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Lista de Abreviaturas e Siglas
°C — Graus Celsius
Ml — Microlitros
Ac — Anticorpo
ACTH — Hormona Adrenocorticotréfica
AFP — Alfa-Fetoproteina
Ag — Antigénio
ALP — Fosfatase Alcalina
ALT — Alanina Aminotransferase
AST — Aspartato Aminotransferase
ATCC — American Type Culture Collection
B2M — Beta-2 Microglobulina
BAAR - Bacilos Acido-Alcool Resistentes
BHI — Caldo de Infusao Cérebro-Coragao
CA — Antigénio Cancerigeno
CAM — Gelose Campylosel
CC - Caldo de Carne
CDC - Gelose para Anaerdébios + 5% de Sangue de Ovelha
CEA — Antigénio Carcinoembrionario
CgA Il — Cromogranina A Il
CHGM - Concentragao Média de Hemoglobina Globular
CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
CK-MB - Creatina Cinase Isoenzima MB
CLED - Gelose Cistina-lactose Deficiente em Eletrdlitos
CLIA - Imunoensaio de Quimioluminescéncia
cm — Centimetros
CNA - Gelose Columbia ANC + 5% de Sangue de Carneiro
CO, — Didxido de Carbono
COS - Gelose Columbia + 5% de Sangue de Carneiro
CYFRA - Fragmento da Citoqueratina
DHEA — Desidroepiandrosterona
DHEA-SO, — Disidroepiandrosterona Sulfato
ECLIA - Imunoensaio de Eletroquimioluminescéncia

EDTA - Acido Etileno Diamino Tetracético Tetrassddico



ELISA - Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica

FEIA — Imunoensaio Enzimatico de Fluorescéncia

Fe,S — Sulfureto de Ferro

FSH — Hormona Foliculo-Estimulante

FLC — Cadeias Leves Livres

FISH - Hibridagao in situ com Fluorescéncia

G — Forga G ou Velocidade Relativa de Centrifugagao (RCF)
GRP - Peptideo Libertador da Gastrina

HAE2 — Gelose Haemophilus Chocolate 2

hCG - Gonadotrofina Corionica Humana

HCI - Acido Cloridrico

HDL - Lipoproteina de Alta Densidade

HE4 — Proteina 4 do Epididimo Humano

HER-2/neu — Recetor tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano
hGH — Hormona do Crescimento Humana

HGM - Hemoglobina Globular Média

HEKT - Gelose Hektoen

hsTpl — Troponina | de Alta Sensibilidade

ID — Identificacao

Ig — Imunoglobulina

IGF-1 — Fator de Crescimento semelhante a Insulina tipo |
IGRA - Ensaio de Libertagao de Interferao-Gama

INF-y — Interferao-Gamma

INR — International Normalized Ratio

INSA - Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
IPOCFG - Instituo Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil
IRMA - Ensaios Imunoradiométricos

KCS - Caldo Schaedler + Vitamina K3

KV — Gelose Schaedler + 5% de Sangue de Ovelha Canamicina Vancomicina
LDH - Lactato Desidrogenase

LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade

LH — Hormona Luteinizante

L) — Lowenstein-Jensen

MCK - Gelose MacConkey
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mg — Miligrama

MGIT — Tubo Indicador do Crescimento de Micobactérias

MHE - Gelose Mueller-Hinton E

MHF — Gelose Mueller-Hinton + 5% de sangue de cavalo + B-NAD
mm — Milimetros

NSE — Enolase Neuroespecifica

NT-proBNP — N-terminal do Péptido Natriurético do tipo B
PDW - Distribuicao do Tamanho das Plaquetas

PP — Polipeptideo Pancredtico

PNAEQ — Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade
ProGRP — Pro-Peptideo Libertador de Gastrina

PSA — Antigénio Especifico da Prostata

PTH — Hormona Paratiroideia

PTHrP — Proteina relacionada com a Hormona Paratiroideia

PVX — Gelose Chocolate PolyViteX™

RDW - Distribuicao do Tamanho dos Eritrocitos

RIA — Radioimunoensaios

RIQAS — Randox International Quality Assessment Scheme

rpm — Rotagoes por Minuto

RT-qPCR - Reagao em Cadeia da Polimerase da Transcricao Reversa em Tempo Real
SARS-CoV-2 - Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2
SCCA — Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas

