urina, tipo de doente, sintomatologia, observagao microscépica do sedimento
urinario e resultados de exames bacteriolégicos anteriores. [4] Se valorizados os resultados,
devemos continuar a analise, realizando os testes necessarios tais como a coloragao de Gram

das colonias, a identificagao e possivelmente o TSA.
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Dos microrganismos identificados no SPC a partir de amostras de urina, podemos
destacar espécies como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis (Figura 2),
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus spp. No entanto, no caso de existirem trés ou mais
estirpes diferentes deve considerar-se a amostra polimicrobiana e aconselhar o clinico a pedir

uma nova amostra ao paciente.

Figura 2- Diferentes microrganismos isolados a partir de amostras de urina em meio

CLED. A- Escherichia coli; B- Klebsiella pneumoniae; C- Proteus mirabilis. (IPOCFG)
Anadlise sumaria de urina

Apos a sementeira é feita a andlise quantitativa de alguns parametros bioquimicos em
urina ndo centrifugada. E mergulhada uma tira Combur test num tubo contendo a urina,
colocando-a logo de seguida no Cobas ® u4|| que faz a leitura automatica de parametros
como o pH, a densidade, leucocitos, nitritos, bilirrubina, proteina, glicose, cetonas,
urobilinogénio e sangue segundo reagoes colorimétricas. Também ¢é inserido neste
equipamento o aspeto da urina, uma caracteristica macroscopica.

A segunda parte da Analise sumaria de urina é feita em urina centrifugada a 1500 rpm
durante 5 min, sendo o sedimento observado ao microscopio 6tico de campo claro numa
preparagao a fresco entre lamina e lamela. Nesta fase deve ser observada a possivel existéncia
de leucocitos, gldbulos vermelhos, células epiteliais, cilindros, cristais, microrganismos e
outros elementos anormais com a objetiva de 40x em pelo menos |10 campos diferentes da

[amina.
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o Sangue

O fluido sanguineo é um dos produtos biolégicos mais frequentes no SPC, sendo a
maioria dos episddios de septicémia de origem hospitalar resultado da presenca de
microrganismos com elevada resisténcia aos antibioticos, associada a uma grande taxa de
mortalidade. [3]

Sendo considerado um fluido biolégico estéril, o isolamento de apenas um
microrganismo a partir de hemoculturas representa normalmente o agente etioldgico da
infecao. Esta ocorre geralmente por penetragao a partir de um foco primario de infegao ou
por entrada direta na corrente sanguinea através de dispositivos vasculares. [4]

A colheita deste produto biologico requer um cuidado extra, uma vez que a
contaminagao ocorre com alguma facilidade devido a microbiota da pele. Assim, é necessario
proceder a desinfecao da pele com solugao antissética de forma circular e do interior para a
periferia. O sangue deve ser colhido por pungao venosa ou por cateter venoso central quando
necessario, sendo que no caso da primeira situagao, devem ser efetuadas colheitas em veias
periféricas diferentes para aumentar a probabilidade de detegao do microrganismo presente.
[4]

As garrafas de hemocultura devem ser inoculadas com 8 a 10 ml de sangue no caso da
pesquisa de microrganismos aerdbios e fungos e colocadas com a maior brevidade no
equipamento automatizado BD BACTEC™ 9050 Blood Culture System que incuba, agita e
monitoriza as amostras a cada |0 minutos permitindo uma rapida detegao de resultados
positivos. Estas leituras sao realizadas durante 7 dias no caso de crescimento bacteriano e 14
dias no caso de crescimento de fungos.

Assim que o equipamento indica que uma amostra positivou, € feita a repicagem da
mesma em meio de cultura COS pela técnica de esgotamento do produto por extensao a
superficie do meio sélido e incubada a 37 °C durante pelo menos 24 horas. Paralelamente,
devem efetuar-se 2 esfregagcos bacterianos e respetiva coloragao de Gram, assim como a sua
observagao ao microscopio 6tico. De ressalvar que a repicagem deve ser feita mesmo que nao
sejam observados microrganismos na coloragao de Gram. Dependendo dos resultados

observados, procede-se a respetiva identificacao e TSA.
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Em amostras de sangue do SPC,
prevalecem identificados microrganismos
como Staphylococcus aureus (Figura 3),
Escherichia coli, Candida spp., e ainda
Staphylococcus coagulase negativa como

Staphylococcus epidermidis.

Figura 3- A e B- Staphylococcus aureus isolado

a partir de amostra de sangue em meio COS.
Caso Clinico: (IPOCFG)

Amostra de sangue de homem de 63 anos, em que a garrafa de hemocultura positivou.

Semeou-se a mesma em meio de cultura COS, verificando-se a presenga de cocos de Gram
positivo no exame direto pela técnica de Gram.

Como se tratava de uma amostra considerada urgente, e tendo em conta o resultado
do diagnostico preliminar, recorreu-se a biologia molecular para despistar a hipotese de
estarmos perante Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), particularmente
preocupante em meio hospitalar uma vez que pode causar sérias infegoes nosocomiais.

O reagente inativa as bactérias e lisa a membrana de modo a libertar o seu DNA, sendo
o conteldo colocado posteriormente no cartuxo GeneXpert ® para fazer Real Time PCR.
Neste caso, o microrganismo presente na hemocultura nao era um Staphylococcus aureus, logo

também nao era resistente a meticilina.
o Amostras respiratorias

Em caso de suspeita de infegao do trato respiratorio inferior sao colhidas amostras
como expetoracao e lavados bronquicos, sendo que as primeiras sao facilmente contaminadas

pela microbiota comensal da orofaringe durante o processo de colheita. [4]
Expetoragao

A colheita deve ser da primeira expetoragao da manha produzida por tosse profunda
e para um contentor estéril com rosca ap6s lavagem da boca. ldealmente devem ser colhidas
trés amostras em trés dias consecutivos, desprezando as amostras que contém saliva, uma vez

que nao sao representativas.
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Para avaliar a qualidade das amostras de expetoragao sao feitos esfregagos que sao
posteriormente corados pela técnica de coloragao de Gram e observados ao microscopio
otico com a objetiva de 10x. Durante a observagao, deve ter-se em ateng¢ao certos aspetos
como a relagao entre leucocitos e células epiteliais pavimentosas que permite avaliar se a
amostra € uma verdadeira expetoragao ou se houve contaminagao com saliva, sendo que no
segundo caso a amostra deve ser rejeitada. [4] Nesta classificagao é utilizado o critério de
Murray e Washington indicada na tabela Ill. Segundo este critério, apenas as amostras
englobadas nos grupos 4 e 5 sao adequadas para prosseguir com o processamento das
mesmas, uma vez que a razao leucdcitos/ células epiteliais é alta. As restantes devem entao

ser rejeitadas.

Tabela IllI- Tabela de Murray e Washington. [4]

Grupos Células epiteliais/ Leucocitos/pequena
pequena ampliagao (10x) ampliagao (10x)

Grupo | 25 10

Grupo 2 25 10-25

Grupo 3 25 25

Grupo 4 10-25 25

Grupo 5 <I0 25

Outro aspeto a ter em conta € a observagao de bactérias com a objetiva de 50x e com
oleo de imersao, onde devemos ter em atengao a morfologia das bactérias e se as mesmas
coram de Gram negativo ou de Gram positivo. Isto permite-nos orientar o processamento da
amostra e resultados, tendo em conta o predominio ou nao de algum agente microbiano.
Posteriormente, a amostra deve ser semeada em meio COS, PVX e SGC2 pela técnica de
esgotamento do produto a superficie do meio sélido sendo incubados a 37 °C em atmosfera
aerdbia durante pelo menos 24 horas e um més no caso do SGC2. A interpretagao destas
placas depende das colonias observadas. Se nao houver predominio de coldnias a amostra é
dada como polimicrobiana. Se contrario, repica-se a colénia predominante para um novo meio
solido, obtendo assim uma cultura pura.

Na figura 4 podemos observar culturas puras de Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa, microrganismos isolados frequentemente a partir de amostras respiratorias no
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SPC, assim como Haemobphilus influenzae. A partir destas culturas puras procede-se a

identificagao e respetivos testes de suscetibilidade.

