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Resumo

As analises clinicas tornaram-se importantes meios complementares de diagnostico
colocados a disposicao dos profissionais de saude e dos utentes, através da detecao e/ou
medicao de dadas substancias em amostras de produtos biologicos.

O presente relatério de estagio tem como principal objetivo descrever as praticas
executadas diariamente num laboratorio de analises clinicas. De forma a diversificar o
estagio, a primeira parte foi efetuada num laboratério privado, com incidéncia nas areas da
Bioguimica e Hematologia, e a segunda parte numa Unidade Hospitalar, nas areas da
Microbiologia e Imunologia. Abordando todas as valéncias durante os 6 meses de estagio, foi
proporcionada a aquisicio de varias habilidades praticas e a oportunidade de aplicar na
pratica os conhecimentos obtidos na formagao tedrica.

Sera feita uma introducao aos laboratérios em causa e abordada a fase pré-analitica,
analitica e pos-analitica, tendo sempre em conta as regras da qualidade, de forma a reduzir o
numero de erros e a aumentar a confianga dos resultados. As valéncias aprofundadas neste
relatério serao a Bioquimica e a Microbiologia, descrevendo os equipamentos existentes e

respetivos fundamentos, metodologias utilizadas e enquadramento tedrico.

Abstract

Clinical analysis have become important complementary means of diagnosis available
to health professionals and users, through the detection and measurement of substances in
organic produce samples.

This internship report aims to describe the practices performed daily in a clinical
laboratory. In order to diversify, the first part was done in a private laboratory, focusing on
Biochemestry and Haematology, and the second part in a public hospital, in the areas of
Microbiology and Immunology. During 6 months, it was provided to acquire various practical
skills and the opportunity to apply in practice the knowledge acquired in theorical classes.

It will be done an introduction to the laboratories, approaching the pre-analytical
phase, analytical and post-analytical, taking into account the quality rules in order to reduce
the number of errors and increase the confidence in the results. In this report the valences
in-depth will be Biochemistry and Microbiology, describing the equipment, methodologies

and theroretical framework.
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Introducao

O Mestrado em andlises clinicas é composto por 2 anos de estudo, durante os quais
se obtém o conhecimento e formagao académica que, no final, é necessario colocar em
pratica. Desta feita é efetuado um estagio curricular num laboratério, durante o qual é dada
a oportunidade de transpor a teoria para a pratica profissional. Além disso, permite também
a percecao das diversas responsabilidades de um técnico superior de andlises clinicas, que
atua na prevengao, controlo e diagnostico de variadas patologias.

O estagio foi realizado em dois locais distintos. De | de dezembro a 29 de fevereiro
num laboratorio privado, Laboratério de Analises Clinicas (LAC) Dr. Ferraz Alves Lda., Vila
Real, e de | de margo a 31 de maio no servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar de
Tras-os-Montes e Alto Douro — Unidade Hospitalar de Vila Real (CHTMAD). Durante o
estagio foi possivel contactar com as diferentes areas das analises clinicas.

Com este relatorio pretende-se descrever o fundamento e procedimento das
técnicas e métodos utilizados num laboratorio, desde a fase pré-analitica até a entrega de

resultados, tendo em conta os procedimentos de controlo de qualidade.






Caracterizacdo dos Laboratérios de Estagio

O estagio decorreu entre dois laboratoérios, o Laboratério de Analises Clinicas Dr.
Ferraz Alves Lda. e o servigo de Patologia Clinica do CHTMAD — Unidade Hospitalar de Vila
Real.

O LAC Dr. Ferraz Alves cuja diregao técnica cabe ao Dr. Augusto Ferraz Alves,
especialista em Andlises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos, esta sediado no centro da
cidade de Vila Real e possui uma rede de postos de colheitas no mesmo distrito. Nos
postos, as colheitas sao efetuadas por técnicos competentes e habilitados que depois sao
responsaveis por levar as amostras a sede em tempo util e cumprindo os requisitos de
qualidade. Assim, a sede do laboratério e os postos de colheitas funcionam como um todo,
sendo sempre necessaria a cooperagao entre os técnicos e os técnicos superiores.

O servigo de Patologia Clinica do CHTMAD, Vila Real, encontra-se sob orientagao
do Diretor de Servigo Dr. José Antonio Carvalho, médico patologista. O servigo inclui ainda
mais duas médicas patologistas, entre as quais a Dra. Ana Paula Castro, orientadora do
estagio, e diversos Técnicos de Diagnostico e Terapéutica. O servico de Patologia Clinica
esta dividido consoante os diferentes sectores. Possui o laboratério de Bioquimica em
conjunto com Hematologia, o laboratorio de Microbiologia e o de Imunologia, onde o
estagio foi realizado. O servico responde como um todo a diversas areas do hospital,
pedidos de analises provenientes da consulta externa, da urgéncia, internamento e
ambulatorio.

Em ambos os locais, a manha é essencialmente dedicada a colheita dos produtos
para analise, a preparagao dos equipamentos (manutengao, calibracao e controlo) e a
execugao das andlises, que se estende a parte da tarde. Durante a execugao, € necessario
prestar especial atengao aos aparelhos de forma a garantir a qualidade da execugao técnica
das amostras. Qualquer técnico superior deve ter em linha de conta que a qualidade do
trabalho e o resultado requerem o conhecimento de todo o procedimento que a amostra
esta sujeita. Como tal, deve procurar acompanhar e realizar tarefas que correspondem a

fase pré-analitica, como as colheitas, e a fase pds-analitica.



Fase pré-analitica

Um erro nesta fase € o mais comum num laboratorio e leva a um erro no resultado
final, pelo que tem que ser evitado impreterivelmente.!” As amostras devem estar sob
controlo com o objetivo de evitar contaminagoes, perdas ou alteragoes das mesmas.

Quando o utente se apresenta no laboratério, é aberta a sua ficha, ou criada se for
um novo utente, na qual sao registadas as analises pedidas na requisicao e é dado um
conjunto de etiquetas associadas a um nimero. E com este niimero que se identificam os
tubos, frascos, zaragatoas, entre outros, com as etiquetas correspondentes.

Antes da realizacao da colheita deve-se proceder a preparagao adequada do utente.
O nome completo do utente deve ser confirmado de forma a evitar trocas, e este deve ser
questionado se esta em jejum e se trouxe algum produto bioldgico colhido pelo proprio,
confirmando que respeita os critérios de aceitagao do laboratorio. Quando a amostra
bioldgica nao reune estes critérios, deve-se explicar ao utente a importancia de reunir os
requisitos para a obtencio de resultados fidveis. E igualmente importante saber se o utente
esta a fazer alguma medicagao ou a tomar suplementos alimentares, com vista a construir
uma breve historia clinica que auxilia na interpretagao dos resultados finais.

De forma a minimizar os erros associados a fase pré-analitica, o tempo de
permanéncia do garrote nao deve ser excedido, o volume de sangue no tubo deve ser
adequado as indicagdes do mesmo e deve proceder-se a homogeneizagao, agitando
suavemente o tubo, a excecao do tubo de soro.

Relativamente as colheitas realizadas nos postos, nao podem ser efetuadas aquelas
cuja execugao deva ser imediata ou cujo resultado possa sofrer alteragées com o transporte,
pelo que se deve apelar ao utente a deslocagao a sede do laboratorio. As amostras devem
ser transportadas dentro de arcas que mantenham uma temperatura baixa, controlada e
registada através de loggers, e deve ser conservada numa arca refrigerada até ao momento

da execugao, ou congelada em algumas situagoes especificas.
Fase analitica
Esta fase compreende a execugao técnica das analises pedidas. Antes da execugao, é

realizada a manutengao dos equipamentos, bem como a calibragao e controlo de qualidade

de forma a garantir a fidelidade dos resultados. Estando este processo finalizado, procede-se



a preparacao das amostras (centrifugagao, separagao se necessario, entre outras) para
posteriormente as colocar nos respetivos equipamentos.

Uma fonte de erro importante nesta fase é a falta de cuidado na preparagao dos
equipamentos, nao respeitando a calibragcao e/ou controlo. Isto pode refletir-se numa falha
nos resultados. A automatizagao permitiu diminuir a fonte de erros associada as técnicas
manuais, custos e tempo das analises e permitiu também aumentar a exatidao e confianga
dos resultados."”

O laboratério esta dividido em zonas consoante a area de andlise e esta equipada
com os aparelhos que executam as analises. Além destes, o laboratério possui centrifugas
para tubos de sangue e urinas, uma estufa essencialmente para os produtos destinados a
Microbiologia, varios frigorificos, quer para conservagao das amostras quer para reagentes,

controlos e calibradores.

Fase pos-analitica

Nesta fase é feita a avaliagao final dos resultados através da validagao, que ¢é feita
individualmente para cada analise e, posteriormente, para cada boletim de forma a ser
observada a concordancia entre os valores obtidos. Feita a validagao, € emitido o boletim
analitico para o utente levantar.

A aceitagao de resultados é da responsabilidade do Diretor Técnico (DT). A
validagao analitica pressupoe a verificagio do bom funcionamento do equipamento e
conhecimento dos resultados do controlo de qualidade interno. Os resultados sao validados
ou sujeitos a repeticao, na mesma amostra ou amostras diferentes, tendo em consideragao,
quando aplicaveis, a idade, sexo, relagio com outros parametros analiticos, informagao

clinica, terapéutica e historia do doente.

Controlo de Qualidade

Todos os laboratorios que executem exames laboratoriais devem ter em
funcionamento um sistema de garantia de qualidade, traduzido em procedimentos escritos e
abrangendo toda a organizagao do laboratorio, as diferentes etapas das analises e sua
execugao, bem como a formagao e qualificacao dos diversos tipos de pessoal técnico e

administrativo. O sistema da garantia da qualidade deve ser dindmico e continuo.®



O Controlo de Qualidade engloba o Controlo de Qualidade Interno e a Avaliagao
Externa da Qualidade. O Controlo de Qualidade Interno (CQI) é um conjunto de
procedimentos postos em pratica num laboratério com vista a permitir um controlo da
qualidade dos resultados das analises a medida que as mesmas sio executadas. E
indispensavel para a detecao de anomalias, avaliagdo de erros e sua imediata corregao. E
organizado pelo responsavel pelo programa de garantia da qualidade.” O CQI é efetuado
diariamente antes do processamento das amostras, em todos os equipamentos e utilizando
dois niveis de controlo de qualidade diferentes. O produto do controlo de qualidade deveria
ser semelhante a amostra real. Assim, a situacao ideal é aquela em que os calibradores,
controlos e amostras geram a mesma resposta num sistema de medigao.

Sempre que se inicia um novo lote ou novo kit, sempre que é feita uma calibragao,
ap6és a manutencao do equipamento e/ou quando ha alteracao dos resultados, deve-se
proceder ao controlo do equipamento. O resultado é registado, analisado e comparado com
resultados do mesmo equipamento.

Além do CQ)I, o laboratorio deve participar em programas de Avaliagao Externa da
Qualidade (AEQ), de preferéncia nacionais, organizados por entidades de idoneidade
reconhecida pela Comissao Técnica Nacional, sendo confidenciais os resultados individuais
neles obtidos. A AEQ corresponde a avaliagao, por um organismo exterior, da qualidade dos
resultados fornecidos pelo laboratério.” Assim, permite a melhoria do desempenho do
laboratério e comparagao de resultados com outros laboratérios, o que consequentemente

traz credibilidade ao trabalho desenvolvido.



Atividades desenvolvidas

Durante o tempo de estiagio houve oportunidade de contactar com todas as
diferentes valéncias das Andlises Clinicas, especialmente no LAC Dr. Ferraz Alves. A
automatizagao permite dar a resposta ao volume de amostras, pelo que se torna importante

perceber o funcionamento de todos os equipamentos no laboratorio.

Tabela |: Equipamentos existentes no LAC Dr. Ferraz Alves.

Equipamento

Método

Determinacgoes

Olympus Ensaios fotométricos, Bioquimica/Imunologia
AU400 cinéticos, enzimaticos e
imuno-turbidimétricos
Clinitek Atlas Espetroscopia por refletancia | Urina tipo
Interlab G26 Separagao eletroforética Eletroforese proteinas
HA 8160 Cromatografia liquida de alta HbAlc
pressao
Immulite 2000 Quimiluminescéncia Imunologia/Endocrinologia/Bioquimica

Advia: Centaur

Quimiluminescéncia direta

Imunologia/Endocrinologia/Bioquimica

Minividas ELFA (Enzyme Linked Imunologia (anticorpos)
Fluorescent Assay)

Sysmex XT Citometria de fluxo associada | Hemograma, plaquetas

1800i a fluorescéncia

Testl THL Fotometria capilar de fluxo — | Velocidade de sedimentagao
analise cinética

Option 4 Plus Densidade optica Provas de coagulagao







|. Bioquimica

A Bioquimica é a area das andlises clinicas onde o principal objetivo de estudo sao as
vias metabodlicas e alteragoes nestas que originam estados patologicos. Nesta secgao estiao
inseridas uma variedade de analises de rotina, requisitadas com muita frequéncia, como a
glicémia, colesterol, proteinas totais, entre muitas outras, fundamentais ao metabolismo dos
lipidos, glucidos e proteinas.

