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Resumo

No ambito da disciplina de Estagio/Projeto, do Mestrado em Anadlises Clinicas, da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, foi realizado o estagio curricular no
Servi¢o de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil.

Tendo em foco a aplicagao dos conhecimentos teodrico-praticos adquiridos ao longo
do mestrado referido, foram realizadas diversas atividades em laboratorio que serao descritas
no presente relatorio. Além da descrigao das atividades, este relatorio tem como objetivo
retratar a rotina de trabalho de um laboratério de analises clinicas, que necessita de prestar
resultados rapidos e fidveis para o diagnostico e monitorizagao de diversas patologias, em
particular as oncoldgicas.

Neste relatorio serao abordadas todas as areas clinicas, tendo maior incidéncia nas
areas da Microbiologia e Imunologia/Hormonologia, referindo sucintamente as areas da

Hematologia e Quimica Clinica.<

Palavras-chave. Anilises Clinicas, Oncologia, Microbiologia e Imunologia/Hormonologia

Abstract

Within the scope of the Internship/Project subject of the Master's Degree in Clinical Analysis
of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra, a curricular internship was carried out in the
Clinical Pathology Department of the Portuguese Institute of Oncology of Coimbra Francisco Gentil.

Focusing on the application of the theoretical and practical knowledge acquired during the
mentioned master's degree, several laboratory activities were carried out, which will be described in
this report. Besides describing the activities, this report aims to portray the work routine of a clinical
analysis laboratory, which needs to provide fast and reliable results for the diagnosis and monitoring
of several pathologies, particularly oncological ones.

This report will cover all clinical areas, with greater focus on the areas of Microbiology and

Immunology/Hormonology, briefly mentioning the areas of Hematology and Clinical Chemistry.

Keywords. Clinical Analysis, Oncology, Microbiology and Immunology/Hormonology






Introducao

A doenca oncoldgica tem sido alvo de inlmeros estudos, sendo um problema de satde
publica cada vez mais grave (Gomes et al., 2010), visto que resulta de uma interagao complexa
entre fatores ambientais (envelhecimento da populagao, tabaco, alcool, exposicao solar,
radiacao ionizante, infe¢oes, dieta inadequada, determinados quimicos e outras substancias,
entre outros fatores) e suscetibilidade genética (Simoes, 2016; Liga nacional contra o cancro;
Stein e Colditz, 2004), por isso é fundamental que haja um conhecimento aprofundado, para
que o diagnostico vise o tratamento precoce e/ou a monitorizagao da doenga.

Para que o diagnostico da doenga oncologica e a monitorizagao dos doentes possam
ser rapidos e eficazes, o laboratério de andlises clinicas promove a interligagio entre a
Oncologia e o diagnéstico clinico, sendo que é um dos muitos ramos onde se unem inumeros
conhecimentos, dispondo de equipas especializadas e multidisciplinares, que visam
complementar os resultados clinicos, ajudando no rastreio, na exatidio do diagndstico, na
prevencao e na monitorizagao da doenga, para que seja possivel melhorar a qualidade de vida
do doente oncoldgico (Liga nacional contra o cancro; Martelli, 201 1).

No ambito do estagio curricular, realizado no Servigo de Patologia Clinica (SPC) do
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, Francisco Gentil (IPOCFG, E.P.E), iniciado a 15
de margo de 2021 e terminado a |3 agosto de 2021 (com a duragao de 5 meses), existiu a
oportunidade de contactar com a rotina e exigéncia de um laboratério de anilises clinicas e a
sua vasta complexidade de amostras, bem como de presenciar a interligagao dos resultados
clinicos de diversas areas, para que se consiga promover o bem-estar e conforto do doente
oncolégico.

Com a realizagao do estagio, conseguiu-se consolidar, aprofundar e por em pratica
todos os conhecimentos teorico-praticos abordados no plano curricular do Mestrado em
Anadlises Clinicas, realgando especialmente o contato com as areas de Hematologia, Quimica
Clinica, Microbiologia e Imunologia/Hormonologia, que constituem o SPC do IPOCFG.

Este estdgio, e mais concretamente o trabalho desenvolvido no SPC, permitiu uma
reflexdo mais aprofundada sobre interagio com o doente oncolédgico, mesmo de modo
indireto, relembrando que a obtengao de resultados clinicos rapidos, eficazes e integros,
possibilitam um diagnostico atempado e um planeamento terapéutico personalizado, com vista
a obtencao de cuidados que melhoram substancialmente a qualidade de vida do doente.

Existindo uma maior diversidade de metodologias, amostras e analises nas areas de

Microbiologia e da Imunologia/Hormonologia, optou-se por aprofundar conhecimentos



nestas duas grandes areas. Faz-se também mengao as areas de Hematologia e Quimica Clinica,

referindo sucintamente a rotina laboratorial destes setores.

Caracterizacao do Laboratoério de Estagio

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, Entidade Publica
Empresarial (IPOCFG, E.P.E), tem como missao a prestacio de cuidados de salde, a
prevencao, a investigagao, o rastreio, a formagao, e o acompanhamento oncologico nacional,
sendo uma instituicio de referéncia para os cidadaos e servicos de salde, tendo
responsabilidade de topo no diagnostico, tratamento e monitorizagao das doengas oncoldgicas
em toda a regiao centro (IPO Coimbra).

Inserido nesta instituicao esta o Servico de Patologia Clinica (SPC), que se situa no
edificio de Oncologia Médica e Laboratorios (piso 0), que tem um papel fulcral no seguimento
dos doentes, bem como no seu tratamento. O SPC é dirigido pelo Doutor Luis Espirito Santo
Nina, Médico especialista em Patologia Clinica, que conta com o apoio e ajuda de varios
profissionais de saude com especialidades variadas, desde os médicos especialistas, aos
técnicos superiores de saude (TSS): como farmacéuticos, bidlogos e bioquimicos; técnicos
superiores de diagnostico e terapéutica (TSDT), pessoal administrativo e assistentes auxiliares.
Este servico dispoe de diversos espagos comuns como o secretariado/atendimento ao publico,
salas de colheitas e de triagem, gabinetes de dire¢ao, gabinete médico, sala de tratamento de
materiais, salas de arrumos e uma sala polivalente/descanso. A area laboratorial divide-se em
cinco setores: a Microbiologia, a Hematologia, a Imunologia/ Hormonologia, a Quimica Clinica
e o mais recente, a Virologia. Este ultimo, nao vai ser abordado neste relatério devido ha
impossibilidade de estagiar neste setor, que abriu ao publico em fevereiro de 2020 e tendo
como objetivo o rastreio do Sars-Cov-2, quer de todos os funcionarios quer dos doentes. Os
departamentos e servigos complementam-se entre si para proporcionar uma resposta
eficiente, multidisciplinar e integrada neste tipo de cuidados de saude.

O SPC tem um fluxo diario médio de 400 a 500 amostras, preocupando-se em garantir
uma boa qualidade a todos os procedimentos analiticos desde o atendimento até a emissao

do relatério clinico.



Qualidade Laboratorial

A qualidade laboratorial pode ser dividida em 3 fases, a fase Pré-analitica, a fase Analitica
e a fase Pos-analitica (Atay et al, 2014). A fase pré-analitica diz respeito a todas as etapas
anteriores a fase analitica, que vao desde a requisicao do exame pelo clinico, a preparagao do
utente, colheita da amostra, triagem, transporte e armazenamento das amostras. Nesta fase
também se processa a manutencao dos equipamentos, as calibragoes e os controlos de
qualidade.

E na fase pré-analitica que geralmente ocorrem mais erros, visto que ha dificuldade em
controlar as variaveis anteriores ao processamento da amostra. (Marques-Garcia et al., 2015;
Magnette et al., 2016). A maioria dos erros devem-se a requisicoes incorretas, etiquetagem
inadequada das amostras, volume de amostra insuficiente, confusdo na utilizagao de tubos,
hemolise ou presenca de coagulos, entre outros (Guimaraes et al., 201 I). Qualquer um destes
erros nesta fase ira influenciar os resultados emitidos, podendo assim levar a falsos positivos
e/ou negativos e consequentemente a um diagnostico ineficaz e terapéuticas incorreta
(Ashakiran, Sumati e Murthy, 201 1).

A fase analitica comeca apos a solicitagao dos parametros analiticos, por pedido do
médico, através do sistema informatico. Apods a retificacdo pelo pessoal administrativo dos
dados do utente, no sistema informatico Modulab (Werfen), comega o percurso das amostras
pelo Servico de Patologia Clinica (SPC). E atribuido a cada utente um cédigo de barras que é
composto por um numero de dia, caracterizado por 9 digitos, ou seja, ano/més/dia/nimero
de amostra, preparando assim todas as amostras que sao necessarias para as anadlises
requisitadas. A seguir a colheita das amostras (sangue, urina, fezes, expetoragoes, etc.) € feita
a sua triagem, sendo depois distribuidas pelos diferentes setores. Uma vez nos respetivos
setores, € dada a entrada destas no sistema informatico, segue-se a fase analitica, na qual vao
decorrer os ensaios necessarios a determinagao dos parametros analiticos solicitados pelo
médico.

A fase final do processo corresponde a fase pos-analitica, relativa a interpretagao e
validagao dos resultados clinicos, sendo depois emitido o relatorio clinico (Ashakiran, Sumati

e Murthy, 2011).



Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade é definido como um sistema de programas que proporcionam
as condigOes necessarias para a melhoria da qualidade que deve ser implementada e mantida
com o intuito de atingir a satisfagao do cliente, resolvendo nao conformidades e promovendo
melhorias no sistema, bem como a melhoria da qualidade analitica que se ira traduzir numa
maior fiabilidade, exatidao e reprodutibilidade dos resultados (Martelli, 201 |; Magnette et al.,
2016).

O objetivo do laboratorio de andlises clinicas é assegurar, de uma forma fidedigna e
cuidada, os resultados dos processamentos de cada amostra, para que se possa determinar e
realizar o diagnostico, tratamento e prognostico das doengas (Chaves, 2010). Para que nao
ocorram erros laboratoriais graves que possam colocar em risco a saude do doente e o
diagnostico clinico, é imprescindivel uma boa gestao da qualidade, para que o laboratoério seja
capaz de identificar ou corrigir as possiveis falhas que possam ter ocorrido (Berlitz, 2010).

Para que haja um bom controlo de qualidade, é necessario ter em conta todas as etapas
do processo, nas quais estao compreendidas as fases pré-analitica, analitica e pos-analitica
(Chaves, 2010). A garantia da qualidade de todas as fases pode ser conseguida por meio da
padronizacao de cada uma das atividades envolvidas, desde o atendimento ao paciente até a
libertagao do relatério clinico (Chaves, 2010). E sendo que, a nivel laboratorial, cada vez mais
sao utilizados métodos de automatizagao, isto obriga ainda mais a uma implementagao de
programas de controlo de qualidade mais rigorosos.

Para garantir a qualidade e eficacia de todos os procedimentos analiticos, sao efetuados
dois tipos de controlo de qualidade: o Controlo de Qualidade Interno (CQI) e o Controlo de

Qualidade Externo (CQE).

I. Controlo de qualidade interno

Este tem como objetivo a avaliagio da reprodutibilidade e a precisao dos métodos
utilizados. Nos setores de Imunologia/Hormonologia, Hematologia e Quimica Clinica este
controlo realiza-se diariamente recorrendo a amostras comerciais, para que todos os
parametros analiticos sejam assegurados e que estes se encontrem dentro dos valores de
referéncia pretendidos. Estes controlos das firmas comerciais, que sao utilizados nos diversos
equipamentos, apresentam trés niveis (normal, alto e baixo) e sao processados no inicio do
fluxo de trabalho, isto é, antes das amostras dos utentes, para que se necessario, sejam

aplicadas as agOes corretivas para que os resultados sejam viaveis.



Os valores obtidos sao analisados através das cartas de controlo de Levey-Jennings,
tendo por base as regras de Westgard. Consideramos que o método esta sob controlo, quando

os valores obtidos se distribuem em torno da linha média central aleatoriamente (Figura |-A).
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Carneiro Neto W. Controlo estatistico de processo)
processamento da amostra controlo.

No Setor de Microbiologia o controlo decorre de modo diferente, visto que este setor
ainda depende muito de técnicas manuais. Assim sendo, ¢ realizado diariamente um controlo
das temperaturas dos frigorificos e das estufas. O controlo da esterilidade da solugao salina,
dos corantes e dos meios de cultura/reagentes, é feito semanalmente aquando da utilizagao
de um novo lote e sempre que se verifiquem inconsisténcias que o justifiquem. Por Gltimo, é
realizado mensalmente o controlo de esterilidade do equipamento automatico Vitek®2
Compact 15 da bioMérieux, utilizando estirpes da American Type Culture Collection (ATCC), cuja

identificacao (ID) e suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (TSA) é conhecida, permitindo

assim a confirmagao da qualidade das cartas de ID e TSA.

2. Controlo de qualidade externo

Este tem como objetivo avaliar a exatidao dos métodos laboratoriais utilizados pelo
laboratério, comparando depois o seu desempenho com os resultados laboratoriais de outros
laboratorios de referéncia, que se faz uma ou duas vezes por ano consoante o setor.

No SPC, os setores de Imunologia/Hormonologia, Hematologia e Quimica Clinica participam
em varios programas de controlo externo de qualidade, o programa nacional de avaliagao
externa da qualidade do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), e um
programa internacional, o Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS). Os Setores
recebem as amostras, onde a concentragao dos analitos é desconhecida. Estas sao despois

processadas como se fossem amostras normais de doentes, (S apc')s O seu processamento os



resultados sao enviados para as entidades respetivas (INSA ou RIQAS). Posteriormente, as
entidades responsaveis reportam o relatério final, onde é possivel comparar os resultados
obtidos no laboratorio, com os resultados obtidos noutros laboratérios que participaram no
mesmo programa de controlo de qualidade.

O setor de Microbiologia distingue-se mais uma vez dos restantes setores, mas também
participa num programa de avaliagao externa da qualidade nacional e internacional. Para os
ensaios parasitologicos, realizam-se 3 ensaios por ano e é aplicado o programa nacional do
INSA, enquanto que para os ensaios bacteriologicos e micoldgicos se realizam 4 ensaios por
ano onde ¢ aplicado o programa internacional da External Quality Assessment Programmes,
LabQuality, Finland. As amostras para o CQE vém liofilizadas e acompanhadas de uma breve
historia clinica. Estas precisam inicialmente de ser hidratadas e depois seguem o seu
processamento normal como se fossem uma amostra de um doente. Por fim, os resultados

obtidos sao enviados a respetiva entidade.



Hematologia

O Setor de Hematologia do SPC apresenta-se coordenado pela Dra. Isabel Joana
Diamantino, Médica Assistente Graduada e Especialista em Patologia Clinica.

Neste Setor sao realizadas diversas analises a fim de identificar e monitorizar os tipos
de doengas hematologicas, tendo por base o estudo de todos os componentes sanguineos.

As amostras, quando chegam a este Setor, sao separadas consoante o exame pedido:

- Hemogramas: onde se avaliam todas as alteragoes dos parametros inerentes as células
da série vermelha, branca, plaquetas e reticulocitos (quando estes siao solicitados) e
determinagao da velocidade de sedimentagao. Sao observados dos esfregacos de sangue
periférico ao microscopio e coloragoes de esfregacos sanguineos, recorrendo a coloragao de
Wright-Giemsa em sistema automatico.

- Com menor frequéncia, as laminas com os esfregacos e aspirados de medula ossea
sao coradas, de modo automatico, pela coloragao de Wright-Giemsa. Existindo ainda outro tipo
de laminas coradas manualmente pela coloragio de Perls, onde nesta, sao avaliados os

depésitos de ferro presentes nos eritroblastos.

Numa outra sala, procede-se a avaliagio da cascata de coagulagao e hemostase,
imunofenotipagem por Citometria de Fluxo e preparagao de amostras para a pesquisa e
quantificacao do gene de fusao BRC-ABL por Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e
pesquisa de alteragoes genéticas por Hibridizagao In Situ por Fluorescéncia (FISH).

Neste setor a amostra mais frequente é o sangue total, que é recolhido para tubos de
EDTA tripotassico (K;-EDTA) para que se evite a coagulagao sanguinea, garantindo assim que
todas as células se encontram em suspensao na amostra. Este tubo de K;-EDTA permite que
o calcio seja quelado inibindo assim a coagulagao, o que permite a conservagao das células,
como os leucocitos e eritrdcitos, evitando a hemolise e preservando a morfologia celular.
Estes tubos sao colocados num agitador, durante 10 minutos, até serem processados,
permitindo que a amostra de sangue permanega homogénea para que se evitem erros na
determinagao dos diversos parametros. Para os estudos da coagulagao, a amostra é colhida
para um tubo com citrato de sodio, sendo posteriormente centrifugada a 3000 rpm, durante
|0 minutos, obtendo-se um plasma pobre em plaquetas.

No Anexo | encontram-se indicados a tabela dos equipamentos e os parametros
analisados no Setor de Hematologia do SPC-IPOCFG.

Durante a estadia neste setor, foi realizado o acompanhamento de toda a rotina de
trabalho, desde a recegao dos tubos das amostras, a realizagdo dos hemogramas, bem como

o acompanhamento dos testes de coagulagio e anadlise de controlos de qualidade.
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Relativamente a execugao das técnicas manuais, existiu a oportunidade de realizar esfregagos
de sangue periférico, de visualizagdo dos mesmos ao microscopio e de contagem diferencial

de forma a corroborar os resultados do hemograma.

Quimica Clinica

O Setor de Quimica Clinica esta sob orientagdo da Dra. Ana Raquel Paiva, médica
assistente e especialista em Patologia Clinica.

Este Setor também apresenta grande autonomia, sendo que é um dos setores mais
automatizados, onde se realiza a analise bioquimica de diversos parametros, tendo por base
diversos tipos de amostras.

A amostra mais frequente é o soro, mas neste setor também se recebe, sangue total,
urina ocasional ou de 24h. O soro é obtido, através da centrifugagao (3000 rpm durante 10
minutos) do sangue total, que é colhido para tubos com esferas de silica que favorecem a
ativagao da cascata de coagulagao fisiologica. Também se recebem outros tipos de liquidos
organicos, para realizagao das analises bioquimicas, apesar de nao serem tio comumente
pedidos, como liquido cefalorraquidiano (LCR), liquidos asciticos e liquido pleural, entre
outros. Estas amostras requerem um tratamento prévio antes do seu processamento, como
homogeneizagao e centrifugagao.