Figura 4- A- Escherichia coli isolada em COS a partir de uma amostra
de expetoragao; B- Pseudomonas aeruginosa isolada em CLED a
partir de uma amostra de expetoragao. (IPOCFG)

o Fezes

Por rotina, no SPC submetem-se as amostras de fezes a pesquisa de Salmonella spp.,
Shigella spp. e Campylobacter spp., a coprocultura, sendo efetuada a pesquisa de Clostridioides

difficile e outros microrganismos apenas por indicagao médica.
Coprocultura

Idealmente, a colheita de fezes é feita em trés dias consecutivos para recipiente estéril
e sem refrigeragao, tendo assim de ser processado rapidamente.

No caso da coprocultura, a amostra é semeada em Hektoen e XLD, assim como nos
caldos de enriquecimento GN e Selenito. Estes meios devem ser incubados a 37 °C durante
24 horas no caso dos meios solidos e 12 horas no caso dos caldos de enriquecimento. Esta
cultura nos meios solidos é feita para despiste de presenca de fungos e microbiota,
rentabilizando o tempo de espera de incubagao dos meios liquidos. Apods as 12 horas de
incubagao dos caldos de enriquecimento, estes sao repicados para meio solido XLD e
Hektoen.

Pela observacao das placas e caracteristicas diferenciais dos meios de cultura sélidos
Hektoen e XLD, é possivel distinguir as colonias de Salmonella spp. e Shigella spp. azuis

esverdeadas no meio Hektoen, uma vez que nao sao fermentadoras da lactose, sendo que as
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primeiras sao produtoras de H,S tendo o centro negro, ao contrario de Shigella spp. No caso
do meio XLD, as coldnias avermelhadas correspondem a colonias de Salmonella spp. e Shigella
spp., tendo as coldnias das primeiras o centro negro. A partir destas colonias puras devemos

seguir com a identificacao destes microrganismos e respetivo TSA.

Pesquisa de Campylobacter spp.

A pesquisa de Campylobacter spp. faz-se através de um teste rapido
imunocromatografico para detegao de antigénios deste género, utilizando o kit RIDA ® Quick
Campylobacter. A amostra deve ser inoculada na cassete depois da adigao de reagentes de
extragao de antigénio para reagao com os anticorpos existentes. Os resultados sao
interpretados na zona T (teste) e C (controlo), sendo que na zona T sao detetados os
antigénios de Campylobacter spp., enquanto na zona C se deteta os anticorpos dos reagentes.
O teste é considerado positivo se as duas bandas estiverem presentes, negativo se apenas
aparecer uma banda na zona controlo e inconclusivo/invalido no caso de nao aparecer banda
na zona controlo.

Se o teste imunocromatografico for positivo, a amostra é semeada em gelose
Campylosel (CAM) pela técnica de esgotamento de produto por extensao a superficie do
meio solido e incubada a 42 °C durante pelo menos 24 horas em atmosfera microaerofilica

para identificagao da espécie e respetivo TSA.

Pesquisa de Clostridioides difficile

Esta pesquisa baseia-se em 2 testes, a pesquisa da enzima glutamato desidrogenase e
da toxina B desta mesma bactéria. A amostra de fezes, neste caso, deve ser moldavel ao
contentor estéril.

A detegao da enzima glutamato desidrogenase, especifica de Clostridium difficille é feita
através do kit RIDA® Quick Clostridium difficile. O principio deste teste € idéntico ao da
pesquisa de antigénio de Campylobacter spp., sendo a amostra homogeneizada com reagentes
de extragao de antigénio para reagao com os anticorpos existentes especificos de Clostridium

difficille e os resultados interpretados da mesma forma.
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No caso de o teste anterior ser positivo, procede-se a confirmagao pela pesquisa das
toxinas B e binaria desta bactéria através de PCR em tempo real no GeneXpert ®. Se for
positivo indica-nos que a estirpe presente é produtora de uma destas toxinas. Por outro lado,
se o teste for negativo, a bactéria esta presente na amostra, mas nao produz toxina, nao sendo

patogénica.

Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Este é um teste imunocromatografico que pesquisa
a presenca de hemoglobina humana e que se baseia no
principio da pesquisa de glutamato desidrogenase e
Campylobacter spp. No entanto, a amostra reage com
particulas revestidas com anticorpo anti- hemoglobina

humana. A interpretagao dos resultados também é idéntica

a ja descrita anteriormente, sendo positiva quando

aparecem 2 bandas coloridas na zona teste e zona controlo Figura 5- Pesquisa de sangue

(Figura 5) oculto nas fezes. | e 2- negativos;
gura >J. 3- positivo. (IPOCFG)

o) Exsudatos

No caso do SPC, os exsudatos para andlise sao maioritariamente de feridas resultantes
de cirurgias ou de dispositivos como cateteres, feridas tumorais, fistulas, entre outros. Dadas
as muitas situagoes clinicas e multiplos microrganismos responsaveis por estas infegoes, a
metodologia para o estudo de exsudatos tem de ter em atencao o local da infecao, a histéria
clinica, o tipo de infecao e o modo de colheita. [4]

Em caso de ferida aberta, a colheita é feita com zaragatoa (nunca seca) e em meio de
transporte de Stuart ou Amies. Em lesoes fechadas deve ser feita por pungao e aspiragao com
agulha e seringa evitando a contaminagao com a microbiota da pele. Neste caso devemos ter
em consideragao a possibilidade de se tratar de microrganismos anaerobios e processar a
amostra devidamente. Todos os recipientes devem ser estéreis. Quanto ao processamento
destas amostras, sao feitos sempre esfregacos a partir da amostra e posterior coloragao de
Gram, assim como a sementeira em meio sélido COS, PVX e SGC2 pela técnica de
esgotamento do produto por extensao a superficie do meio solido, incubando a 37 °C durante

pelo menos 24 horas.
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No caso de suspeita da presenga de microrganismos anaerdébios e se a amostra estiver
nas devidas condicoes, esta é inoculada em meio KCS, assim como em COS, PVX, SGC2 e
SCS (em anaerobiose). A atmosfera anaerdbia é obtida através do GENbag que é composto
por uma bolsa de plastico e um gerador de atmosfera anaeroébia. Todos estes meios incubam
a 37 °C durante pelo menos 24 horas, sendo o meio SCS incubado cinco dias. Devido ao
crescimento bacteriano, o meio KCS apresenta turvagao, e é sempre repicado para meio
solido COS e SGC2 em aerobiose e anaerobiose, respetivamente. Também sao feitos
esfregacos a partir deste meio liquido e respetiva coloragao de Gram. Todas estas etapas sao
feitas com o objetivo de identificar o microrganismo infecioso e determinar a sua

suscetibilidade aos antimicrobianos.

Figura 6- A- Enterococcus faecium isolado em COS a partir de um exsudato
purulento superficial; B- Pseudomonas aeruginosa isolado em CLED a partir
de um exsudato purulento superficial. (IPOCFG)

No SPC, é frequente isolar neste tipo de amostra espécies como Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa (figura 6) e Staphylococcus aureus.
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Exsudatos Vaginais

Estes tipos de exsudatos sao colhidos e processados da mesma forma que outros
exsudatos, no entanto, o exame a fresco e a coloragao de Gram sao fundamentais para o
diagnostico de patologias genitais femininas.

No caso do exame direto a fresco, este deve ser feito o mais breve possivel. Isto para
que os possiveis parasitas presentes, como Trichomonas vaginalis, estejam vivos e para que o
numero de leveduras seja real e representativo da amostra. Na lamina coloca-se uma gota de
NaCl a 0,9% com a amostra e observa-se ao microscopio na objetiva de 40x.

Apds coloragao de Gram, na observagao ao microscopio deve descrever-se a
microbiota existente, assim como avaliar a presenca de células epiteliais revestidas de
cocobacilos (Clue Cells), indicativas de infegao por Gardnerella vaginalis ou Mobilluncus spp. Ter
em conta também a presenca de diplococos de Gram negativo no interior de leucocitos pois

sao caracteristicos de infecao por Neisseria gonorrhoae. [4]
Caso Clinico:

Amostra de exsudado vaginal de uma mulher em idade fértil. Utilizou-se um método
de identificagao para bactérias de Gram positivo, de acordo com o observado nos meios de
cultura e no esfregago corado pela técnica de Gram, o BDBBL Crystal 2. Este € um método
cromogéneo e interpretado por luz UV, sendo a numeragao colocada na base de dados BDBBL
Crystal Microbiology Interactive Database que nos identificou o microrganismo Streptococcus
pyogenes.