Sao analisadas amostras de soro e urina. O sangue, colhido em tubos secos sem
anticoagulante, é centrifugado a 3500 rpm durante |5 minutos com vista a obtengao do
soro, que vai ser utilizado pelos equipamentos. Relativamente as urinas, estas podem ser de
dois tipos. No caso da andlise pedida ser urina tipo Il ou urocultura, é colhida a primeira
urina da manha ou, caso nao seja possivel, com um intervalo de 3 horas. O outro caso
corresponde as urinas colhidas num espagco de 24 horas para avaliagio de diversos
parametros bioquimicos, tendo em conta o volume total de urina colhido durante as 24

horas.
I.I Equipamentos e métodos utilizados

Olympus AU400

A grande maioria dos parametros bioquimicos sio doseados no equipamento
Olympus AU400 (Beckman Coulter). Trata-se de um auto-analisador capaz de analisar
componentes do soro e urina através da fotometria por medicao da absorvancia, que é
diretamente proporcional ao que se pretende dosear.

As técnicas realizadas pelo auto-analisador podem ser divididas de acordo com o seu
principio tedrico: ensaios cinéticos, ensaios fotométricos, ensaios enzimaticos, imuno-
turbidimétricos e possui ainda uma unidade ISE (Elétrodo Seletivo de l6es) onde sao
determinadas espécies idnicas.

Diariamente da parte da manha é a feita a verificagao dos reagentes, calibragcio dos
mesmos quando necessario, e controlo de qualidade interno. Apenas apds estes
procedimentos & que as racks estao prontas a ser carregadas com amostras. Estas podem
ser cinzentas para soro, vermelhas para urina e laranja para efetuar diluicdes. Assim, de

acordo com o tipo de amostra, sio colocadas no equipamento e o leitor faz a leitura do



codigo de barras de cada amostra, associado a informagao sobre as analises a efetuar. A
amostra é dispensada e ha adicao do reagente para que ocorram as respetivas reagoes.

O sistema informatico fica em comunicagao permanente com o equipamento. Os
testes sao executados mediante a identificacio do nimero de tubo da amostra com o
respetivo codigo de barras. O controlo da transferéncia de resultados para o sistema
informatico é feito por amostragem, comparando os resultados impressos no Olympus

AU400 com os resultados evidenciados no ficheiro do utente.

Clinitek Atlas

Este equipamento consiste num sistema automatizado para analise de urinas. Destina-
se a determinagao de parametros fisicos, como a cor e densidade, e parametros bioquimicos
como a bilirrubina, eritrocitos, glucose, leucocitos, nitritos, pH, proteinas e urobilinogéneo,
através do uso de tiras teste. Os parametros bioquimicos sao quantificados através de
refletincia por comprimento de onda duplo, enquanto que a densidade e a cor utilizam a
refratometria por reflexao e a analise de reflexao da luz, respetivamente.

As tiras teste estao fixadas num suporte e a medida que as amostras de urina sao

colocadas no carrossel, vao passando através das tiras.

HA 8160

A determinagao em sistema automatico da hemoglobina glicada (HbAlc) é efetuada
neste equipamento, através da cromatografia liquida de alta pressao (HPLC). A amostra de
sangue total é diluida, hemolisada e a HbAIlc labil é removida, permitindo resultados
precisos para HbAlc. A amostra é transferida para a coluna, onde as fragoes de hemoglobina
sao separadas. A coluna é composta por uma resina de troca cationica de fase reversa. A
leitura das fragoes é realizada a 415 nm e 500 nm com um fotometro e os resultados sao

analisados através de um microprocessador.

Interlab G26

Este sistema automatizado destina-se a eletroforese de proteinas séricas, através da
separagao eletroforética em gel de agarose. As proteinas adquirem carga negativa e migram

do anodo para o catodo a diferentes mobilidades quando sujeitas a um campo elétrico.

10



Aplica as amostras num gel de agarose, realiza a eletroforese, desnatura o gel, faz a

coloragao, descoloracao e lavagem, seca o gel e |é a densidade otica das tiras eletroforéticas.

|.2 Metabolismo proteico

Proteinas totais

O total de proteinas séricas consiste na soma de todas as proteinas em circulagao
(plasma ou soro). A quantificagao de proteinas totais € util no diagnodstico e tratamento de
diversas doengas que envolvem o figado, rins ou medula o6ssea, bem como outras
perturbagoes metabdlicas e nutricionais.

O aparelho efetua um ensaio de cor fotométrico, em que os ides cupricos localizados
numa solugao alcalina reagem com proteinas e polipéptidos que contenham pelo menos duas
unioes de peptidicas, de forma a produzir um complexo de cor violeta. A absorvancia deste
complexo medida a 540/660 nm é diretamente proporcional a concentragao de proteinas na
amostra.

Um aumento das proteinas totais (hiperproteinemia) observa-se em situagoes de
desidratagao, em que ha uma ingestao de agua inadequada ou perda excessiva de agua por
vomitos, diarreia, doenga de Addison ou acidose diabética. A hiperproteinemia pode ser
ligeira e resultar de um aumento nas concentragoes das proteinas presentes em
concentragoes baixas como as imunoglobulinas policlonais, numa infegao. Ou, por outro
lado, pode ser acentuada e resultar de um aumento das imunoglobulinas monoclonais (por
exemplo no mieloma multiplo). Uma diminuicao das proteinas totais (hipoproteinemia) pode
ocorrer por diminuicao da sintese hepatica de proteinas, aumento da excre¢ao devido a
lesao renal, distirbios em que as proteinas nao sao absorvidas ou ingeridas de forma

adequada, aumento da volémia, entre outras.”

Proteinas urinarias

Esta determinagao tem importancia no diagnostico e tratamento de doengas renais
geralmente associadas a proteintria.” A colheita para esta analise deve ser a urina de 24
horas, uma vez que a concentragao de proteinas na urina varia durante o dia.

O aparelho realiza um ensaio de cor fotométrico que avalia a presenga de proteinas

plasmaticas na urina. O vermelho de Pirogallol é combinado com molibdato para formar um



complexo vermelho com uma absorvancia maxima de 470 nm. Este complexo liga-se aos
grupos amina das proteinas, formando um complexo azul purpura com absorvancia maxima
a 600 nm e é diretamente proporcional a concentragao de proteinas na amostra.

O aumento das proteinas eliminadas na urina (proteinuria) pode ser devido a quatro
situagoes distintas: por aumento da permeabilidade glomerular (proteindria glomerular),
sendo a albumina a principal proteina excretada; por defeito na reabsor¢ao tubular
(proteinuria tubular) que resulta na excregcao essencialmente de proteinas de baixo peso
molecular; por aumento da concentragao de proteinas no plasma, como hemoglobinas ou
proteina de Bence Jones (proteinuria de sobrecarga) ou por secregao anormal de proteinas
no trato urinario (proteinuria pos-renal). O aumento de proteinas na urina também se pode
observar em situagoes intermitentes como no decorrer do exercicio fisico ou num estado

febril.®

Albumina

A albumina constitui cerca de 50% das proteinas plasmaticas presentes no plasma
humano de individuos saudaveis. Trata-se de uma proteina sintetizada no figado e é a maior
responsavel pela manutencao da pressao oncética do plasma, pelo que tem um papel muito
importante na distribuicao de fluidos entre o compartimento extra e intracelular. Além
disto, tem outras fungdes bioldgicas como transporte e armazenamento de diversos
compostos.®

Neste ensaio de cor fotométrico, € formado um complexo corado quando o verde
de bromocresol reage com a albumina. A absorvancia deste complexo é medida
bicromaticamente (600/800 nm) e é proporcional a concentragao de albumina na amostra.

O aumento da albumina no plasma (hiperalbuminemia) verifica-se numa situagao de
desidratagao severa e estase venosa excessiva, mas tem pouco significado clinico. A
hipoalbuminemia pode resultar de uma sintese deficiente, aumento do catabolismo e perda
de proteinas na urina e nas fezes. Niveis baixos de albumina sao observados em doengas

hepéticas, renais (sindrome nefrético), desnutrigio, doencas inflamatérias, entre outras.®

Proteina C Reativa (PCR)

A PCR é uma proteina de fase aguda positiva produzida pelo figado e libertada para a

circulagdo apés algumas horas do inicio de uma reagao inflamatéria.®
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O equipamento efetua um ensaio imuno-turbidimétrico, em que a amostra é
misturada com tampao e solugao anti-soro. A PCR reage especificamente com anticorpos
PCR anti-humanos para produzir agregados insolUveis, cuja absorvancia é proporcional a
concentracao de PCR na amostra.

Niveis elevados de PCR observam-se especialmente apés um enfarte agudo do
miocardio, em situagoes de trauma, infecoes bacterianas e virais, cirurgia e em neoplasias. (3)
Consoante a prescricao médica, o resultado pode ser qualitativo (positivo ou negativo) ou

quantitativo (valor numérico através do doseamento).

Imunoglobulinas

Tratam-se de glicoproteinas sintetizadas e excretadas pelos plasmocitos que
participam na imunidade humoral do organismo, através da sua interagdo com antigénios. As
que tém maior relevancia clinica sao a IgM, IgG e IgA.

A IgM é a primeira a responder a presenca de antigénios, como tal, esta associada a
resposta imunitaria primaria. Circula na forma pentamérica e as suas fungdes na resposta
imunitaria sao a aglutinacao de patogéneos e ativagao da via classica do complemento. A IgG,
constituida por quatro subclasses, é a imunoglobulina mais abundante no sangue. Participa na
defesa contra a invasio bacteriana e outros antigénios. A IgA é a imunoglobulina
predominante em secre¢oes como a saliva, lagrima, leite e mucosas e o seu papel passa por
ligar os microrganismos nas mucosas."”

Neste ensaio imuno-turbidimétrico, as imunoglobulinas presentes na amostra reagem
especificamente com os respetivos anticorpos anti-humanos, presentes numa solugao anti-
soro, formando complexos antigénio-anticorpo. A absorvancia destes complexos ¢é
proporcional a concentragao das imunoglobulinas na amostra.

A deficiéncia de IgM é rara e associada a infegSes pirogénicas recorrentes. Os seus
valores aumentados surgem em gamapatias monoclonais de Waldenstrom, linfoma maligno,
gamapatias policlonais (cirrose biliar primaria) e artrite reumatoide.

Relativamente a IgG, os valores encontram-se diminuidos numa agamaglobulinemia,
no sindrome da imunodeficiéncia adquirida, como resultado de queimaduras, entre outros.
Niveis aumentados podem ocorrer em gamapatias monoclonais como no mieloma multiplo
do tipo IgG, em linfomas, leucemias, em gamapatias policlonais, nas doengas imunes (lupus

eritematoso sistémico, artrite reumatodide, sindrome de Sjogren), sarcoidose, entre outros.



Por fim, niveis reduzidos de IgA sao observados no sindrome nefrotico,
gastroenteropatias com perdas proteicas severas, leucemias linfoblasticas, sindrome de ma
absorg¢ao, hipogamaglobulinemia, entre outras. Niveis aumentados de IgA estao presentes
em gamapatias monoclonais, como no mieloma multiplo do tipo IgA, em gamapatias
policlonais, na doenca hepatica cronica, infegoes cronicas, especialmente do trato

respiratorio e gastrointestinal, entre outros.”

Eletroforese de proteinas no soro

A eletroforese de proteinas é efetuada no equipamento Interlab G26. As proteinas
presentes no soro percorrem distancias diferentes, formando um perfil eletroforético onde
se pode observar a presenga de cinco bandas distintas: albumina, alfa-1-globulina, alfa-2-
globulina, beta-globulinas e gama-globulinas. Tem valor no diagnostico de certos processos
inflamatorios agudos e croénicos, doengas malignas, doengas hepaticas ou renais, e patologias
hereditarias.®

O perfil eletroforético pode ser normal, observando-se a presenca das cinco bandas
distintas (Figura 1), ou pode estar alterado por situagoes fisiologicas e patologicas, onde as

bandas podem estar diminuidas, aumentadas, ausentes ou com mobilidade anormal (Tabela

2).
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Figura |: Tracado eletroforético normal numa eletroforese capilar.®
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Tabela 2: Padroes eletroforéticos tipicos de algumas situagoes patoldgicas.

Sindrome nefrotico

Perda de proteinas de baixo
peso molecular (| albumina e |
y-globulinas) e retengao de
alto

proteinas  de peso

molecular (1a-2-globulina).

Inflamagao aguda

Aumento das a-1 e a-2-
globulinas, quase  sempre
associados a diminuicao da

albumina. Quando o aumento

das y-globulinas esta associado,

significa que é cronica.

Tumores malignos

Aumento acentuado das a-1 e
a-2-globulinas, devido ao
aumento das proteinas de fase
aguda. Diminuigao Yy-globulinas

em estado terminal.

Falha hepatica

(cirrose, hepatite,

p.e.)

\ Il

Formagio de poente entre (-
globulinas e y-globulinas e
diminuicao da albumina. As a-1
e a- 2-globulinas mantém ou

sobem ligeiramente.

Défice anticorpos

Pode envolver uma ou varias
fragoes de imunoglobulinas,
normalmente esta associado a
uma diminuicao acentuada de

y-globulinas.




|.3 Metabolismo Glicidico

Glicose

A glicose é uma das principais fontes de energia do organismo. A sua concentragao
no sangue varia entre limites bem estreitos, essencialmente devido a agao de diversas
hormonas, sendo a insulina a principal interveniente. Apos cada refeicao, os niveis de glucose
aumentam significativamente, comegando a diminuir apés uma hora. Os niveis atingem o
valor minimo basal antes da primeira refeicao do dia, ou seja, em jejum. A glicémia pode ser
medida em jejum (apds 8 a 10 horas de jejum), a qualquer hora (amostra aleatdria), apos
uma refeicdo (pds-prandial) ou como parte de uma prova de tolerancia a glicose oral
(PTOG). A medigao da glicémia traduz a concentragao de glucose no sangue, e a sua
determinagao é de extrema importancia no controlo do distlrbio associado a hiperglicemia,
a diabetes mellitus.”’