Apos a preparagao prévia dos produtos bioldgicos é crucial remover todos os
artefactos/interferentes, para que as amostras possam seguir o seu circuito de processamento.
No caso do soro, € crucial verificar a existéncia de fibrina, pois esta pode interferir na
aspiragao da amostra nos equipamentos. Apds centrifugacao, se for observada uma amostra
hemolisada, esta deve ser rejeitada e realizada nova colheita para que nao haja erros nos
resultados analiticos, visto que a hemolise ira traduzir um aumento dos valores séricos de
potéssio (K*), da lactato desidrogenase (LDH) e de outras enzimas intracelulares. Também as
amostras ictéricas e lipémicas tém uma analise cuidada, visto que estas condigdes podem
influenciar a absorvancia das determinagoes analiticas.

Relativamente as amostras de sangue total, estas sao recebidas em tubos com acido
etilenodiamino tetra-acético tripotassio (K;-EDTA), para a determinagao da hemoglobina
glicada (HbAIC) e de marcadores da fungao cardiaca. Para a determinagao do calcio ionizado,
é colhido sangue venoso em seringas de heparina equilibrada eletrolicamente. Estas seringas
evitam que o calcio da amostra seja consumido no processo de coagulagao e permite também
que as concentragoes dos ides se mantenham constantes. Este Setor também recebe amostras

de sangue arterial em seringas para a realizagao de gasometrias. Estas sao metodologias
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invasivas e urgentes, sendo apenas realizadas pelos clinicos, que permitem avaliar a pressao
parcial de gases no sangue, determinacao do pH, e fornecem-nos informagoes acerca do
equilibrio acido-base dos doentes. Estas amostras quando chegam ao laboratério devem ser
processadas o mais rapidamente possivel e os resultados clinicos devem ser transmitidos de
imediato para o médico.

Este setor, apesar de ser muito automatizado, ainda realiza algumas técnicas seroldgicas
manuais, mais especificamente técnicas de aglutinagdo que tém por base reagdes antigénio-
anticorpo, cuja leitura é realizada macroscopicamente. Realizam-se testes de Waaler Rose
(detegao de fatores reumatoides), de RPR — Nosticon Il (diagnostico da Sffilis), de Avitex SLE
(diagnéstico do Lupus Eritematoso Sistémico) e testes de Wright (diagnéstico de Brucelose),
entre outros. De uma forma geral as amostras, quando comparadas com os controlos positivo
e negativo (com aglutinacdo e sem aglutinagao, respetivamente) sao positivas quando se
observa aglutinagao.

No Anexo 2 encontram-se indicados a tabela dos equipamentos e os parametros
analisados no Setor de Quimica Clinica do SPC-IPOCFG.

Durante a passagem por este setor, foi realizado o acompanhamento de todo o
percurso das amostras, desde o registo ao processamento e validagao dos resultados, tendo
sempre em atencao a interligacao dos valores obtidos com a historia clinica do doente.
Acompanhou-se também o controlo de qualidade, inclusive a leitura de cartas de Levey-Jennings

consoante as regras de Westgard e as calibragoes dos equipamentos.



Microbiologia

Os microrganismos sao um grupo muito diverso e estao presentes em todos os
ecossistemas, estando também integrados no organismo humano, mantendo uma relagao de
equilibrio com este (Nester, Anderson e Roberts, 2016). Nesta relagao benéfica, podemos
destacar as bactérias devido a sua capacidade de adaptagao a diferentes ambientes. Quando o
sistema imunitario do homem esta debilitado esta relagao pode alterar-se, por proliferagao de
maneira andmala, tornando-se patogénica. Num ambiente hospitalar, a incidéncia e a interagao
dos microrganismos com os individuos, tornam-se maiores (Khan, Baig e Mehboob, 2017),
devido a fatores que levam a depressao do sistema imunolégico dos doentes, como a idade,
doengas subjacentes, uso de procedimentos invasivos (catéteres, ventilagao mecanica, entre
outros), bem como com a resisténcia a determinados farmacos por parte dos microrganismos,
o que representa um problema preocupante e complexo de saude publica (Monteiro, 1993).
Também o uso inapropriado de antibidticos, entre outras razoes, fazem do ambiente
hospitalar o habitat ideal para a disseminagao de estirpes multirresistentes (Khan, Baig e
Mehboob, 2017; Sydnor e Perl, 201 1).

No IPOCFG, a maioria dos utentes sao doentes oncologicos, logo esta tematica torna-
se importante pois o seu sistema imunologico ja se encontra muito debilitado. Assim sendo, é
imprescindivel que as amostras colhidas sejam adequadas, para que se consiga chegar a um
diagnostico acertado e seja possivel a erradicagao do agente causador da infegao. Para que
assim seja, a amostra tem de ser representativa do local da infegao, logo tudo deve ser feito
para se evitarem quaisquer contaminagoes, quer cruzadas, quer devido a microbiota do

individuo aquando da colheita das amostras.

Setor de Microbiologia

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

A Microbiologia é o setor menos automatizado do SPC, no entanto, este setor dispoe
de diversos equipamentos que proporcionam uma ajuda na rotina de trabalho. No Anexo 3
encontram-se descrita a tabela dos equipamentos utilizados no Setor de Microbiologia do
SPC-IPOCFG.

Comparando o fluxo de amostras recebidas com as dos restantes setores do SPC, este
Setor apresenta uma variedade mais diversificada, desde sangue, urina, secregoes respiratorias,

fezes, exsudatos, pontas de cateter e faneros, entre outras. Sao analisados diversos
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parametros para que se consiga identificar a presen¢a do microrganismo causador da infegao

e para seja possivel definir o seu perfil de suscetibilidade aos farmacos antimicrobianos.

I. Receciao de amostras

As amostras que chegam ao setor vém previamente identificadas e acompanhadas de
uma requisicao, onde esta presente a identificagdo do utente, a identificagao do clinico, os
exames pedidos, a informagao clinica, caso seja relevante, e a natureza do produto biolégico.
Aquando da recegao da amostra, € necessario confirmar se esta cumpre todos os requisitos
para o seu processamento, tais como: quantidade de produto bioldgico e modo de
acondicionamento, entre outros motivos que possam levar a sua rejeicao. Depois desta
confirmagao, a amostra € registada no sistema informatico Modulab, onde é gerado um niumero
de cultura, que corresponde aos diversos tipos de exames a realizar (bacteriologico,
micoldgico e, quando requerido, micobacteriologico).

Aquando deste procedimento inicial, sao impressas as etiquetas de identificagao do
material biologico e dos diferentes meios de cultura a semear, sendo também impressa a folha
de trabalho usada para seguimento da amostra.

A andlise detalhada de todas as amostras processadas, juntamente com as folhas de
trabalho, inicia-se todas as manhas com o intuito de averiguar e interpretar os resultados das
culturas de microrganismos e dos testes de lIdentificagdo (ID) e de Suscetibilidade

Antimicrobiana (TSA) pesquisados.

2. Processamento Laboratorial das Amostras Bioldgicas

No Setor de Microbiologia, trabalha-se de modo a concretizar todas as regras de
seguranga de modo a minimizar o risco de contaminagao, evitando que ocorram erros que
possam interferir com a analise dos resultados, bem como gerar falsos positivos. Para isto
todo o Setor segue regras de seguranga como: o uso obrigatorio de bata e luvas, a manipulagao
das amostras na camara de fluxo laminar e todo o material contaminado (ansas, laminas,
agulhas e seringas) é colocado em contentores especificos para posterior
tratamento/eliminacgao.

Tendo em conta o tipo de amostra e os exames pedidos pelo clinico, o processamento
laboratorial varia de modo a que seja possivel a chegar a identificagao dos microrganismos
patogénicos, e este procedimento ocorre por diversas etapas: 0 exame mMacroscopico, o
exame microscopico direto, o exame cultural, a identificagao presuntiva e o isolamento dos

microrganismos para posterior |ID e TSA.



3. Exame Direto/ Técnicas de coloracao

3.1. Coloracao de Gram

A coloragao de Gram é muito utilizada nos laboratorios de microbiologia, sendo o
primeiro passo para a caracterizagao das bactérias que possam estar presentes nas amostras
bioldgicas (Coico, 2006). Esta andlise preliminar permite ao técnico de laboratoério ter uma
ideia geral do microrganismo causador da infegao, até que se obtenham os restantes dados
das amostras cultivadas.

Esta coloragao consiste numa técnica diferencial, uma vez que diferencia as bactérias
com base na sua parede celular, tendo em conta a sua composi¢ao quimica e estrutural.
(Mahon, Lehman e Donald, 2018;
Jorgensen, Carrol e Funke, 2015).
Assim  podemos  distinguir  as
bactérias Gram-positivo (Figura 2-A),
que tém uma parede celular que

contém uma camada espessa de

peptidoglicano e que aprisionam o

complexo violeta de genciana e Figura 2- Parede Celular de bactérias de Gram positivo (A) e

soluto de lugol, ficando assim coradas Gram negativo (B) (Adaptada de: Microbiology: A Human
Perspective)

de roxo, das bactérias Gram-negativo

(Figura 2-B) que possuem uma parede celular com uma camada fina de peptidoglicano e alto

teor de lipidios e que nao retém o complexo violeta de genciana e soluto de lugol, apés o

tratamento com o descorante, ficando assim coradas de rosa (Cappuccino e Welsh, 2017).
Esta técnica permite também distinguir as bactérias com base na sua morfologia, como

bacilos (Figura 3-A) ou cocos (Figura 3-B), tornando-se assim util para o diagnéstico preliminar,

bem como a avaliagao da pureza das amostras (Beveridge, 2001).

Figura 3- A- Bacilos Gram Negativo; B- Cocos Gram Positivo em tétrada (Seta) (Fonte: Setor de Microbiologia
do SPC-IPOCFG)



A Tabela | representa o processamento da técnica de coloragao de Gram.

Tabela I- Coloracio de Gram

Esfregaco da amostra, na lamina, fixado por calor

Violeta de Genciana (Corante Primario) | minuto
Soluto de Lugol (Mordente) 30 segundos
Alcool-Acetona (Descorante) Gota-a-gota até descorar

Lavar com agua corrente

Reagentes
odwaj

Fucsina Basica/Safranina (Corante Secundario) 30 segundos

Lavar com agua e secar

No SPC, a coloragio de Gram também é feita de modo automatico, sendo que o

equipamento que realiza este ensaio fornece resultados rapidos e padronizados.

3.2. Coloragao de Ziehl-Neelsen modificada (Coloragao de Kinyoun)

A Coloragao de Ziehl-Neelsen é uma técnica de coloragao de bactérias mais agressiva
comparativamente a coloragao de Gram, visto que as bactérias que sao coradas por esta
técnica, sao mais resistentes aos processos de descoloragao, denominando-se de bacilos
acido-alcool resistentes (BAAR) (da Costa, Silva e Gongalves, 2018). Estas bactérias possuem
uma parede celular muito caracteristica, devido ao seu elevado teor em lipidos presentes na
sua parede celular: os acidos micolicos. Possuem ainda uma camada de arabinoglicano (Tille,
2016; Jorgensen, Carrol e Funke, 2015).

No SPC, é utilizada a coloragao de Kinyoun que se trata de uma técnica semelhante a de Ziehl-
Neelsen, mas sem recurso ao calor, é uma “técnica a frio” (Tille, 2016). Desta forma, é aplicada
carbolfucsina numa maior concentragao seguida do descorante (solugao de alcool/etanol e
acido cloridrico), onde este vai descorar todas as estruturas celulares, exceto os BAAR, e por
fim, o verde brilhante que funciona como 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 fundo verde-azulado. A Tabela Il representada

o processamento da coloragao de Kinyoun. Tabela Il- Coloragdo de Kinyoun
Reagentes Tempo
No SPC, a coloragao para BAAR também é Carbolfucsina 4 minuto

feita de modo automatico, sendo que o Lavar com agua corrente

equipamento usado para esta finalidade fornece Descorante (alcool-acido) 5 segundos

, . . Lavar com agua corrente
resultados rapidos e padronizados. g

Verde-Brilhante 30 segundos

Lavar com agua e secar



4. Meios de Cultura

Os microrganismos também precisam, tal como todos os outros organismos vivos, de
obter os nutrientes adequados para o seu crescimento (Jorgensen, Carrol e Funke, 2015).
Assim, para que seja possivel cultiva-los em meio laboratorial é necessario inocular a amostra
em meios de cultura (sementeira), de forma a identificar posteriormente o agente causador
da infecao e também para corroborar o que foi visto no exame direto. A selecao dos meios

de cultura a usar é realizada consoante o tipo de produto bioldgico.

Podemos ter trés tipos de meios de cultura: os solidos, que tém |,5% de agar, os
semissolidos, com 0,5% de agar e os liquidos. Estes meios de cultura podem ainda ser
classificados como (Fonseca et al., 2004):

- Meios seletivos, que visam a selegao de determinados grupos de bactérias e que
contém substancias que inibem o crescimento dos outros grupos.

- Meios nao-seletivos, que favorecem o crescimento de todo o tipo de microrganismos.
Estes podem ser enriquecidos com sangue (de origem animal como sangue de carneiro ou

cavalo) para que seja possivel o crescimento dos microrganismos mais fastidiosos.

Existem ainda meios diferenciais que permitem uma identificagao prévia, tendo por
base a adigao de determinados componentes que permitem revelar caracteristicas bioquimicas
do microrganismo ou mesmo direcionar para o tipo de agente infecioso (Cappuccino e Welsh,
2017).

Na preparagao dos meios e na manutencao das culturas de microrganismos ¢é
importante observar as condigoes de assepsia, de modo a que se evitem contaminagoes com
outros microrganismos. Para além disto, € inclusivamente necessario que as condigdes de
oxigénio (presenca ou auséncia) e de pH, entre outras, sejam adequadas ao crescimento
desses microrganismos (Cappuccino e Welsh, 2017; Bonnet et al., 2020). A Tabela Il estao

representados os meios de cultura mais utilizados no Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.



Tabela llI- Meios de Cultura utilizados no Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG (Baseado nos livros:
Microbiology A Laboratory Manual e Textbook of diagnostic microbiology)

Meios de
Classificacao Principio
Cultura e P
Meios Sélidos
Gelose Meio base Gelose Columbia adicionado com 5% sangue desfibrinado de carneiro
Columbia Meio nao  fornece o fator X (grupo Heme), permitindo assim a observagao da presenca ou
com sangue seletivo

auséncia de hemolise e permitindo o crescimento e isolamento da maioria dos
(COS) microrganismos, sejam estes fastidiosos ou nao.

Gelose de Meio enriquecido, obtido a partir da gelose Columbia, pelo aquecimento da
L mistura com sangue que € aquecido a 80 °C, com hemélise dos eritrocitos.
Chocolate Meio nao A .
. . Devido a presenca do fator X e V fornecido pelo grupo heme do sangue de
com Polyvitex seletivo . . . : S
(PVX) carneiro e pelo Polyvitex, respetivamente, favorece o crescimento de Neisseria

spp. e Haemophilus spp.

Meio de cultura utilizado no isolamento, quantificagao e identificagao presuntiva

Cistina- ; de microrganismos em amostras de urina, assim como de bactérias de Gram
Lactose- Meio nao negativo de diversas amostras bioldgicas.
. seletivo e de . e . . ~
Deficiente em isolamento A lactose vai permitir distinguir os microrganismos fermentadores dos nao
Eletrdlitos diferencial fermentadores de lactose, uma vez que a fermentagao da lactose vai baixar o pH
(CLED) do meio o que faz com que este altere a sua cor de verde para amarelo.
A deficiéncia em eletrélitos, permite inibir o “swarming” de Proteus spp.
Gelose de Meio suplementado com 5% de sangue de carneiro e dois antibiéticos, a colistina
Columbia e o acido nalidixico. E um meio seletivo utilizado para o isolamento de
com Sangue, microrganismos Gram positivo a partir de amostras clinicas, inibindo o
Colistina e Meio Seletivo crescimento dos Enterobacterales e Pseudomonas.
Acido A presenca do sangue de carneiro permite também a visualizagao dos varios tipos
Nalidixico de hemolise. Este meio é utilizado em conjunto com o CLED para a sementeira
(CNA) de amostras de urina.
Sabouraud - . . . ..
com Utilizado para o isolamento de fungos. Meio rico em glicose e com pH acido, o

Gentamicina que nao permite o crescimento bacteriano. A este meio ainda sao adicionados

Meio Seletivo

o dois agentes antimicrobianos, a gentamicina e o cloranfenicol, que vao inibir o
. crescimento da maioria das bactérias Gram negativo, bem como as de Gram
Cloranfenicol ositivo
(SGCy) P '
Meio d Meio altamente nutritivo, pois contém 5% de sangue de carneiro, cloreto de
s P?Iodle Meio nio sédio e vitamina k', utilizado para o enriquecimento em bactérias estritamente
C(saés)er seletivo anaerobias existentes nas amostras clinicas.
Neste meio ha crescimento de microrganismos aerébios e anaerobios fastidiosos.
Meio utilizado para a cultura de micobactérias, nomeadamente de Micobacterium
tuberculosis.
E constituido por glicerol, ovo cozido coagulado, fécula de batata assim como um
.. . Meio de
Léwenstein-

corante, o verde malaquite. O glicerol e o ovo fornecem os acidos gordos e
Jensen (L)) iss>|amen'to prot.el'nas necessarias para o metabolismo ch?s m~icobactérias. A co.agulf':u%io da
diferencial  albumina do ovo, que ocorre durante a esterilizagio fornece um meio sélido para
fins de inoculagao. Esta mistura é depois colocada em tubos de vidro de forma
inclinada e o crescimento das coldnias é vigiado semanalmente durante dois
meses.

Meio utilizado para aumentar a eficiéncia do isolamento e diferenciagao de
microrganismos entéricos de amostras de fezes, particularmente de espécies de
. . . ) Salmonella spp. e Shigella spp. Este meio contém extrato de levedura como fonte
Xilose-Lisina- Meio seletivo e de nutrientes e vitaminas.

Desoxicolato  de isolamento . Lo . . .
(XLD) diferencial O d.es,o?(lcolato de~sod|o é .usado como agente selet!v.o possulr.1d~o uma agao
inibitdria em relagao aos microrganismos Gram-positivo. A adi¢ao da xilose
permite distinguir as coldnias de Shigella spp., um dos poucos microrganismos
entéricos que nao fermentam este agUcar.