Esta bactéria pode provocar endometrites e vulvovaginites em mulheres adultas,
principalmente quando o parceiro sexual é portador do mesmo microrganismo. [5] Pode
também colonizar a vagina da mulher, que em caso de gravidez deve valorizar-se uma vez que
pode provocar infegoes graves no recém-nascido aquando o parto como pneumonia,

septicémia e meningite. [6]
o Ganglios e Biopsias

Este produto biologico é colhido em contexto hospitalar por profissionais de saude e
enviado em contentor estéril. Se necessario faz-se maceragao da amostra e semeia-se em meio

BHI, COS e PVX incubando a 37 °C durante pelo menos 24 horas.
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No caso de se verificar crescimento bacteriano no meio BHI, faz-se os esfregagos e
coloragao de Gram e repica-se este meio para COS. Dependendo da observagao das placas,

procede-se a identificacao e TSA do microrganismo presente.
o Pontas de cateter

A andlise microbioldgica de pontas de cateter torna-se relevante em doentes com
cateter venoso central e/ou hemoculturas positivas, uma vez que o foco de infegao podera ser
o cateter, no entanto, qualquer cateter retirado deve ser encaminhado para o laboratorio. A
colheita é feita removendo o cateter e enviando 5 cm do mesmo em contentor estéril.

A ponta de cateter é rodada em COS a superficie do meio de cultura (técnica de Maki)
e € incubado durante 24 horas a 37 °C. Verificando-se o crescimento de >15 colénias por
cada 5 cm de cateter esta-se na presenca de infecao e identifica-se o microrganismo. Caso a
contagem seja <I|5 colonias, considera-se apenas a colonizagao bacteriana.

Paralelamente, a ponta de cateter é colocada em meio BHI, permitindo o crescimento
de microrganismos que possam estar presentes no interior do cateter. Incuba-se a 37 °C
durante 24 horas, repicando-se para COS se verificado crescimento bacteriano em BHI.
Identificados os microrganismos dos 2 meios, sejam iguais ou diferentes, deve averiguar-se se

sao estes os causadores da infe¢ao no sangue.
o Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

Tal como o sangue, o LCR é um liquido bioldgico estéril e por isso considerado urgente
o seu processamento. A colheita do LCR ¢é feita por pungao lombar e deve ser enviado
imediatamente ao laboratorio em contentor estéril.

Se o volume da amostra for superior a | ml, deve centrifugar-se a amostra a 1500 rpm
durante 10 minutos e, posteriormente fazer esfregagos e respetiva coloragao de Gram.
Qualquer resultado positivo deve ser comunicado no momento ao corpo clinico.
Simultaneamente, o produto ¢ inoculado em BHI e em meios solidos COS e PVX SGC2 (pela
técnica de inundagao), sendo todos incubados a 37 °C durante 72 horas observando as placas
diariamente, exceto o SGC2 que incuba um més para fungos filamentosos. O meio BHI deve
ser repicado para meio COS e PVX ao fim de 24 horas de incubagao. Qualquer microrganismo

identificado é imediatamente valorizado.
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6- Exame Micologico (Dermatofitos)

Embora seja raro, por vezes, chegam ao laboratério do IPOCFG amostras de raspados
de pele e unhas para pesquisa de dermatofitos.

Estas devem ser semeadas no sistema Mycoline e SGC2 (por picada), efetuando o
exame direto ao microscopio na objetiva de 40x apos tratamento com KOH, onde devem ser
pesquisadas estruturas fingicas. Os meios de cultura devem ser incubados a 25 °C por um
més se o exame direto for negativo, e dois meses se positivo. No caso de crescimento de
fungos filamentosos, como Tricophyton spp. (figura 7A), e utilizando a técnica da fita cola, devem
ser observadas as estruturas fungicas reprodutoras ao microscopio com contraste do azul de
lactofenol, exemplificado com o Tricrophyton spp. na figura 7B. As caracteristicas microscopicas
e macroscopicas do fungo devem ser consideradas, contribuindo para a sua identificagao.

Caso se verifique o crescimento de leveduras, as colonias devem ser isoladas em meio

COS para posterior identificagao.

Figura 7- A-Tricophyton spp. isolado em SGC2; B- Tricophyton spp. com objetiva
de 40x com contraste de azul de lactofenol. (IPOCFG)
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7- Exame Micobacteriologico

A pesquisa de micobactérias é feita se requisitado pelo clinico e sempre que haja
suspeita da presenca destes microrganismos nas amostras. O exame micobacteriologico pode
ser feito nas mais variadas amostras, sendo que as respiratorias sao as mais frequentes.

Como as micobactérias, quando presentes, estao em baixa concentragio e,
dependendo da amostra, estas podem estar contaminadas devem passar por processos de
descontaminagao, liquefagao, concentragao e homogeneizagao. Para estas etapas ¢é utilizado o
KIT BBL MycoPrep.

Descontaminacao e Liquefacao

Nesta etapa € utilizada uma solugao constituida por NaOH, N-acetil-L-cisteina e citrato
de sédio. O NaOH ¢ utilizado como descontaminante da microbiota comensal e tal como a
N-acetil-L-cisteina é um agente mucolitico. Este tltimo também impede a agao do NaOH nos
bacilos acido-alcool resistentes. Por fim, o citrato de sodio liga-se aos ides existentes na

.....

adicionado e funciona como tampao para estabilizar a amostra. [7]
Concentracao e Homogeneizacao

Devido a baixa concentragao de micobactérias em amostras positivas, estas devem
centrifugar a 3000 G durante 20 minutos. Sao realizados dois esfregagos para posterior
coloragao de Kinyoun e sementeira em meio sélido Lowenstein-Jensen, o qual incuba a 37 °C
durante dois meses, sendo observados semanalmente. Se ocorrer crescimento de colonia
caracteristica, deve ser feito esfregago e coloragao de Kinyoun da mesma, e caso a
identificagao de micobactérias pelo GeneXpert ® seja positiva o tubo de sementeira deve ser
enviado para o laboratorio do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra para ser efetuado
o TSA micobacteriano. Se negativo é pedido a identificagao e respetivo TSA a mesma entidade.

Paralelamente a sementeira e esfregacos bacterianos, deve ser realizado o Xpert
MTB/RIF no sistema GeneXpert ®, como acima referido, em que é pesquisado ADN de
Mycobacterium tuberculosis e mutagoes do gene rpoB (resisténcia a rifampicina), caracteristicas

de M. tuberculosis.
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8- Identificacao dos Microrganismos

Apods isolamento das espécies microbianas, a etapa seguinte corresponde a
identificacdo do microrganismo e respetivo TSA. Para isso, sao utilizadas técnicas automaticas
realizadas no sistema VITEK ® 2, sendo estas, por vezes, dependentes de testes manuais que
orientam as cartas de identificagcao e TSA escolhidas.

O aspeto macroscopico das colonias e algumas provas bioquimicas sao necessarias para
prosseguir com a respetiva identificagao.

Tipo de Hemolise

Algumas bactérias tém capacidade de lisar os globulos vermelhos, podendo esta ser

total ou parcial. Esta hemolise pode ser observada em gelose de sangue, uma vez que possui

na sua composigao globulos vermelhos.

B-Hemolise- hemolise total dos GV, formando um halo incolor a volta das colénias.
a-Hemolise- hemolise parcial dos GV, formando um halo cinzento esverdeado em torno das
coldnias.

v-Hemolise- auséncia de hemolise

Teste da Oxidase

Este teste permite detetar a produgao intracelular da enzima citocromo oxidase por
bactérias nao fermentadoras (oxidase positiva), ao contrario das enterobactérias que nao sao
produtoras desta mesma enzima (oxidase negativa). [3]

O reagente utilizado tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloreto impregnado em tiras
comerciais, muda de cor para roxo devido a sua oxidagao pela citocromo oxidase caso esta
seja produzida pela célula bacteriana, sendo que a colonia deve ser retirada com uma ansa de

plastico para que nao ocorram falsos positivos.
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Teste da catalase

Trata-se de um teste que permite detetar a presencga da enzima catalase que decompoe
o peroxido de hidrogénio (H,O,) em oxigénio (O,) e agua (H,O). [3] Numa lamina coloca-se
uma gota de peroxido e hidrogénio e transfere-se a colonia a testar. O teste é positivo caso
se observem bolhas de ar que corresponde ao oxigénio libertado pela reagao quimica. Se nao
ocorrer formagao de bolhas de ar ou efervescéncia, o teste é negativo. [4]

Esta prova é util para distinguir estirpes de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.,
sendo que as primeiras sao catalase positiva e as ultimas catalase negativa.