Segundo a norma da DGS, o diagndstico de diabetes € feito com base nos seguintes
parametros e valores para soro na populagao em geral:

- Glicémia de jejum 2 126 mg/dL (ou = 7,0 mmol/L);

- Sintomas classicos + glicémia ocasional 2 200 mg/dL (ou 2 I'|,| mmol/L);

- Glicémia =2 200 mg/dL (ou 2 I'l,I mmol/L) as 2 horas, na prova de tolerancia a glicose oral
(PTOG) com 75 g de glicose;

- Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) 2 6,5%.('°

O diagnostico de diabetes numa pessoa assintomatica nao deve ser realizado com
base num Unico valor anormal de glicémia em jejum ou de HbA ¢, devendo ser confirmado
numa segunda analise ap6s uma a duas semanas.'”

Além do plasma, a determinagao da glicose para diagnéstico ou controlo de diabetes
também pode ser determinada na urina (glicosuria), pois a subida da glicose no sangue pode
ultrapassar o limiar renal, e como consequéncia surge na urina.

Para determinar a glicose no sangue ou urina, o aparelho realiza um ensaio UV
enzimatico (método de hexocinase), em que a glicose é fosforilada pela hexocinase na
presenca de ATP e de ides de magnésio, para produzir glucose-6-fosfato e ADP. A glicose-6-
fosfato desidrogenase oxida a glicose-6-fosfato a gluconato-6-fosfato com a redugao de
NAD+ a NADH. O aumento da absorvancia a 340 nm é proporcional a concentragao de

glicose na amostra.



Relativamente a PTOG, esta avalia a clearance da glicose em circulagao apdés uma
administracio oral de glicose definida e em condi¢ées controladas. E realizada especialmente
em gravidas niao diabéticas como rastreio de diabetes gestacional, ou em pessoas com
valores de glicémia em jejum aumentados. E efetuada a medicio de glicose em dois
momentos, as 0 horas e ao fim de 2 horas, exceto para as gravidas, em que além destas é
também medida ao fim de | horas. O método de doseamento da glicose ¢é efetuado pelo
método ja referido. E critério para diagndstico de diabetes gestacional a confirmacio de um
ou mais valores:

Oh — glicémia 2 92 mg/dL (ou 2 5,1 mmol/L)
I'h — glicémia 180 mg/dL (ou 2 10,0 mmol/L)
2h — glicémia 2 153 mg/dL (ou 2 8,5 mmol/L)."?

Existe outro parametro que tem como finalidade efetuar a medi¢ao da concentragao
média de glicose nos ultimos trés meses, denominado por HbAIlc (hemoglobina glicada).
Quando os niveis de glicose no sangue estao elevados, parte da hemoglobina ¢ sujeita a uma
reagao quimica nao enzimatica com a glicose em excesso. A primeira fase da reagao entre a
glicose e a hemoglobina é reversivel e origina um composto intermediario denominado pré-
Alc ou base de Schiff. A segunda fase da reagiao é irreversivel e resulta num composto
estavel, denominado Alc. Como a quantidade de glicose ligada a hemoglobina é diretamente
proporcional a concentracao de glicose no sangue, e como os eritrocitos tém um tempo de
vida médio de 120 dias, a medida da HbAlc pode fornecer uma avaliagao do controlo da
glicémia médio no periodo de 90 a 120 dias que antecedem a colheita.!'"

O doseamento ¢ feito através da técnica de HPLC no equipamento ja descrito
anteriormente, e é importante nao s6 no momento de diagndstico da diabetes, mas
principalmente na monitorizagao do controlo glicémico em pacientes diabéticos a longo
prazo. As vantagens desta analise passam por nao ser necessario jejum, o valor nao é afetado
pela ingestao alimentar ou pratica de exercicio fisico recente e tem maior estabilidade. As
desvantagens estao relacionadas com as situagoes que alteram a vida média dos eritrocitos,
como por exemplo anemias hemoliticas em que os resultados podem encontrar-se
falsamente diminuidos ou nas anemias ferropénicas ou por défice de vitamina B12, em que
os valores podem estar falsamente elevados."” Os valores normais de HbAIc encontram-se
entre os 4 e 6%.

De uma forma geral, um aumento das concentragoes de glicose no sangue
(hiperglicemia) traduz-se numa doenga metabdlica, diabetes mellitus, que pode apresentar 4

tipos distintos: tipo |, auto-imune que resulta na destruicio de células B do pancreas levando
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a um défice de insulina; tipo I, em que se desenvolve uma resisténcia a agao da insulina ou ha
defeito da sua secregao; gestacional, com anomalias no metabolismo da glicose a
acontecerem na gravidez; associada a outras causas como defeitos genéticos da agao da
. . o (10) ,.

insulina, doengas pancreaticas, entre outros."” Outras doengas ou estados clinicos podem
causar hiperglicemia, como hipertiroidismo, pancreatite, sindrome de Cushing, enfarte do
miocardio e traumatismo. Niveis reduzidos de glicose no sangue (hipoglicemia) em jejum
estao associados a situagoes como ingestao de alcool, insulinomas, disfungcao hepatica,

hipotiroidismo, sindrome de Reye, insuficiéncia renal crénica e septicémia.®

| .4 Metabolismo Lipidico

Os lipidos tém diversas fungdes no nosso organismo, funcionam como fonte de
energia, estao envolvidos na digestio, desempenham fungdes hormonais e fazem parte da
estrutura das membranas celulares.”) Os lipidos, como o colesterol e os triglicéridos, sio
insoluveis em agua, e para poderem entrar em circulagdo siao transportados associados a
proteinas (lipoproteinas).”

Tanto os lipidos como as lipoproteinas tém um papel crucial no desenvolvimento da
aterosclerose, envolvida nos problemas cardiovasculares como enfarte do miocardio, AVC e
doenga vascular periférica. Assim sendo, a determinagdo de parametros lipidicos avalia o

risco de doencas cardiovasculares.?’

Colesterol

O colesterol é um componente essencial das membranas celulares e das
lipoproteinas. Atua também como precursor para a sintese de hormonas esteroides e acidos
biliares. Uma parte do colesterol é derivada da alimentagao, contudo a maioria € sintetizada
no figado e noutros tecidos.”’ O valor preditivo individual da concentragio de colesterol
total em relagao ao risco cardiovascular é reduzido, pelo que devem ser determinadas em
paralelo as classes de lipoproteinas (particularmente LDL e HDL, que tém um papel
contrario na patogénese da aterosclerose).

Trata-se de um ensaio de cor enzimatico para determinagao quantitativa de valores
de colesterol no soro. Os ésteres de colesterol numa amostra sao hidrolisados pela enzima
colesterol esterase. O colesterol livre produzido é oxidado pela enzima colesterol oxidase

com produgao simultanea de peroxido de hidrogénio. Este reage com a 4-aminoantipirina e
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com fenol, na presenca de peroxidase, para produzir um cromoéforo. O produto final
(corante vermelho de quinoneimina) é medido por espetrofotometria a 540/600 nm.

A concentragao de colesterol total sérico depende de muitos fatores, entre os quais
a idade, sexo, atividade fisica, doengas hepaticas e outras doengas metabdlicas, e deve ser

interpretado em conjunto com os outros parametros que avaliam o perfil lipidico.

Triglicéridos

Os triglicéridos sao ésteres constituidos por trés residuos de acidos gordos e um
residuo de glicerol. Podem ser adquiridos pela alimentagao ou produzidos pelo préprio
organismo no figado. A maioria encontra-se no tecido adiposo, mas uma pequena quantidade
circula no sangue e é usada como fonte de energia para os musculos.”’ Esta determinagio
tem utilidade na classificagao de varios disturbios lipoproteicos genéticos e metabdlicos e na
avaliacao de fatores de risco para a aterosclerose e doencas cardiovasculares. Esta avaliagao
deve ser feita em conjunto com os outros parametros do perfil lipidico.

O ensaio baseia-se numa série de reagoes enzimaticas conjuntas. Os triglicéridos da
amostra sao hidrolisados através de uma combinagao de lipases microbianas, para produzir
glicerol e acidos gordos. O glicerol é fosforilado pelo ATP para produzir glicerol-3-fosfato e
ADP. O glicerol-3-fosfato é oxidado através de oxigénio molecular para produzir peroxido
de oxigénio e dihidroxiacetona. O peroxido de oxigénio formado reage com a 4-
aminofezona e N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina, sal disédico, na presenca de
peroxidase para produzir um cromoforo, lido a 660/800 nm. A absorvancia é proporcional a

quantidade de triglicéridos presentes na amostra.

Colesterol HDL

O colesterol HDL corresponde ao colesterol ligado a lipoproteinas de alta
intensidade (HDL), que removem o colesterol dos tecidos para o figado, para ser
metabolizado ou excretado. No figado é transformado em acidos biliares que sao
excretados para os intestinos através das vias biliares, sendo por este motivo que o
colesterol HDL é considerado anti-aterogénico.!” Trata-se de um parimetro que é
importante monitorizar pois tem uma correlagao inversa entre as concentragoes plasmaticas
e o risco de doenga cardiovascular. Assim sendo, valores elevados, dentro dos valores de

referéncia, sao benéficos para o organismo.



E efetuado pelo equipamento um ensaio de cor enzimatico, em que o anticorpo anti-
lipoproteina-B-humana se liga as lipoproteinas (LDL, VLDL e quilomicrons) formando
complexos antigénio-anticorpo, que ficam bloqueados e impedem a a¢do do sistema
enzimatico nestas lipoproteinas. Assim, s6 o colesterol HDL é quantificado. Este reage com
agua e oxigénio para formar colest-4-em-3ona, acidos gordos e peroxido de hidrogénio. O
peroxido de hidrogénio reage com a 4-aminoantipirina e com a N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxi-4 fluoroanilina (F-DAQOS) para formar um corante azul medido a

600/800 nm, cuja absorgao é proporcional a quantidade de HDL presentes na amostra.

Colesterol LDL

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) derivam das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e transportam a maioria do colesterol do figado até aos tecidos, onde ira
ser utilizado. Estas lipoproteinas sao responsaveis pelos depositos do colesterol nas paredes
das artérias, formando as placas de aterosclerose. As LDL passam através do endotélio
vascular e sao retidas na matriz intercelular da intima, onde sao sujeitas a agao oxidativa de
espécies quimicas reativas sintetizadas pelas células endoteliais, musculares lisas e
macrofagos. As LDL oxidadas podem atrair monocitos em circulagao, induzem a sua adesao
ao endotélio, estimulam a formagao de foam cells, a lesao de células endoteliais, a migragao
das células musculares lisas, interferem com a vasodilatagao e promovem a trombose. Em
concentragoes elevadas, a permanéncia das LDL na intima aumenta e consequentemente
aumenta a exposicio as espécies oxidantes.'” Desta forma, o colesterol LDL tem um valor
preditivo clinico relevante para avaliar doengas cardiovasculares.

A determinacao do colesterol LDL é calculada através da formula de Friedwald:

LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Triglicéridos / 5 + Colesterol HDL). Esta formula traduz

resultados invalidos quando o valor dos triglicéridos é superior a 400 mg/dL.

Avaliacao do perfil lipidico

Os valores de colesterol, triglicéridos, HDL e LDL constituem o perfil lipidico, e sao
relevantes na avaliagao do risco de doencas cardiovasculares. Concentragoes elevadas de
lipidos traduzem-se por hiperlipoproteinémias e concentragdes reduzidas por
hipolipoproteinémias.®

As hiperlipoproteinémias podem ser classificadas de acordo com cinco fenétipos de
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acordo com a classificacao de Fredrickson:

Tabela 3: Classificagcao de hiperlipoproteinémias.

Fenotipo | Lipoproteina | Col. Trig. HDL |LDL | Associagao clinica
elevada
| (raro) QM Na?t " Na] N Pancreatite aguda, dor
abdominal, baixa incidéncia de
DCV (doenga cardiovascular) e
aterosclerose
lIA (comum) | LDL ™M N Na| ™M Risco aumentado de DCV
[IB (comum) | LDL, VLDL ™ ™ Na] " Risco aumentado de DCV
Il (interm.) | IDL ™ ™ Na] Na] Risco aumentado de DCV
IV (comum) | VLDL Nat ™ Na] N Risco aumentado de DCV
V (rara) VLDL, QM Nat "M Na] N Risco aumentado de DCV e
pancreatite
Tabela 4: Classificagao de hipolipoproteinémias.
Fendtipo Lipoprot. | Col. Trig. | HDL | LDL | Associagao clinica
diminuida
Abetalipoproteinémia LDL 1L 1l N ausente | Ma absorcao; deficiéncia
mental; falha no
crescimento
Hipobetalipoproteinémia | LDL lallll | N N i) Risco  diminuido de
DCv
Analfalipoproteinémia HDL Nall N ausente | N Risco aumentado de
(Doenca de Tangier) hiperesplenismo e DCV
Hipoalfalipoproteinémia | HDL Nall N 1l Na1t | Risco aumentado de
Dcv
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|.5 Fungao renal

Os rins exercem diversas fungoes bioldgicas, sendo as principais a formagao de urina,
excrecao, manutengao da homeostase através da regulagao do equilibrio acido-base e do
equilibrio hidro-eletrolitico, excre¢ao de produtos do metabolismo e produgao de
hormonas. 3) A lesao renal pode evoluir para insuficiéncia renal crénica, embora o rim tenha
a capacidade de aumentar a capacidade funcional em resposta a lesao.