SCS - Gelose Schaedler + 5% de Sangue de Carneiro

SGC2 - Gelose Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol 2

SNC - Sistema Nervoso Central

SPC - Servico de Patologia Clinica

sTfR — Recetor Sollvel de Transferrina

T3 — Triiodotironina

T4 — Tiroxina

TASO - Titulo de Anti-Estreptolisina O

TP — Tempo de Protrombina

TPOA - Anticorpos Anti-Peroxidase Tiroideia

TRACE - Imunoensaio de Fluorescéncia por Emissao de Criptato Amplificada Tempo-

Resolvida



TSA — Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos
TSB — Caldo de Tripticase de Soja

TSH — Hormona Tiroestimulante

TTPa - Tempo de Tromboplastina Parcial ativada
UFC — Unidades Formadoras de Colénicas

v.g - verbi gratia

VGM - Volume Globular Médio

VMA - Acido Vanilmandélico

VPM — Volume Plaquetar Médio

XLD — Gelose Xilose Lisina Desoxicolato
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Resumo

No ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, o estagio curricular descrito neste relatério foi desenvolvido no
Servigo de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil
entre os dias |7 de janeiro e |17 de julho de 2022 nas areas de Hematologia, Quimica Clinica,
Microbiologia, Virologia, Imunologia e Hormonologia. Foram aprofundadas as valéncias de
Microbiologia, Imunologia e Hormonologia, as areas de estudo que mais me interessaram ao
longo do meu percurso académico. Este relatério descreve a dinamica de trabalho, o controlo
de qualidade laboratorial, as metodologias utlizadas no processamento das amostras bioldgicas

e os seus fundamentos. Sao também apresentados dois casos clinicos.

Palavras-chave: Analises Clinicas, Microbiologia, Imunologia e Hormonologia

Abstract

Within the scope of the Masters in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University
of Coimbra, the curricular internship described in this report was carried out at the Clinical Pathology
Service of the Portuguese Institute of Oncology of Coimbra Francisco Gentil between January | 7th and
July 17th 2022 in the areas of Hematology, Clinical Chemistry, Microbiology, Virology, Immunology
and Hormonology. Microbiology, Immunology and Hormonology were developed more broadly as they
were the most interesting to me throughout my academic path. This report describes the work
dynamics, the laboratory quality control, the methodologies used in the processing of biological samples

and their principles. Two clinical cases are also presented.

Keywords: Clinical Analysis, Microbiology, Immunology and Hormonology






Introducao

O cancro é uma doenga que resulta do crescimento e proliferagao descontrolada de
células anormais. A carcinogénese ¢ influenciada pela predisposi¢ao genética de um individuo
e por fatores ambientais como o envelhecimento, a exposigao solar, habitos tabagicos, entre
outros. Apesar da mortalidade do cancro estar a diminuir nas Ultimas décadas gragas as novas
metodologias terapéuticas desenvolvidas, a sua incidéncia tem vindo a aumentar pelo que é
importante realizar o diagnostico numa fase inicial para potenciar o sucesso do tratamento e
minimizar o impacto na vida do doente (1).

As Anadlises Clinicas abrangem um conjunto de exames que caracterizam o estado de
saude de um individuo, desempenhando um papel fulcral na tomada de decises médicas. Para
além de auxiliarem no diagnostico e monitorizagao de patologias, também contribuem para a
sua prevengao e detecao precoce, bem como um tratamento eficaz.

Este relatorio é realizado no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra e reflete o estagio realizado no Servigo de Patologia
Clinica (SPC) do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG). E
descrito, sucintamente, o trabalho desenvolvido nos Setores de Hematologia, Quimica Clinica
e Virologia, focando-se sobretudo nos Setores de Microbiologia e Imunologia e Hormonologia
em virtude da sua maior duragao. Globalmente, o estagio permitiu que participasse na rotina
do servico, tendo sido dada a oportunidade de serem relembrados e interiorizados

conhecimentos tedricos, assim como a execucao de diversas técnicas laboratoriais.