Teste da urease

Deteta a presenga da enzima urease que degrada a ureia em amonia. Para isto, utiliza-
se um meio de ureia-indol no qual se inocula a coldénia bacteriana a testar, sendo
posteriormente incubada a 37 °C durante pelo menos 24 horas. Assim, se a urease estiver
presente, o meio alcaliniza devido a produgao de amonia e muda de cor laranja para carmim.

Esta prova é util para diferenciar colonias de Salmonella spp. e Shigella spp. que sao
urease negativa de outras bactérias fermentadoras de lactose como Proteus spp. que sao urease
positiva.

Teste de suscetibilidade a optoquina

A optoquina é uma substancia que inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae,
provocando um halo de inibicao da cultura em placa. Assim, este teste torna-se util para a
distingao entre S. pneumoniae e os restantes estreptococos a-hemoliticos.

Para a realizagao deste teste, é preparada uma suspensao bacteriana com densidade
correspondente a 0,5 da escala de MacFarland segundo a EUCAST a partir da cultura que se
quer testar. Pela técnica de sementeira em toalha inocula-se a suspensio em meio Mueller-
Hinton, sendo posteriormente colocado o disco de optoquina no centro da placa incubando
a 37 °C durante pelo menos 24 horas (método de Kirby-Bauer). [4] O crescimento de S.
pneumoniae provoca um halo de inibicao de = 14 mm.

Teste de suscetibilidade a bacitracina

Este teste avalia o crescimento de microrganismos face a suscetibilidade a bacitracina
e é realizado de forma semelhante ao teste de suscetibilidade a optoquina. Neste caso é

colocado um disco de bacitracina no centro da placa ja inoculada com a suspensao bacteriana

27



com densidade correspondente ao 0,5 MacFarland e incuba a 37 °C durante pelo menos 24
horas.

Com a interpretagao do teste, podemos fazer identificagao presuntiva de Streptococcus
pyogenes, uma vez que sao sensiveis a concentragoes baixas de bacitracina e qualquer halo de
inibicao indica que o teste é considerado positivo. [3] A auséncia de halo de inibicao pode ser

interpretada como Streptococcus B-hemoliticos nao grupo A. [4]

Tendo em conta as caracteristicas macroscopicas das coldnias e os resultados dos
testes manuais acima descritos, podem ser escolhidas as cartas de identificagao para posterior
analise no sistema Vitek ® 2. De seguida, é feita uma suspensao bacteriana com 3 ml de solugao
salina com densidade (em escala MacFarland) dependente da carta de identificagao utilizada e

descrito na tabela IV.

Tabela IV-Cartas de identificagao, densidade da suspensao bacteriana e respetivo volume a

pipetar para TSA.

Volume a pipetar
Carta ID Microrganismos Densidade de suspensao
MacFarland | bacteriana para
TSA
GP cocos de Gram Positivo 0,60-0,63 280 pl
GN bacilos de Gram Negativo 0,60-0,63 145 pl
YST Leveduras 1,80-2.20 280 pl
ANC Anaerobios, Corynebacterium spp. e 2.70-3-30 *
outros bacilos de Gram positivo
anaerobios
NH Neisseria spp., Haemophilus spp. e 2.70-3.30 0
bacilos de Gram negativo fastidiosos

* Nao existem TSA automaticos para microrganismos correspondentes as cartas NH e
ANC. Os respetivos controlos ID devem ser feitos em PVX e SCS (em condigoes de

anaerobiose no caso de SCS).
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9- Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana

Também com base nas caracteristicas macroscopicas das coldnias e respetivas provas
manuais, sao escolhidas as cartas de TSA. Transfere-se um volume conhecido de suspensao
bacteriana utilizada para a identificagao para um tubo contendo 3 ml de solugao salina, devendo
posteriormente semear-se esta suspensao em meio COS, CLED ou SGC2 conforme as
caracteristicas da colonia a testar. Esta sementeira vai funcionar como controlo ID de forma
a avaliar a pureza da suspensao bacteriana utilizada tanto para a identificagado como para o
TSA. Estas cartas sao, por fim, colocadas no Vitek ® 2 para inoculagao, incubagao e analise.

A carta de identificagao e respetivo TSA que deve ser utilizada para cada

microrganismo, bem como a densidade da suspensao bacteriana estao descritas na tabela [V.

AST-N355 - bacilos de Gram negativo;

AST-N373- bacilos de Gram negativo nao fermentadores;
AST-P648- Staphylococcus spp.;

AST-P586- Enterococcus spp.;

AST-PSTO03- Streptococcus spp.;

AST-YSO08- leveduras.

Apos analise no Vitek ® 2, temos a espécie do microrganismo identificada, assim como
a suscetibilidade ou resisténcia aos diferentes antibioticos testados por este sistema
automatico. Os resultados do TSA sao realizados e analisados de acordo com as normas

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST https://eucast.org).

Ainda assim, no caso de duvida podem ser realizados testes de difusao em disco ou E-
test utilizando a gelose Mueller-Hinton e de acordo com as normas da EUCAST e The Clinical

& Laboratory Standards Institute (CLSI).
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10- Mecanismos de Resisténcia Antimicrobianos

A resisténcia aos antibioticos é cada vez mais uma realidade preocupante,
principalmente numa unidade de saude como o IPO em que a maioria dos doentes se
encontram imunodeprimidos.

Os B-lactamicos sao a classe de antibioticos mais utilizada sendo também, por isso, alvo
frequente de mecanismos de resisténcia entre os quais as Beta-Lactamases de Espetro
Alargado (ESBL) e as carbapenemases.

Se houver suspeita da presenca de ESBL devemos confirmar através de métodos
fenotipicos em meio Mueller-Hinton, previamente inoculado com suspensao bacteriana com
densidade 0,5 MacFarland de acordo com as normas EUCAST. Neste meio deve ser colocado,
no caso de bactérias sem AmpC indutiveis, um disco
de amoxicilina/ acido clavulanico (inibidor das pB-
lactamases) no meio de dois discos de ceftazidima e
cefotaxima com 2 cm de distancia entre os mesmos.
Se a estirpe a testar possuir AmpC indutiveis estes

dois ultimos discos devem ser substituidos por um

disco de cefepima também a 2 cm de distancia do disco
de amoxicilina/ acido clavulanico. Os resultados sao
interpretados de acordo com a presenga ou auséncia

de sinergismo criado pelo crescimento bacteriano e o

efeito dos discos de antibiotico utilizados. Assim, caso Figura 8- (em cima) Exemplo de uma
estirpe ES positiva, em que ha um
sinergismo criado pelo crescimento
podemos considerar a estirpe ESBL positiva (Figura8). bacteriano; (em baixo) Exemplo de
uma carbapenemase negativa, no qual
ha um halo de inibicao do
indicativo de ESBL negativo. crescimento bacteriano.

haja a presenga de um sinergismo entre os discos,

Por outro lado, se ocorrer auséncia de sinergismo é
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Por sua vez, as carbapenemases siao testadas também em meio Mueller-Hinton
inoculado com suspensao bacteriana com densidade 0,5 MacFarland mas, neste é colocado
apenas um disco de faropeneme. No caso de ocorrer crescimento bacteriano até ao disco
podemos estar na preseng¢a de uma enterobactéria produtora de carbapenemase (EPC), uma
vez que este crescimento indica uma resisténcia ao farmaco (Figura 8). Caso haja resisténcia
utiliza-se, de seguida, um kit imunocromatografico para avaliar o tipo de carbapenemase
presente (OXA-48, KPC ou NDM). Se o teste positivar para alguma carbapenemase destes
tipos, este confirma a existéncia de uma EPC. Por outro lado, se negativo devemos avangar
para a biologia molecular (GeneXpert ®) que avalia duas EPC a mais que o teste
imunocromatografico (VIM e IMP). Se este for negativo para estes tipos de carbapenemase,

avalia-se por ultimo, a presenga de outros mecanismos de resisténcia por métodos fenotipicos.