A ureia, creatinina e acido Urico sao determinagdes analiticas que avaliam a fungao
renal e refletem a fungao dos nefrénios, através da avaliagdo da taxa filtragao glomerular
(TFG). A TFG é definida como o volume plasmatico de uma substancia filtrada pelos rins por

minuto. As determinacSes analiticas avaliam também a secrecio e reabsorcio tubular.!®

Ureia

A ureia é o principal produto final do metabolismo proteico. E sintetizada no figado,
transportada pelo sangue até aos rins onde é excretada na urina por filtragao glomerular,
sendo uma minima quantidade reabsorvida nos tubulos proximais. Apesar de ser filtrada
livremente pelo glomérulo, nao é reabsorvida ativamente, logo é um fraco parametro para
avaliagao da TFG pois cerca de 40-70% volta para o plasma por difusao passiva dependente
do fluxo urinario.”

O equipamento efetua um ensaio UV cinético em que a ureia é hidrolisada na
presenca de agua e urease para produzir aménia e dioxido de carbono. A aménia produzida
reage com 2-oxoglutarato e NADH na presenca de glutamato-desidrogenase para produzir
glutamato e NAD+. A reducao da absorvancia de NADH por unidade de tempo é
proporcional a concentragao de ureia.

Os valores de ureia aumentados no soro podem ser resultado de uma perfusao renal
diminuida (enfarte do miocardio, choque ou insuficiéncia cardiaca congestiva), aumento do
catabolismo proteico, desidratacao, doengas renais (insuficiéncia renal cronica e aguda,
glomerulonefrite) ou causas pos-renais por obstru¢io do fluxo urinario (tumores do
aparelho urinario e da prostata, calculos renais). Valores de ureia diminuidos nao tém grande
significado clinico na avaliagao da fungao renal, podem surgir em jejum prolongado, numa
dieta pobre em proteinas ou em doencas hepéticas graves.®
Niveis aumentados na urina podem surgir associados a um aumento do catabolismo

proteico, dietas hiperproteicas ou hipertiroidismo, enquanto niveis reduzidos na urina sao
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observados na insuficiéncia renal e hepatica, dieta pobres em proteinas e obstru¢ao do trato

urinario.®

Creatinina

A creatinina resulta do metabolismo da creatina e creatina-fosfato no musculo, numa
reagao irreversivel a uma velocidade constante ao longo do dia. A quantidade de creatinina
produzida depende da massa muscular do individuo e tem poucas variagdes com a dieta. A
creatinina € filtrada no glomérulo pelo que os niveis sanguineos de creatinina avaliam a
capacidade de filtracio dos glomérulos.("”

O equipamento efetua um ensaio de cor cinético, em que a creatinina forma um
complexo amarelo alaranjado com o acido picrico num meio alcalino, cuja absorvancia a
520/580 nm é proporcional a concentragao de creatinina na amostra.

Um aumento dos niveis de creatinina no soro sao sugestivos de problemas na funcao
renal, como glomerulonefrites, pielonefrites, necrose tubular aguda, obstrugoes do trato
urinario por calculos, redugao da perfusao renal, desidratagao, insuficiéncia cardiaca
congestiva, entre outros. Surge também aumentada temporariamente apos lesoes
musculares. Uma reducao dos niveis de creatinina normalmente sio devido a causas
fisioldgicas, como a gravidez, perda de massa muscular e terapéutica com esteroides.?

A concentragao sanguinea da creatinina é utilizada geralmente para determinar a
capacidade da fungao renal, a gravidade da lesao renal e para monitorizar a progressao da
doenca renal. No entanto, é um parametro com baixa sensibilidade, sendo que a clearance da
creatinina € mais sensivel para detetar alteragoes da TFG. Desta forma, estes dois

parametros analiticos devem ser determinados em paralelo.

Clearance da creatinina

A clearance da creatinina tem importancia na avaliagao da velocidade e da eficiéncia da
filtracado renal, pois baseia-se na excregao pelos rins da creatinina metabolicamente
produzida. Este parametro é determinado através de um calculo que necessita da medida da
concentragao da creatinina numa amostra de sangue e numa amostra de urina de 24 horas.
A clearance da creatinina é calculada pela seguinte formula:
clearance da creatinina (mL/min) = UV/P

U = concentragao da creatinina urinaria (mg/dL)
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V = volume de urina excretado por unidade de tempo (mL/min)
P = concentragao de creatinina plasmatica (mg/dL)

A clearance da creatinina varia inversamente com a concentracao de creatinina no
soro, ou seja, quando a creatinina no soro é elevada, a clearance é diminuida, indicando um
dano renal. Um aumento da clearance da creatinina pode ser observado ocasionalmente
durante a gravidez, apos exercicio fisico ou apds a ingestao de grandes quantidades de

carne.?)

Acido Urico

O 4cido urico é um composto nitrogenado abundante na urina e é o produto final do
metabolismo de degradacio das purinas (adenina e guanina). E excretado maioritariamente
na urina, cerca de 75%, e o restante nos intestinos. O acido Urico é completamente filtrado
do plasma pelos glomérulos e secretado nos tubulos distais para a urina, embora a maioria
seja reabsorvida nos tubulos proximais e reutilizada. Como ¢ insoluvel no plasma, em
concentragoes elevadas pode depositar-se nas articulagoes e tecidos, causando inflamagao e
dor.!'®

O doseamento do acido urico é util no diagndstico de deficiéncias genéticas no
metabolismo das purinas, na confirmagao do diagnostico e monitorizagao da gota, auxilia o
diagnostico de calculos renais e disfungoes renais.

E efetuado um ensaio de cor enzimatico em que o acido Urico é convertido pela
uricase em alantoina e perdxido de hidrogénio. Este reage com N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-
dimetilanilina, sal disédico (MADB) e 4-aminofenazona na presenca de peroxidase para
produzir um cromoforo, lido a 660/800 nm. A quantidade de corante formado é
proporcional a concentragao de acido Urico na amostra.

No soro, o acido urico nao é considerado um bom parametro de avaliagao da fungao
renal devido a presenga de alteragoes metabdlicas ou alimentares que aumentam a
concentragao plasmatica (hiperuricemia), sem que haja disfungao renal associada. A
hiperuricemia surge nas doengas com catabolismo proteico aumentado (gota), doengas
mieloproliferativas, quimioterapia, doengas renais (insuficiéncia renal cronica,
envenenamentos por chumbo) e em defeitos enzimaticos especificos como a deficiéncia de
hipoxantina-guaninafosforribosil transferase ou de glucose-6-fosfato. A hipouricemia pode
ser consequéncia da diminuicao da sintese (disfuncao hepatica aguda), deficiéncia tubular

renal ou por agdo de farmacos como a varfarina.”’
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Na urina, niveis elevados de acido Urico sao observados em situagdoes como a gota,
leucemias, linfomas, dieta rica em purinas e estao associados a um risco aumentado de
formacao de cilculos renais. Niveis reduzidos podem ocorrer em doengas renais, deita

pobre em purinas e alcoolismo croénico.

Microalbuminuria

A microalbumindria traduz a presenca de albumina em amostras de urina, em
quantidades superiores ao normal, ou seja, superior a 30 mg/dia. A albumina encontra-se em
grandes quantidades no sangue, mas quase nenhuma é eliminada na urina quando a fungao
renal estd normal. No entanto, quando ha uma lesao ou doenga renal, a albumina pode ser
eliminada na urina.!'”

E efetuado um ensaio imuno-turbidimétrico, em que a albumina humana reage
especificamente com anticorpos de albumina anti-humanos presentes numa solugao anti-
soro, formando agregados insollUveis cuja absorvancia é proporcional a concentragao de
albumina na amostra.

A determinagao de microalbumindria numa urina de 24 horas é importante no
controlo dos doentes com diabetes mellitus, uma vez que nestes doentes a albumina na urina
indica nefropatia diabética. A microalbuminuria é um fator de risco da evolugao para
nefropatia clinica em doentes com diabetes mellitus tipo |, e representa também um risco
aumentado de doenga renal progressiva e mortalidade cardiovascular na diabetes mellitus
tipo 2."® A microalbuminuria também pode surgir em casos de exercicio fisico durante as 24
horas da recolha da urina, infegao, febre, insuficiéncia cardiaca congestiva, hiperglicémia e

hipertensao graves.

Analise sumaria de urina

A andlise sumaria de urina, ou urina tipo Il, € um exame que surge com elevada
frequéncia no laboratorio. E atil na avaliacio de doencas renais, mas também na rotina, por
ser um indicador rapido do estado do individuo. A amostra devera ser a primeira urina da
manha, uma vez que é a mais concentrada devido a retengao na bexiga durante a noite. Se
nao for possivel, a dltima micgao devera ter sido com um intervalo de 3 horas.

Esta analise engloba dois tipos de determinagoes: o sedimento urinario, em que é

feita uma estimativa semi-quantitativa do niumero de células epiteliais, eritrdcitos, leucocitos,
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cristais, cilindros, bactérias e leveduras presentes na amostra; e uma analise semi-quantitativa
de alguns parametros bioquimicos como a bilirrubina, eritrocitos, glucose, leucocitos,
nitritos, pH, proteinas e urobilinogéneo através de tiras-reagente destinadas para o efeito.

A cor da urina pode variar de incolor a preto, que traduz o resultado do
metabolismo, da ingestao de compostos, de condigoes patologicas e da atividade fisica. A
urina normal tem uma coloragao amarela que resulta da excrecao de urocromo (amarelo),
uroeritrina (vermelho) e urobilina (laranja), podendo variar consoante o estado de
hidratacao do organismo. A presenca de sangue na urina é uma das causas mais comuns de
cor anormal, tornando a urina em tons de vermelho dependendo da quantidade de sangue e
do pH.

A avaliagao da capacidade de reabsorgao renal é feita pela medigao da densidade, que
indica a concentracao de substancias quimicas dissolvidas na urina em fungao do poder de
excrecao e concentragao dos rins. Valores de densidade elevados podem ser sugestivos de
desidratacao, enquanto que valores diminuidos podem ser devido a uma ingestao aumentada
de liquidos ou diuréticos.

O pH da urina é medido através de indicadores de pH na tira teste que alteram a cor
entre pH 4,5 (verde bromocresol) e pH 9 (azul de bromoxelenol). Numa dieta rica em
proteinas, jejum prolongado ou processos patolégicos que conduzam a acidose metabdlica, a
urina fica com um pH mais acido. Urinas com pH alcalino podem resultar de uma dieta
pobre em proteinas ou processos patoldgicos que resultam em alcalose metabodlica.

A detecao de niveis elevados de glicose na urina ocorre quando a glicose ultrapassa o
limiar de reabsorgao renal, como na diabetes mellitus ou quando os tubulos renais perdem a
capacidade de reabsorver a glicose.

Os corpos cetonicos sao detetados na urina em situagoes de baixa disponibilidade de
glicidos como ocorre numa situagao de jejum, febre, dietas ou excesso de exercicio fisico.
Também pode ocorrer nos diabéticos em que a insuficiéncia de insulina impossibilita o
normal metabolismo dos glicidos.

As proteinas na urina podem dever-se a varias situagoes, desde fisiologicas como
exercicio fisico em excesso, desidratagao ou stress, a causas mais graves como infegoes
urinarias, lupus, glomerulonefrites e lesao renal. Se a quantidade de proteinas na urina for
elevada, normalmente esta associada a doenca renal.

A presenca de bilirrubina na urina é verificada em doengas hepaticas como a cirrose
hepatica, cdlculos nos dutos do trato biliar, hepatites, obstrugao biliar e hepatocarcinoma.

Muitas vezes € a primeira indicagao laboratorial de hepatopatia.
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A presenca de urobilinogénio na urina ocorre sempre que ha aumento da destruigao
de eritrécitos ou dos seus percursores, como na anemia hemolitica e anemias
megaloblasticas, respetivamente. Também é associada a doengas e disfungoes hepaticas
como a hepatite infeciosa e toxica, cirrose hepatica, entre outros.

A presenca de nitritos na urina ¢ indicativa da presenga de bactérias com a
capacidade de reduzir os nitratos presentes na amostra de urina a nitritos. Contudo, a
auséncia de nitritos na urina nao elimina a presenga de uma possivel infecao do trato
urinario, uma vez que nem todas as bactérias produzem enzimas redutoras de nitratos a
nitritos.