E adicionada também a lisina, que vai permitir diferenciar as espécies de
Salmonella dos outros microrganismos nao patogénicos. Uma vez consumido a
fonte de xilose, as Salmonelas fermentam a lisina através da lisina descarboxilase
o que vai alcalinizar novamente o meio.

Para aumentar a capacidade de distingdo ¢ adicionado o sistema de indicador de
H2S que é composto pelo tiossulfato de sédio e o citrato de amonia férrico, o
que permite a visualizagao da producao de FeS; resultando em colodnias de centro
negro.

Meio utilizado no isolamento e crescimento de bactérias de Gram negativo de
origem entérica, nomeadamente Salmonella spp. e Shigella spp. de amostras de

fezes.
E composta por sais biliares que vao inibir os microrganismos Gram positivo, mas
Gelose Meio seletivo e também retardam o crescimento algumas bactérias Gram negativo. A adicio da
Hektoen de isolamento  sacarose, lactose, salicina e dos indicadores de pH azul de bromotimol e fucsina
(HEK) diferencial  4cida, permitem diferenciar as bactérias entéricas através da cor das colénias e da

cor 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.

Meio Mueller Meio nao  Utilizado principalmente para o estudo da suscetibilidade a antimicrobianos (teste
Hinton (MH) seletivo de Kirby-Bauer).

Meios Liquidos

Meio de enriquecimento para Salmonella spp. O selenito de sédio inibe o
Caldo Meio de crescimento da maioria das Enterobacterales comuns da microbiota intestinal,
SelenitoF  enriquecimento sendo este meio utilizado em coproculturas e que sao posteriormente
subcultivadas noutros meios de cultura.

Meio de enriquecimento ao qual sao adicionados peptonas, dextrose e
. manitol. Este Ultimo esta presente em maior concentragao, favorecendo o
Meio de : . oo )
Caldo GN . . crescimento de Salmonella spp. e Shigella spp. e limitando o crescimento de
enriquecimento - . .
outras bactérias fermentadoras de dextrose. Também utilizado em
coproculturas.

Utilizado maioritariamente como um meio de enriquecimento, é constituido por
Brain-Heart Meio de infusGes de cérebro e coracio, peptonas e dextrose. E recomendado para a
Infusion (BHI) enriquecimento recuperagio de fungos e bactérias aerdbias que nao cresceriam em meios nao
enriquecidos.

Meio de - . . . . . S
N E um meio enriquecido com fatores de crescimento como hemina e vitamina K;
Schaedler Meio nao . . . - . "
o . e é perfeitamente adaptado ao crescimento tanto de bactérias exigentes aerdbias
com vitamina seletivo L - : <
Ks (KCS) como anaerdbias conforme as condigdes de incubacio.
3

Composto por meio liquido Middlebrook 7H9 e uma base de silicone impregnada de ruténio. Esse
composto é sensivel a presenga do oxigénio no meio, tendo as emissoes de fluorescéncia
rowth reduzidas, nio podendo ser detetada. Assim, com o crescimento dos microrganismos, passa-se a

8 consumir o oxigénio do meio e a fluorescéncia passa a ser detetada, podendo ser visualizada

indicator tube " . A .

(MGIT) utilizando-se uma luz UV de 365nm. Desse modo, o nivel de fluorescéncia que o tubo emite
corresponde a quantidade de oxigénio consumido e é proporcional ao crescimento de
microrganismos.

Mycobacteria

Meio liquidos inseridos em garrafa, a base de tripticase de soja que é adicionado anticoagulante

Meio para . . .
Hemoculturas polianetolsulfonato e resinas quelantes de antibiéticos, que sao Uteis para inibir a elevada carga
BD antibidtica a que os doentes estao sujeitos. Estas garrafas tem um sensor quimico sensivel ao
BACTEC™ CO2 resultante do crescimento celular microbiolégico e que emite fluorescéncia, permitindo

detetar este crescimento.



5. Sangue

A invasao da corrente sanguinea por microrganismos constitui uma das situagoes mais
graves no que diz respeito as doengas infeciosas (Tille, 2016). A bacteriémia e fungicémia sao
definidas como a presenga de bactérias e fungos, respetivamente, na corrente sanguinea,
podendo provocar infegoes denominadas de septicémias (Tille, 2016). A septicémia é das
causas de morte mais preocupantes em pacientes imunodeprimidos que estao sob terapéutica
ou quimioterapia, visto que estes tratamentos ja debilitam muito o sistema imunitario, pelo
que a septicémia pode a ser fatal (Mahon e Lehman, 2018). Tendo em conta que o sangue é
um fluido bioldgico estéril, o laboratorio tem um papel muito importante na detegao rapida e
identificagdo dos microrganismos patogénicos, bem como na contribuigao para a terapéutica
a administrar.

A colheita de sangue para hemocultura é realizada através de pungao venosa de veias
periféricas ou de cateter venoso central (quando presente), colhendo o sangue em diferentes
veias e para duas garrafas de hemocultura. O facto de se colher o sangue de pungoes venosas
diferentes e para garrafas de hemocultura diferentes, ajuda a descartar possiveis
contaminagoes aquando da avaliagao dos resultados (Fonseca et al., 2004; Mahon e Lehman,
2018).

Para o sucesso de uma hemocultura, a assepsia da pele é um fator crucial, pois assim
evita-se que haja contaminagao da amostra com a microbiota da pele do doente. Mas para
além deste fator, também o volume de sangue é de extrema importancia, visto que este esta
em correlagao direta com a probabilidade de detetar o microrganismo em circulagao. Sendo
assim, ambos os critérios sao importantes para o sucesso da detegao da bacteriémia.

Consoante o exame clinico e a suspeita dos agentes patogénicos causadores da infegao,
sao colhidos 8 a 10 mL de sangue para as garrafas de hemocultura, nao devendo este volume

ser inferior ou superior a estes valores, de modo a que se evitem resultados positivos falsos.



No Setor de Microbiologia do SPC sao utilizados trés
tipos de garrafas para hemocultura: para microrganismos
aerobios/fungos  (Figura 4-C), para microrganismos
anaerobios (Figura 4-B) e para micobactérias (Figura 4-A).

As garrafas para microrganismos aerobios sao

constituidas por um meio liquido de tripticase de soja, com

resinas quelantes de antibidticos, permitindo assim o

crescimento da maioria dos microrganismos. Nestas
Figura 4- Garrafas para Hemoculturas:

garrafas, também se pode verificar o desenvolvimento de A- Garrafa de Hemocultura para

. Micobactérias; B- Garrafa de
fungos leveduriformes. As garrafas de hemocultura para . .
Hemocultura para microrganismos

microrganismos anaerdbios possuem o meio liquido de Anaerébios; C- Garrafa de
Hemocultura para microrganismos

tripticase de soja enriquecido em CO, e azoto e com Aerébios/Fungos (Fonte: Setor de

adicdo de agentes hemolisantes que vao permitir o Microbiologia do SPC-IPOCFG)

isolamento, nao s6 de microrganismos anaerébios, mas também de microrganismos fastidiosos
e intracelulares. As garrafas destinadas para o crescimento de micobactérias, sao mais
raramente requeridas e sio compostas por um caldo de Middlebrook 7H9 e de Infusao Cérebro

Coracgao, sendo o volume de sangue necessario mais baixo (I a 5 mL).

5.1. Exame Bacteriologico e Micologico

Apods a colheita e recegao das garrafas, estas sao armazenadas no equipamento
automatico, BD Bactec™ 9120 Blood Culture System, que agita e incuba, a 35°C, as amostras e
sistematicamente monitoriza o crescimento bacteriologico. O crescimento microbiano é
detetado por fluorescéncia, que resulta da acidificagao do meio pela produgao de CO,, como
consequéncia da metabolizagao dos substratos presentes no meio de cultura, emitida a partir
de um sensor quimico presente no fundo de cada garrafa e que é permeavel ao gas. Este sensor
€ monitorizado pelo equipamento de 10 em 10 minutos. O sistema emite alarmes visuais e
sonoros aquando de uma amostra positiva, indicando assim a presenga de crescimento
microbiano.

Quando uma hemocultura tem um resultado positivo, é retirada do equipamento para
repicagem para o meio solido e exame direto. Com ajuda de uma seringa retira-se uma
quantidade suficiente de sangue para que seja possivel repicar nos meios sélidos de COS para
cultivo de microrganismos aerobios e/ou SCS para cultivo de microrganismos anaerébios. Este
ultimo incuba numa atmosfera anaerdbia, onde se coloca um gerador de atmosfera anaerobia

GENbag e um indicador de humidade que vai permitir observar, ao longo da andlise dos
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resultados, se ha ou nao humidade dentro deste meio de
anaerobiose (Figura 5). Se se observar uma cor azul no
indicador de humidade, isto significa que o meio nao esta em
anaerobiose.

A repicagem para estes meios faz-se por estriamento,

com a ajuda de uma ansa estéril, pela técnica de esgotamento

. - , . R o
do produto a superficie do meio. A incubagao é feita a 37°C Figura 5- Saco de atmosfera

anaeroébia: A-Gerador de

durante 24-48 horas para microrganismos aerdbios ou Y :
atmosfera anaerobia; B- Indicador

facultativos, ou 5 dias os anaerébios. Paralelamente realizam- ~ de humidade; C- Saco de plastico
para colocar as placas do meio

se dois esfregagos, colocando uma gota de sangue em cada (Adaptado de: bioMérieux)
lamina, para posterior coloragao de Gram, para avaliar a morfologia e reagao de Gram do
microrganismo presente na amostra. Realizam-se esfregagcos em duplicado como método de
prevencao, no caso de acontecer algum incidente com o primeiro esfregaco ou em caso de
duvida na morfologia, como método confirmatorio.

Consoante a morfologia observada nos esfregacos corados pela técnica de Gram e a

leitura macroscopica das geloses, procede-se a identificagao do microrganismo responsavel

pela bacteriémia, bem como a realizagao de testes de suscetibilidade antimicrobiana.

6. Secrecodes respiratorias

O trato respiratorio € colonizado por uma microbiota muito variavel, abundante e nao
patogénica, apresentando uma densidade baixa em coldnias e uma elevada diversidade.
Podemos dividir o trato respiratorio em duas partes: o superior, que inclui o nariz e a cavidade
nasal, faringe e epiglote; e o inferior que inclui a laringe, traqueia, bronquios e pulmées (Nester,
Anderson e Roberts, 201 |). O trato respiratério inferior geralmente apresenta-se estéril, mas
com a existéncia de patologias pode levar a uma perda de diversidade, com o aumento da
presenca de bactérias de um dado género em detrimento de outros (da Costa, Silva e
Gongalves, 2018).

Embora as infecoes das vias respiratérias superiores sejam muito frequentes, mas
raramente ameacadoras de vida, as infe¢oes das vias respiratorias inferiores sao responsaveis
por doencas mais graves, que podem mesmo por em risco a vida (Nester, Anderson e Roberts,
2011). O doente oncolégico é mais suscetivel de contrair infegdes do que outro tipo de
doentes, uma vez que as terapéuticas a que esta sujeito debilitam o seu sistema imunitario. O
tipo de infe¢oes mais frequente neste tipo de doentes sao as infegoes do trato respiratorio

inferior (Tille, 2016), mas deve-se ter em consideracao a microbiota das vias respiratorias
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superiores e da microbiota oral aquando da colheita de amostras, visto que podem dificultar
o diagndstico laboratorial.

No Setor de Microbiologia do SPC, as amostras de secregdes respiratorias mais
comuns sao expetoragoes e lavados/aspirados brénquicos.

Relativamente as amostras de expetoragao, estas devem ser colhidas na primeira tosse
da manha, por tosse profunda, e apos lavagem da boca, tendo o cuidado de desprezar amostras
que contenham saliva ou rinorreia, para evitar contaminagoes (Fonseca et al., 2004). Amostras
de lavados e aspirado bronquicos, sao obtidas por broncoscopia, um exame médico que
permite a visualizagao interna do aparelho respiratorio, nomeadamente dos bronquios e a
recolha de material para andlise (Fonseca et al., 2004).

Apos colheita, as amostras sao transportadas num contentor estéril e o procedimento
laboratorial comega com a avaliagdo macroscopica do produto, ou seja, seleciona-se uma
porcao da amostra e realiza-se um esfregaco, seguida da coloragao de Gram e exame direto

ao microscopio.

Tabela IV- Critério de Murray-Washington

O exame direto de amostras de Células Epiteliais Leucocitos

~ . . . . Grupo
expetoragao, vai permitir avaliar a sua qualidade. 100x 10x
Tendo em conta os critérios de Murray-Washington I 25 10
(Tabela 1V), avaliamos a quantidade média de 2 25 10-25
, T ;. 3 25 25
células epiteliais e leucocitos, por campo, na
o .- 4 10-25 25
objetiva de pequena ampliagao (10x). Ao observar s " -
<

o esfregaco ao microscépio na objetiva de pequena

ampliagao, para que possamos considerar a amostra como viavel, ou seja, uma verdadeira
expetoragao, esta tem de estar de acordo com os critérios que se apresentam nos grupos 4
e 5 (Figura 6), pois assim conseguem-se excluir possiveis
contaminagoes pela microbiota da orofaringe, que é o caso
dos grupos de | a 3. Em doentes oncoldgicos, estes critérios
podem nao ser aplicados, sendo por isso excegoes, como por
exemplo em doentes neutropénicos (Fonseca et al., 2004).

Depois da observagao do esfregaco ao microscopio, é

feito o exame cultural de acordo com o pedido clinico.
Figura 6- Amostra de expetoragao

corada pela técnica de Gram,
representativa do grupo 5 dos
critérios de Murray-Washington. (Fonte:
Setor de Microbiologia do SPC-
IPOCFG)
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6.1. Exame Bacteriologico

As amostras sao semeadas em placas de COS e PVX e sao incubadas na estufa de 37°C
com atmosfera de CO, durante 24 horas.

Os meios sao analisados apos as 24 horas e para que esta andlise seja adequada e a
avaliagao e discussao dos resultados seja fidedigna, é necessario o conhecimento da microbiota
de onde é proveniente a amostra. Colonias que tenham caracteristicas diferentes das da
microbiota conhecida ou mesmo o predominio de um Unico tipo de colodnias, sugere que estas
colonias sejam do microrganismo responsavel pela infegao, mas isto é sempre confirmado com
o que foi observado no exame direto. Se na mesma placa existirem trés ou mais morfologias
distintas e possiveis microrganismos infetantes, considera-se a amostra como polimicrobiana.
Tendo confirmado que € um microrganismo patogénico, procede-se a sua identificacao e

realizacao dos testes de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos.

6.2. Exame Micoldgico

A amostra respiratoria € também semeada em duas geloses SGC,, em paralelo com a
cultura bacterioldgica, pela técnica de esgotamento do produto a superficie do meio. As placas
sao depois fechadas com Parafilme®, para que se evite a desidratagio do meio, mas também a
contaminagao do mesmo e vao a incubar em estufas a duas temperaturas diferentes, uma a
30°C e outra a 37°C. Para a valorizagao da amostra, € necessario que as duas placas de SGC,
apresentem crescimento do mesmo tipo de fungo, caso contrario é provavel que tenha havido
contaminagao da amostra. Caso se verifique a contaminagao da amostra € solicitada uma nova
colheita.

A placa de SGC, a 37°C é avaliada para verificar o crescimento de leveduras. Caso se
verifique que as leveduras sao o agente causador da infeciao, estas sao valorizadas, sendo
repicadas para COS e realizada a sua identificagdo, no equipamento automatico (Vitek®2
Compact 15). Contudo qualquer amostra positiva para crescimento de fungos leveduriformes
é guardada na estuda de 30°C até perfazer | més, para pesquisa de fungos filamentosos, visto
que estes tém um desenvolvimento mais fastidioso do que o das leveduras, efetuando-se neste
caso uma avaliagdo semanal. Se se verificar crescimento de fungos filamentosos, comega-se
por avaliar macroscopicamente a sua morfologia (cor, aspeto/textura da colonia e tipo de
micélio) e, posteriormente procede-se ao seu exame microscopico. Utiliza-se o método da
fita-cola, onde se coloca uma gota de azul de lactofenol entre lamina e lamela sendo entao
selado com verniz para que nao haja desidratagao. Este exame microscépico consiste na

avaliagao do tipo de hifas (septadas ou asseptadas), pigmentadas ou nao e da identificagao da
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morfologia das estruturas reprodutoras. Para além da observagao, o fungo é repicado, com a
ajuda de uma ansa retirando um pedago da periferia da colénia que é colocado ao centro de
um novo meio SGC,, permitindo assim o crescimento continuo do fungo e caso seja

necessario, a continuacao do seu estudo.

6.3. Exame Micobacterioldgico

A requisicao do exame de pesquisa de Micobactérias é feita aquando da suspeita clinica
de infecao por estes microrganismos, nomeadamente infe¢oes por Mycobacterium tuberculosis,
agente etiolégico da tuberculose. Devem ser colhidas trés amostras em dias distintos, visto
que a emissao de micobactérias nao ocorre de forma continua. Apos a recegao da amostra €
inicialmente feito um esfregaco pela técnica de Kinyoun para a pesquisa de Bacilos acido-alcool
resistentes (BAAR) e os resultados sao interpretados de acordo com a tabela V, sendo que

basta observar | BAAR por campo para darmos como positiva a amostra.
Tabela V- Critério de Quantificacio de BAAR

Apos  observagao do  esfregago,  Numero de BAAR

Interpretacao
procedemos ao processo de homogeneizagio observados
que envolve um processo de descontaminagao (] Negativo
(onde é usado o hidréxido de sédio-NaOH), I a2/300 campos Duvidoso
(confirmar)
para que seja possivel eliminar toda a flora I a9/100 campos
comensal da nossa amostra, liquefagao (com I 2 9/10 campos
, . Positivo
NaOH e N-acetil-L-citeina) para que sejam | a 9/campo
retirados todos os residuos de mucina e >9/ campo

concentragao (através da centrifugagao) para concentrar as micobactérias que possam existir
na nossa amostra. Concluidos estes procedimentos € preparada uma lamina para nova
coloragao de Kinyoun, do sedimento obtido (Figura 7).