I1- Controlo de Qualidade

Neste setor, o controlo de qualidade interno é realizado através do controlo
microbiologico das placas de meios de cultura, de reagentes e da solugao salina utilizada para
as suspensoes bacterianas incubando-os a 37 °C durante 24 horas, verificando-se
posteriormente uma possivel contaminagao. As cartas de identificacao e de TSA sao
controladas através de uma estirpe American Type Culture Collection (ATCC) de modo a garantir
a qualidade das mesmas.

O controlo externo é realizado anualmente no qual sao enviadas amostras bacterianas
e micologicas liofilizadas. Estas amostras sao acompanhadas de uma pequena historia clinica e
necessitam de ser hidratadas antes da sementeira e restante processamento da amostra. O
objetivo € processar a amostra como se de uma amostra de um paciente se tratasse realizando
a sua identificacao e respetivo TSA, quando necessario. Os resultados sao reportados

posteriormente a entidade responsavel por este controlo.
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IMUNOLOGIA

O setor de Imunologia e Hormonologia tem como responsavel o Dr. Nuno Cunha,
Técnico Superior de Saude, Assistente de Laboratério, Bioquimico, Especialista em Analises
Clinicas pela Ordem dos Bidlogos.

Neste setor sao utilizadas metodologias de imunoensaios nos doseamentos de
marcadores tumorais, de fungao cardiaca, fairmacos, proteinas de fase aguda e hormonas. Nos
estudos de proteinas séricas e urinarias sao usadas técnicas eletroforéticas, em gel de agarose,

como o proteinograma, imunofixagao e proteinuria de Bence Jones.

- Rececao e Tratamento de Amostras

A maioria das determinacoes efetuadas neste setor sao realizadas em soro, mas
também, e em casos especificos, plasma (K;EDTA, Heparina de litio), urina pontual, urina de
24 horas (com ou sem acido) ou saliva. As amostras apos serem colhidas em contentores
apropriados e devidamente identificados com cddigos de barras sao rastreadas através de
leitura otica no software Modulab na entrada do Setor de Imunologia e Hormonologia.

As amostras de sangue sao colhidas em tubos de 5 mL sem anticoagulante, com
microparticulas de silica ativadoras da coagulagao e gel separador. O soro é obtido apos

retragao do coagulo com centrifugagao a 2000 G durante |10 minutos.
2- Imunoensaios

Os marcadores tumorais e as hormonas sao essencialmente quantificados através de
métodos imunoquimicos. Estes métodos baseiam-se principalmente numa reacao especifica

entre o antigénio e o anticorpo. [8]
o Imunoensaios nao competitivos (Sandwich)

Neste tipo de ensaios sao utilizados dois clones de anticorpos distintos, em que um
deles se encontra imobilizado numa matriz sélida e é mais especifico para o antigénio, e o
outro esta marcado e liga-se a um epitopo diferente do local de ligagao do primeiro anticorpo.

Desta forma, o antigénio liga-se ao primeiro anticorpo e apds lavagem dos antigénios
livres € adicionado o segundo anticorpo marcado formando um complexo anticorpo-
antigénio-anticorpo (sandwich) (Figura 9). Desta forma, a quantidade de anticorpo marcado
detetado é diretamente proporcional a concentragao de antigénio na amostra. [9]
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+ Antigénio (amostra)

+ l T Anticorpo marcado
I I I I Y Anticarpo especitic

Figura 9- Esquema ilustrativo de um ensaio nao competitivo.

+*

o Imunoensaios competitivos

Nos imunoensaios competitivos sao utilizados dois antigénios, o da amostra e o
analogo marcado, que competem por um local de ligagdo num ndmero limitado de anticorpos
imobilizados a uma matriz solida (Figura 10). Assim, é adicionado uma quantidade conhecida
de antigénio marcado juntamente com o antigénio da amostra a matriz com os anticorpos, e
apos incubagao e lavagem quantifica-se o sinal. Este sinal é inversamente proporcional a
concentragao do analito na amostra, uma vez que a medida que o antigénio da amostra liga

aos anticorpos, menos antigénio marcado consegue ligar-se aos mesmos. [9]

TR

(amostra)

YYY Y T

Figura 10- Esquema ilustrativo de um imunoensaio competitivo.

33



Métodos de Detecao do Imunocomplexo Antigénio-Anticorpo

o Chemiluminescence Immunoassay (CLIA) e Electrochemiluminescent

Immuno Assay (ECLIA)

As reagoes de CLIA e ECLIA tém por base ensaios competitivos ou hao competitivos.
A quimioluminescéncia define-se como a produgao de radiagao eletromagnética observada
ap6s uma reagao quimica que origina um produto ou intermedidrio excitado eletronicamente,
que por sua vez emite luz ou transmite energia para outra molécula, emitindo esta, luz. [10]

Nos imunoensaios CLIA indiretos, os imunocomplexos formados possuem enzimas no
anticorpo sinalizador (por ex. fosfatase alcalina) que reage com substratos luminogénicos,
levando-os a emitir luminescéncia que é posteriormente fotomultiplicada e quantificada por
um luminémetro. Por outro lado, no imunoensaio de ECLIA, ocorrem reacdes de oxidacao-
reducao, apos ser aplicado um potencial elétrico na superficie dos elétrodos de platina
existentes na célula de leitura, entre um complexo de ruténio (Tris-(bipiridil) Ruténio Il) ligado
ao anticorpo sinalizador e a tripropilamina com emissao de luminescéncia a 620 nm.
o Nefelometria

Ao contrario da turbidimetria, a nefelometria mede a dispersao da luz quando um feixe
radiante colide com os imunocomplexos em suspensio numa solugao, sendo este feixe
disperso ou refletido em todas as dire¢coes e medido por células fotoelétricas situadas em
diferentes angulos. A intensidade de luz dispersada é diretamente proporcional a concentragao

do antigénio em estudo.
o Time Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE)

A TRACE é uma técnica que se baseia na transferéncia de energia de um fluorocromo
dador para um fluorocromo aceitador (emissor) como resultado de uma reagao imunoldgica.
Isto ocorre porque o complexo antigénio-anticorpo promove a aproximagao dos 2
fluorocromos, sendo que o aceitador sofre excitagao resultando num sinal de fluorescéncia.
Este sinal é diretamente proporcional a concentragao do analito e é obtida através de uma

selecao espectral e temporal. A TRACE esta disponivel apenas em analisadores KRYPTOR ®.

[11]
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o Radioimmunoassay (RIA) e Immunoradiometric Assay (IRMA)

A RIA e a IRMA sao utilizadas nas técnicas manuais e nelas sao utilizados is6topos

radioativos. O radioisétopo utilizado é o I'”.

A RIA baseia-se em imunoensaios competitivos, onde o antigénio marcado com

isotopo radioativo compete com o antigénio da amostra por locais de ligagao nos anticorpos.

Por outro lado, a IRMA utiliza ensaios ndo competitivos onde o anticorpo secundario

€ marcado com um radioisotopo. A leitura da radiagdo emitida é feita com um contador de

raios gamma (y) juntamente com uma curva de calibragao utilizando concentragoes conhecidas

do analito. [12]

Na tabela V estio representados os métodos de detegao de imunocomplexos

mencionados, equipamentos associados e respetivas determinagoes laboratoriais.

Tabela V- Métodos de detegao de imunocomplexos, equipamentos e respetivas determinagoes

feitas no SPC.