Caracterizacao do Laboratoério de Estagio

O IPOCFG é uma unidade hospitalar que integra a rede de prestagao de cuidados de
saude do Servigo Nacional de Salde e recebe pacientes de toda a Regiao Centro de Portugal.
Iniciou a sua atividade em 1962 e desde entao procura atender as necessidades de salide da
comunidade, conceber projetos de investigacao, formagao, ensino e rastreio oncoldgicos,
organizar e publicar o registo oncolédgico regional e contribuir para a definicao e
acompanhamento da execugao da politica oncologica nacional (2).

O SPC encontra-se no piso 0 do edificio da Oncologia Médica e Laboratérios. E
composto pela area de rececao dos pacientes, area administrativa, sala de colheitas, area de
triagem das amostras, laboratérios de Hematologia, Quimica Clinica, Microbiologia, Virologia
e Imunologia e Hormonologia, vestiarios, sala de refeicoes e reunides, sala de arrumos e
tratamento de materiais e alguns gabinetes. O Diretor do SPC é o Doutor Luis Espirito Santo
Nina, Assistente Graduado Hospitalar, Especialista em Patologia Clinica pela Ordem dos
Médicos. A equipa de trabalho inclui Médicos Especialistas em Patologia Clinica,
Farmacéuticos, Técnicos Superiores de Analises Clinicas, Técnicos Superiores de Diagnostico
e Terapéutica, Assistentes Técnicos e Assistentes Operacionais.

O sistema informatico utilizado é o Modulab. Este integra varios processos do fluxo de
trabalho como a criagao e gestao dos dados dos utentes, os pedidos dos médicos, a recegao
de amostras, a comunicacao dos resultados laboratoriais, a validacao e elaboracao de
relatorios, entre outras funcionalidades. Cada paciente tem um nimero de processo e para
cada amostra é gerado um numero de identificagao. As amostras de sangue venoso sao
colhidas por Técnicos de Diagnostico e Terapéutica de acordo com os requisitos
estabelecidos para o seu processamento laboratorial. O SPC também processa amostras
provenientes do Servico de Sangue do IPOCFG. Na Tabela | pode ser consultada a

identificagao dos profissionais responsaveis por cada Setor do SPC-IPOCFG.

Tabela | — Lista dos responsaveis por cada Setor do SPC-IPOCFG.

Setor Responsavel
Hematologia Dra. Isabel Joana Diamantino, Médica Assistente Graduada e Especialista em Patologia Clinica
Quimica Clinica Dra. Ana Raquel Paiva, Médica Assistente e Especialista em Patologia Clinica

Dra. Maria Alexandre Vaz Mendes, Farmacéutica Especialista em Andlises Clinicas e Genética
Microbiologia
Humana pela Ordem dos Farmacéuticos e Assistente da Carreira Farmacéutica

Imunologia e Dr. Nuno Alexandre Costa Ferreira da Cunha, Técnico Superior de Salde Especialista em Andlises

Hormonologia Clinicas pela Ordem dos Bidlogos e Especialista Europeu em Laboratério Médico

Virologi Dr. Rui Manuel Costa Soares, Assistente Hospitalar, Especialista em Patologia Clinica pela Ordem
irologia
g dos Médicos




O controlo da qualidade laboratorial é fundamental para a melhoria continua dos
resultados analiticos fornecidos por um laboratério de Analises Clinicas. E um sistema
documentado de gestao do desempenho dos instrumentos, técnicas e materiais usados. De
modo geral, consiste na compreensao das nao conformidades e no estabelecimento e
cumprimento de um conjunto de algoritmos que especificam agoes a tomar com base nos

resultados dos testes de controlo (3).

Controlo de Qualidade Interno (CQ)I)

O objetivo do CQI é prevenir, identificar e corrigir possiveis erros e assim garantir a
precisio e fiabilidade dos resultados laboratoriais. E realizado diariamente antes do
processamento das amostras dos pacientes, e sempre que necessario ao longo do dia, como
por exemplo, no caso da mudanga de lote de um reagente. Nos Setores de Hematologia,
Quimica Clinica e Imunologia e Hormonologia sao realizados diariamente usando amostras
comerciais. Para assegurar que os parametros analiticos se encontram dentro dos valores de
referéncia definidos recorre-se as cartas de controlo de Levey-Jennings, analisadas com base
nas regras de Westgard. Para os valores obtidos serem aceites tem de se observar uma
distribuicao dentro dos limites de confianga (+ dois desvios padrao), preferencialmente o mais

proximo da linha média central.