De seguida, semeamos uma parte da amostra em gelose

COS que vai servir para controlo para averiguar se o processo de

\ -

homogeneizagao foi bem-sucedido ou nao, pois se obtivermos

crescimento de coldnias na gelose significa que estamos perante
uma contaminagao e temos de repetir todo o procedimento de

Figura 7- Amostra de novo. Outra parte da amostra homogeneizada, € semeada num tubo

Expetoragao positiva para . L1 .. . .
presenca de BAAR (Seta) ~ COM meio solido de Lowenstein-Jensen (L)) e inoculada num tubo

(Fonte: Setor de
Microbiologia do SPC-

IPOCFG) (MGIT). O meio L] é incubado numa estufa a 37°C em aerobiose,

com meio liquido Indicador de Crescimento de Micobactérias

com uma inclinagao de 45° e com a tampa semi-apertada e virada para cima durante 8 semanas.
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Os tubos de MGIT sao avaliados durante um periodo de 42 dias, num equipamento proprio
para a leitura da fluorescéncia, e tendo por base um valor de cut-off, podemos dizer se a
amostra € positiva ou negativa. Todas as semanas sao observados os meios L] e MGIT
simultaneamente, para avaliar se ha desenvolvimento micobacteriolégico
ou nao.

Relativamente a observagao macroscépica das colonias em meio
L), nesta vao ser observadas, caso sejam positivas, colonias de aspeto
rugoso, com aspeto de “couve-flor” (Figura 8). Sempre que os resultados

sejam positivos sao realizados novos esfregagos em lamina, para coloragao

de Kinyoun, para a confirmagao dos resultados obtidos. Se nestes novos

esfregacos forem observados BAAR, procede-se a identificagao por Figura 8- Colénias com

aspeto de “couve-flor”
de M. tuberculosis em
Laboratério de Microbiologia do Centro Hospitalar e Universitario de meio sélido de
Lowenstein-Jensen
Coimbra (CHUC) para fazer o teste de suscetibilidade aos farmacos (Adaptado de: Textbook

_ . ~ - of Diagnostic
antimicrobianos. Se nao houver detecao por PCR em tempo real, mas Microbiology)

PCR em tempo real. As amostras positivas sao enviadas para o

se forem observados BAAR ao microscépio, podemos estar perante uma outra espécie de
micobactérias, e neste caso a amostra é enviada para o CHUC para que se faga a identificagao

da espécie (por RT-PCR) e determinagao da sua suscetibilidade aos antimicrobianos.

7. Exsudatos Purulentos Superficiais e Profundos

Muitas das situagoes clinicas que levam a infegoes localizadas por determinados
microrganismos, conduzem a formagao de exsudatos purulentos. Posto isto, as metodologias
envolvidas para o seu estudo microbiologico tém de ter em consideracao: o local da infegao,
historia clinica (nomeadamente dados epidemiologicos), tipo de infecdo com ou sem abcesso
e o método de colheita, quer seja por aspiragao em seringa, ou por zaragatoa (Fonseca et al,
2004).

Os exsudados superficiais sao colhidos com uma zaragatoa e esta devera ser colocada
em meio de transporte adequado (Stuart ou Amies) (Fonseca et al., 2004).

Relativamente aos exsudados de feridas profundas, a sua colheita nao deve ser feita
com o auxilio de uma zaragatoa, mas sim por puncao e aspiragao com uma agulha e seringa
(Fonseca et al., 2004) e com a devida assepsia da pele, para que ndo ocorram contaminagoes
com os microrganismos da microbiota da pele, evitando assim induzir em erro a avaliagao dos

resultados laboratoriais (Baron et al, 2013). Este método de colheita tem a finalidade de
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pesquisar também microrganismos anaerobios, pelo que a seringa deve ser transportada

capsulada.

7.1. Exame Bacteriologico e Micologico

As amostras provenientes de exsudatos purulentos superficiais sao semeadas nos
meios de COS, PVX e SGC, para pesquisa de bactérias aerobias e fungos leveduriformes,
sendo depois incubados a 37°C durante 18-24 horas. No caso de termos um pUs purulento
profundo, colhido em condigoes adequadas de anaerobiose, realiza-se a sementeira em SCS
reduzido e coloca-se este numa atmosfera de anaerobiose (GENbag) a 37°C durante 5 dias,
para pesquisar microrganismos anaerobios. A amostra é também inoculada em meios liquidos,
em BHI e caldo KCS que sao incubados a 37°C, durante 24-48 horas, pois estes sao caldos de
enriquecimento, logo irao permitir a recuperagao de microrganismos. No caldo de
enriquecimento BHI é importante que a tampa esteja semi-apertada para haver entrada de
oxigénio; ja no caldo KCS esta deve estar completamente fechada para que se mantenham as
condigoes de anaerobiose. Se, apos o tempo estipulado, se observar turvagao nestes meios,
indicativo de que houve crescimento microbiano, entao é realizado novo esfregago em lamina
para coloragao de Gram e efetuada repicagem para corroborar os resultados obtidos com os
meios inicialmente inoculados.

No exame direto, para além da observagao da morfologia microbiana, teremos também
de ter em conta a quantidade de leucocitos que sao observados (se polimorfonucleares ou
mononucleares). A predominancia de leucécitos polimorfonucleares aponta para infegoes de
origem bacteriana, enquanto que a presenca de leucocitos mononucleares pressupoe infe¢ao
viral.

Se a amostra, na observagao presuntiva for positiva, procede-se a identificagao e TSA
das coldnias isoladas. Mas se observarmos um crescimento proporcional de diversas coldnias
com aspeto caracteristico da microbiota comensal do local de origem da amostra ou se nao

houver crescimento de qualquer microrganismo, a amostra é negativa.

8. Urina

As infegoes do trato urinario (ITU) sao das infegoes mais recorrentes no Homem,
sendo habitualmente causadas por bactérias presentes na microbiota intestinal que, por via
ascendente através da uretra, invadem o aparelho urindrio (Baron et al, 2013; Murray,
Rosenthal e Pfaller, 2015). Por motivos anatomicos e fisiologicos, tais como alteragoes no pH,

diferencas de osmolaridade e agao bactericida de fluidos prostaticos, as infegoes urinarias sao
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mais comuns no sexo feminino do que no masculino (Fonseca et al, 2004). Os agentes
patogénicos mais comuns nestes casos sao Enterobacterales, tendo maior destaque a
Escherichia coli.

Em ambiente hospitalar, o risco de ITU aumenta bem como a diversidade dos agentes
etiologicos na sua origem, podendo estes ter uma maior resisténcia a antimicrobianos (Tille,
2016). Estes doentes tém também uma maior probabilidade de desenvolver este tipo de
infecoes devido a diversos fatores como a algaliagao prolongada, calculos urinarios, uso de
tubos de nefrostomia entre muitos outros fatores e patologias associadas ao trato urinario
(Fonseca et al, 2004). Devido a esta relagao de fatores podem aparecer outros tipos de
microrganismos como: Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase
negativa, Enterococcus spp. e fungos.

A colheita de urina é realizada num contentor estéril e pode ser efetuada por diversos
métodos, nomeadamente: colheita do jato intermédio, pungao supra-pubica, pungao de
cateter urinario, saco coletor ou por drenagem de nefrostomia/ureterostomia (Murray,
Rosenthal e Pfaller, 2015). Para a obtengao de uma amostra de urina correta, é colhida a
primeira urina da manha apos lavagem da regiao genital e desprezando o primeiro jato, de
modo a que se consiga colher o jato intermédio, pois aqui ha menor probabilidade de
contaminagio com a microbiota comensal. E colhida a primeira urina da manha uma vez que
€ a que possui uma contagem bacteriana maior, tendo estado sujeita a incubagao durante todo
o periodo da noite.

A urina deve ser processada até uma hora apos a colheita, caso contrario devera ser
refrigerada a 4°C (Fonseca et al., 2004).

O processamento da amostra de urina ocorre em duas etapas: a urocultura, onde
vamos quantificar e identificar os microrganismos presentes na amostra de urina e a analise
sumaria de urina onde vamos avaliar os parametros bioquimicos e onde vamos também

observar o sedimento urinario (exame direto a fresco).

8.1. Urocultura

Assim que a amostra chega ao laboratoério, € realizada a urocultura para que se evite a
contaminagao da amostra. Esta é inicialmente homogeneizada e com uma ansa de plastico
calibrada de | pL procede-se a sementeira, nos meios CLED e CNA. Caso o clinico tenha
suspeita de fungos na amostra de urina, é também efetuada uma sementeira da amostra no
meio SGC,. As placas, apos sementeira vao a incubar, em condigoes de aerobiose, a 37°C
durante 18-24 horas e terminado este tempo sao observadas macroscopicamente as colonias

de ambos os meios.
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Na valorizacao dos resultados clinicos das uroculturas, é tido em conta o método de

colheita da amostra de urina e o historial clinico do doente.

Specimen is placed on plate

@ with 1:100 or 1:000 pL loop

As uroculturas sao técnicas quantitativas (Figura 9) onde a Sl cniits

after 18-24 hour
incubation

@ Cross-streaks
urina do jato intermédio é considerada positiva quando

estao presentes |00 ou mais Unidades Formadoras de

Colénias (UFC), que representa uma contagem igual ou (
. 5 ;. el .

superior a 10’ coldnias, por mililitro no meio. Podemos

também valorizar amostras que apresentem crescimento

até, no maximo, de trés morfologias distintas, sendo estas -
Figura 9- Sementeira quantitativa de uma

amostras consideradas polimicrobianas. amostra urina em meio sélido
. (Adaptado de: Textbook of Diagnostic
As amostras de urina que apresentem uma Microbiology)

contagem inferior a 100 UFC sao consideradas negativas. Mas em alguns casos sao
consideradas positivas, caso a situagao clinica do doente seja sugestiva, de acordo com a
sintomatologia e/ou resultados bacteriolégicos anteriores e tendo também em consideragao
a eventual administragao de terapéutica antibiotica.

As amostras de urina, que sao provenientes de pung¢ao supra-pubica ou de catéteres,
que se apresentem com crescimento, sao consideradas positivas independentemente da
quantificagao das coldnias de microrganismos e no caso de nao apresentarem caracteristicas
presuntivas de bactérias comensais da pele é descartada a hipotese de contaminagao. Os
resultados das sumarias de urina também nos fornecem informacgoes relevantes em termos
de colonizagao ou infecao, por exemplo, a presenca ou abundancia de diversos elementos
como leucocitos, células epiteliais, nitritos e eritrocitos é sugestivo de uma ITU. A existéncia
de células epiteliais na amostra, € um fator que juntamente com os elementos referidos
anteriormente, ajuda a esclarecer a presenga ou auséncia de contaminagao da amostra. Esta
contaminagao podera ter como causa uma ligeira descamagao do trato urinario, se existirem
pequenas quantidades de células. Na existéncia de grandes quantidades e relacionando com

outros fatores, podera ser indicativo de infegao.

8.2. Anadlise Sumaria de Urina ou Urina Tipo |

Esta analise compreende trés fases distintas: a observagao macroscopica (cor e aspeto
da urina), determinagio de parametros bioquimicos (densidade relativa, pH, leucécitos,
nitritos, proteinas, glucose, corpos cetdnicos, urobilinogénio, bilirrubina e sangue) e
observagao do sedimento urinario ou exame microscopico.

A andlise dos parametros bioquimicos é feita através de tiras-teste Combur onde sao

apresentadas |10 zonas com diferentes reagentes que permitem uma determinagao semi-
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quantitativa dos diversos parametros. Estas tiras-teste sao mergulhadas, durante | segundo,
num tubo com |0 mL de urina nao centrifugada e sendo feita a sua leitura | minuto depois.
Os testes tém por base reagdes quimicas de alteracao da cor pré-definida. Apds esta
andlise, a urina é centrifugada durante 5 minutos a 1500 rpm para que se obtenha o sedimento
urinario. Com uma pipeta sao descartados 9 mL do sobrenadante, ficando | mL de sedimento
que ¢ depois ressuspendido sendo colocada uma gota entre lamina e lamela para a visualizagao
microscopica dos seus componentes, como elementos celulares (eritrécitos, leucécitos e
células epiteliais), cristais e/ou cilindros. E observado na objetiva de 40x e com o condensador
para baixo, sendo que como é um exame direto a fresco da amostra, ou seja, sem o recurso
a corantes, € necessario que entre o minimo de luz possivel para que seja possivel observar
todas as estruturas bioldgicas presentes na amostra. Na avaliagao do sedimento sao anotados

a quantidade/abundancia de todos os elementos e também a sua classificagao.

9. Fezes

O trato gastrointestinal permanece habitado por uma enorme diversidade de
microrganismos ao longo de toda a vida do hospedeiro, que desempenham um papel
fundamental na protegao do hospedeiro contra inumeras infe¢coes (Murray, Rosenthal e Pfaller,
2015). Em individuos imunocomprometidos, como por exemplo, individuos com cancro, que
sao individuos que realizam quimioterapia, imunoterapia intensiva e antibioterapia, isto sao
fatores que induzem mudangas extremas e drasticas na composicao da microbiota do
organismo, sendo mais afetados por microrganismos oportunistas (Tille, 2016).

O Setor de Microbiologia do SPC, nas coproculturas faz por rotina a pesquisa de
Salmonella spp., Shigella spp. e Campylobacter spp., pois sao as mais comumente associadas a
gastroenterites. No entanto, podem ser pesquisados outros tipos de agentes infeciosos a
pedido do clinico, como Clostridium difficile e parasitas. Os antecedentes epidemiologicos, a
existéncia de fatores predisponentes, a presenca de sinais e sintomas clinicos (nauseas,
vomitos e diarreia), assim como o tipo de diarreia dao indicagoes importantes para a pesquisa
do agente etiolégico.

As coproculturas, devem ser colhidas para um recipiente de boca larga esterilizado,
descartavel e estanque, devendo também evitar-se o uso de conservantes e refrigeragao, para
garantir a viabilidade dos resultados. As amostras nao devem estar contaminadas com urina e
devem ser processadas até duas horas apds a sua emissao.

Para a pesquisa de Clostridium difficile a amostra de fezes s6 deve ser processada se as

fezes forem diarreicas, ou seja, se se moldarem ao contentor.
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9.1. Exame Bacteriologico

As amostras de fezes sao semeadas em dois meios diferentes, gelose Hektoen (HEK)
e em gelose Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), quando da suspeita de Salmonella spp. e Shigella
spp. As placas sao depois incubadas a 37°C num meio de aerobiose durante 18 a 24 horas. Em
adicao a estes meios solidos, uma porgao das fezes é também inoculada em meios liquidos de
enriquecimento, caldo GN e caldo SelenitoF, para o enriquecimento de Salmonella spp. e
Shigella spp. Estes meios sao incubados a 37°C numa atmosfera de aerobiose (com a tampa
semi-apertada) durante 6 a 12 horas. A observagao de turvagao dos meios indica presenga de
crescimento bacteriano. Os meios de enriquecimento sao depois repicados para os meios
solidos (XLD e Hek).

Os meios que apresentem colonias amarelas em XLD ou alaranjadas em Hek sao
considerados negativos para presenca de Salmonella spp. e Shigella spp.. Contrariamente a
observagao de coldnias incolores (Lactose negativa), vermelhas em XLD ou verdes em Hek,
com ou sem presencga de centro negro sao valorizadas, procedendo-se ao seu isolamento,
identificacao e TSA.

Como na microbiota intestinal também existem leveduras, o crescimento destas nestes
meios solidos so6 é valorizado na auséncia de crescimento bacteriano. Assim sendo, as placas
que apresentam um crescimento isolado de leveduras sao repicadas, pela técnica de
esgotamento do produto, para gelose SGC, e sao depois incubadas a 37°C em aerobiose
durante |18 a 24 horas. Procede-se a ID e TSA apés a incubagao dos meios.

Na rotina do laboratorio, também sao pesquisadas as espécies de Campylobacter., sendo
realizado um teste imunocromatografico, tendo como finalidade a detegao rapida e qualitativa
de antigénios de Campylobacter spp.

Em casos onde se suspeite de uma infe¢ao por Clostridium difficile, em amostras de fezes
diarreicas, realiza-se um teste imunocromatografico para a pesquisa da enzima glutamato
desidrogenase. Aquando da positividade deste teste, faz-se a confirmagao da produgao de
toxina B, através de um ensaio de RT-PCR (GeneXpert RT-PCR) de acordo com a norma da

Direcao Geral de Saude (DGS).
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9.2. Exame Parasitologico

A colheita de trés amostras de fezes em dias consecutivos é importante para a
realizagdo do exame parasitologico, uma vez que a eliminagao/libertagio das estruturas
parasitarias (ovos ou vermes/parasitas) ndao é continua evitando-se assim a obtengao de
resultados falsos negativos. A andlise deste tipo de amostras, inicia-se com a observagao
macroscopica das fezes, avaliando a sua consisténcia e odor, a presen¢a de sangue e de restos
alimentares e existéncia ou nao de muco ou vermes/parasitas
adultos.

Apods o exame macroscopico, segue-se o exame direto a
fresco, onde se coloca uma porgao da amostra de fezes numa
lamina. Apos este passo, coloca-se uma gota de soluto de Lugol
sob a amostra, entre lamina e lamela e o esfregaco é observado
ao microscopio primeiro na objetiva de 10x, para a observagao

Figura 10- Observacao, na

das estruturas parasitarias, como ovos e larvas (Figura 10). De objetiva de 10x, de um ovo de
Schistossoma mansoni (seta),

seguida, passa-se para a objetiva de 40x, para a observagao de corado com soluto de Lugol

) . ) ) (Fonte: Setor de Microbiologia
estruturas de menores dimensoes, como quistos. Em seguida, do SPC-IPOCFG)
realiza-se o método de concentragao de fezes, pelo método de Ritchie, que compreende
centrifugagoes sucessivas e adicao de formol 10% e éter. Este método vai permitir a separagao
das estruturas parasitarias (ovos e quistos) dos residuos fecais. O sedimento obtido no final
das centrifugagoes é usado para realizar um novo esfregaco que é novamente observado ao

microscopio. Paralelamente é feito um teste imunocromatografico para detegao rapida e

qualitativa de antigénios de Giardia lamblia e/ou Cryptosporidium parvum.

10. Identificacao Microbiana e Testes de Suscetibilidade

Antimicrobiana

A identificacao das caracteristicas morfologicas e bioquimicas dos microrganismos em
estudo proporciona informagoes fundamentais para prosseguir a identificacao da(s) espécie(s)
de microrganismos que possam estar a causar a infegio no doente. A observagio das
caracteristicas das coldnias, como a forma, cor, odor, tamanho e capacidade de hemolise, bem
como o seu crescimento nos meios de seletivos e a execucao de determinadas provas
bioquimicas, como a oxidase e catalase, permitem-nos realizar uma identificagao preliminar
presuntiva do microrganismo causador da infegao, orientando assim para o procedimento

laboratorial a seguir para realizarmos os testes de ID e TSA (Figura | 1).
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Figura I'l - Esquema utilizado no Setor como guia para o processamento da identificagao de bactérias. (Fonte:

Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG).