Métodos de
detecao de
imunocomplexos

Equipamentos

Determinacoes

Immulite 2000 ® Xpi

AND, GAS, AF, ACT, CEA, BMG,

CLIA (Siemens) ATA, IGF, GRH, PSA, TSI, FPS, HCG,
EPN
DHEA-SO4, Estradiol, FSH,
CLIA Advia Centaur Xp ® Prolactina, Ferritina, iPTH, LH,
(Siemens) Progesterona, 25-OH-D total, TSH e
IgE total
CA 15.3, CgA, NSE, PCT e SCC
TRACE Kryptor ®
ACTH, ATG, TG 2° geragao, Cortisol,
Calcitonina, Vit. BI12, FT3, FT4, T3,
Cobas e601 Analyzer ® T4, ATSHR, Acido Félico,
ECLIA (Roche Diagnostics ™) Testosterona total, Osteocalcina,

S100, sHBG, PEP-C, Insulina, HE-4,
ProGRP, CA 12.5, CA 19.9, CA 724,
Cyfra 21.1

Nefelometria

Atellicca NEPH 630 ®
(Siemens)

Fatores do complemento C3 e C4,
TRF, Ig A, sTfR, IgM, AAT IgG, HPT,
ASLn, RFn, hsPCR
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3- Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais (MT) definem-se como moléculas (enzimas, hormonas,
oncoproteinas, antigénios de fungao variavel...) induzidas ou produzidas por células
cancerigenas que refletem o seu crescimento e/ou atividade e que permitem monitorizar a
presenca, evolugao e resposta terapéutica de um tumor maligno. Estes marcadores sao
sintetizados por células neoplasicas, mas a maioria deles podem também ser produzidos por
células normais, dai a importancia de estabelecer valores de referéncia ou cut-off. [13]

Quando os MT sao requisitados pelo clinico, deve ter-se em conta a sua utilidade e
valorizagao dos resultados uma vez que estes podem determinar o risco de desenvolvimento
da doenga no caso de individuos que nao tém cancro, ou, por outro lado, ajudar a distinguir
entre um processo tumoral benigno ou maligno e ainda monitorizar a doenga durante e depois
da terapia estabelecida. [14]

Os MT podem ser avaliados pela sua especificidade e sensibilidade, sendo que o
marcador € especifico do tumor quando este nao é detetado em doengas benignas ou na
auséncia de doenga e a sensibilidade do marcador tumoral é determinada pela detecao precoce
do mesmo permitindo assim um diagnodstico igualmente precoce da doenga.

Nao existem MT ideais, uma vez que para o serem devem reunir caracteristicas como
elevada especificidade para determinado tumor, permitir um diagndstico precoce, ser
altamente sensivel evitando falsos positivos e por fim, a sua concentracao deve estar
relacionada com a massa tumoral assim como com a sua progressao ou regressao. [|15] Quanto
maior for o crescimento tumoral, maior é a probabilidade de invasao de vasos linfaticos e
sanguineos, facilitando o acesso dos MT a circulagao sanguinea sendo detetados, desta forma,
maiores concentragoes dos mesmos. [13] No entanto, muitos marcadores encontram-se
elevados em tumores benignos e podem nao estar tao elevados em estadios iniciais de tumores
malignos. [I6] Os MT nao devem ser utilizados como forma de diagnostico primario
principalmente por causa da falta de especificidade e sensibilidade. Os MT sao particularmente
importantes na monitorizagao durante e pds-terapéutica. [15]

No SPC, as determinagoes dos MT sao maioritariamente realizadas em sangue (soro
ou plasma) por pungao venosa e urina de 24 horas, sendo um processo rapido, pouco

dispendioso e invasivo.
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Na tabela VI, estao representados os principais marcadores tumorais determinados no

IPOCFG e respetivos o6rgaos a eles associados.

Tabela VI- Marcadores tumorais e respetivos orgaos, glandulas ou doengas associados.

Orgiol Glandula/ Doenca Marcador Tumoral
Cérebro NSE, Cyfra 21.1
Glandula Tiroideia Calcitonina, Tiroglobulina, CEA
Esofago CEA, SCC
Pulmao NSE, Cyfra 21.1., CEA, SCC, ProGRP
Mama CA 153, CEA
Figado e Vesicula Biliar AFP, CEA, CA19.9
Estomago CEA, CA 724, Gastrina
Pancreas CA 199, CEA
Intestino e Reto CEA, CA 19.9
Bexiga Cyfra 21.1
Ovirios CA 12.5, HE4
Utero SCC, CEA
Glandula da proéstata PSA total e livre
Mieloma Multiplo B2- microglobulina
Testiculo AFP, HCG
o Enolase Neuro-especifica (NSE)

Valores de Referéncia < 25ng/ml

As enolases sao enzimas glicoliticas que convertem 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato.
[17] Ocorrem em isoenzimas diméricas com 3 subunidades diferentes (a, B e y), sendo que a
aa distribui-se inespecificamente em érgaos como o figado e musculo e as ay ey y (NSE) sao
sintetizadas principalmente por neurodnios e células neuroendocrinas. [13] Assim, a NSE é
particularmente Util em tumores de origem neuroectodérmica como carcinomas medulares
da tirdide ou neuroblastomas e também no carcinoma de células pequenas do pulmao (SCLC),
isto porque frequentemente exibem propriedades neuroendocrinas. [18]

As técnicas imunoldgicas de quantificagao da NSE detetam a isoenzima gamma tanto como

dimero como em combinagao com as outras subunidades beta ou alfa.
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o Cyfra 21.1
Valor de Referéncia 2 3,3 ng/ml

As citoqueratinas sao proteinas que formam os filamentos do citoesqueleto e que
normalmente estao presentes no tecido epitelial na forma insoluvel. [19] A citoqueratina 19 é
reconhecida por 2 anticorpos monoclonais KS 19-1 e BM 19-21 através do Cyfra 21.1 e
encontra-se exclusivamente no epitélio simples e pseudoestratificado, como o epitélio
bronquico.

E particularmente sensivel e especifico em carcinomas das células escamosas assim
como no carcinoma de células nao pequenas do pulmao (NSCLC), sendo que permite um
diagnostico diferencial entre NSCLC e o carcinoma de pequenas células do pulmao (SCLC),
estando aumentado no NSCLC. Os niveis de Cyfra 21.| estao normalmente relacionados com
o estadio e prognéstico de NSCLC, indicando a extensao da doenca. [20] Além disso, niveis
elevados de Cyfra 21.]1 podem estar presentes em patologias benignas como tuberculose
pulmonar ou pneumonia intersticial e ainda em patologias malignas como cancro de mama e

neoplasias ginecologicas. [19]
o Calcitonina
Valor de Referéncia < 10 ng/L

A calcitonina é um polipeptideo que resulta da transformagao pods-traducional do
precursor preprocalcitonina que se encontra nas células C parafoliculares da tiroide. A sua
principal fungao envolve a homeostase do calcio e do fosforo juntamente com a hormona
paratiroide (PTH) e a vitamina D, regulando a reabsorgao ossea. [21]

E marcador tumoral do carcinoma medular da tiréide, ajudando tanto no diagnéstico
como no seguimento de doentes pos-terapéutica, e permite ainda detetar o crescimento de
células C que geralmente antecedem a neoplasia. [22]

Além do carcinoma medular da tiroide, pode verificar-se um aumento da calcitonina

noutros tumores neuroendocrinos como o SCLC e em doengas tiroideas autoimunes. [|3]
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o Tiroglobulina
Valor de Referéncia 2 | ng/mL

A tiroglobulina é uma glicoproteina produzida unicamente na tiréide e armazenada nos
foliculos desta glindula. E libertada na corrente sanguinea por estimulagio da hormona
estimuladora da tirdide (TSH) e pela T3 e T4, sendo a molécula precursora destas
iodotironinas. [23]

Os seus niveis no soro refletem a massa de tecido tiroideo diferenciado e a inflamagao
ou lesao da glandula, sendo também um marcador especifico da disfunciao tiroidea
maioritariamente de causa benigna. [13]

A tiroglobulina é o MT de eleicao no estudo do cancro diferenciado da tiroide, e tem
a sua maior utilidade no pos-cirurgico, estando os seus valores relacionados com massas
tumorais residuais. Os niveis de tiroglobulina sao relevantes, também, depois da tiroidectomia
com ablagdo do tecido remanescente apds terapéutica com isétopos de iodo, na
monitorizagao e progressao local e a distancia. A tiroglobulina é determinada juntamente com
os anticorpos antitiroglobulina para avaliar possiveis interferéncias destes nos imunoensaios
nao competitivos, que podem causar resultados falsos negativos nos doseamentos da

tiroglobulina. [24, 13]
o Antigénio Carcinoembrionario (CEA)
Valor de Referéncia < 5 ng/mL