A presenca de sangue na urina pode indicar a presenca de eritrocitos, hemoglobina
ou mioglobina. Os eritrécitos ou hemoglobina surgem na urina em processos patologicos
como a pielonefrite, sindrome nefrotico, litiase renal, cistite, entre outros. A mioglobina é
decorrente de processos em que se verifica destruicao de tecido muscular como
traumatismos musculares, distrofia muscular progressiva, entre outros. A presenca de

leucdcitos na urina ¢ indicativa de infecao das vias urinarias.

|.6 Funcao hepatica

O figado é o maior d6rgao interno do corpo humano e desempenha um papel
bioquimico fundamental no metabolismo, digestao, desintoxicagao e eliminagao de
substancias do organismo. O figado tem uma grande capacidade funcional que consegue
regenerar células que tenham sido destruidas por lesdes ou doengas, no entanto, se o
tempo de exposicao a lesao for elevado o figado pode sofrer danos irreversiveis. Apesar do
dano, a fungao do figado é mantida na normalidade na maioria dos casos, sendo detetado
através de determinacdes analiticas.®

As determinagoes analiticas para avaliagaio da fungao hepdtica sao baseadas na
avaliagao essencialmente das fun¢oes excretoras e de sintese do figado, e na avaliagao da

atividade de enzimas hepaticas libertadas para o plasma.

Aspartato aminotransferase (AST)

O AST, também designado por GOT, é uma das duas transaminases responsaveis

pela formagao de cetoacidos em aminoacidos pela transferéncia de grupos amina. Encontra-

27



se presente numa variedade de tecidos, tendo atividade mais elevada no figado, no musculo
cardiaco e no sistema musculo-esquelético.('”

E efetuado um ensaio UV cinético em que a AST catalisa a transaminagio de
aspartato e 2-oxoglutarato, formando L-glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido
em L-malato pelo malato desidrogenase, enquanto o NADH é convertido simultaneamente
em NAD+. A reducao na absorvancia devido ao consumo de NADH é medidaa 340 nme ¢é
proporcional a atividade do AST na amostra.

O aumento de AST nao ¢ especifico de dano no figado, uma vez que esta enzima
aumenta quando ha lesao nao sé do figado, mas também do musculo esquelético e cardiaco,
rins e pancreas. No entanto, niveis aumentados de AST podem ser detetados em hepatites
agudas na maioria virais, doencas hepaticas associadas a necrose, cirrose hepatica, colestase
extra-hepatica, carcinoma hepatico, entre outros. A atividade da AST também se eleva apos

um enfarte do miocardio, pelo que o seu doseamento pode ser Util na monitorizagao da

evolugido.?

Alanina aminotransferase (ALT)

A ALT, também designada por GPT, é a transaminase mais especifica do figado.
Elevagoes nesta enzima raramente sao encontradas em situagoes extra-hepaticas. Encontra-
se presente no citoplasma dos hepatocitos, e quando os niveis estao aumentados significa
que esta a ocorrer uma deterioragio da integridade da membrana dos hepatécitos.'”

E efetuado um ensaio UV cinético em que a ALT transfere o grupo amino da alanina
para o 2-oxoglutarato para formar piruvato e glutamato. O piruvato participa numa reagao
catalisada pelo LDH, com o NADH para produzir lactato e NAD+. A redugao na
absorvancia devido ao consumo de NADH é medida a 340 nm e é proporcional a atividade
do ALT na amostra.

Niveis elevados de ALT podem ser detetados nas hepatites virais, hepatites toxicas,
cirrose, mononucleose infeciosa, carcinoma hepatocelular, colestase extra-hepatica, lesoes

hepaticas apods insuficiéncia cardiaca. Niveis moderados podem surgir apos a ingestao de

alcool ou drogas.®
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Gama-glutamil transferase (YGT)

A gama-glutamil transferase é uma enzima que catalisa a transferéncia de aminoacidos
de um péptido para um aminoacido ou outro péptido. Esta presente no tubulo proximal
renal, figado, pancreas e intestino, no entanto, a enzima presente no soro € originada
essencialmente do sistema hepatobiliar.”’

E efetuado um ensaio de cor cinético em que a YGT catalisa a transferéncia do grupo
gama-glutamil do substrato, gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilido, para a glicilglicina,
produzindo 5-amino-2-nitrobenzoato. A alteragao na absorvancia a 410/480 nm deve-se a
formagao de 5-amino-2-benzoato e é diretamente proporcional a atividade da yGT na
amostra.

A YGT surge aumentado em todas as formas de doenca hepatica, na colestase intra
ou extra-hepatica, carcinoma hepatico, pancreatite e cirrose. Aumenta também em doentes
com ictericia obstrutiva, colangite e colecistite, sendo que o aumento € mais precoce que a
ALP. No entanto, um aumento da enzima também pode estar associado ao consumo de
alcool em excesso ou administragao de farmacos, pelo que nestas situagoes nao tem

significado patologico.”

Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina € uma enzima que esta presente em quase todos os tecidos,
especialmente no epitélio intestinal, tubulos renais, osteoblastos, figado e placenta. A sua
fungdo esté associada ao transporte de lipidos e calcificagio dos ossos.*”

E efetuado um ensaio de cor cinético em que a atividade da ALP é determinada
através da medicao da taxa de conversao de p-nitro-fenilfosfato em p-nitrofenol, na presenga
de ides de magnésio e de zinco e de 2-amino-2-metil-|-propanol como aceitador de fosfato
a pH 10,4. A taxa de alteragao de absorvancia decorrente da formagao de p-nitrofenol é
medida bicromaticamente a 410/480 nm e é diretamente proporcional a atividade de ALP na
amostra.

A determinagao deste parametro analitico é particularmente importante no estudo
das doengas hepatobiliares e das doengas osseas. Nas doengas hepatobiliares, a ALP
encontra-se aumentada na obstrugao intra e extra-hepatica, obstrugao intra-hepatica do
fluxo biliar e nas hepatites infeciosas. Nas doencas 6sseas, os niveis de ALP encontram-se

elevados na osteomalacia, raquitismo, carcinoma Osseo osteogénico e em doengas
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secundarias dos ossos. A ALP placentdria também pode surgir aumentada no terceiro

trimestre da gravidez.”)
Bilirrubina total

A principal fonte de bilirrubina é a hemoglobina proveniente da decomposi¢ao dos
eritrocitos senescentes, que contribui com 80-85% da producao total. Os restantes 15-20%
resultam da destruicao prematura dos eritrocitos, na medula ossea, e do catabolismo de
outras proteinas que contém o grupo heme, como a mioglobina e o citocromo.®"

E efetuado um ensaio de cor fotométrico em que a bilirrubina conjugada e a nio
conjugada reagem com um sal de diazonio estabilizado (tetrafluoroborato de 3,5-
diclorofenildiazonio), na presenga de um catalisador, para formar a azobilirrubina. A
absorvancia a 540 nm é proporcional a concentragao de bilirrubina total.

O aumento da concentracao de bilirrubina total deve-se ou a um aumento da nao
conjugada, ou da conjugada, ou de ambas. A hiperbilirrubinemia nao conjugada inclui a
anemia hemolitica, reagoes transfusionais, infe¢oes virais e bacteriana, sindrome de Crigler-
Najjar e sindrome de Gilbert. A hiperbilirrubinemia conjugada deve-se a obstrucoes do fluxo
da bilis como a colestase, hepatite alcodlica, hepatite viral aguda, colangite, cirrose biliar,
entre outros. E importante que as amostras nio estejam hemolisadas, pois pode levar a

resultados falsamente baixos.?
Bilirrubina conjugada

Como a bilirrubina € insoltvel no plasma, esta é transportada ligada a albumina até ao
figado, onde vai ser conjugada com o acido glucoronico tornando-a hidrossoluvel (bilirrubina
conjugada ou direta), que depois é eliminada na bilis.*"

E efetuado um ensaio de cor fotométrico em que a bilirrubina conjugada reage com
um sal de diazénio estabilizado, o 3,5-diclorofenil-diazénio-tetrafluorborato, num meio acido
para formar azobilirrubina. A absorvancia a 570 nm é proporcional a concentragao de

bilirrubina conjugada na amostra.
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|.7 Fungao pancreatica

O pancreas é um 6rgao localizado no abdomen que tem um papel fundamental no
processo digestivo. Tem duas fungdes principais: exodcrina, que envolve a produgao de suco
pancreatico e enzimas para a digestao, e enddcrina, que envolve a produgao de hormonas,
como a insulina e glucagon, envolvidas no metabolismo dos hidratos de carbono.®

Existem diversas doengas pancreaticas, entre as quais patologias das células dos ilhéus
pancreaticos (diabetes mellitus), insuficiéncia exocrina, patologias inflamatérias (pancreatite) e

neoplasicas (adenocarcinomas), entre outras. Nestes casos, as determinagoes analiticas que

avaliam a fungao pancreatica sao a amilase e a lipase.

Amilase

A a-amilase é uma enzima que pertence ao grupo das hidrolases que catalisam a
hidrolise do amido e do glicogénio, sendo fundamental na digestao dos hidratos de carbono.
Esta presente em maior concentragio nas glandulas salivares e no pancreas.®

E efetuado um teste de cor cinético, em que um substrato reage com a O-amilase e
os fragmentos com a O-glucosidase para uma libertagao a 100% de p-nitrofenol. O aumento
da absorvancia a 410 nm é diretamente proporcional a atividade da a-amilase na amostra.

A amilase esta presente no sangue e urina em pequenas quantidades. Quando ha
lesao das células dos 6rgaos produtores de amilase, como ocorre nas pancreatites, os niveis
sanguineos e urinarios da enzima aumentam. No soro, muitas vezes a medi¢cao da amilase
esta associada a lipase para o diagnostico e monitorizagao de pancreatites e doengas do
pancreas. Hiperamilasemia pode ocorrer em diversas situagoes, entre as quais a pancreatite
aguda e cronica, mas também em patologias de outros tecidos, ndao é uma determinagao
especifica de patologia pancredtica. A amilase é filtrada no glomérulo e excretada na urina,
pelo que na pancreatite observam-se niveis elevados na urina, muitas vezes mesmo antes da

sua elevacio no soro.?

Lipase

A lipase é produzida nas células acinares do pancreas e catalisa a degradagao dos

triglicéridos da dieta em glicerol e 4cidos gordos.”
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E efetuado um ensaio de cor cinético em que a lipase pancreatica hidrolisa os ésteres
de acidos gordos de cadeia longa dos respetivos triglicéridos. A atividade enzimatica requer
a presenca de co-lipase. O |,2-diglicérido especifico do pancreas é hidrolisado a 2-
monoglicérido e acido gordo. O 2-monoglicérido é medido através de reagoes enzimaticas
acopladas catalisadas por lipase de monoglicérido, glicerol cinase, glicerol fosfato oxidase e
peroxidase.

A sua determinagao no plasma é util para diferenciar patologias pancreaticas ou
salivares como causa da elevagao de amilase no plasma, pelo que é mais especifica para o
diagnostico de pancreatite aguda. Quer a amilase quer a lipase aumentam nesta patologia, no
entanto o aumento de lipase persiste durante mais tempo. Um aumento da lipase sanguinea
pode surgir em patologias do trato biliar, obstrugao do ducto pancredtico, carcinoma
pancreatico e taxa de filtragao glomerular diminuida. A lipase é uma molécula pequena
filtrada nos glomérulos e é totalmente reabsorvida dos tubulos renais, pelo que

normalmente nao surge na urina.”’

| .8 Metabolismo do ferro

O ferro esta presente em pequenas quantidades na maioria das células do organismo,
no plasma, e nos fluidos extracelulares. O organismo mantém as suas reservas de ferro,
apenas cerca de 0,1% é eliminado. Participa numa série de processos como a oxidagao
celular, transporte de oxigénio para as células, produgao de hemoglobina, mioglobina e
algumas enzimas, entre outros.®

E absorvido na alimentagio e é transportado pelo organismo pela transferrina. A
maioria € necessaria para a produgao de eritrocitos, sendo incorporado na hemoglobina,

enquanto que o restante é armazenado na forma de ferritina ou hemossiderina.

Ferro sérico

-

A concentragao de ferro medida no soro é maioritariamente o Fe3+ ligado
transferrina, nio inclui o ferro existente no soro como hemoglobina livre.*?

E efetuado um ensaio de cor fotométrico em que, num meio 4cido, o ferro ligado a
transferrina se decompoe em ides de ferro livres e apotransferrina. O acido hidroclérico e o
ascorbato de sodio convertem os ides de ferro no estado ferroso. Os ides ferrosos reagem

com um cromogéneo para formar um complexo azul medido bicromaticamente a 600/800
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nm. O aumento da absorvancia é diretamente proporcional a quantidade de ferro ligado a
transferrina.

Um aumento da concentragao de ferro ocorre nas doengas por excesso de ferro
como na hemocromatose, multiplas transfusoes de sangue, envenenamento agudo por ferro
nas criangas apoés ingestao de medicamentos com ferro e doengas hepaticas. Concentragoes
reduzidas de ferro no sangue sao observadas em anemias por falta de ferro, em disturbios
inflamatorios cronicos, em infecoes agudas como enfarte do miocardio, hemorragias,

gravidez tardia, entre outros.®

Ferritina

A ferritina é uma fonte de armazenamento de ferro rapidamente disponivel. E
encontrada em quase todas as células e o seu doseamento permite avaliar a quantidade de
ferro armazenada no organismo. Variagoes na concentragao de ferro refletem-se nos valores
de ferritina.*?

E efetuado em ensaio imuno-turbidimétrico em que a ferritina presente na amostra
aglutina com particulas litex revestidas com anticorpos anti-ferritina de coelho. E formado
um complexo antigénio-anticorpo que difunde a luz em proporgao a sua dimensao, cuja
absorvancia é lida espetrofotometricamente.