Controlo de Qualidade Externo (CQE)

O CQE é um controlo interlaboratorial peridédico organizado por entidades externas
que enviam amostras para serem analisadas pelo laboratorio da mesma forma que as amostras
dos pacientes. Quando estes organizadores recebem o relatério, comparam os resultados
com a média de consenso obtida a partir dos resultados dos laboratérios participantes que
utilizam a mesma metodologia. Desta forma, é determinada a exatidao resultados analiticos,
contribuindo para a credibilizagdio do laboratorio. Nos Setores do SPC-IPOCFG, estas
entidades externas sao o Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA) a nivel

nacional e o Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) a nivel internacional.






Setor de Hematologia

No Setor de Hematologia sao estudados os varios componentes sanguineos através da
analise de amostras de sangue periférico e aspirados de medula 6ssea. E usado sangue total
com Acido Etileno Diamino Tetracético Tetrassédico (EDTA) para a realizacgio de
hemograma, avaliagao da velocidade de sedimentagao, estudos genéticos (RT-qPCR e FISH),
imunofenotipagem por citometria de fluxo e observacgao de esfregagos sanguineos e de medula
ossea ao microscopio otico. Os tubos de sangue permanecem em agitagao até serem
processados. Para o estudo da coagulagao, o sangue total com citrato de soédio é centrifugado
(3000 rpm durante 10 minutos) de forma a obter plasma. Ambos os anticoagulantes quelam o
calcio necessario para a conversao de protrombina em trombina, mas o EDTA ¢é o de eleicao
para hemogramas porque preserva melhor a morfologia das células. Mais raramente, sao
analisados outros fluidos biologicos como o liquido cefalorraquidiano e aspirados de puncao
ganglionar. Para realizacao das analises no Setor de Hematologia sao necessarios diversos

equipamentos consoante o objetivo pretendido (Tabela 2).

Tabela 2 - Lista dos equipamentos e a sua fungao no Setor de Hematologia do SPC-IPOCFG.

Equipamento
Funcao
(Fornecedor)

Aerospray® Hematology Pro Slidestainer B ]
Coloragao de Wright-Giemsa automatizada de esfregagos sanguineos

(ELITech Group)

Quantificagdo do transcrito do gene de fusio BCR-ABL por RT-gPCR
GeneXpert® System (Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real com Transcrigao
(Cephied) Reversa) em amostras de sangue periférico de pacientes com Leucemia

Mieloide Cronica t(9;22) positivos

Contagem de leucocitos, neutrofilos, linfocitos, monécitos, eosindfilos,

DxH 900 basdfilos, eritrocitos, plaquetas e reticulécitos, avaliagdo do hematocrito e
Hematology Analyzer plaquetdcrito, volume globular médio dos eritrocitos e das plaquetas,
(Beckman Coulter) hemoglobina globular média, concentragdo média de hemoglobina globular,

distribuicdo do tamanho dos eritrocitos e plaquetas

Test | BCL Analyzer
Avaliacao da velocidade de sedimentacao das hemacias

(ALI FAX)
ACL TOP 350 CTS Avaliacdo do tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial
(Instrumentation Laboratory) ativada (TTPa) e INR (International Normalized Ratio)

Cytomics™ FC 500 Flow Cytometer
Imunofenotipagem por citometria de fluxo
(Beckman Coulter)

Para além do TP, TTPa e INR, no estudo da hemostase também é quantificado o fibrinogénio,

os D-dimeros e o anticoagulante lUpico.
15



Setor de Quimica Clinica

Para a maioria dos parametros determinados no Setor de Quimica Clinica sao usadas
amostras de soro obtidas por centrifugagao (3000 rpm durante 10 minutos) de sangue total
com esferas de silica que ativam a cascata de coagulagao. Apods repouso e antes de inserir os
tubos nos autoanalisadores, é removida a fibrina para nao interferir com a aspiragao da
amostra. Deve-se ter atengao amostras hemolisadas ja que a hemdlise altera os valores de
potassio, da lactato desidrogenase (LDH) e outros analitos. Por outro lado, amostras ictéricas
e lipémicas podem levar a discrepancias na leitura da absorvancia. Hemoglobina glicada é
doseada em sangue total com EDTA, o cilcio ionizado em sangue com heparina de litio
compensada e as gasometrias em sangue arterial em seringa (colheita médica). Sao também
recebidas amostras de urina pontual ou das 24h e liquido cefalorraquidiano.