Os testes de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos sao de grande valor, no Setor
de Microbiologia, pois estes sao essenciais na administragao da antibioterapia para o combate
da infecao e erradicagao do agente infecioso. No Setor de Microbiologia do SPC do IPOCFG,
os testes de identificacio e de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos sao efetuados

maioritariamente num sistema automatizado, o Vitek® 2 Compact I 5.

10.1. Técnicas de identificacao

[0.1.1. Provas bioquimicas auxiliares na identificagao:

Teste da Oxidase: Este teste permite detetar indiretamente a presenga ou auséncia da

enzima citocromo-oxidase. Esta atividade depende da presenga de um sistema de citocromo-
oxidase intracelular que catalise a oxidagao do citocromo C através de oxigénio molecular
que, por sua vez, ira funcionar como o recetor final de eletroes durante a respiragao aerobia
(Cappuccino e Welsh, 2017).

Para avaliar a presenca desta enzima sao usadas, tiras comerciais que contém
dicloridrato de tetrametil-p-fenilenediamina. Este, no estado reduzido é incolor, mas aquando
da sua oxidagao do citocromo C produzido pelos microrganismos, este oxida o reagente
presente na tira (dicloridrato de tetrametil-p-fenilenediamina) adquirindo-se uma cor azul
arroxeada/purpura. Para nao haver a formagao de falsos positivos sao usadas ansas de plastico

com as quais € retirada uma colonia da placa e coloca-se sobre a tira, observando-se de
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imediato a leitura do resultado. O aparecimento de uma cor azul arroxeada/purpura (Figura

[2-A) indica a presenca da enzima citocromo-oxidase,

DI

logo o resultado é positivo, enquanto que a auséncia

ca

/
de cor (Figura 12-B) indica um resultado negativo. Este !

teste possibilita diferenciar as bactérias da familia ] ) )
Figura 12- Teste da Oxidase: A- Oxidase

Enterobacterales (oxidase negativa), de outros bacilos Positiva; B- Oxidase Negativa (Adaptado de:
Bailey Scott’s Diagnostic Microbiology)

Gram-negativo, como as Pseudomonadaceae (oxidase

positiva) (Tille, 2016).

Teste da Catalase: Este teste permite detetar a presenga da enzima catalase que

decompde o peroxido de hidrogénio (H,O,) em oxigénio e agua, levando a libertagao de

bolhas de oxigénio e permitindo assim, a distingao entre ¥

Staphylococcus (catalase positiva) e Streptococcus/Enterococcus
(catalase negativa) (Tille,2016). Numa lamina coloca-se uma
gota de peroxido de hidrogénio, a qual adicionamos, com a ajuda

de uma ansa de plastico, a colonia bacteriana. Aquando da

Figura 13- Teste da Catalase: A-
Catalase Neﬁativa; B- Catalase

observagao de efervescéncia (Figura |13-B) devido a libertagao de

Positiva (Adaptado Bailey
Scott’s Diagnostic

observar efervescéncia (Figura |13-A), o teste é negativo. Microbiology)

gas, considera-se o teste positivo. Pelo contrario, se nao se

Para evitar falsos positivos, nao devemos de efetuar este teste em microrganismos que
cresgam em gelose de sangue, ou entao devemos evitar tocar com a ansa neste meio de
cultura, pois os globulos vermelhos presentes na gelose possuem catalase no seu interior

(Tille, 2016).

10.1.2. Galeria de identificagao BD BBL™ Crystal™

A galeria de identificagao BD BBL™ Crystal™ (Figura 14-

A) é utilizada aquando da pesquisa de bactérias aerébias Gram- : s o

positivo de dificil identificagdo, ou seja, sempre que existam Lo OO0

, . . ~ - . - QOO
duvidas na identificagao de uma bactéria Gram positiva ou - 000000000 5|
quando nio existe carta de ID no Vitek®2 Compact I 5. Usando o000 oo«

DODOOODD -

uma suspensao bacteriana, os substratos (cromogénicos e

fluorogénicos) presentes na galeria sio rehidratados. Em Figura |4- Sistema de
identificacao BD BBL™

determinados pogos, desencadeia-se a degradacao dos Crystal™: A-Painel de 30 pogos;

o i ) ) B-Carta de leitura dos pogos
substratos cromogénicos que € avaliada, macroscopicamente, (Fonte: Setor de Microbiologia

do SPC-IPOCFG)
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pela alteragao da cor do meio. Através da hidrolise dos substratos fluorogénicos, é produzida
fluorescéncia, que € facilmente detetado por meios visuais utilizando uma fonte de luz UV.
Apos a incubagao, a interpretagao dos resultados dos pocos € analisada relativamente
a alteragao da cor ou a presenga de fluorescéncia (Figura 14-B), consequéncia das atividades
metabolicas dos microrganismos. O padrao de reagao de todos os pocos da galeria, é
convertido num numero com |0 digitos (bionimero) e é este que é usado como base da
identificagdo. O bionimero e a morfologia (cocos ou bacilos) dos microrganismos sao
analisados por um software informatico do equipamento a fim de se obter a identificacao do

microrganismo.

10.2. Identificagdo e TSA: Vitek®2 Compact 15

Apos a identificagao presuntiva do microrganismo causador da infecao, e consoante
todas as caracteristicas morfologicas observadas e dos testes bioquimicos realizados, é
necessario realizar a identificacao definitiva.

No Setor de Microbiologia do SPC do IPOFG, esse procedimento é realizado com o
sistema automatico Vitek®2 Compact |5, que utiliza cartas para a identificacio e testes de
suscetibilidade aos farmacos antimicrobianos.

Para isso é preparado o inoculo, que é obtido por uma suspensao da colénia bacteriana
em 3 mL de solucao salina. A turbidez é determinada de acordo com a escala de McFarland,
usando um densitometro. Apos a preparagao do inéculo sao
depois adicionadas as cartas de ID.

Relativamente as cartas de identificacao estas permitem-
nos identificar qual o microrganismo presente na amostra. Estas

cartas descartaveis sio compostas por 64 pocos (Figura 15), onde

estao presentes diferentes substratos, que ao serem utilizados

frlguAra I5>-Cartasde IDe  pelos microrganismos, produzem cor (reagio colorimétrica) que é
para o equipamento

Vitek 2 Compact |5 (Fonte:  lida através de diferentes comprimentos de onda, no espetro do
Setor de Microbiologia do ] . .
SPC-IPOCFG) visivel. Na Tabela VI estao presentes as cartas de identificagao e

respetivas densidades utilizadas no Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.
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Tabela VI- Cartas de Identificagdo utilizadas para o sistema automatico Vitek®2 Compact 15 associando os
grupos de microrganismos que se pretendem identificar e respetivas densidades (Fonte: Setor de Microbiologia
do SPC-IPOCFG)

Car:ta de~ Tipo de Microrganismo 2B CLC
Identificacdao (McFarland)
GN Gram-Negativo 0,6-0,63
GP Gram-Positivo 0,6-0,63
YST Fungos leveduriformes 1,8-2,20
ANC Anaerobios e Corynebacterium spp. 2,70-3,30

Haemophilus spp.; Neisseria spp.;
NH Campylobacter spp. e outros 2,70-3,30
microrganismos fastidiosos

A suspensao utilizada para as cartas de ID é também usada para andlise nas cartas de
TSA. Estas cartas permitem determinar a suscetibilidade que os microrganismos tém para
determinados farmacos antimicrobianos, segundo as regras EUCAST, obtendo-se o valor da
Concentragao Minima Inibitéria (CMI). Na Tabela VIl estao representadas os tipos de cartas

de testes de suscetibilidade aos farmacos antimicrobianos utilizadas no Setor de Microbiologia

do SPC-IPOCFG.

Tabela VII- Cartas de TSA utilizadas no sistema automatico Vitek®2 Compact |5 associadas os grupos de
microrganismos a determinar (Fonte: Setor de Microbiologia do SC-IPOCFG).

Carta de

TSA Tipo de Microrganismo
355 Enterobacterales
373 Pseudomonaceae e Multirresistentes
648 Staphylococcus sp.
Streptococcus sp. (B-hemoliticos) e
586 o
Enterococcus sp. (y-hemoliticos)
ST-03 Streptococcus sp. (a-hemolise)
YSO08 Leveduras

As colonias utilizadas para a realizagao da suspensao sao obtidas a partir da sementeira,
ou de isolamento em meios solidos adequados a ID/TSA a fazer. Os crescimentos, nestes
meios de cultura, devem de ser de um so tipo de bactéria, pois sao necessarias colonias puras
para a suspensao, para que nao surjam erros relativos e reagdes cruzadas entre
microrganismos (ID e TSA). Caso contrario todo o procedimento tera de ser repetido. Para
que haja um controlo de que a cultura é pura, € realizada a repicagem em meio de cultura, da

suspensao McFarland utilizada.
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As cartas sao colocadas numa rack de suporte propria para o equipamento, ficando
depois em contacto com as suspensées preparadas. Depois sio colocadas no Vitek®2 Compact
I5 que, primeiramente as aspira e depois, as incuba num compartimento préprio com uma
temperatura controlada. Durante a incubagao, o equipamento realiza leituras oticas onde
mede a existéncia de produtos corados/alteragio de cor dos pogos (cartas ID) e o
crescimento bacteriano (densidade) (cartas TSA), de |5 em |5 minutos.

No sistema informatico, proprio da casa comercial (bioMérieux), realiza-se a
comparagao dos resultados com uma base de dados e este identifica os microrganismos,
associando um valor de percentagem a sensibilidade do resultado obtido. Os resultados
obtidos das cartas de TSA, a partir do crescimento bacteriano associado as diluigoes
sucessivas, permitem determinar a CMI baseada numa anadlise algoritmica e de acordo com as
normas do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Sao obtidos os
perfis de suscetibilidade, em que sao identificados os farmacos aos quais os microrganismos
sao suscetiveis ou resistentes in vitro.

Como existem antibioticos que nao estdo incluidos nas cartas de TSA, nao sendo
efetuadas de forma automatica no sistema Vitek®2 Compact |5 ou sempre que necessario,
realiza-se TSA manual, através do método de difusio em disco de Kirby-Bauer. Este é um
método realizado in vitro, que nos permite avaliar a resposta de um microrganismo a presenca
de um farmaco, presente em disco padronizado impregnado com um determinado antibidtico.

Aquando da sementeira, recorre-se ao método de sementeira em toalha em 3 planos,
para se inocular as placas de gelose de Mueller-Hinton. As placas de MH sao inoculadas com
uma suspensao de 0,5 McFarland de colonias isoladas. Com uma pinga esterilizada sao
colocados os discos de antibioticos, que queremos estudar para o microrganismo em questao.

Estas placas sao entao incubadas a 35-37°C e Discos de

Crescimento antibidticos
bacteriano A

- A

durante 16 a 20 horas, sendo que as condigoes de \ |
\ Zonade

\ inibicao do

d cres((lmemo

aerobiose ou anaerobiose dependem do microrganismo Q

C \
que esta a ser estudado. Nao devem ser aplicados mais de \
5 discos de antibiético de 90 mm por placa, sendo que os @

halos de cada farmaco podem interferir uns com os outros. @

L T
1

A interpretagdo dos resultados (Figura 16) é feita b i %
I ;

através da medicao, em milimetros, dos halos de inibicao

Medida
Figura |6- Testes de suscetibilidade
antimicrobiana (Adaptado de: Review
of medical microbiology and

da medicao, o halo ¢ inferior ou igual ao breakpoint, immunology)

obtidos e a interpretacao é feita a partir dos breakpoints

das normas EUCAST. Na auséncia de halos ou, aquando

dizemos que o microrganismo é resistente (R) ao antibiético. Quando se observa que o halo
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€ superior ou igual ao breakpoint dizemos que o microrganismo ¢é suscetivel (S) ao antibidtico
estudado.

Também se utilizam os métodos E-test, que consistem em tiras de plastico, onde de
um dos lados se apresenta um gradiente de concentragao e do
outro uma escala que indica a concentragao do farmaco. Para este
método, também se inocula, numa gelose de MH, uma suspensao
de 0,5 McFarland de colonias isoladas, por método de sementeira

em toalha em 3 planos. A tira E-test (Figura 17) é colocada no

centro da placa e posteriormente incubada. A interpretagao dos

Figura 17- Metodologia E-test
(Setor de Microbiologia do

SPC-IPOCFG) crescimento com a escala numérica da tira, onde o nimero

resultados ¢ feita com base na intersecao da inibicao do halo de

correspondente é considerado a CMI. Neste método os microrganismos também sao
classificados como sendo resistentes ou suscetiveis aos farmacos, consoante as normas da

EUCAST.

10.3. Pesquisa de Mecanismos de Resisténcia: [-lactamases de Espetro Alargado

(ESBL), AmpC e Carbapenemases.

Os farmacos B-lactamicos constituem uma grande familia de antibiéticos amplamente
utilizados na clinica, mas o aumento rapido e irreversivel da resisténcia por parte dos
microrganismos patogénicos, tem sido um grande problema na clinica (Mahon e Lehman,
2018). Os farmacos B-lactamicos caracterizam-se por apresentar um anel beta-lactimico
essencial para a sua atividade antibacteriana. Sao antibidticos bactericidas, que inibem a sintese
da parede celular através da interrupgao do processo de transpeptidagao necessario para a
producao de peptidoglicano. Esse mecanismo baseia-se na uniao de anéis B-lactamicos a
recetores especificos localizados na superficie interior da membrana celular bacteriana,
denominados “penicilin binding proteins” (PBPs) (Sutaria et al., 2018). As PBPs possuem um papel
chave nas fases finais da sintese de peptidoglicano, visto que estas proteinas catalisam a ligagao
cruzada das subunidades 3-1,4 da parede celular (entre as ligagoes N-acetil muramico (NAM)
e N-acetil glucosamina (NAG) do peptidoglicano) (Nester, Anderson e Roberts, 201 |; Cattoir
e Bicétre, 2008). As bactérias podem desenvolver 3 tipos de mecanismos de resisténcia aos
farmacos [-lactamicos, como: alteragao da permeabilidade de membrana; mecanismos de
efluxo; alteragdes na proteina-alvo do antimicrobiano (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2015). A
producao de ESBL (Extended-Spectrum Beta-Lactamases) constitui um dos principais

mecanismos de resisténcia das bactérias a estes antibioticos, devido a sintese de enzimas que
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catalisam a hidrélise do anel B-lactamico, o que resulta em resisténcias a acao terapéutica das
cefalosporinas podendo afetar até as moléculas de 3* e 4* geragao.

Normalmente estas ESBL sao codificadas por genes localizados em plasmideos, que
podem ser transferidos de uma célula para outra, conferindo assim resisténcia a outras classes
de antimicrobianos (Thomson, 2010). Também as B-lactamases do tipo AmpC tem um perfil
de suscetibilidade antimicrobiana semelhante aquelas que produzem ESBLs. Estas sao enzimas
produzidas, de forma constitutiva ou induzida, codificadas por genes cromossomicos
(cAmpCs), em algumas espécies da familia Enterobacterales, mas também podem ser
encontrados como enzimas mediadas por plasmideos (pPAmpCs) (Meini et al., 2019; Coelho et
al., 2015). Os microrganismos do grupo CESPM (Citrobacter spp. Enterobacter spp., Serratia spp.,
Providencia spp., Morganellla spp.), podem expressar o gene cromossomico ampC, em niveis
baixos, no entanto, quando induzido por farmacos P-lactamicos, vao desreprimir o gene,
induzindo uma hiperprodugiao de B-lactamase tipo AmpC, conferindo resisténcia a maioria
dos farmacos B-lactamicos, como cefalosporinas (de 1? a 37 geragao), penicilinas, e inibidores

de B-lactamases (ESBL) (Doern, 2021).

As carbapenemases configuram-se como B-lactamases de maior relevancia clinica em
Enterobacterales, considerando que o elevado poder hidrolitico de algumas dessas enzimas faz
com que os isolados de microrganismos produtores de carbapenemases sejam resistentes nao
somente aos carbapenemos, mas a todas as classes de B-lactimicos (Pitout, Nordmann e
Poirel, 2015). Estas enzimas tém a capacidade de hidrolisar uma grande variedade de farmacos
B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e o aztreonam, tornando
mais dificil o tratamento das infegoes por este tipo de microrganismos (Nodari e Barth, 2016).

No Setor de Microbiologia do SPC do IPOCFG, estes mecanismos de resisténcia sao
pesquisados por métodos fenotipicos, genotipicos e imunocromatograficos, em
microrganismos isolados da familia dos Enterobacterales como: Klebsiella spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., Proteus mirabilis. A detecao da produgao de ESBL é realizada pelo Teste de
Sinergismo em Duplo Disco, em que sao utilizadas cefalosporinas de terceira geragao
(ceftriaxona e cefotaxima) e um inibidor de B-lactamases (acido clavulanico). O teste € positivo
sempre que se observe sinergismo entre os discos utilizados com aumento do halo de inibigao
na diregao do inibidor de P-lactamases. Para a detegao da produgao de AmpC indutivéis, é
utilizado um disco de cefoxitina. Para a detegao da produgao de carbapenemases sempre que
se suspeite da sua presenca, € utilizado um disco de faropenemo onde se observa a resisténcia

ao antibiotico se o breakpoint for inferior a 12 mm. Para estes estudos € realizada uma
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suspensao bacteriana de densidade 0,5 McFarland, que é semeada em meio Muller-Hinton, pela
técnica de sementeira em toalha em 3 planos e, pelo método de Kirby-Bauer, sao adicionados
os discos de antibidtico (amoxicilina-acido clavulanico no centro, ceftriaxona a 20 mm a direita
do centro, a cefotaxima a 20 mm a esquerda do centro, faropenemo e cefoxitina mais
afastados dos outros discos). A placa vai a incubar durante 18 horas, a 37°C.

Apos incubacao observam-se os resultados, e caso ocorra sinergismo entre os
antibioticos ceftriaxona, amoxicilina-acido clavulanico e
cefotaxima ha indicagao da presenca de ESBL, ou seja, a

bactéria a ser estudada é ESBL positivo. Se nao houver o

sinergismo entre os antibidticos, a bactéria é ESBL
negativo (Figura 18-A). A presenca de halo de inibicao em

relagao ao disco de cefoxitina indica que houve indugao,

por parte da bactéria que esta a ser estudada, de AmpC,

logo a bactéria a ser estudada é AmpC positiva (Figura 18- Figura 18- Pesquisa dos mecanismos de

C). Caso nio se observe formagio de halo de inibi¢ao resisténcia: ESBL, AmpC e
Carbapenemases, pelo método de

significa que a bactéria € AmpC negativa. difusio em disco em placa de MHE.