A ferritina diminuida é observada nas anemias por défice de ferro. Nesta patologia,
quando o valor é normalizado significa que as reservas de ferro estao a ser reconstituidas.
Por outro lado, a sua concentragao esta aumentada em doengas cronicas como a artrite

reumatoide ou doenca renal, leucemias, linfomas e hemocromatose.®

Transferrina

A transferrina é uma glicoproteina sintetizada maioritariamente no figado que tem
como fungao principal captar o ferro e transporta-lo pelo organismo. A sua sintese é
inversamente proporcional a quantidade de ferro intracelular.*®

E efetuado um ensaio imuno-turbidimétrico em que a transferrina presente na
amostra reage especificamente com anticorpos de transferrina anti-humanos, presentes

numa solugao anti-soro. Sao formados agregados insollveis, cuja absorvancia é proporcional

a concentragao de transferrina na amostra.
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Niveis aumentados de transferrina observam-se em casos de caréncia de ferro, como
nas anemias por falta de ferro, em hemorragias, durante a gravidez e na administragao de
estrogénios. Como a transferrina é uma proteina de fase aguda, nos estados inflamatorios
surge diminuida. Também pode diminuir em condigoes associadas a um aumento de perda

de proteinas, como no sindrome nefrotico, e na doenca hepatica crénica.”

.9 Fungao cardiaca

Creatina cinase (CK)

A creatina cinase é uma enzima que catalisa a fosforilagao reversivel da creatina por
ATP. Apresenta-se na forma de dimero, cujas subunidades M (musculo) e B (cérebro)
originam trés isoenzimas: CK-MM (musculo esquelético), CK-MB (coragao) e CK-BB
(cérebro). A presenca de CK no sangue provem principalmente dos musculos.®

E efetuado um ensaio UV cinético em que a CK catalisa reversivelmente a
transferéncia de um grupo de fosfatos do fosfato de creatina para ADP, formando creatina e
ATP. O ATP é utilizado para produzir glicose-6-fosfato e ADP a partir da glicose. A glicose-
6-fosfato € oxidada através da agao da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase com redugao
simultanea da coenzima NADP para fornecer NADPH e 6-fosfogluconato. A proporg¢ao do
aumento da absorvancia a 340/660 nm, devido a formacao de NADPH, é diretamente
proporcional a atividade de CK na amostra.

Os niveis sanguineos de CK elevam-se quando ha uma lesao do musculo-esquelético
ou do musculo cardiaco. As lesées do musculo esquelético que elevam a CK sao
principalmente as da distrofia muscular progressiva, do tipo Duchenne. Relativamente ao
musculo cardiaco, a CK encontra-se elevada apos um enfarte agudo do miocardio e
situagoes de trauma cardiaco como cirurgia. A atividade de CK total também pode aumentar
na angina de peito, choque cardiogénico, miocardite, taquicardia, entre outros. Resultados

falsamente positivos podem surgir com exercicio fisico intenso e com o uso de estatinas.”’

Lactato desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase é uma enzima que catalisa a oxidagao reversivel do L-lactato
em piruvato, utilizando NAD+ como aceitador de hidrogénio. Encontra-se em quase todas
as células do organismo, mais especificamente no citoplasma, e é elevada numa situagao de

lise celular. A atividade de LDH total reflete um doseamento geral das suas cinco isoenzimas:
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LDH-I (musculo cardiaco, eritrocitos, rim, células germinativas), LDH-2 (musculo cardiaco,
eritrocitos, rim), LDH-3 (pulmodes e outros tecidos), LDH-4 (leucocitos, nédulos linfaticos,
musculo e figado) e LDH-5 (figado e musculo esquelético).®?

E efetuado um ensaio UV cinético em que o LDH catalisa a oxidacdo do lactato a
piruvato juntamente com a redu¢ao de NAD+ a NADH. O aumento de NADH é medido a
340 nm e é diretamente proporcional a atividade enzimatica na amostra.

Os niveis de LDH encontram-se elevados em diversas situacoes como resultado da
sua distribuicao generalizada nos tecidos. Assim, podem surgir elevados no musculo cardiaco
apos enfarte agudo do miocardio, miocardite, insuficiéncia cardiaca; no figado numa hepatite
viral ou toxica; no musculo esquelético numa distrofia muscular progressiva; nos eritrocitos
na presenca de hemolise; nos rins numa glomerulonefrite crénica ou lUpus eritematoso

sistémico. Os resultados podem surgir falsamente positivos em situagoes de exercicio fisico

intenso.®

.10 Metabolismo mineral e 6sseo

Calcio total

O calcio € um composto mineral essencial ao bom funcionamento dos musculos,
nervos e coracio. E necessirio na coagulacio do sangue e na formacio dos ossos. Cerca de
99% encontra-se nos ossos, o restante esta distribuido pelos tecidos moles e pelo liquido
extracelular.” O clcio encontra-se no sangue em trés formas: livre ou ionizado (cerca de
50% corresponde a fracgao fisiologicamente ativa), cerca de 40% ligado a proteinas e 10%
complexado.

E efetuado um ensaio de cor fotométrico em que os iGes de calcio reagem com
Arsenazo lll para formar um complexo roxo intenso. A absorvancia do complexo é medida
bicromaticamente a 660/700 nm e o seu aumento é diretamente proporcional a
concentragao de calcio na amostra.

A hipercalcemia é devida principalmente ao hiperparatiroidismo primario e tumores
osseos, mas também pode ocorrer por excesso de vitamina D, sarcoidose, hipertiroidismo,
tuberculose e transplantagao renal. Valores de cilcio acima dos valores normais tém como
consequéncia uma excitabilidade neuromuscular diminuida e fraqueza muscular. A

hipocalcemia tem como principal causa a hipoalbuminemia, em que ha redugao da ligagao do

calcio a albumina. Outras causas sao a insuficiéncia renal crénica, hipotiroidismo, diminuigao
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da ingestao de calcio, deficiéncia de vitamina D, entre outros. A hipocalcemia tem como

consequéncia tetania muscular.®

Fosfato

Os fosfatos sao fundamentais para a producao de energia, fungao muscular e nervosa
e crescimento 6sseo. A maioria do fosfato no soro existe na forma inorganica, sendo esta a
determinacio analitica efetuada.®

E efetuado um ensaio UV fotométrico em que o fosfato inorginico reage com
molibdato para formar um complexo heteropoliacido. A utilizagao de um surfatante elimina
a necessidade de preparagao de um filtrado isento de proteinas. A absorvancia a 340/380 nm
¢é diretamente proporcional a concentragao de fosfato inorganico na amostra.

A hiperfosfatemia normalmente estd associada a uma insuficiéncia renal aguda ou
crénica, como consequéncia de uma diminuicao da excregao urinaria de fosfato. Um
aumento do fosfato também pode ocorrer no hipoparatiroidismo, acromegalia, intoxicagao
por vitamina D, entre outros. A hipofosfatemia é provocada por uma ingestao inadequada de
fosfato ou absorg¢ao reduzida. Algumas causas estao associadas ao raquitismo, osteomalacia,

defeitos na reabsorcio tubular, hipertiroidismo, entre outros.®

Magnésio

O magnésio é um catido intracelular encontrado na maioria das células, sendo que
cerca de 55% do magnésio total esta presente nos ossos. E essencial em diversas reacdes
enzimaticas importantes, onde funciona como co-fator ou ativador. Desempenha também
um papel importante na glicdlise, fosforilagao oxidativa, respiragao celular, transporte de
célcio membranar, entre outros.®”

E efetuado um ensaio de cor fotométrico em que os ides de magnésio formam um
complexo colorido com azul de xilidil numa solugao basica. A cor produzida é medida
bicromaticamente a 520/800 nm e é proporcional a concentragao de magnésio na amostra.

Os niveis baixos de magnésio no sangue podem resultar de uma baixa ingestao de
magnésio, perda por diarreias, pancreatite aguda, perda urindria na diabetes mellitus,
alcoolismo, entre outros. Um aumento das concentragoes de magnésio ocorre sobretudo

nas insuficiéncias renais agudas ou cronicas onde ha diminuigcao da excregao, e também em

situagdes em que ha ingestio excessiva de magnésio.”) Amostras de soro hemolisadas
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podem originar resultados falsamente positivos, pois os eritrocitos contém uma quantidade

superior de magnésio que o soro.”)

.1l Eletrolitos

Os eletrolitos afetam a maioria dos processos metabdlicos das células, tendo como
fungcoes a manutencao da pressio osmotica e a hidratagao de varios compartimentos de
fluidos corporais, manutengao do pH adequado, regulagao das fungdes cardiaca e muscular,
participagao como co-fatores de varias enzimas e envolvimento em reagdes de oxidagao-
reducao.

As determinagoes analiticas de sddio, potassio e cloro sao efetuadas no médulo ISE,
que inclui elétrodos de membrana para a determinagao do soédio e potassio, e uma
membrana de PVC orientada a nivel molecular para a determinagio do cloreto. E
desenvolvido um potencial elétrico de acordo com a equagao de Nernst para cada iao
especifico. Quando comparado com uma referéncia interna, este potencial elétrico é

convertido em voltagem e seguidamente na concentragao de ides na amostra.

Sodio (Nat)

O sodio é o principal catido extracelular e desempenha um papel fundamental na
manutengao do equilibrio osmotico e da eletroneutralidade. O organismo utiliza o sédio nao
sO para controlar a pressdo sanguinea e o volume sanguineo, mas também para o bom
funcionamento dos musculos e nervos.?”

No soro, a hiponatremia pode resultar de uma ingestao diminuida ou perda de Na+
(vomitos, diarreia, sudorese excessiva), de um aumento de volémia (insuficiéncia cardiaca
croénica, diabetes descontrolado, desnutri¢ao) e no sindrome inadequado da hormona anti-
diurética (SIADH). A hipernatremia normalmente resulta de perdas de agua nao
proporcionais a perda de Na+ (desidratagao, diurese osmotica, vomitos, diarreia), mas
também pode ser devido a aumento da ingestio de soédio, sindrome de Cushing e diabetes
insipidus. (3)

Relativamente a urina, aumento dos niveis de sodio observam-se na terapéutica com
diuréticos, no sindrome de Addison, nefrite com perda de sal e no SIADH. Uma diminuigao
dos niveis estd associada a uma baixa ingestio de Na+ na dieta, insuficiéncia cardiaca

congestiva e hiperaldosteronismo.”
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Potassio (K+)

O potassio é o principal catidao intracelular e participa em inUmeros processos
bioquimicos. Desempenha um papel indispensavel na manutencao da pressao osmodtica
celular. Cerca de 90% do potassio ingerido é absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo
80% excretado pelos rins, e o restante, pelas fezes.?®

No sangue, o potassio encontra-se em pequenas concentragoes, sendo que pequenas
variagbes na sua concentragao, por menores que sejam, podem ser significativas. A
hipocaliemia pode ser resultado de uma ingestao insuficiente (situagao rara), alteragao da sua
distribuicao do liquido extracelular para o intracelular, perdas digestivas ou urinarias. Por
outro lado, a hipercaliemia tem como causa mais frequente a insuficiéncia renal, mas também
pode ocorrer na acidose metabdlica, nas anemias hemoliticas graves, cetoacidose diabética,
desidratacio, entre outros.?

O potassio pode ser eliminado através dos rins, pela urina e em casos raros os seus
niveis poderao estar anormalmente baixos devido a uma ingestio de quantidades
insuficientes na dieta ou a doenga renal. A excregao urinaria de potassio pode vir aumentada

no hiperaldosteronismo primario e secundario, doencas renais primarias, entre outras.®

Cloreto (Cl-)

O cloreto é o principal anido extracelular. E importante na manutengio da
neutralidade eletroquimica do liquido extracelular, incluindo o plasma. A maior parte do
cloreto ingerido é absorvido, e o excesso é eliminado pelos rins.*”)

Concentragoes diminuidas de cloretos no soro estao presentes em algumas situagoes
como a cetoacidose diabética, insuficiéncia renal, alcalose metabdlica, acidose respiratoria,
doenga de Addison, vomitos prolongados, sudorese excessiva e hiperaldosteronismo. A
hipercloremia ocorre geralmente em casos de desidratagao, contudo, também pode ocorrer
na acidose tubular renal, insuficiéncia renal aguda, acidose metabdlica, alcalose respiratoria e

diabetes insipidus.®)
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2. Microbiologia

A valéncia de Microbiologia compreende os estudos bacterioldgicos, micoldgicos,
parasitologicos e virologicos de diversos tipos de amostras bioldgicas, como urina, sangue,
expetoragao, liquido, lavado bronquico, entre outros. O objetivo deste setor passa pelo
estudo de possiveis infegoes que estejam a causar patologia, através da identificacao dos
microrganismos responsaveis e da forma de os erradicar.

As amostras sao recebidas no laboratério, sao verificadas as condi¢coes de aceitacao
e, apo6s introducao dos pedidos no sistema informatico, efetua-se o processamento das
mesmas. Assim, consoante o tipo de produto efetua-se a sementeira nos meios mais
apropriados, faz-se o esfregago e neste é executada a coloragao. Apos o crescimento, é feita
a avaliagio macroscépica das culturas para posteriormente se proceder a identificagio do

microrganismo e respetivo teste de sensibilidade antimicrobiana.
2.1 Equipamentos e métodos utilizados

MicroScan WalkAway 96 plus

Este equipamento totalmente automatizado efetua a identificagao e a suscetibilidade a
antimicrobianos, com concentragao minima inibitoria (CMI). Faz a incubagao da suspensao
bacteriana por um periodo de tempo apropriado, adiciona os reagentes e executa a leitura
dos painéis. Através da metodologia colorimétrica, utiliza um espetrofotometro modificado
com seis comprimentos de onda e fibras oticas que faz a leitura dos painéis cromogéneos. A
metodologia fluorimétrica é utilizada para a leitura dos painéis rapidos fluorogénicos.