Apesar deste Setor ser o mais automatizado (Tabela 3), sao realizadas técnicas manuais
de aglutinacao para o rastreio de sffilis (teste da Reagina Plasmatica Rapida), fator reumatoide
(teste de Waaler-Rose), Lupus Eritematoso Sistémico (Avitex SLE), Salmonella spp. (teste de
Widal), Brucella spp. (teste de Wright) e mononucleose infeciosa. Além disso, é feita a colheita,
pré-processamento e envio de amostras para ensaios clinicos que testam novos tratamentos

ou farmacos.

Tabela 3 — Lista dos equipamentos e a sua fun¢ao no Setor de Quimica Clinica do SPC-

IPOCFG.

Equipamento
Funcao
(Fornecedor)
Quantificagdo da ureia, creatinina, glicose, sédio, potassio, cloro, magnésio, fosforo,
amonia, proteinas totais, albumina, pré-albumina, microalbumina, amilase, lipase, aldolase
colesterol total, colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade), colesterol LDL
Atellica™ CH 930 Analyzer (lipoproteina de baixa densidade), triglicerideos, acido Urico, azoto ureico, bilirrubina
(Siemens Healthineers) total e direta, ferro, capacidade total de fixacao de ferro, saturagio da transferrina, LDH,
enzima conversora da angiotensina sérica, fosfatase alcalina (ALP), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gamaglutamiltransferase atraveés
de espetrofotometria e potenciometria indireta (ionograma)
ABL800 FLEX Quantificagdo da saturagdo do oxigénio, sédio, potassio, cdlcio, cloro, pH, glicose, lactato,
(Radiometer) hemoglobina e as suas diferentes fragdes através de potenciometria e amperometria
Reflotron® Confirmagao dos resultados de alguns parametros obtidos com o Atellica™ através de
(Roche Diagnostics) refratometria
RAPIDChem® 744
Confirmagao do ionograma obtido com o Atellica™ através de potenciometria direta
(Siemens)



https://www.radiometer.pt/pt-pt/produtos-e-solu%C3%A7%C3%B5es/an%C3%A1lises-de-gases-no-sangue/analisador-de-gases-no-sangue-abl800-flex

Setor de Microbiologia

O ser humano nao existe num ambiente estéril. A colonizagao por microrganismos
comega a nascenga, uma simbiose que tanto depende da microbiota como do hospedeiro.
Hospedeiros com um sistema imunitario debilitado como os doentes oncologicos, seja devido
a neoplasia, seja devido a terapia administrada, encontram-se mais suscetiveis a patogenos
oportunistas (4). Neste contexto, o papel do Setor de Microbiologia no SPC do IPOCFG, é
especialmente importante. Nele, sao seguidas regras de biosseguranca que tém como objetivo
proteger o operador e a sua equipa de trabalho, o ambiente e a propria amostra de forma a
assegurar resultados fidedignos. Para tal, é utilizado equipamento de protecao pessoal (v.g.:
bata e luvas), a manipulagao das amostras é realizada em camara de fluxo laminar e os residuos
biologicos ou quimicos sao rejeitados em contentores especificos, para posterior
descontaminagao e/ou tratamento.

Consoante o tipo de amostra e os exames pedidos, o processamento laboratorial de
material biologico pode englobar um exame macroscopico, microscépico e cultural, o
isolamento do microrganismo, a sua identificagao (ID) e a testagem da sua suscetibilidade a
antimicrobianos (TSA) e, ainda, testes complementares como os testes da oxidase e catalase.

Sao pesquisadas bactérias, fungos e parasitas em amostras bioldgicas como o sangue,
produtos respiratorios, urina, fezes, exsudados purulentos, fineros, pontas de cateter, liquido
cefalorraquidiano, entre outras. Para facilitar a interpretagao e valorizagao clinica dos
resultados, a colheita de qualquer tipo de amostra deve ser realizada, idealmente, antes da
administragao de terapia antimicrobiana, e a amostra processada no dia em que é recebida.
Entre os agentes infeciosos mais comuns, pode-se destacar: Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Enterococcus spp., Staphylococcus
aureus e Candida spp.