Legenda: A-ESBL negativo; B- AmpC
positiva; C-Faropenemo sensivel; (Setor
de faropenemo indica que a bactéria inoculada é sensivel de Microbiologia SPC-IPOCFG)

A presenca de halo de inibicao em relagao ao disco

a este antibiotico, ou seja, nao é produtora de carbapenemases. Na auséncia de halo de inibicao
indica a resisténcia ao faropenemo e, portanto, a bactéria produz carbapenemases (Figura |8-
B). Como os farmacos usados contra os microrganismos produtores de carbapenemases sao
usados como antibiotico de ultima linha e como cada vez mais existem bactérias resistentes a
estes, & necessario que a identificagao destes microrganismos seja rapida, para que se inicie a
terapéutica e para que se controle a propagacao deste tipo de bactérias (Nodari e Barth,
2016). Posto isto, no Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG sao realizados testes rapidos
imunocromatograficos e testes genotipicos para a detegao rapida deste tipo de bactérias

produtoras de carbapenemases.

10.4. Testes de Biologia Molecular

As técnicas de Biologia Molecular, que sao realizadas no Setor de Microbiologia, sao
realizadas no equipamento GeneXpert, em que o teste mais utilizado é o que deteta a presenga
de material genético do microrganismo Mycobacterium tuberculosis, incluindo o estudo da
mutagao que confere resisténcia a rifampicina, fornecendo resultados dentro de 2h (de Lima
et al, 2017). Utiliza a metodologia de PCR em tempo real que consiste na purificagao,

concentragao e amplificagao de acidos nucleicos e permite também o estudo da presenga de

39



sequéncias do rpo8 (Tille, 2016). E um sistema fechado e automatizado, de amplificacio de
acidos nucleicos, onde as reagdes ocorrem num unico cartucho, que apés a adicao da amostra
de expetoragao, permanece fechado, eliminando dessa forma, o risco de contaminagao
cruzada e por ser um teste fechado nao produz aerossois de bactérias vidveis, sendo, por isso
considerado um teste muito seguro (de Lima et al., 2017). A Tabela VIII representa os testes
de Biologia Molecular realizados no Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

Esta metodologia so6 ¢ utilizada aquando da confirmagao da positividade dos métodos
laboratoriais (no caso das micobactérias, se o crescimento for positivo; em caso de
identificagao de microrganismos alerta como os Staphylococcus aureus Meticilina Resistente;

positividade para Clostridium difficile, ou microrganismos multirresistentes).

Tabela VIlI- Testes de Biologia Molecular realizados no setor de microbiologia do SPC do IPOFG

Testes

Amostra

Funcao

Xpert MTB/RIF

Expetoragdo (sem

Detegdo de DNA de Mycobacterium tuberculosis e/ou
mutagSes do gene rpoB associados a resisténcias a

Ultra tratamento prévio) : -
rifampicina
Xpert MRSA/SA Sangue (hemocultura)
Blood Culture g Detecao de DNA de Staphylococcus aureus e

Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (gene mecA e

Xpert MRSA NxG | Zaragatoas nasais/axial gene mecC)

Detecao e diferenciacao dos genes associados a

Xpert Carba-R Zaragatoa retal resisténcia aos Carbapenemos

Xpert g.leffiale Fezes Detecdo de toxinas B e toxina binaria

Durante a minha passagem neste setor pude vivenciar o processamento dos diversos
tipos de amostras recebidas no Setor de Microbiologia, participei nas técnicas de sementeira
nos meios de cultura, execugao de esfregagos para as técnicas de coloragao de Gram e de
Kinyoun e visualizagdo dos resultados ao microscopio otico. Pude participar também na
realizacio das técnicas de Identificagao Microbiana e Testes de Suscetibilidade a

Antimicrobianos. Por ultimo, acompanhei toda a validagao dos resultados biopatoldgicos.
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Imunologia

O sistema imunolégico participa, de maneira essencial, na manutengao da homeostase
do organismo (Abbas e Lichtman, 2016). A compreensao e a identificagao dos diferentes
elementos do sistema imunitario, permitem uma avaliagao clinica capaz de identificar padroes
fisiopatologicos associados a perturbagoes do equilibrio homeostatico do sistema imune (Finn,
2008). Com o intuito de obter uma visao geral do sistema imunitario, podemos concentrar a
atengao sobre algumas das alteragoes, como: as infegoes, os tumores e os transplantes (Finn,
2008).

A pesquisa de métodos terapéuticos e profilaticos mais eficazes contra o cancro,
resultou, com grande impacto, no entendimento das bases imunolégicas da oncologia. A
descoberta dos antigénios tumorais e dos mecanismos tumorais de evasao ao sistema
imunoldgico, veio revolucionar a compreensao da atuagao do sistema imune na génese e
desenvolvimento tumoral (Stephens e Aigner, 2016). O estudo de proteinas de células
tumorais oferece uma via potencial para a compreensio dos mecanismos de interagao e
evasao celular, pesquisa de novos marcadores tumorais, e a produgao de uma imunoterapia

eficaz.

Setor de Imunologia/Hormonologia

O setor de Imunologia/Hormonologia encontra-se sob a responsabilidade do Dr. Nuno
Cunha, Bioquimico, Técnico Superior de Saude do ramo Laboratério e Especialista em
Anidlises Clinicas pela Ordem dos Biologos. Este Setor é um dos mais automatizados, onde
sao utilizadas diversas metodologias para a detegao e quantificagio de hormonas, proteinas
(sobretudo de fase aguda), anticorpos, autoanticorpos (para estudos de autoimunidade),
enzimas, marcadores tumorais séricos e alguns farmacos. Estes parametros contribuem para
a monitoriza¢ao do doente oncologico e da sua terapéutica. A generalidade das determinagoes
analiticas s3o efetuadas com recurso a equipamentos automaticos; contudo, ainda existem
alguns parametros que sao doseados por técnicas manuais, tais como: a testosterona livre,
aldosterona e glucagina. Neste setor também sao realizados proteinogramas, que visam a
detecdao de anomalias no perfil eletroforético das proteinas e imunofixagoes, que permitem a
identificagdo das cadeias pesadas e das cadeias leves das imunoglobulinas, com o intuito de
determinar especificamente os seus componentes. Este tipo de analises é requisitado aquando
da monitorizagao das discrasias dos plasmocitos.

As amostras bioldgicas que mais frequentes sao: o soro, obtido pela colheita de sangue

venoso num tubo sem preparagao com paredes revestidas de silica, que facilitam a ativagao da
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coagulagao, e gel separador; o plasma, que é obtido pela colheita de sangue para tubos com
K;-EDTA, um anticoagulante que inibe a cascata da coagulagao e que permitem a determinagao
da hormona paratiroide (PTH) e hormona adrenocorticotréfica (ACTH); a urina pontual ou
de 24 horas (com e sem HCI). Para além destes produtos, o clinico pode ainda requerer o
doseamento do cortisol livre salivar e o doseamento da tiroglobulina, calcitonina ou PTH no
lavado de agulha de uma bidpsia (de nodulos tiroideus) aspirativa de agulha fina (BAAF).

Sao também colhidas amostras de sangue para tubos de heparina de litio para o
doseamento das metanefrinas fracionadas (metanefrina, normetanefrina e 3-metoxitiramina
plasmaticas). Uma vez que estes metabolitos sao instaveis a temperatura ambiente, tém de ser
colhidos em tubos refrigerados e centrifugadas a frio (4-8°C).

Todas as amostras requerem primeiramente uma centrifugacao, a 3000 rpm, durante
0 min, com excecao da urina de 24h que é primeiro homogeneizada, registando o volume,
aliquotada e posteriormente centrifugada. As amostras para a realizagao de técnicas manuais
sao centrifugadas e o soro é separado para um tubo secundario, devidamente identificado e
armazenado a -20°C até ao momento do seu processamento.

As amostras, ap6s registo no sistema informatico, etiquetagem do contentor (como
no caso das urinas e sempre que seja necessario) e centrifugacdo, sio colocadas no
equipamento VersaCell, que os reencaminha para o Immulite ou Advia Centaur, seguindo para o
Kryptor, COBAS e601 e, consoante os parametros pedidos sao posteriormente encaminhados
para o Atellicca NEPH, IDS-iSYS, Viva-E e/ou Optilite.

No Anexo 4 encontram-se indicados a tabela dos equipamentos e os parametros

analisados no Setor de Imunologia/Hormonologia do SPC-IPOCFG.

A generalidade dos equipamentos automaticos, bem como as técnicas manuais
realizadas neste setor, tem como principio reagoes entre antigénio e anticorpo que sao
altamente sensiveis e especificas, de onde resulta a formagao de imunocomplexos. Isto
permite-nos a detegao de anticorpos ou de moléculas que se comportem como antigénios,
como hormonas, marcadores de infegdo ou marcadores tumorais (Koivunen e Krogsrud,
2006)

No laboratorio, os Imunoensaios sao essencialmente efetuados por dois métodos: nao

competitivos pelo método “sandwich” e competitivos.
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|I. Imunoensaios ndo competitivos ou ‘“sandwich” e competitivos

Os imunoensaios nao competitivos (Figura 19-A) possuem anticorpos primarios, ou
seja, anticorpos especificos fixados a uma determinada superficie, que vao estabelecer ligagoes
com os antigénios-alvo presentes na amostra que, por sua vez se vao ligar aos anticorpos
secundarios marcados (Koivunen e Krogsrud, 2006). Quanto maior for a concentragao do
antigénio-alvo na amostra maior a intensidade do sinal obtido, sendo diretamente
proporcionais

No imunoensaio competitivo (Figura 19-B) existe uma competigao, para o local de
ligacao dos anticorpos fixados a matriz sélida, entre o antigénio-alvo e um antigénio analogo
marcado (por um fluorécromo, radioisétopo ou outra molécula luminogénica) (Darwish,
2006). Quanto maior for a concentragao de antigénio-alvo, menor sera o sinal obtido e vice-

versa, ou seja, obtém-se uma leitura inversamente proporcional.

A ELISA sanduiche

- —- |
-
Lavagem Y Y Lavagem ¢‘ Qﬁ Lavagem Oﬁ’ ¢¢ 3
Pogo coberto Adicionar o Ag Adicionar o conjugado Adicionar o
com Ac a ser medido enzimatico substrato e
(Anticorpo secundario) medir a cor
B ELISA competitivo
Y - - -
- ~ - "\.
- 4 * Lavagem * Lavagem -0 s *
A, 5 . %
Incubar o Ac com Adicionar a mistura  Adicionar o conjugado Adicionar o
0 Ag a ser medido Ag-Ac ao pogo enzimatico substrato e
coberto com Ag (Anticorpo secundano) medir a cor

Figura 19- Imunoensaios (A) nio competitivo ou "sandwich"; (B) competitivo (Adaptado de: Kurby
Immunology)

2. Enzyme Multiplied Immunoassay Technique (EMIT)

Este método ¢ aplicado na analise de antibioticos, imunossupressores, entre outros
xenobioticos, que visao a monitorizagao e/ou ajuste da terapéutica. Nesta técnica da-se uma

mpeticio entr ntigéni
competicao entre o antigenio Substrate

da amostra (farmaco) e o
antigénio analogo marcado 0D
. . Enzyme with
com a enzima glicose-6-fosfato 2 Brugaitached
Antibody

desidrogenase (G6PD), para os .
Drug

Substrate reacting

with leyme
e &

Free Drug blocking Drug
attached to Enzyme

locais de ligagao do anticorpo
. . Figura 20- Imunoensaio EMIT (Adaptado de: Laboratory Medicine
presente na matriz (Figura 20). g (Adap Y )

A enzima G6PD ¢ apenas ativada na sua forma livre, ou seja, quando nao ha anticorpo ligado.
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A reacao enzimatica origina a conversao de NAD a NADH, sendo assim possivel o
doseamento por leitura espetrofotométrica (a 340 nm.) (Darwish, 2006; Burtis e Bruns, 2014).

Quanto maior a quantidade de farmaco, menor a atividade enzimatica.

3. Nefelometria e Turbidimetria

A nefelometria (Figura 21-A) é um método espetrofotométrico que se caracteriza pela
medicdo da dispersio da luz por particulas suspensas (imunocomplexos formados)
determinando assim a sua concentragao, medida por um detetor que se encontra num angulo
de 30-90° em relagao a luz incidente. A intensidade do sinal de luz dispersa é proporcional a
concentragao do analito presente na amostra (Koivunen e Krogsrud, 2006; Wild, 201 3).

A turbidimetria (Figura 21-B) é também um método espetrofotométrico no qual se
determina a concentragao dos imunocomplexos presentes na amostra através da medigao da
reducao da intensidade do feixe de luz transmitido, que é lido num detetor a um angulo de
180° que quantifica a luz residual transmitida. Esta redugao acontece devido aos fendmenos

de dispersao, refletincia e absorgao da luz (Burtis e Bruns, 2014).

A

70° = NEFELOMETRIA

— . (Mede a luz dispersa)
— X > 0" = TURBIDIMETR!A ‘ B
(Mede a luz transmitida)
Font Lentes O feixe incide sobre o
| mc::\‘oes concentram o imunocomplexo em
" . feixe de luz suspensdo

Figura 21- Imunoensaio de (A) Nefelometria e (B) Turbidimetria (Adaptado de: Testes
Laboratoriais Aplicados a Imunologia Clinica, Capitulo 5)

4. Quimioluminescéncia

Neste método ocorre a excitagao de um composto quimico através de reagoes
quimicas, onde o composto que € excitado regressa ao seu estado fundamental e é aqui que
decorre a emissao de luz (Burtis e Bruns, 2014). Nos Imunoensaios, ha anticorpos que sao
marcados com uma enzima que, apos a sua conjugacao com o antigénio-alvo da amostra,
hidrolisam o substrato luminogénico, provocando assim uma reagao de quimioluminescéncia
(Figura 22). No Setor de Imunologia sao utilizados métodos de imunoquimioluminescéncia,

devido a elevada sensibilidade dos métodos (Zhao, Sun e Chu, 2009).
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Solid Phase Sample/calibrators/controls Conjugate Chemiluminescence
Recombinant autoantigen Spedific autoantibodies DMAE labeled detection
coated to magnetic particles monodonal antibody

*if not otherwise stated on instructions for use

Figura 22- Imunoensaio de Quimioluminescéncia (Adaptado de: A. Menarini Diagnostics,
https://www.menarinidiag.pt/pt-pt/home/produtos-para-laborat%C3%B3rio/autoimunidade/zenit-
ra/caracteristicas/vantagens)

5. Eletroquimioluminescéncia

Técnica semelhante a quimioluminescéncia, diferindo na necessidade de aplicar um
estimulo elétrico através de uma corrente elétrica (Koivunen e Krogsrud, 2006).
A amostra do doente é incubada com dois anticorpos diferentes, um ligado a biotina e o
outro ligado ao ruténio. Ambos os anticorpos sao altamente especificos para os locais de
ligacao do antigénio que se quer identificar na amostra. De seguida sao adicionadas esferas
paramagnéticas de estreptavidina, que se ligam a biotina, formando-se assim um
imunocomplexo. E entio aplicado um campo elétrico e as esferas ligam-se a célula de medicio.
E adicionada uma solucio que contém tripropilamina (TPA) que interage com o ruténio.
Quando é aplicado um potencial elétrico na superficie do elétrodo da-se a excitagao do
ruténio e a TPA faz com que este regresse ao seu estado fundamental através de reagoes
redox entre ambos (Burtis e Bruns, 2014). A luz emitida pelo ruténio é detetada por um tubo
fotomultiplicador e medida (Figura 23), permitindo a extrapolagao da concentragao através de

uma curva de calibragao, que ¢é proporcional a concentragao de analito presente na amostra.

Tacrolimus na amostra
pré-tratada ‘} ‘} Q

Particula com

¢
+ | ‘> estreptavidina | ‘> ¢
i ‘ } - ' ¢ s 7 Dei@ﬁo
Tacrolimus Anticorpo 0} ’} Q

marcada com anti-tacrolimus

ruténio biotinilado ‘& ‘& ﬁ

Figura 23- Imunoensaio de Eletroquimioluminescéncia (Adaptado de: Roche diagnostics)
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6. Time-Resolved Amplified Cryptate Emission (TRACE)

Método homogéneo que se baseia na transferéncia de energia nao radiativa de um
dador de energia, um lantanideo designado por Criptato de Europio e um recetor de energia,
uma ficobilinoproteina com origem nas Energy transfer

. Acceptor (665 nm)
algas vermelhas, a XL665 (Alpha-Bazin Donor (620 nm) Cyanine / AF

Europium Cryptate
et al, 2000). As sobreposicoes dos }."

o Excitation . 4 A
espetros, entre a emissao do dador e (337 nm) K
os espectros de absorgao do recetor,

. .p . Antigen
por um lado, intensificam o sinal (sample)
fluorescente do criptato e, por outro Figura 24- Imunoensaio TRACE (Adaptado de: Thermo

Fisher Scientific)
lado, estendem a vida util do sinal
recetor, permitindo a medigao da fluorescéncia (Alpha-Bazin et al., 2000). O antigénio liga-se
ao anticorpo que esta marcado com o criptato e ao anticorpo marcado com o fluorécromo,
e pelo método em “sandwich” é formado o imunocomplexo. Isto gera uma transferéncia de
energia, havendo excitagao do fluorécromo e emissao do sinal fluorescente (Figura 24). Nesta
técnica apenas os sinais de interesse sao medidos, ou seja, as condi¢goes da amostra (cor,

turvagao, hemolise, entre outras), sao assim desprezadas, o que torna esta técnica muito

vantajosa (Burtis e Bruns, 2014).