O CEA é uma glicoproteina cuja fungao esta relacionada com mecanismos de adesao
celular e é produzida aquando o desenvolvimento fetal pelas células da mucosa intestinal,
sendo que esta produgao € interrompida apds o nascimento. [25]

Podem verificar-se valores elevados de CEA em situagoes benignas como cirrose
hepatica, insuficiéncia renal, patologias pulmonares e digestivas, bem como quistos ovaricos
ou hipotiroidismo. No entanto, também se encontram elevados em tumores epiteliais entre
os quais pulmao, mama, cabega e pescogo. [|3] Por este motivo, o CEA nao é um marcador
especifico do cancro devendo ser complementado com a determinagao de outros marcadores
mais especificos e nunca como diagnodstico por si s6. Os niveis de CEA estao também
relacionados com o estddio do tumor em situagoes graves e pode ser utilizado na
monitorizagao da doenga durante o tratamento e possivel presenga de metastases. [25]
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o Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas (SCC)
Valor de Referéncia 2 2 ng/mL

O SCC é uma glicoproteina pertencente a familia dos inibidores das serino-proteases
que podem estar presentes em tecidos escamosos da vulva, cérvix, pulmao, eséfago e pele.
Os seus niveis serologicos aumentam com a malignidade ou em lesoes benignas de células
escamosas e é o marcador tumoral primario do SSC do cérvix uterino. Podem ocorrer falsos
positivos em casos de patologia renal cronica e doengas dermatologicas. [26,13]

E importante no acompanhamento e monitorizacio da doenca durante e pos-

terapéutica, uma vez que a sua quantificacao estd relacionada com o estddio do tumor e

presenca de metastases. [27]
o Antigénio Hidrocarbonado 15.3 (CA 15.3)
Valor de Referéncia < 30 U/mL

Trata-se de uma glicoproteina mucinica de alto peso molecular que se encontra na
superficie luminal e nas membranas apicais dos tecidos epiteliais secretores: mamario,
pancredtico, bronquico, prostitico e uterino e que pode ser detetada através de dois
anticorpos monoclonais Mab | [-5 D 8 e DF3 contra uma fragao da membrana originaria no
carcinoma da mama e da membrana da globina da gordura do leite materno, respetivamente.
[13, 28]

E o marcador mais utilizado na avaliacio do cancro de mama nio sendo, no entanto,
especifico uma vez que pode encontrar-se elevado em tumores ovaricos, endometriais e no
carcinoma do pulmao. [13] Por este motivo, o CA 15.3 nao deve ser utilizado no diagnostico
por si sO, mas € uma mais valia na detegao precoce de recidivas e no prognostico da doenga
pois € um método bastante simples e sensivel e correlaciona-se com a regressao e progressao

da doenca. [29]
o Antigénio Hidrocarbonado 19.9 (CA 19.9)
Valor de Referéncia < 37 U/mL

A mucina CA 19.9 é detetada por um anticorpo monoclonal 1116-NS-19.9 no
equipamento Cobas €601 Analyzer ® que reconhece um determinante antigénico mucinico

formado por um gangliosideo que é um derivado sidlico do antigénio do grupo sanguineo Lewis
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(uma percentagem de populagao sao Lewis negativo e, portanto, nao produzem CA 19.9) e
encontra-se elevado em pacientes com tumores gastrointestinais de origem pancredtica ou
colorretal. No entanto, nao deve ser utilizado no diagnéstico diferencial do cancro do
pancreas uma vez que se encontra elevado também em hepatopatias (ictericia) e em
pancreatites, assim como em neoplasias ovaricas e broncopulmonares. [I3]

A principal utilidade do CA 19.9 prende-se com a avaliagao do estadio do tumor, a sua

localizagao e monitorizagao da doenca durante a terapéutica. [30]
o a-Fetoproteina (AFP)
Valor de Referéncia < 5 Ul/mL

A AFP é uma glicoproteina sintetizada maioritariamente no saco vitelinico e hepatico
durante o desenvolvimento fetal, diminuindo drasticamente a sua produgao apds o
nascimento. A sua fungao fisioldgica é semelhante a da albumina, o transporte de moléculas
como acidos gordos, hormonas e bilirrubina. [13, 31]

Encontra-se elevado em carcinomas hepatocelulares e em tumores testiculares, sendo
particularmente importante no diagnostico e monitorizagao do carcinoma hepatocelular,
estando também associado a presenga de metastases ou persisténcia da doenga no caso de
tumores testiculares. [31]

Os seus niveis podem estar elevados em varios tipos de hepatopatias infeciosas ou

toxicas dando origem a falsos positivos. [13]
o Antigénio Especifico da Prostata (PSA)
Valor de Referéncia < 4 ng/mL

Trata-se de uma serino-protease expressa maioritariamente na glandula da préstata
que € responsavel pela proteolise de algumas proteinas existentes no sémen. Esta presente no
soro em diferentes formas enzimaticas, uma vez que ¢é sintetizado como proPSA numa fase
inicial sendo inativado posteriormente no liquido seminal formando o PSAlivre.

Em condigoes normais, sao detetados baixos niveis de PSA no soro. O seu aumento
pode estar associado a infegoes, trauma, hiperplasia prostatica benigna (BPH) ou mesmo
cancro da prostata. Devido a esta baixa especificidade, o PSA nao deve ser utilizado no

diagnostico, mas sim como biomarcador de progressao/ regressao da doenga ou mesmo como
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indicador de recidivas apos terapia. E bastante Gtil em pacientes ja diagnosticados com cancro
de préstata ja que o aumento sérico é indicador do estadio da doenga, assim como de
anormalidades vasculares e anatémicas nesta glandula.

Com o objetivo de diminuir o nimero de falsos positivos, é habitual a determinagao
da relagao fPSA (livre)/ PSA (total) quando a concentragao do PSA total estd compreendida
entre 2,5 e 10 ng/mL. Quanto menor for a relagao, maior o risco de cancro. Uma razao inferior
a 0,15 (15%) é mais suspeita da presenca de um cancro do que uma relagao superior a 0,20
ou 0,25 (20% ou 25%) distinguindo, desta forma, as situagoes benignas como BPH de situagoes

malignas [13, 32]
o Gonadotrofina Coridonica Humana (hCG)
Valor de Referéncia < 5 UI/L

A hCG é uma hormona glicoproteica produzida em altas concentragdes nos
trofoblastos placentarios e tem como fungao controlar a secrecao de progesterona, assim
como o corpo liteo durante as primeiras semanas de gestagao e a sua concentragao sérica
atinge o pico entre as 7 e as |0 semanas. Esta hormona é constituida por 2 subunidades, sendo
a subunidade [ mais especifica devido a sua composi¢cao em aminoacidos o que permite dosea-
la sem interferéncias de outras hormonas. [13, 33]

A hCG total pode estar aumentada em tumores trofoblasticos e neoplasias do testiculo
e ovario. E uma mais valia na avaliacio pré-terapéutica de doentes que possam necessitar de
tratamento mais agressivo, uma vez que a sua expressao esta associada a um pior prognéstico.
No estudo prévio dos tumores germinativos do testiculo a hCG é doseada em conjunto com
a AFP e a LDH, porque este tipo de carcinoma esta intimamente associado a producao destes
marcadores tumorais. Concentragoes elevadas de hCG (>5000 Ul) sao normalmente
indiciadoras de tumores nao-seminomatosos do testiculo, e correlacionam-se com um pior
prognostico. [33, 34]

Podem ser detetadas pequenas concentragoes desta hormona em tecidos como a

mama, glandula pituitaria, prostata, testiculo e musculo esquelético. [13]
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o B -2- Microglobulina (BMG)
Valor de Referéncia < 2,5 mg/L

A BMG é uma proteina que representa a cadeia leve do complexo major de
histocompatibilidade (MHC-I) localizado na superficie da maioria das células e que sao
libertados em concentragoes elevadas por linfocitos e plasmocitos. [35] Desta forma, é
considerado um marcador tumoral em doengas linfoproliferativas como o mieloma multiplo e
os linfomas estando a sua concentragao sérica diretamente relacionada com a massa tumoral.
[36]