Para a recegao dos produtos biologicos no laboratorio, estes devem estar devidamente
identificados e acompanhados da requisicao médica com a informagao sobre o clinico, o utente
e os exames solicitados. Para a amostra ser aceite, deve também estar discriminada a zona
anatomica de colheita. Deve também estar devidamente acondicionada, em recipiente e meio
adequado e em volume suficiente. E realizado o seu registo no sistema informatico que gera
etiquetas para os meios de cultura pré-estabelecidos para o tipo de amostra recebido, com
um nUmero Unico para cada tipo de exame (bacteriologico, micologico ou micobacterioldgico)

e uma folha de trabalho para documentar o processamento da amostra.



Geralmente, o primeiro exame realizado é o direto, em que as amostras biologicas sao
observadas ao microscopio otico através de preparacao a fresco (v.g.: urina), apos tratamento
ou coloragao de Gram ou Kinyoun de esfregagos. Os esfregagos sao feitos, preventivamente,

em duplicado, caso seja necessario corar outra lamina.

Coloracao de Gram

A coloragao de Gram é uma valiosa ferramenta que permite rapidamente direcionar o
exame cultural e aplicar uma antibioterapia de largo espetro, em caso de urgéncia. No Setor
de Microbiologia do SPC-IPOCFG, é automatizada e realizada apos a fixagao pelo calor do
esfregaco de um produto bioldgico para posterior observagao microscopica com as objetivas
x50 e x100, usando 6leo de imersio. E registada a cor, morfologia e o agrupamento das
bactérias, bem como outros componentes relevantes visualizados.

Tem como objetivo diferenciar dois grupos de bactérias de acordo com a estrutura e
composicao bioquimica da sua parede celular: enquanto as bactérias Gram positivo possuem
uma camada de peptidoglicano mais espessa e complexada com acido teicoicos, as bactérias
Gram negativo possuem uma camada de peptidoglicano mais fina, revestida por uma
membrana celular externa com lipopolissacarideos (5).

Consiste na coloragao por violeta de Genciana estabilizada com mordente (soluto de
Lugol), descoloragao com dlcool-acetona, lavagem com agua corrente, coloragao com Fucsina
diluida (corante de contraste) e nova lavagem. Resulta em bactérias Gram positivo que se
mantém violeta e bactérias Gram negativo que se tornam cor-de-rosa devido a sua
incapacidade de reter o corante primario, possivelmente porque o descorante dissolve parte
da membrana externa e atravessa a fina camada de peptidoglicano. Adicionalmente, também
permite visualizar leveduras coradas de violeta. Na Figura | encontram-se exemplificadas

diferentes cores, morfologias e agrupamentos bacterianos.
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Figura | — Imagens de microscopia otica (objetiva x100) de esfregacos de amostras biologicas
apos coloragao de Gram. (Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG)

A - Cocos Gram positivo em cadeia; B - Diplococos Gram negativo; C - Bacilos Gram negativo
18



Coloracao de Kinyoun

E realizada principalmente em produtos respiratérios (expetoracio, lavado e aspirado
broncoalveolar) na suspeita de uma infegao por bacilos acido-alcool resistentes (BAAR), como
os do género Mycobacterium. Também se denominam micobactérias porque para além de
possuirem caracteristicamente arabinoglicano, tém um elevado teor de acidos micdlicos na
composicao da sua parede celular, que Ihes confere um carater hidrofobico e impede a agao
descolorante do alcool-acetona usado na coloragao de Gram.

Para contornar isto, na coloragao de Kinyoun, também automatizada (Tabela 8), sao
usadas maiores quantidades de corante primario, a Carbolfucsina, o que aumenta a
permeabilidade dos BAAR gracas aos seus grupos fenol, substituindo a necessidade de
aquecimento usado na coloragao de Ziehl-Neelsen. Apods a descoloragao com alcool-acido e
a adicio de Verde Brilhante, o corante de contraste, é possivel observar bactérias
avermelhadas num fundo azulado (5). O exame microscépico é considerado positivo a partir
de |-2 BAAR/300 campos (objetiva x100) devido a sua viruléncia e ao elevado risco de

transmissao.