O painel é colocado no equipamento com um coédigo de barras associado a cada
amostra. O equipamento estd sincronizado com o computador, onde os dados sao

armazenados para posterior analise.
Bact/Alert 3D

Este equipamento automatizado faz a incubagao, agitacao e monitorizagao de frascos
de hemoculturas, que contém a amostra de sangue do doente inoculado em meios aerobios
ou anaerobios. O sistema faz leituras periddicas e o crescimento microbiano na amostra é

detetado pela da produgao de COz2 resultante da metabolizagdo dos substratos existentes
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no meio de cultura. Se houver produgao de COz2, a cor do sensor existente no fundo de
cada frasco muda para uma cor mais clara. Caso nao haja produgao de COg2, ao final de sete
dias a amostra é considerada negativa. Para as amostras positivas, € realizada a identificagao

do microrganismo e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Camara de fluxo laminar

Este equipamento é utilizado na manipulagio de amostras biologicas ou de
microrganismos potencialmente patogénicos, como Mycobacterium tuberculosis ou Neisseria
meningitidis, de forma a assegurar a manutengao de ar estéril na zona de trabalho aliada a

elevada protegao do operador.

2.2 Colheita, transporte e conservagao das amostras

A colheita, transporte e conservagao das amostras deve respeitar os procedimentos
das normas implementadas, de forma a garantir um resultado fiavel. Uma falha em qualquer
uma destas etapas pode dificultar o isolamento do microrganismo patogénico responsavel
pela infecao e pode levar ao crescimento de outros microrganismos contaminantes.

As amostras devem, sempre que possivel, ser colhidas antes de ser instituida a
terapéutica antibiética e no local onde haja maior probabilidade de isolamento do
microrganismo patogénico, de forma a evitar a contaminagao com a flora comensal. Outra
forma de evitar este tipo de contaminagao é o uso de material e/ou recipiente estéril. O
recipiente deve ser adequado a sobrevivéncia do agente etiologico suspeito e deve ser
vedado até a sua manipulagao. O volume de amostra deve ser sempre tido em conta, pois
pode influenciar os estudos e a qualidade do resultado final.®”

Os produtos biologicos colhidos devem ser transportados ao laboratério o mais
rapidamente possivel de forma a garantir a sobrevivéncia dos microrganismos e prevenir o
crescimento de microrganismos contaminantes. Se necessario, devem ser utilizados meios
de transporte especificos. Até a manipulagao, as amostras devem ser guardadas a
temperatura ambiente no caso de fezes e amostras respiratorias, devem ser refrigeradas (2 a
8°C) se forem zaragatoas, cateteres, urinas e amostras de sangue para pesquisa de virus, e
devem ser colocadas em estufa no caso de se tratar de liquido cefalorraquideo ou de

amostras de sangue para cultura de bactérias.
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Quando as amostras chegam ao laboratério, deve-se verificar se vém colhidas no
recipiente ou no meio adequado, se estao devidamente identificadas e se acompanhadas da

requisicio clinica e se tém volume suficiente para as determinagdes.®”

2.3 Testes de identificagao microbioldgica

Existem diversos testes disponiveis no laboratério de forma a auxiliar e clarificar a
identificagio dos microrganismos. E efetuado um exame macroscépico em todos os
produtos biolégicos, onde se observa o aspeto da amostra, o cheiro e a cor. Com base
nisso, sao escolhidos os meios de cultura e os testes a efetuar. Para a maioria dos produtos
¢ feito um exame microscopico direto, observando-se ao microscopio otico a flora
microbiana presente e a quantidade de leucocitos, eritrocitos e células epiteliais. Este exame
pode ser a fresco, feito numa suspensao da amostra biologica em soro fisiologico, ou apos
coloragao de um esfregago feito no momento do processamento da amostra. A coloragao
depende do tipo de amostra e do pedido efetuado pelo médico.

A coloragao de Gram é das mais Uteis e a mais usada, uma vez que classifica as
bactérias em dois grandes grupos, as de Gram positivo (roxas) e as de Gram negativo (rosa),
de acordo com as diferengas estruturais das paredes celulares. As bactérias de Gram
positivo tém uma parede celular mais rica em peptideoglicano, o que permite a retengao do
corante cristal violeta face as bactérias de Gram negativo. Esta coloragao serve de
diagnostico presuntivo do microrganismo, permite avaliar a qualidade da amostra e permite
orientar para a identificacao definitiva.

Outra coloragao utilizada com frequéncia é a de Ziehl-Neelsen, que permite
distinguir bacilos acido-alcool resistentes de outras bactérias, uma vez que estes possuem
acido micolico na parede celular que retém o corante vermelho. Esta coloracao é realizada
em todos os pedidos de pesquisa de micobactérias.®"

O teste da catalase permite distinguir Staphylococcus spp., que sao catalase positiva
(hd formagao de bolhas de oxigénio) dos Streptococcus spp., que sao catalase negativa.
Dentro dos estafilococos, quando surgem coldnias sugestivas de Staphylococcus aureus, faz-se
o teste para identificagdo de S. aureus (Pastorex Staph Plus). Trata-se de um teste de
aglutinacao rapido que faz a detegao simultanea do fator de afinidade para o fibrinogénio, da
proteina A, e dos polissacarideos capsulares do S. aureus.

Dentro do grupo dos Streptococcus spp., esta disponivel um teste para confirmagao de

Streptococcus pneumoniae (Slidex pneumo-Kit). Esta bactéria possui antigénios capsulares que
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sao identificados por particulas de latex sensibilizadas por anticorpos anti-antigénio
Streptococcus pneumoniae. Se o antigénio estiver presente, o reagente de latex é aglutinado e
a suspensao deixa de ter aspeto homogéneo.

O teste da oxidase é util na distingao das bactérias que sao oxidase positiva (nao
fermentadores como a Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp., entre outras) das bactérias
oxidase negativa (enterobactérias). Para as bactérias oxidase positiva, o local da inoculagao
da bactéria vira para roxo.®"

O teste da optoquina serve para diferenciar Streptococcus pneumoniae de outros a-
hemoliticos. Os pneumococos sao sensiveis a optoquina, pelo que surge inibicao do
crescimento em gelose de sangue.®"

O teste de grupagem para a identificagdo de Streptococcus -hemoliticos do grupo A,
B, C, D, F, G permite fazer a distingdo das coldnias com [B-hemolise. Estes Streptococcus
possuem antigénios especificos de grupo que podem ser extraidos e identificados com anti-
soros. Assim, o reagente constituido por particulas de latex sensibilizado por anticorpos
dirigidos contra os antigénios, é adicionado aos antigénios correspondentes e ocorre a
formagao de uma aglutinagao visivel das particulas de latex.

Para colonias sugestivas de Salmonella numa coprocultura, esta disponivel um teste de
aglutinagao, o Difco Salmonella O Poly A-l e Vi Antisoro. O reagente é um anti-soro
polivalente que é adicionado ao microrganismo previamente colocado numa lamina, e em
caso de positividade origina uma floculagao ao fim de trés minutos. Este resultado deve ser
confirmado por galerias bioquimicas.

Existem diversas galerias de identificagdo de microrganismos consoante o aspeto no
crescimento nos diferentes meios. Assim, para colonias sugestivas de Streptococcus spp. ou
Enterococcus spp. em gelose de sangue, por exemplo, efetua-se um ID32 Strept. Para as
sugestivas de Staphylococcus spp., encontra-se disponivel um D32 Staph. Para coldnias
suspeitas de Branhamella catarrhalis em gelose de sangue, ou Neisseria spp. ou Haemophilus
spp. em gelose chocolate, é efetuado um APl NH. Para colbnias sugestivas de
enterobactérias ou outros bacilos de Gram negativo nao fastidiosos, efetua-se um |ID32E.
Relativamente aos fungos, esta disponivel uma galeria especifica para a sua identificagao,
denominada por ID32C.

Para identificagao de bactérias anaerdbias, como Bacteroides spp. ou Clostridium spp. €
efetuada uma galeria propria para anaerdbios, o ID32A. E necessario que as coldnias estejam

em cultura pura com 24 a 48 horas de incubagdo. Caso a cultura nao seja pura, faz-se um
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isolamento antes da identificagao, em meio de Schaedler. Para Corynebacterium spp., esta
também disponivel uma galeria API especifica.

Para identificacao de cocos de Gram positivo e bacilos de Gram negativo
(fermentadores e nao fermentadores), é necessaria a existéncia de uma coldnia isolada de
uma cultura pura, com |2 a 48 horas de incubagao, para haver crescimento abundante. Caso
a cultura nao seja pura, faz-se novamente um isolamento no meio mais adequado ao
crescimento do agente etiologico provavel. Para proceder a identificagao, retira-se uma
coldnia isolada da gelose, prepara-se uma suspensao que € colocada na placa (combinado ou
painel). Os combinados sao introduzidos no aparelho MicroScan WalkAway, que faz a
identificacao e também o teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Cada combinado possui
testes bioquimicos que medem a utilizagao da fonte de carbono, a resisténcia e a atividade
enzimatica. Baseado nas reagdes quimicas, o aparelho fornece o resultado sempre que

possivel em tempo dtil.

2.4 Testes de sensibilidade a antimicrobianos (TSA)

O antibiograma efetuado em placa (Mueller Hinton simples ou sangue) utiliza o
método de Kirby-Bauer. Sao retiradas colonias isoladas do meio onde cresceram apos 18 a
24 horas de incubagao, e é efetuada uma suspensao cuja turvagao varia consoante o
microrganismo e o TSA. Trata-se de um método de primeira linha para Streptococcus do
grupo B, Streptococcus pneumoniae, e de um método alternativo ou confirmatério para
Enterobacteriaceae spp., Pseudomonas spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp. e
Haemophilus spp.

Existe também o antibiograma disponivel em galerias para algumas situagoes. O ATB
HAEMO ¢é utilizado para determinar a sensibilidade de Haemophilus spp. e Moraxella
catarrhalis aos antibidticos em meio semi-solido, em condigdes muito proximas das técnicas
de referéncia de diluicio em gelose ou de micro-diluicio. O mesmo acontece para o ATB
ANA, utilizado para determinar a sensibilidade das bactérias anaerébias estritas. O ATB UR,
tem como finalidade determinar a sensibilidade das enterobactérias de origem urinaria aos
antibiéticos. Por fim, o ATB PSE é utilizado para determinar a sensibilidade aos antibioticos
de Pseudomonas spp. e outros nao fermentadores.

Nestes casos, as galerias tém na parte superior um controlo de crescimento, e ao
longo da galeria estao disponiveis os diferentes antibioticos. Se surgir uma turvagao, significa

que ha resisténcia bacteriana; se nao surgir turvagao, significa que é sensivel.
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Tabela 5: Antibioticos mais comuns nos diferentes produtos bioldgicos.

Bactérias

Antibioticos

Enterobacteriaceae

Salmonella spp. / Shigella
SPp-

Infecoes urindrias: ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico,

gentamicina,  cefuroxima,  ciprofloxacina, = cotrimoxazol,

nitrofurantoina, fosfomicina (estes dois ultimos apenas na urina).

Ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico, cotrimoxazol,

ciprofloxacina.

Pseudomonas spp. E
outras nao
enterobactérias

Ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem,
tobramicins, piperacilina + tazobactam (naturalmente resistentes
a ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico, cotrimoxazol).

Streptococcus spp.

Streptococcus grupo B

Streptococcus
pneumoniae

Penicilina, ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico, cefotaxima,
levofloxacina, cotrimoxazol (exceto hemoculturas), piperacilina
+ tazobactam, clindamicina, eritromicina.

Ampicilina, eritromicina, clindamicina.

Penicilina, amoxicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina,
cefotaxima, levofloxacina, cotrimoxazol.

Staphylococcus spp.

MRSA

Oxacilina (para testar suscetibilidade as penicilinas resistentes a
penicilase), penicilina, levofloxacina, eritromicina, clindamicina,
cotrimoxazol (exeto hemoculturas).

Vancomicina, daptomicina, teicoplanina, linezolid (naturalmente
resistente aos [B-lactimicos, cefalosporinas, carbapenemes).

Enterococcus spp.

Ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina, tetraciclina,
nitrofurantoina (urinas), daptomicina (sao naturalmente
resistentes as cefalosporinas e aminoglicosideos).

Haemophilus spp.

Ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico, tetraciclina,

cotrimoxazol, azitromicina, claritromicina.

BLEA
espetro alargado)

(B-lactamases

Tira BLEA (PM/PML > 8), aztreonam, amoxicilina + ac.
clavulanico, ceftazidima, piperacilina + tazobactam.

Anaerdobios de Gram
positivo

Ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico,

tazobactam, clindamicina, meropenem.

piperacilina +

Anaerdbios de Gram
negativo

Amoxicilina + ac. clavulanico, piperacilina + tazobactam,

clindamicina, maropenem.
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2.5 Meios de cultura

Consoante o tipo de amostra biologica que chega ao laboratério, o CHTMAD possui

uma lista pré-definida dos diferentes meios de cultura onde a amostra deve ser semeada.