Pode verificar-se um aumento da concentragao da BMG em pacientes com insuficiéncia
renal, uma vez que o catabolismo desta proteina € realizado nos rins, a idade também pode
influenciar os seus valores séricos. A BMG é um bom indicador de prognostico no mieloma
multiplo, ao correlacionar-se com o aumento da massa tumoral e ao refletir alteragoes na

funcao renal destes doentes. [35, 36]
o Antigénio Hidrocarbonado 72.4 (CA 72.4)

Valor de Referéncia < 6,9 U/mL

Trata-se de um antigénio mucinico que pode ser detetado através dos anticorpos
monoclonais CC49 e B72.3 e que esta presente em diversas neoplasias epiteliais. Pode-se
observar aumentos séricos deste antigénio em neoplasias gastrointestinais, tumores mamarios,
ovaricos e pulmonares. [13]

E um marcador bastante especifico, contudo com baixa sensibilidade de 6rgio e com
poucos falsos positivos sendo indicativo do estadio da doenga. Existem, no entanto, estudos
recentes que relatam a existéncia de valores séricos de CA 72.4 falsamente elevados em
doentes que efetuam tratamentos com omeprazol, corticoides ou anti-inflamatérios nao
esteroides (AINES). Este marcador é util na monitorizagao terapéutica das neoplasias

gastrointestinais. [37, 38]
o Antigénio Hidrocarbonado 12.5 (CA 12.5)
Valor de Referéncia < 35 U/mL

O CA 125 é um antigénio de elevado peso molecular constituido sobretudo por

glicoproteinas e que estd presente nas estruturas que derivam dos ductos de Miiller e
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mesotélio. E sintetizado na célula e secretado no limen, embora em circunstincias normais
ndo atinja a corrente sanguinea, o que acontece no caso de tumores benignos em que as
concentragoes séricas de CA 12.5 nao se alteram. No entanto, no caso de tumores malignos,
estes interferem na estrutura dos tecidos permitindo desta forma a libertagao deste marcador
tumoral para a corrente sanguinea elevando a sua concentragao no soro. [39, 13]

O CA 12.5 encontra-se em elevadas concentragdes nos carcinomas ovaricos, nos
adenocarcinomas do endométrio e do endocérvix, e menos frequentemente no cancro de
mama, cancro pancreatico, cancro do colén e no cancro do pulmao. Em situagoes benignas
como lesoes do endométrio, tumores benignos do ovario e quistos, invaginagoes e
proliferagoes do epitélio também podem alterar os niveis séricos deste marcador tumoral. A
principal causa de falsos positivos ocorre em casos de insuficiéncia renal e hepatopatias. [39,

13]
o Proteina 4 do Epididimo Humano (HE-4)
Valor de Referéncia < 100-150pmol/L

O HE-4 é uma proteina precursora da proteina E4, pertencente a familia de inibidores
de proteases envolvida na maturagcao do esperma e que é codificada pelo gene WFDC2. Esta
proteina é secretada no epitélio distal do epididimo. [40, |13]

E determinada sobretudo em neoplasias ovaricas, principalmente nos mucinosos e
ainda noutras neoplasias ginecolédgicas e pulmonares, sendo normalmente determinado
juntamente com o CAIl2.5, embora o HE-4 seja mais sensivel comparado com o CAI2.5
especialmente nos estadios inicias da doenca. Este marcador tumoral permite ainda o

diagnostico e controlo de recidivas particularmente no cancro dos ovarios. [40, 3]
o Peptideo Libertador de Progastrina (ProGRP)
Valor de Referéncia <50 pg/mL

O GRP é um peptideo associado a gastrina, tendo um papel importante na
disseminagao metastatica por mecanismos autocrinos ou por interagao célula-célula. Tem uma
meia-vida de apenas 2 minutos sendo, por esta razao, instavel no sangue e consequentemente
dificil de determinar no soro. O seu percursor, o ProGRP, é desta forma, uma alternativa ao

GRP uma vez que é mais estavel. [13, 41]
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Podem observar-se aumentos da concentracao deste marcador nos carcinomas
pulmonares, principalmente em SCLC e em tumores neuroendodcrinos, contribuindo para a
monitorizacao da doenga. E frequentemente determinado juntamente com o NSE, embora
tenha menos sensibilidade do que o ProGRP, sendo este ultimo util na distingao de doenga

pulmonar benigna, NSCLS e cancro de pulmao nao metastizado, de SCLC. [I3, 41]
o Proteinas S100
Valor de Referéncia < 0,10-0,20 pg/L

As proteinas S100 pertencem a uma familia de proteinas acidicas fixadoras de calcio de
baixo peso molecular. As suas fungoes fisiologicas estao relacionadas com a divisao e
diferenciagao celular, assim como com a interagao com o supressor tumoral p53. Estas
proteinas possuem duas subunidades SI0O0A| e SI00B, sendo que o heterodimero SI00A|-B
é expresso em células de melanoma. [42, |3]

A sua principal utilidade é no diagnostico diferencial do melanoma e outras patologias
cutaneas benignas, sendo a insuficiéncia renal a principal causa de falsos positivos. As suas
concentragoes séricas estao relacionadas com o estadio, prognéstico e monitorizagao da

doenga, embora nao seja um bom marcador no rastreio e diagnéstico precoce do melanoma.

[42, 13]

4- Controlo de Qualidade

Diariamente durante a rotina sao realizados dois niveis de diferentes controlos de
qualidade interna multiparamétricos da firma Bio-Rad (Immunoassay plus control, Tumor marker
control, Speciality immunoassay control, etc) com o intuito de avaliar todos os parametros
estudados no Setor de Imunologia e Hormonologia. Os resultados obtidos sao armazenados
no software Unity Real Time da Bio-Rad e sao avaliados diariamente com o intuito de estudar
o grau de imprecisao da técnica utilizada e poder corrigir atempadamente os desvios
observados.

O controlo externo, do Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge (INSA) e da
Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) é realizado periodicamente conforme

o programa realizado.
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Por fim, no caso das técnicas manuais, os seus controlos internos sio realizados ao
mesmo tempo que o procedimento. Se detetada alguma discrepancia nos valores dos

controlos o ensaio é repetido.
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BIOQUIMICA CLINICA

O setor de Bioquimica Clinica é o mais automatizado do IPOCFG sendo a maioria das
amostras de sangue (soro) e de urina de 24 horas. Aqui sio determinados diferentes
parametros, dos mais comuns como a glicose, colesterol total, LDL, HDL, a enzimas como a
fosfatase alcalina e a creatinina cinase. Estas determinagoes sao particularmente Uteis no
diagnostico e monitorizagao da terapéutica assim como na avaliagao dos efeitos da mesma na
fisiologia do doente, uma vez que certos parametros estao associados a destruicao celular.

Os equipamentos utilizados na Bioquimica Clinica utilizam diversas técnicas para
realizar as determinagoes. Estas podem ser técnicas enzimaticas, quimica, espetrofotometria,

turbidimétricas e por potenciometria direta e indireta.
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CONCLUSAO

Este estagio representou o culminar destes 2 anos, nem sempre faceis, do Mestrado
em Andlises Clinicas e que agora termina para dar inicio a préoxima fase, a do mercado de
trabalho.

Ter contacto com o mundo profissional foi importante para por a prova todos os
conhecimentos reunidos ao longo deste mestrado e obter capacidades para resolver as
adversidades que uma rotina laboratorial envolve. E estando o mundo a passar por uma
realidade nao antes vivida, senti também o peso da responsabilidade aquando o servigo, tanto
na seguranga dos doentes como na minha, assim como nas novas regras impostas para que
tudo corresse o melhor possivel.

O pessoal do IPOCFG demonstrou-se sempre disponivel para ajudar a esclarecer as
duvidas existentes e na partilha de conhecimentos importantes para acompanhar e aproveitar
esta experiéncia. Deram-me ainda a oportunidade de participar na manutengao dos
equipamentos e na execugao e interpretagao do controlo dos mesmos.

Foram uns meses enriquecedores a nivel pessoal na medida em que pude estar em
contacto com a realidade da doenga oncolégica, assim como na aprendizagem de trabalho em

equipa e no espirito critico, importantes no mundo profissional.

“A coisa mais indispensavel a um Homem é
reconhecer o uso que deve fazer do seu préprio

conhecimento.” Platdo
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