Meios de Cultura

Para a cultura e isolamento de microrganismos in vitro é necessario proporcionar um
ambiente adequado as suas exigéncias metabolicas. A selecio de um meio cultural e das
condigoes de incubagao pode ser feita consoante o tipo de amostra bioldgica, a morfologia e
as caracteristicas tintoriais observadas ao exame microscopico. Os meios de cultura podem
ser solidos, permitindo isolar coldnias individuais, semisdlidos, ou liquidos, nos quais a
avaliagao do crescimento é feita através da turvagao (6). Os meios de cultura ainda podem ser
classificados em:

- Seletivos: a presenga de substancias inibidoras (v.g.: corantes, sais ou antibioticos) na sua
composigao favorece o crescimento de um dado grupo de microrganismos em detrimento de
outro.

- Diferenciais: combinam substancias que conferem caracteristicas visuais que permitem
distinguir diferentes grupos de microrganismos (v.g.: substratos de fermentagao combinados
com indicadores de pH).

- Enriquecidos: geralmente implicam repicagem para outros meios (6).



» Meio para hemoculturas BD BACTEC™
Meio liquido com nutrientes, anticoagulante e esferas de resina que neutralizam os antibioticos
nas amostras, recuperando inclusive bactérias fastidiosas, anaerdbias, fungos e micobactérias.
Encontra-se dentro de garrafas e o sistema associado deteta aumentos de fluorescéncia
proporcionais as elevagoes na concentragao de didxido de carbono (CO,) que resultam da
respiragao celular que aumenta com o crescimento bacteriano. Volumes de sangue maiores
ao recomendado podem originar falsos positivos devido ao CO, produzido pelas células

sanguineas.

» COS (Gelose Columbia + 5% de Sangue de Carneiro)
Meio solido nao seletivo e diferencial: nutritivamente adaptado, o que permite isolar a maior
parte das bactérias, inclusive fastidiosas. Também permite observar e diferenciar a hemdlise,
um critério orientador para a identificagao bacteriana. Assim, apos incubagao, é possivel
observar uma coloragao esverdeada a volta da colonia que corresponde a hemolise parcial (a
hemolise), uma zona clara a volta da colénia ou por baixo da colénia que evidencia uma

hemolise total (B hemolise) ou uma auséncia de hemdlise (y hemdlise).

» CLED (Gelose Cistina-lactose Deficiente em Eletrdlitos)
Meio solido nao seletivo e diferencial: permite o isolamento de microrganismos responsaveis
por infecoes urindrias e a partir do qual é feita a contagem das Unidades Formadoras de
Colonicas (UFC), tendo a vantagem de minimizar o swarming de Proteus spp. gragas a auséncia
de eletrdlitos na sua composigao, sendo visualizadas colénias individuais (Figura 3A). Permite
a diferenciacao entre bactérias fermentadoras de lactose (acidificam o meio e formam colonias

amareladas) e nao fermentadoras de lactose (colonias azuladas/incolores).

» MCK (Gelose MacConkey)
Meio soélido seletivo e diferencial: permite o isolamento de enterobactérias inibindo o
crescimento de bactérias Gram positivo através da presenga dos sais biliares e do Cristal
violeta. As bactérias fermentadoras da lactose sao evidenciadas pela coloragao cor-de-rosa
das coldnias, por vezes contornadas por um halo de sais biliares. As bactérias que nao

fermentam a lactose originam coldnias incolores.
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» CNA (Gelose Columbia ANC + 5% de Sangue de Carneiro)
Meio solido seletivo e diferencial: permite o isolamento de bactérias Gram positivo, inclusive
fastidiosas, inibindo o crescimento de bactérias Gram negativo através da presenga dos
antibiéticos Acido Nalidixico e a Colistina. Também permite avaliar a presenca e tipo de

hemolise.

> PVX (Gelose Chocolate PolyViteX™)
Meio solido nao seletivo: permite o isolamento de bactérias fastidiosas especialmente
pertencentes aos géneros Neisseria e Haemophilus por ser enriquecido com os fatores X

(hemina) e V (NAD) fornecidos pela hemoglobina de sangue hemolisado e pelo PolyViteX™.

» HAE?2 (Gelose Haemophilus Chocolate 2)
Meio solido seletivo: permite o isolamento de principalmente Haemophilus por ser altamente
nutritivo como o PVX e conter antibioticos que inibem o crescimento de outras bactérias e
fungos. Pela sua especificidade, é usado maioritariamente em produtos biologicos com uma

grande diversidade microbiana como a expetoragao.