7. Radioimmunoassy (RIA)

Radioactive '), 2 " ,/’
No radioimunoensaio, temos uma quantidade g /= \( Primary
= 1 antibody
conhecida de antigénio de interesse que é marcado )r \k
com um elemento radioativo (radioisétopo de iodo - -y Unlabeled
» antigen
I'®), que depois é adicionado ao seu anticorpo \I/ ’
especifico em fase solida. De seguida este i )f .\(
imunocomplexo é misturado e incubado com a amostra " - &
do doente, onde esta presente o antigénio que » )f . \k

pretendemos dosear. Existira uma competicao entre o \I/

antigénio da amostra e o antigénio marcado para os

4 »

locais de ligacdo do anticorpo (Figura 25) (Cerda- B
Kipper, Montiel e Hosseini, 2018; Wild, 2013). Apos a ’\\/f )

remogao dos antigénios nao ligados por lavagem, a

Secondary
antibody

Figura 25- Radioimunoensaio (Adaptado de:
Radioimmunoassay and Enzyme-Linked

radiacdes gama. A quantidade de antigénio marcado Immunosorbent Assay)

radiagcio emitida é medida por um contador de
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com o radioisétopo ligado ao anticorpo, € inversamente proporcional a concentragao de
antigénio alvo presente na amostra do doente (Burtis e Bruns, 2014).

Este método tem grande sensibilidade e precisao, e permite a quantificagio de
pequenas moléculas como hormonas e outros peptideos em amostras biologicas (Kampff,

2021).

MARCADORES TUMORAIS

Os marcadores tumorais (Figura 26) sao descritos como substancias produzidas por
células tumorais, ou em resposta a células tumorais, e sao detetados na corrente sanguinea
ou noutros fluidos corporais e/ou tecidos e utilizados na monitorizagao clinica de varias
neoplasias (Molina e Filella, 201 I). O termo ¢ estendido a caracteristicas de células ou tecidos,
como marcadores citogenéticos, oncogenes ou proteinas expressas de forma anémala com
varias fungoes bioldgicas (enzimas, hormonas, recetores, etc.), que ajudam a caracterizar o
tipo de tumor e constituem alvos biologicos especificos para novas terapéuticas (Magdelénat,
1992; de Almeida et al., 2007). No entanto, nao existem marcadores tumorais ideais, visto que
devem reunir caracteristicas como, elevada especificidade para determinada neoplasia,
possibilitar o diagndstico precoce, serem sensiveis de modo a evitar falsos positivos e
correlacionarem as suas concentragdoes com a massa tumoral, para serem verdadeiros
marcadores tumorais (Sharma, 2009).

Os marcadores tumorais, apesar de estarem em fase de desenvolvimento, tém vido a
ser uma metodologia cada vez mais utilizada na clinica como uma fonte de ajuda para o
combate contra o cancro (Nagpal et al., 2016). Embora nao apresentem elevada especificidade

para determinada neoplasia, os

seus niveis na corrente

o\
™~ )
@ O sanguinea, aquando da
o/
@ descoberta do tumor, podem
. ser usados como via para a
~

® @ o ‘
) monitorizagao da resposta a

(@ ) AL
\@ @ terapéutica, da mesma forma
@ que podem também refletir o
estadiamento do tumor
ajudando assim na determinagao
Figura 26- Alguns exemplos de Marcadores Tumorais que se do prognostico e/ou recidivas

podem determinar na clinica consoante o tipo de cancro
(Adaptado de: (Nagpal et al.,, 2016).

https:/clinilabibitinga.com.br/curiosidades/marcadores-tumorais/)
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Existem varios desafios no uso de marcadores tumorais. Um dos maiores desafios da
utilizagdo dos marcadores, encontra-se na sua baixa concentragao sérica, aquando da fase
inicial de um tumor. Existem ainda outros fatores negativos como a presenc¢a de marcadores
tumorais em situagoes nao neoplasicas; a falta de especificidade e sensibilidade singular dos
marcadores tumorais para determinado tecido e/ou 6rgao e em alguns individuos pode haver
a producao de baixas quantidades de marcadores tumorais, o que torna dificil o uso dos
marcadores tumorais como meio de monitorizacao da doenca (Nagpal et al., 2016).

Posto isto e atendendo a sua importancia clinica, a detecao e a andlise destes
marcadores tumorais acaba por ser um meio complementar no rastreio, diagnostico
diferencial, prognostico, avaliagao e monitorizagao do doente oncoldgico, para que se consiga

proporcionar uma terapéutica mais eficaz (Sharma, 2009; Molina e Filella, 201 ).

I. Antigénios Oncofetais

[.I. Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

E uma glicoproteina intracelular, produzido pelas células da mucosa gastrointestinal,
durante os primeiros meses da vida do embriao e feto, e em situagdes normais é eliminado
pelo intestino, mas este é também encontrado em concentragoes pouco especificas no sangue
de adultos saudaveis (Sharma, 2009).

Concentragoes elevadas de CEA podem indicar a presenga de cancro colorretal.
Contudo este marcador tumoral nao é especifico, e pode ser excretado em concentragoes
elevadas noutros tipos de tumores, como por exemplo: cancro do pulmao, mama, gastrico,
pancreatico, ovario e uterino (Burtis e Bruns, 2014). Os aumentos de CEA também podem
estar associados a em disturbios benignos, tais como: tabagismo, insuficiéncia renal, doenca de
Crohn, doencas hepaticas, doengas intestinais, doenca fibrocistica da mama e bronquite
(Sharma, 2009).

O interesse do uso deste marcador tumoral reside no prognostico do doente, na

avaliagcao da evolugao clinica e na monitorizagao da terapéutica.

|.2. a-Fetoproteina (AFP)

E uma glicoproteina oncofetal que é sintetizada em grandes quantidades durante o
desenvolvimento embrionario do saco vitelino e figado fetal (Burtis e Bruns, 2014). A AFP esta
relacionada geneticamente e estruturalmente a albumina e tem uma extensa homologia na
sequéncia de aminoacidos. Durante a gravidez, a sintese de albumina aumenta durante o

desenvolvimento fetal e a concentragao de AFP no soro fetal comegam a diminuir até atingir
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concentragoes residuais 18 meses apos o nascimento (Burtis e Bruns, 2014). No entanto, na
presenga de um tumor, os tecidos podem voltar a sintetizar a AFP.

A concentragao deste marcador tumoral pode estar elevada em carcinomas
hepatocelulares e tumores nas células germinativas do testiculo e ovarios. A concentragao

AFP é um bom indicador de monitorizagao terapéutica (Burtis e Bruns, 2016).

2. Antigénios Tumorais

2.1. Glicoproteina 15.3 (CA 15.3)

Glicoproteina mucinica de alto peso molecular produzida pelas células epiteliais
glandulares mamarias, sendo também expressa noutro tipo de células comuns do corpo
humano e em células cancerigenas (Burtis e Bruns, 2014). Este mucina apesar de ser o
marcador de eleigdo no carcinoma da mama, nao é suficientemente especifico podendo
apresentar concentragoes elevadas noutro tipo de patologias malignas: cancro do pancreas,
pulmio, ovério, colorretal e figado (Burtis e Bruns, 2014). E, no entanto, Util na monitorizagio

da terapéutica, progressao da doenga ou mesmo no diagnodstico precoce de recidiva.

2.2. Glicoproteina 125 (CA 125)

Glicoproteina expressa por tumores ovaricos epiteliais, tecidos normais e tumores
patolégicos de origem nos ductos de Miiller (trompa de Falépio, endocérvix e fundo vaginal)
e mesotélios (pleura, pericardio, peritoneu) (de Almeida et al., 2007). O CA 125 é o marcador
de eleicao nos carcinomas do ovario, porém, pode apresentar concentragoes elevadas nos
carcinomas do endométrio e pulmao. A maior causa de falsos positivos sao os derrames nas
membranas serosas. Apesar sua utilidade maior residir no acompanhamento da resposta a
terapéutica instituida, € também um marcador util na diferenciagao entre tumor maligno e

benigno em pacientes com massas anexiais suspeitas (Burtis e Bruns, 2014).

2.3. Glicoproteina 19.9 (CA 19.9)

Glicoproteina presente na superficie celular, também conhecido como derivado sialico
do antigénio do grupo sanguineo Lewis-a. (de Almeida et al., 2007). O CA 19.9 é produzido
pelas células ductais pancreaticas, sistema biliar e pelas células epiteliais do estomago célon,
Utero e glandulas salivares (Burtis e Bruns, 2014). Apesar da sua utilidade no estudo dos
carcinomas gastrointestinais (colangiocarcinoma, carcinoma do esofago, gastrico e colorretal),

a maior aplicabilidade dos doseamentos séricos do CA 19.9, prendem-se com a avaliagao da
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resposta a terapéutica, monitorizagao da progressao e prognoéstico dos adenocarcinomas

ductais pancreaticos (Magdelénat, 1992; de Almeida, et al., 2007).

2.4. Glicoproteina 72.4 (CA 72.4)

O TAG-72 uma mucina de elevado peso molecular (>106 d), que apesar de ser um
marcador tumoral apresenta uma elevada especificidade para cancro gastrico, mas apresenta
uma baixa sensibilidade para tecidos especificos, sendo que também pode estar presente no
cancro do ovario e célon. (de Almeida et al., 2007). Este marcador tumoral é utilizado no
controlo de remissao e recidiva de carcinomas de trato gastrintestinal (gastrico, colon,
pancreas e trato biliar) (de Almeida et al., 2007). Quando associamos o CA 72.4 a outros
marcadores como o CEA e o CA 19.9 (cancro gastrico) e CA 125 (cancro do ovario),
observamos um aumento na sensibilidade diagnodstica e na monitorizagao da terapéutica (de

Almeida et al., 2007).

2.5. Proteina Epididima Humana 4 (HE-4)

O HE-4 ¢é a proteina precursora da proteina E4 secretada no epididimo e pertence a
uma familia de inibidores de proteases envolvidos na imunidade inata (James, Chichester e
Ribeiro, 2018). O HE-4 encontra-se em varios tecidos, mas esta presente maioritariamente
no trato genital feminino e no trato genital masculino. Apresenta-se em concentragoes
variadas no epitélio respiratério, nos tubulos distais renais e nas glandulas salivares (Molina e
Filella, 201 1). Esta proteina encontra-se sobreexpressa no carcinoma epitelial dos ovarios.

A maior aplicabilidade do HE-4 observa-se na monitorizacdo da progressao e

prognostico da terapéutica.

3. Citoqueratinas (CK)

As citoqueratinas sao um grupo de proteinas que se polimerizam entre si, dando lugar
a heterodimeros, e posteriormente a tetrameros, que se associam, formando um dos
componentes dos filamentos intermédios que constituem o citoesqueleto das células epiteliais

(Burtis e Bruns, 2014).

3.1. CYFRA2].1

E um antigénio formado por um fragmento de citoqueratina 19 encontrado no soro e

pode-se encontrar em concentragoes elevadas em tumores que tenham um aumento de
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expressao desta citoqueratina, como é o caso de tumores pulmonares (de Almeida et al.,
2007). Encontra- se também elevado em situagdes como carcinoma pulmonar de pequenas
células, cancro de bexiga, de cérvice e de cabega e pescogo (Burtis e Bruns, 2014).

As concentragoes de CYFRA 21-| s3o uteis no controlo do decorrer da doenca e

acompanhamento poés-cirurgico (Burtis e Bruns, 2014).

4. Enzimas

4.]. Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas (SCCA)

O SCCA é uma glicoproteina que pertence a familia dos inibidores de serina protease
inibitorios (serpinas), envolvidos na apoptose, migragao celular e expansao celular. Este tem
duas proteinas semelhantes, a SCCA-| e SCCA-2, que apresentam homologia de sequéncia
de aminoacidos, mas que codificam protéases diferentes (Chechlinska et al., 2010).

Os niveis elevados de SCCA séricas sao detetados em pacientes com doengas benignas
de pele inflamatorias, como psoriase e dermatite atdpica, bem como em pacientes com
carcinomas de células escamosas, especialmente do colo do Utero, cabega e pescogo, pulmao,
esofago e vulva (Chechlinska et al, 2010). Este marcador tumoral é util na detecao de

recorréncia de recidivas, acompanhamento e monitorizagao da terapéutica (Burtis e Bruns,

2014).

4.2. Antigénio Especifico da Prostata (PSA), total e livre

O PSA é uma protease serinica secretada no limen dos ductos prostaticos, esta
presente em grandes concentragoes no liquido seminal, e € um marcador de eleicao em todas
as etapas do diagnodstico do adenocarcinoma prostatico (de Almeida et al., 2007). O PSA circula
na corrente sanguinea complexado a duas proteinas inibidoras de protéases, a alfa-2-
macroglobulina e a alfa- | -antiquimiotripsina ou sob a forma livre.

Fatores como: o aumento da idade como consequente hipertrofia benigna da prostata
(HBP) e as prostatites levam a modificagoes no epitélio prostatico o que provoca um aumento
da libertagio do PSA total para a circulagao periférica. Estes fatores tém um impacto
importante na especificidade deste marcador. No entanto, a sua utilizagdo em combinagao
com o exame de toque retal e posterior ecografia vesico prostatica com biopsia, se
clinicamente necessaria, permitem um diagnostico precoce do cancro da prostata (de Almeida
et al., 2007).

Diversos estudos aconselham o doseamento da fragao livre do PSA e a realizacao da
razao, PSA livre/total, quando a concentragao do PSA total se situa entre 4 e 10 ng/mL. Os

51



doentes com cancro da prostata possuem uma menor concentragao de PSA na forma livre do
que os doentes com HBP ou individuos saos. Um quociente de 10% indicia um risco elevado
de carcinoma da préstata, enquanto um valor >20% indicia uma probabilidade de cancro
bastante inferior (Strittmatter et al., 201 1).

A quantificacao do PSA total tem indicagao na detecao precoce de recidiva tumoral,

prognostico e na monitorizagao terapéutica (Burtis e Bruns, 2014).

4.3. Enolase Neuro-especifica (NSE)

A Enolase ou fosfopiruvato hidratase € uma enzima glicolitica intracelular que se
encontra no tecido neuronal e em células do sistema neuroendocrino difuso. A NSE é
excretada no sangue como resultado da lise celular em oposigao a secregao (Burtis e Bruns,
2014). A hemolise é uma das principais causas de falsos positivos, devendo nestes casos,
solicitar-se novas amostras. A NSE é encontrada em tumores com origem neuroenddcrina
como: carcinoma de pequenas células do pulmao, neuroblastoma, feocromocitoma, tumores
carcinoides intestinais, carcinoma medular da tiréide, melanoma e tumor endodcrino
pancreatico (Burtis e Bruns, 2014).

A concentragao sérica de NSE tem utilidade na monitorizagao da progressao da doenga

quando correlacionada com o estadiamento da doenga.

5. Proteinas

5.1. B2-microglobulina (BMG)

Proteina representativa do complexo major de histocompatibilidade da classe | (MHC-
I) que se localiza na superficie das células nucleadas, bem como em muitas células tumorais
(Bethea e Forman, 1990). Esta proteina funciona como marcador tumoral nas doengas
linfoproliferativas, como: mieloma multiplo, linfomas e leucemias linfociticas cronicas, onde a
sua concentragao sérica esta diretamente relacionada com a massa tumoral (Dasgupta e
Woahed, 2014). Podem-se observar aumentos da concentragao desta proteina em doentes
com hepatite, insuficiéncia renal, tuberculose, entre outros (Dasgupta e Wahed, 2014). A BMG
€ um bom indicador de prognostico e monitorizagao do mieloma multiplo, ao correlacionar-
se com o aumento da massa tumoral, ou seja, quanto maior a concentragao pior sera o

prognostico (de Almeida et al., 2007).
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5.2. Peptideo libertador de gastrina (ProGRP)

O GRP é um peptideo com cerca de 27 aminoacidos, inicialmente isolado do estomago
de suinos, e que estd amplamente distribuido pelo sistema nervoso de mamiferos, bem como
pelo trato gastrointestinal e pulmonar (Molina e Filella, 201 1). Este peptideo é secretado por
carcinomas de pequenas células do pulmao, suscitados por um distirbio neuroendocrino de
diferenciacao tecidular, mas apresenta grande instabilidade na corrente sanguinea
impossibilitando assim a sua determinagao no soro (Molina e Filella, 201 1). Em contrapartida,
o ProGRP apresenta-se como um percursor estavel do GRP, tornando-se assim um marcador
especifico para os carcinomas de pequenas células do pulmao. Este peptideo quando associado
ao NSE apresenta maior sensibilidade para o diagnéstico e monitorizagao da terapéutica

(Molina, Filella e Augé, 2004).

5.3. Proteina S-100

Esta proteina faz parte de uma familia de proteinas de baixo peso molecular, que se
ligam ao calcio. Esta proteina apresenta-se como um heterodimero composto por duas
subunidades isoméricas o- e fB-. A S-100 desempenha um papel importante em varios
processos de diferenciagao e proliferacao celular (Jackel et al., 1999). Encontra-se no sistema
nervoso central, células da glia, células de Schwann, células de Langerhans, mlsculo-esquelético,
miocardio, melanocitos e tecido renal (Molina e Filella 201 1). O aumento dos niveis de S-1003
tem sido detetado no melanoma maligno, sendo considerado o marcador de eleicao no
diagnéstico, estadiamento, prognostico e monitorizagao da terapéutica. Os aumentos dos

niveis de S-100 estao associados a menores taxas de sobrevivéncia (Harpio e Einarsson, 2004).

6. Hormonas

6.1. Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG)

A hCG é uma glicoproteina composta por duas subunidades, a a- e a -, produzida
pelas células sinciciotrofoblasticas da placenta, e também, mas em menores quantidades, pela
hipofise, testiculos, colon, entre outros o6rgaos (Burtis e Bruns, 2014). A sintese de B-hCG
inicia-se a partir do oitavo dia de ovulagao e duplica a sua concentragio a cada 2-4 dias até
atingir o pico maximo entre as |2 e as |4 semanas de gestagao. Podem-se observar
concentragoes elevadas de B-hCG e das variantes hiperglicosiladas da hCG, em tumores

trofoblasticos e neoplasias de células germinativas dos ovarios e dos testiculos (Burtis e Bruns,
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2014). Aumentos discretos da concentragao sérica tém sido relacionados com condigoes
benignas como: menopausa precoce, cirrose, Ulcera duodenal e doenca inflamatéria intestinal.

Este marcador tumoral é muito utilizado no diagnostico e progndstico de pacientes
com neoplasias germinativas (de Almeida et al, 2007), bem como na monitorizagao e
progressao da doenga, uma vez que, as concentragoes de PB-hCG estao diretamente

relacionadas com o volume do tumor (Burtis e Bruns, 2014).

6.2. Tiroglobulina (Tg)

Glicoproteina sintetizada exclusivamente pelos tirdcitos e constitui a matriz proteica
necessaria para a sintese das hormonas tiroideias, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (Burtis
e Bruns, 2014). A Tg é usada como marcador tumoral dos carcinomas diferenciados da tirdide
(CDT). A monitorizagao da concentragao residual da Tg no pds-operatorio é de extrema
importancia, porque alteragoes na concentragao da Tg correlacionam-se com a massa tiroideia
residual.