» SCS (Gelose Schaedler + 5% de Sangue de Carneiro)
Meio solido nao seletivo: permite o isolamento de bactérias anaerdbias estritas e facultativas

e identificar o tipo de hemolise presente.

» KV (Gelose Schaedler + 5% de Sangue de Ovelha Canamicina Vancomicina)
Meio solido seletivo: permite o isolamento de bactérias anaerobias Gram negativo através da
presenca dos antibioticos Canamicina e Vancomicina como agentes seletivos. Evidencia

hemolise através do sangue adicionado.

» CDC (Gelose para Anaerobios + 5% de Sangue de Ovelha)
Meio sélido nao seletivo: favorece o crescimento de bactérias anaerobias e permite a

observacao de hemolise.

» CC (Caldo de Carne)
Meio liquido nao seletivo enriquecido: permite o crescimento de bactérias anaerdbias por ser

um caldo com pedagos de carne cozinhada, o que o torna altamente nutritivo.
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» KCS (Caldo Schaedler + Vitamina K3)

Meio liquido nao seletivo: favorece o crescimento de bactérias aerodbias facultativas.

» BHI (Caldo de Infusao Cérebro-Coragao)
Meio liquido enriquecido: permite o crescimento de uma ampla variedade de microrganismos,
incluindo fungos e bactérias fastidiosas. E utilizado para produtos biolégicos que necessitem

de enriquecimento como, por exemplo, provenientes de cateteres e zaragatoas.

» Caldo Selenito
Meio liquido enriquecido seletivo: favorece o crescimento de Salmonella e Shigella provenientes
de amostras fecais. Implica a realizagao de subculturas depois de 8-12h de incubagao. O

selenito de sddio na sua composigao inibe varias espécies de bactérias da microbiota intestinal.

» Caldo GN (Caldo Gram Negativo)
Meio liquido de enriquecimento seletivo: favorece o crescimento de bactérias entéricas Gram-
negativo, sendo usado especialmente em amostras de fezes para a pesquisa de Salmonella e
Shigella. Na sua composi¢ao tem compostos nitrogenados, manitol e dextrose para promover
o crescimento bacteriano. A concentragao do manitol é superior a da dextrose porque
Salmonella e Shigella fermentam o manitol em detrimento da dextrose, enquanto a dextrose é
preferencialmente utilizada por Proteus e outras enterobactérias, limitando, assim, o
crescimento destas Ultimas. O citrato de sodio e desoxicolato de sédio inibem bactérias Gram

negativo e algumas Gram positivo.

» XLD (Gelose Xilose Lisina Desoxicolato)
Meio solido seletivo e diferencial: permite o isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. em
amostras de fezes através da inibicao de microrganismos de Gram positivo e outras
Enterobacteriaceae pelo desoxicolato de sddio e sais biliares. As bactérias que fermentam um
dos trés agucares contidos no meio formam coldnias amareladas e as bactérias que nao
fermentam, como a Salmonella e Shigella, formam colonias cor-de-rosa. Outro fator
diferenciador é a presenga de tiossulfato redutase, enzima detetada pela formagao de sulfureto
de ferro (Fe,S), permitindo observar um centro negro nas coldnias devido a precipitagao do

Fe,S, formado por reagao entre tiossulfato de sodio e citrato amoniacal presentes no meio.
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» HEKT (Gelose Hektoen)
Meio sdlido seletivo e diferencial: permite o isolamento Salmonella spp. e Shigella spp. em
amostras de fezes através da inibicio dos outros microrganismos e da diferenciagao das
bactérias fermentadoras (colonias alaranjadas) das nao fermentadoras (coldnias
verdes/azuladas). As bactérias produtoras de acido sulfidrico formam colonias com um centro

preto devido a precipitagao do Fe,S.

» CAM (Gelose Campylosel)
Meio sdlido seletivo: permite o isolamento Campylobacter spp. em amostras de fezes gragas ao

.....

noutros microrganismos. Implica incubagao numa atmosfera microaerofilica.

» L) (Lowenstein-Jensen)
Meio sélido ndo seletivo em tubo de vidro: destinado a cultura de micobactérias. E altamente
nutritivo e inibe bactérias contaminantes. Deve ser incubado a 37°C em posicao inclinada, até
evaporacao do liquido antes de enrosca