Deve-se quantificar simultaneamente a Tg e os anticorpos anti-tiroglobulina por causa
da interferéncia no imunoensaio para o doseamento da Tg. Nestes casos os anticorpos anti-
Tg podem servir como marcador de substituicao para controlo da doenga residual e/ou

possiveis recidivas (Burtis e Bruns, 2014).

6.3. Calcitonina

Hormona polipeptidica secretada pelas células C parafoliculares da tiroide, que
normalmente, é secretada em resposta ao aumento de calcio no soro. Inibe a libertagao de
calcio dos ossos e reduz a concentragao do calcio do soro (Burtis e Bruns, 2014). Tém como
principal fungao fisiologica a de inibicao da reabsorgao ossea através da regulagao dos niveis
de calcio, sendo assim antagonista da hormona paratiroideia (PTH) (Burtis e Bruns, 2014).

A concentragao sérica de calcitonina também pode estar aumentada devido a outras
doengas, como na insuficiéncia renal crénica, hipercalcémia, hiperparatireoidismo, doenga de
Paget, entre outros (Burtis e Bruns, 2014).

A calcitonina é o marcador tumoral de eleicio no diagndstico e monitorizagao

terapéutica dos carcinomas medulares da tiroide (de Almeida et al., 2007).
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7. Outros Metabolitos

7.1. Metanefrinas e Normetanefrinas

Os feocromocitomas sao tumores que produzem e secretam catecolaminas a partir da
medula das glandulas suprarrenais. A metanefrina e a normetanefrina sio metabolitos extra-
adrenais resultantes da atividade metabdlica da catecol-O-metil transferase (COMT) e a
monoamina oxidase (MAOQO), nas catecolaminas epinefrina (adrenalina) e norepinefrina
(noradrenalina), respetivamente (Burtis e Bruns, 2014). A quantificacdo plasmatica da
metanefrina e normetanefrina tem utilidade no diagnéstico e na monitorizagao terapéutica de
doentes com feocromocitomas ou paragangliomas. Contudo, outros tipos de tumores
neuroendodcrinos, podem originar grandes quantidades de catecolaminas, levando a um
aumento significativo destas hormonas e dos seus metabolitos, quer na corrente sanguinea

quer na urina.

7.2.  Acido Vanilmandélico (VMA)

E o principal produto final do metabolismo hepatico da noradrenalina e da adrenalina
(Burtis e Bruns, 2014). Este metabolito é excretado por via urinaria, em grande quantidade. O
seu estudo permite a detegao de tumores secretores de catecolaminas como os
neuroblastomas e feocromocitomas, permitindo também a avaliagao da fun¢ao da medula

adrenal (Burtis e Bruns, 2014).

7.3. Acido 5-hidroxi-indolacético

E o principal metabolito da seretonina. A serotonina é convertida no figado em acido
5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) por acao da monoamina oxidase e é excretada na urina. O
doseamento da 5-HIAA em urina de 24 horas é um biomarcador fundamental no estudo das

sindromes carcinoides e das neoplasias neuroendocrinas produtoras de serotonina (Burtis e

Bruns, 2014).
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8. Eletroforese de Proteinas Séricas (Proteinograma) e

Imunofixacio

A eletroforese de proteinas séricas € um método laboratorial que permite separar
proteinas séricas, em fragoes, de acordo com as suas cargas elétricas, peso molecular e
estrutura, permitindo assim identificar quaisquer anomalias que possam existir no perfil
eletroforético (Oliveira et al., 2015). A amostra de soro, é aplicada num meio de suporte (um

gel de agarose), a pH alcalino, onde em seguida @

se aplicada uma corrente elétrica, que origina a aap- C »> HO— @l
O WCOi
e
}/|: a1 Antichymotrypsin \ —

migracao da amostra do catodo (polo negativo)

ara o anodo (polo positivo). Podemos separar Ceruloplasmin
P (polo positivo) P kg —»-

a2 Macroglobulin

as proteinas séricas em diferentes fragoes, o) Haptoglobin
[} p Lspoprotem
consoante a sua mobilidade eletroforética no gel Transterrin
Hemopexm
. Plasmmogen
de agarose (Figura 27), formando-se bandas que Fibranectin
CC! Complemenl
sao designadas como: albumina, alfa-1-globulinas; @Glom
G-A-M-D-E
alfa-2-globulinas; beta-1- globulinas, beta-2- ©

Figura 27- Mobilidade eletroforética no gel de
agarose das proteinas séricas (Adaptado de:
Hydragel 81-82)

globulinas e gamaglobulinas (Silva, Lopes e Faria,
2008). As proteinas separadas sao entiao coradas
com negro de amido e fixadas, sendo depois avaliadas por densitometria, resultando um
grafico da corrida eletroforética, que nos permite quantificar as proteinas. Este grafico
apresenta-se sob a forma de espetro eletroforético (Figura 28), onde estao representadas a
percentagem do pico que permite calcular a

Globulinas

concentracao de cada fragao através do valor da

Albumina concentragao total (Oliveira et al., 2015).

A eletroforese torna-se assim um método

vantajoso na caracterizagao de algumas patologias,
Figura 28- Espetro do Perfil Eletroforético das  nomeadamente, nos processos inflamatérios agudo
Globuinas (Adaptado de: Seric proteins
electrophoresis: clinical interpretation and ~ ou cronicos, presenga de gamapatias monoclonais,
Correlation) L.

entre outras, tendo em conta os principais

componentes de cada padrao eletroforético formado, auxiliando assim o estudo clinico.
(Oliveira et al,, 2015).

A imunofixagao é realizada apds a detegao de um pico monoclonal no proteinograma.

Esta técnica é utilizada para identificagao de proteina monoclonal e a caracterizagao do tipo

cadeias envolvidas (Silva, Lopes e Faria, 2008). Apos a eletroforese da amostra para separagao

das proteinas, as cadeias pesadas (IgM, IgG e IgA) e leves (kappa e lambda) das imunoglobulinas

56



sao imunoprecipitadas com diferentes antissoros
especificos, o que permite a identificacdo das bandas
monoclonais no proteinograma. Os antissoros utilizados -

sao dirigidos as cadeias pesadas gama (IgG), alfa (IgA) e : . - . -
miu (IgM), cadeias leves livres kappa (K) e lambda (L) ELP 6@ A M K L
(Figura 29) (Burtis e Bruns, 2014). Na presenca de um

Figura 29- Imunofixacao (Fonte:

componente monoclonal as bandas com padrio de Setorde
Imunologia/lHormonologia do
migragao semelhante ao perfil eletroforético da amostra SPC-IPOCFG)

(ELP) sao classificadas como pertencentes a classe das cadeias pesadas IgG, IgA e IgM, e a

banda, relacionada com as cadeias leves (kappa ou lambda) (Keren, 2003).

No Setor de Imunologia/Hormonologia sao utilizados kits HYDRAGEL da firma SEBIA,
para realizar os proteinogramas, imunofixagoes, separacio de hemoglobinas, pesquisa da
proteina de Bence Jones em urina de 24 horas, identificagao e quantificacao das isoenzimas da
fosfatase alcalina. Para isto € utilizado o sistema semi-automatico HYDRASYS, que se destina
a separacao eletroforética, através de géis de agarose, onde se faz a aplicagao da amostra,
migracao eletroforética, secagem, aplicacao de corantes (negro de amido ou violeta acido),
descoloracao, fixacdo e secagem final, obtendo-se assim o gel para caracterizagao e

interpretacao por densitometria. Os produtos bioldgicos mais utilizados sao o soro e a urina

(24 horas).

Durante a minha passagem no setor pude participar na elaboragao de toda a rotina de
trabalho, desde recegao de amostras, ao seu processamento nos equipamentos. Pude também

participar na elaboragao das técnicas manuais, como proteinogramas e imunofixagoes.

57



Conclusao

O estagio curricular desde cedo revelou-se ser desafiante. Com o aparecimento da
pandemia Sars-Cov-2, e do estado de emergéncia aplicado a todo o pais, vi o inicio da
realizacao do mesmo ser adiada, mas com muita paciéncia e perseveranga fui ultrapassando
todas as adversidades.

Depois de superados todos os desafios impostos durante o estagio, que teve periodos
de altos e baixos, reconhego que a experiéncia foi bastante positiva e enriquecedora, tanto a
nivel pessoal como profissional, permitindo desenvolver a minha autonomia, sentido critico e
confian¢a nos conhecimentos adquiridos.

Com a realizagio do estagio curricular, pude colocar em pratica todos os
conhecimentos obtidos ao longo do Mestrado em Andlises Clinicas e também evoluir
profissionalmente com a supervisao da equipa multidisciplicar do SPC do IPOCFG.

Ao longo da rotina de trabalho no SPC, evidenciei que num laboratorio de Analises
Clinicas é necessario a realizagao de um trabalho cuidadoso e rigoroso, principalmente no
manuseamento e processamento das amostras bioldgicas, porque apesar de nao contactarmos
diretamente com o doente oncolégico, estamos a manusear parte de si, nunca esquecendo de
que devido ao seu estado muito debilitado, necessita de resultados clinicos precisos e rapidos,
para obter o seu diagnéstico atempado e um planeamento terapéutico personalizado, com

vista a obtengao de cuidados que melhoram substancialmente a sua qualidade de vida.
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ANEXO |

Tabela IX- Equipamentos e parametros analisados no Setor de Hematologia do SPC-

Equipamento

DxH 900
Analyzer da
Beckman
Coulter®(2)

Teste | BCL da
ALI FAX® (2)

Aerospray®7150
HematologyPro
da WESCOR®

ACL TOP® CTS
350 da
Instrumentation
Laboratory

Cytomics™ FC
500 da Beckman

Sangue total (tubo

IPOCFG.

Tipo de

Funca
Amostras uncao

Autoanalisador para
Hemogramas e

de EDTA) contagem de

reticulocitos

Velocidade de

Sangue total Sedimentagao

Globular
Sangue total
Aspirados de
medula ossea
Plasma (tubo de Estudos da
citrato de sédio) Hemostase

Sangue total,
Aspirados de
Medula 6ssea,

Parametros

Leucécitos, Neutrofilos, Linfocitos,
Mondécitos, Eosindfilos, Basofilos, Eritrécitos,
Hemoglobina, Plaquetas, Reticulécitos,
Hematocrito, Volume Corpuscular Médio
(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), Red Cell
Distribution Width (RDW)

Velocidade de Sedimentagao (VS)

Coloragao de Esfregacos

Tempo de Tromboplastina Parcialmente
ativado (TTPa), Tempo de Protrombina (TP),
International Normalized Ratio (INR), Tempo de

Trombina (TT), Fibrinogénio, D-Dimeros,

Fatores da Coagulagao

Estudos de Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

Coulter® Biopsias de
ganglios linfaticos
Estudos genéticos
®
Gerga::)ieeri'tc:l da Sang:ee ECE;?A(;Ubo por reacao de PCR  Pesquisa e quantificagao do gene BCR-ABL

em tempo real

Microscopio
Otico de
Fluorescéncia da
Nikon

Observacio das técnicas de FISH
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ANEXO 2

Tabela X- Equipamentos e pardametros analisados no Setor de Quimica Clinica do SPC-

IPOCFG.
. Método de )
Equipamento Funcdo Parametros
Analise
] ) Gama-Glutamil
Acido Urico, Albumina, transferase (GGT),
Amilase, Amodnia, Glicose,
Alanina Hemoglobina
aminotransferase(ALT),  Glicada AIC,
Aspartato Lactato
aminotransferase(AST),  desidrogenase
. Bilirrubina direta, (LDH), Magnésio,
Auto-Analisador £ ‘ Bilirrubina total, Calcio  Microalbumina
; para spetrofotometria e tqtal, Capacidade Total : ;
Atelllca'CH determinagao Potenciometria de Ligacio ao Ferro Pré-Albumina
Analyzer Siemens | ' . " Proteinas totais
parametros indireta (lonograma) (TIBC), Colesterol
bioquimicos HDL, Colesterol LDL,  Triglicerideos

Colesterol Total, Ureia
Creatina quinase (CK),
Creatinina, Ferro,

o lonograma:
Fosfatase Acida Total, cl
Fosfatase Alcalina (,>r<?
(ALP), Fésforo Potassio
Sédio
Equilibrio Acido-Base Eletrélitos
pH Sédio
Analisador semi- pCO2 Potassio
o 02
ABL .800 FLEX automa.tlco~para Potenciometria e P Cloro
Radiometer determinagao de . Oximetria o
Copenhagen célcio ionizado e Amperometria Calcio
P g i Hemoglobina .
gasometrias B Metabolitos:
Saturacgao de O2
Fracses d Lactato
ragSes de
Hemoglobina Glucose
. Confirmagao de
Rapl.dlab 1265 resultados de  Potenciometria direta Sédio, Potassio e Cloro
Siemens .
ionograma
Confirmagao
Reflotron Roche dos rfasultados . Andlise dos parametros necessarios de
obtidos no Refratometria

Diagnostics confirmar

Atellica por
quimica seca

Outros

. Centrifugas, frigorificos, vortéx, agitador
equipamentos
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ANEXO 3

Tabela XI- Equipamentos do Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG

Equipamento

Aerospray® Gram
Series 2

Aerospray® TB Series 2

BD Bactec™ 9120
Blood Culture System

Vitek®2 Compact 15
(bioMériux)

Acceletare Pheno®
System

GeneXpert® da
Cepheid

UVitec BTS 20 L

Camara de fluxo
laminar Forma Scientific

Estufas

Frigorificos

Outros equipamentos
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Funcoes

Coloragoes de Gram e Kinyoun, respetivamente

Sistema automatizado para incubagao de hemoculturas e detegdo por
fluorescéncia do crescimento microbiano

Identificagdo de microrganismos e teste de suscetibilidade a antibiéticos

Identificagao e Testes de suscetibilidade a antimicrobianos a partir de
hemoculturas positivas

Sistema automatizado para analise por RT-PCR de detegao de micobactérias

Equipamento de emissao de luz UV utilizado para a leitura das galerias
Crystal™

Manipulagdo das amostras bioldgicas em ambiente estéril e seguro

25°C para fungos superficiais

30°C para fungos filamentosos
Local de incubagao de
microrganismos em temperaturas
adequadas

37°C com CO, para amostras mais variadas
37°C sem CO,; para micobactérias

42°C para Campylobacter e fungos
termofilos

Sem congelamento onde sao armazenados
meios de cultura liquidos e sélidos,

Local de armazenamento de
amostras e ID/ATB

amostras, reagentes e meios de

Com congelamento onde sao armazenados cultura

os E-test e amostras para conservar

Microscopios 6ticos e centrifuga



ANEXO 4

Tabela XlI- Equipamentos e pardmetros analisados no Setor de Imunologia/Hormonologia do

Equipamento

Immunelite2000°XPi da
Siemens

Advia Centaur XPT® da
Siemens

Cobas €601 Analyzer®
da Roche Diagnosis

IDS-iSYS da
Immunodiagnostic
systems

Atellicca NEPH 630° da
Siemens

KryptorGold® da
Thermo™

Viva-E® da Siemens

SPC-IPOCFG

Método Parametros Analisados

a-fetoproteina (AFP),
antigénio carcinoembrionario (CEA),

B2-microglobulina (BMG), Insulin-Like
Growth factor | (IGF), hormona do

Imunoensaio de )
crescimento humana (GRH)

Quimioluminescéncia (CLIA)
antigénio especifico da proéstata (PSA),
gonadotrofina coriénica humana (HCG),

Imunoglobulina estimuladora da tiréide
(TSI

Estradiol, hormona foliculo-estimulante
(FSH), Prolactina, Ferritina, hormona
luteinizante (LH), Progesterona, 25-

hidroxivitamina D total, hormona
estimuladora da tiroide (TSH) e IgE total

Imunoensaio de
Quimioluminescéncia (CLIA)

Hormona adrenocorticotrofica (ACTH),
ATG, Tiroglobulina de 2* geracao,
Cortisol, Calcitonina, Vitamina B12,
Triiodotianina livre (FT3), Tiroxina livre
(FT4), Triiodotironina(T3), Tiroxina(T4),
Acido Félico, Testosterona total,
Osteocalcina, Proteina S100, Peptideo C
(PEP-C), Insulina, Proteina do epididimo
humano 4 (HE-4),
peptideo libertador de prograstrina

(ProGRP), Glicoproteina 125/ 19.9/ 72.4,
Cyfra 21.1

Imunoensaio de
Eletroquimioluminescéncia (ECLIA)

Renina e aldosterona plasmatica, anti-
rubéola, anti-
Imunoensaio de
Quimioluminescéncia

Toxoplasma gondii e anti-virus herpes
simplex (anti-HSV) | e 2 (IgG e IgM),
anti-virus Epstein-Barr (anti-EBV) (VCA
IgG, EBNA IgG, EA IgG e VCA IgM)

Fatores do complemento C3 e C4,
(TRF) Transferrina, IgA, (sTfR) recetor
soluvel de tranferrina, IgM, a-|
antitripsina (AAT),

IgG, homocisteina, haptoglobina,
ceruloplasmina, Proteina C Reativa de
alta sensibilidade (hsPCR)

Nefelometria

Glicoproteina 5.3,

Imunoensaio de fluorescéncia por
‘Time-Resolved Amplified Cryptate
Emission’ (TRACE)

enolase neuro-especifica (NSE),
Procalcitonina (PCT) e

antigénio carcinoma de células
escamosas (SCCA)

) o Acido Valproico,

Imunoensaio por ‘Enzyme-Multiplied

Immunoassay Technique’ (EMIT) Gentamlcma, Vancomlcma, entre outros

farmacos

69



Optilite® da Binding Site

Phadia™200 Thermo™
Hydrasys 2® Scan
Focusing da Sebia

EUROIMMUN Analyzer
I-2P

LKB Wallac 1272
CliniGamma Counter

Outros equipamentos

70

Turbidimetria Cadeias leves livres Kappa e Lambda,

1gG4 e IgD
Imunoensaio de fluorescéncia Anti-dsDNA, anti-Cardiolipina e anti-$2-
enzimatica (FEIA) Glicoproteina | IgG e IgM, anti-CCP2

Eletroforese e Imunofixacao

Imunoensaio de ELISA automatico

Contador gama para técnicas manuais com radioisotopos

Centrifuga, agitadores, banho de incubagao
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