Tabela 6: Meios de cultura utilizados no CHTMAD.

Produto Meios de Cultura Gram | Ziehl
Urina CLED, MacConkey X
Hemocultura MacConkey, Gelose Sangue, MRSA ChromID X
positivas
Exsudado vaginal Gelose Sangue, Strepto B ChromlD, caldo Todd
(gravida) Hewitt
Exsudado vaginal Gelose Sangue, Candida ChromID, Gelose X
(nao gravida) | Chocolate polyViteX VCAT3
LCR Gelose Sangue, Gelose Chocolate polyViteX X
Cateter Gelose Sangue
Zaragatoa orofaringe Gelose Sangue, caldo Todd Hewitt
Zaragatoa ocular Gelose Sangue, Gelose Chocolate polyViteX
Zaragatoa nasal Gelose Sangue, MRSA ChromID
Zaragatoa ouvido Gelose Sangue, Gelose Chocolate Haemophilus,
Gelose CNA, Candida ChromID
Zaragatoa MacConkey, Gelose Sangue, Gelose CNA,
ferida/ulceras MRSA ChromlID
Fezes MacConkey, Gelose Yersinia, Gelose
MacConkey com Sorbitol (SMAC), Gelose
Salmonella-Shigella (SS), Campylosel, caldo GN
Liquido turvo MacConkey, Gelose Sangue, MRSA ChromlD, X X 2
Gelose Schaedler, Tioglicolato
Liquido limpido Gelose Sangue
Pus MacConkey, Gelose Sangue, MRSA ChromlD, X X 2
Gelose Schaedler, Tioglicolato
Expetoragao / MacConkey, Gelose Sangue, Gelose Chocolate X X 2
Secrecao bronquica Haemophilus, MRSA ChromID, Candida
ChromlD
Aspirado / Lavado MacConkey, Gelose Sangue, Gelose Chocolate X X
brénquico Haemophilus, MRSA ChromID, Candida
ChromlD
Dreno Tioglicolato
Esperma MacConkey, Gelose Sangue, Candida ChromlD, X

Gelose Chocolate polyViteX, Gelose Chocolate
polyViteX VCAT3

| — exame a fresco

2 — se pedir BK
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- CLED: meio de cultura enriquecido, destinado especialmente as urinas, onde crescem
todos os agentes patogénicos e contaminantes urinarios. A proliferagao indevida de espécies
de Proteus é evitada, devido a auséncia de eletrdlitos. A coloracio do meio muda de verde
para amarelo quando crescem fermentadores da lactose, e a cor é mantida caso o

crescimento seja de bactérias nao fermentadoras.

- MacConkey: meio seletivo e diferencial que permite o isolamento e diferenciagao de
Enterobacteriaceae e outros bacilos de Gram negativo. As bactérias de Gram positivo sao
inibidas pela presenca de cristal de violeta. Os microrganismos fermentadores da lactose
produzem acido que, na presenca do indicador vermelho neutro, resulta na formagao de

coloénias rosa. Os nao fermentadores da lactose formam coldnias incolores.

- Gelose de Sangue: meio diferencial dos varios tipos de microrganismos e nao seletivo, rico
em nutrientes que facilitam o isolamento de microrganismos fastidiosos e nao fastidiosos.
Possui coloragao vermelha devido a presenca de sangue de carneiro, o que permite a
determinagao da hemdlise, auxiliando a identificacido bacteriana (a titulo de exemplo,
Streptococcus pneumoniae produz a-hemélise, com coloragao esverdeada a volta da colonia;

Streptococcus pyogenes produz B-hemolise, com zona clara a volta da colonia).

- MRSA ChromID: meio cromogéneo seletivo para identificagao direta de Staphylococcus
aureus metilicina resistente. As colonias de MRSA crescem de cor verde no meio, enquanto

que as colonias que sao sensiveis a meticilina sao inibidas.

- Strepto B ChromID: meio cromogéneo seletivo para identificagao direta de Streptococcus
do grupo B (Streptococcus agalactiae). As coldnias crescem com um tom rosa no meio. A
maioria das outras bactérias nao cresce neste meio, mas, se crescerem, nao adquirem a cor

rosa caracteristica.

- Caldo Todd Hewitt: meio liquido altamente nutritivo utilizado para o cultivo de
Streptococcus  B-hemoliticos. Caso o meio fique turvo sugere o crescimento de

microrganismos.

- Candida ChromID: meio cromogéneo utilizado para o isolamento seletivo de fungos.

Permite a identificagao direta de Candida albicans, que no meio apresenta colonias azuis, e
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orienta para a identificagao de C. tropicalis, C. lusitaniae e C. kefyr no caso das coldnias serem

rosa. Além disto, permite também o crescimento de C. kruzi e de fungos filamentosos.

- Chocolate polyViteX VCAT3: meio seletivo para o isolamento de Neisseria gonorrhoeae e
Neisseria meningitidis. E composto por uma base nutritiva enriquecida com fatores X (hemina)
e V (NAD) e por uma associagao de antibidticos e antifungicos que permitem inibir as outras

bactérias e fungos associados.

- Chocolate polyViteX: meio de isolamento para bactérias fastidiosas composto por uma
base nutritiva enriquecida com fatores X e V. E particularmente recomendado para o

crescimento de estirpes de Neisseria, Haemophilus e Streptococcus pneumoniae.

- Chocolate Haemophilus: meio seletivo para o isolamento das diferentes espécies de
Haemophilus spp. a partir de amostras polimicrobianas, normalmente com flora associada. E
composto por uma base nutritiva enriquecida com fatores X e V e por uma combinagao de

agentes antimicrobianos e antifungicos, que permitem a seletividade do meio.

- CNA: meio de isolamento seletivo de bactérias fastidiosas que permite o crescimento de
bactérias de Gram positivo. A maioria das bactérias de Gram negativo e Bacillus spp. sao

inibidas pelo acido nalidixico e colimicina.

- Yersinia: meio que permite o isolamento seletivo para detegao e diferenciagao de espécies
de Yersinia spp. a partir de amostras de fezes. A fermentagao do manitol na presenga de
vermelho neutro resulta no crescimento de coldnias rosa escuro a vermelho, caracteristicas

“olho-de-boi”.

- SMAC (MacConkey com sorbitol): meio seletivo para isolamento diferencial de Escherichia
coli O157:H7, responsavel por infegoes gastrointestinais. A presenga de sorbitol e de telurito
permite a sua diferenciagao através de colonias incolores com centro castanho. As outras

Escherichia coli que fermentam o sorbitol originam colonias rosa a vermelhas.

- SS: meio de isolamento seletivo e diferencial para isolamento de bacilos entéricos
patogénicos, especialmente Salmonella e Shigella. A semelhanca do meio MacConkey, os

fermentadores da lactose formam colonias rosa e os nao fermentadores sao incolores, como
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a Salmonella e Shigella. O tiossulfato de sodio e o citrato férrico permitem a detecao da
producao de sulfureto de hidrogénio, observado nas colonias com centro negro, como € o

caso da Salmonella.

- Campylosel: meio para isolamento seletivo de Campylobacter spp. intestinal (C. jejuni e C.
coli) a partir de amostras de fezes. As colonias destas bactérias sio pequenas e acinzentadas
e, por vezes, estendem-se ao longo de estrias de inoculacio. E colocado numa jarra de
anaerobiose, um recipiente hermético onde a atmosfera de anaerobiose é conseguida por

um sistema gerador de dioxido de carbono (envelope com acido ascorbico).

- Caldo GN: meio de enriquecimento seletivo para cultivo de microrganismos de Gram

negativo de amostras de fezes.

- Schaedler: meio de isolamento destinado a detecao de bactérias anaerodbias estritas e
facultativas. Permite um isolamento nao seletivo de anaerodbios e um isolamento seletivo de
bacilos anaerébios de Gram negativo, particularmente de espécies de Bacteroides e Prevotella.
E colocado num saco selado juntamente com um indicador descartével da anaerobiose. As
placas sao colocadas numa atmosfera anaerdbia, a 37°C durante pelo menos 48 horas e no

maximo 7 dias até serem consideradas negativas.

- Tioglicolato: meio liquido muito nutritivo utilizado para a cultura de microrganismos
anaerobios, microaerofilicos e aerdbios, em amostras provenientes de locais estéreis. Se ao
fim de 24-48 horas o meio se apresentar turvo, é repicado para meios solidos para observar

o tipo de crescimento bacteriano.

2.6 Urina

As infegoes urinarias sao das infe¢oes mais comuns na populagao. A urina normal é
estéril, mas pode ser contaminada com microrganismos comensais de outras partes do
organismo. Normalmente as infe¢oes urindrias estao associadas a bactérias intestinais. A
urina colhida diretamente da bexiga tem um menor numero de microrganismos, em caso de
infecio.®)

Os agentes etiologicos associados a infegoes agudas sao geralmente as

enterobactérias, sendo que a mais comum é a Escherichia coli, mas também podem ser
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causadores de infecao o Proteus spp., a Klebsiella spp., entre outras. Outras bactérias de
Gram negativo também podem ser responsaveis, como Pseudomonas aeruginosa ou
Acinetobacter baumannii, e ainda bactérias de Gram positivo, como Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis. As urinas
podem ainda estar colonizadas por leveduras como a Candida albicans, no entanto s6 devem
ser valorizadas se a cultura for pura.

As amostras de urina para exame bacteriolégico devem ser colhidas apos
descontaminagao da zona intima com 3agua e sabao, e devem chegar ao laboratério o mais
rapidamente possivel sem refrigeracao. Dada a quantidade de urinas para as quais seria
necessario fazer lamina para coloragcio de Gram, pondera-se a sua execugao e viabilidade,
optando pela nio realizagio face ao tempo requerido para tal. E efetuado um exame cultural
e um exame microscopico a fresco do sedimento.

Apds homogeneizagao das urinas, estas sao semeadas em meio de CLED e
MacConkey, por esgotamento total do inoculo com a ansa de lpL. As sementeiras sao
incubadas na estufa a 35 * 2°C, em aerobiose, entre 18 a 24 horas. Apos este periodo, é
observada a presenga ou auséncia de crescimento bacteriano e/ou flngico.

A valorizagao clinica das amostras é feita de acordo com o numero de células
epiteliais, leucocitos e eritrocitos obtidos no sedimento e com a contagem de unidades
formadores de colénias (UFC) diretamente da placa. Para a observacio do sedimento
urinario, utiliza-se o microscopio otico na objetiva de 10x para fazer a contagem de células
epiteliais e observagao de possiveis cilindros. Posteriormente, com a objetiva de 40x é feita a
contagem de leucécitos, eritrocitos e observa-se a presenca de fungos, se existirem.
Relativamente a contagem de UFC, | colénia corresponde a 1000 UFC/mL (10°), 10 colénias
corresponde a 10000 UFC/mL (10%) e 100 colénias corresponde a 100000 UFC/mL (10°).
Quando a cultura é pura e a contagem de UFC é igual a 10°> (ou 10°/10* em alguns casos
particulares), procede-se a identificagdo do microrganismo e TSA no equipamento
MicroScan WalkAway. Caso se trate de uma cultura polimicrobiana, deve ser sugerido o
envio de nova amostra para repetigao.

O laboratério dispoe de dois ensaios imunocromatograficos rapidos in vitro para a
detecao do antigénio Streptcococcus pneumoniae e do antigénio Legionella pneumophila na
urina de pacientes com pneumonia e no liquido cefalorraquidiano de pacientes com

meningite (no primeiro caso).
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2.7 Sangue

O estudo de bactérias no sangue é efetuado através de hemoculturas. O sangue é
colhido por pungao venosa, € introduzido nos frascos proprios de hemocultura, disponiveis
para microrganismos aerobios e anaerobios, que sao colocados no equipamento Bact/Alert
3D, onde sao incubados.

Quando uma amostra é dada como positiva, faz-se o exame direto e o exame
cultural. O exame direto consiste na execugao de um esfregago e coloragao de Gram. Para
o exame cultural, as amostras sao semeadas em gelose de sangue, MacConkey e MRSA
ChromlID e incubadas 35 * 2°C, em aerobiose ou anaerobiose, consoante o tipo de frasco
positivo, durante 24 horas. Apos esse periodo e nao se tratando de um falso positivo,
observa-se o tipo de crescimento bacteriano na placa e procede-se a identificagao e TSA no
equipamento MicroScan WalkAway 96 plus.

E fundamental e com elevada importincia clinica diferenciar culturas positivas
(bacteriemia) de culturas contaminadas ou falsos positivos. Existem varios condicionantes
que podem ajudar na distingao, como a identidade do microrganismo isolado, o niUmero de
hemoculturas positivas, tempo até a sua positividade, quantidade de crescimento, histéria
clinica do doente, e local da pungao venosa. Os microrganismos mais comuns causadores de
bacteriemia sao o Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella
spp., entre outras. Os microrganismos que geralmente sao contaminantes sao o
Staphylococcus coagulase negativo, Bacillus spp., Streptococcus do grupo viridans, entre
outros.®” No caso de hemoculturas pediatricas positivas com crescimento em placa, deve
efetuar-se a identificagdo do microrganismo e TSA n3o s6 para microrganismos patogénios

mas também para microrganismos contaminantes.

2.8 Exsudado vaginal

A flora normal da vagina apresenta uma grande variedade de bactérias e leveduras. O
microrganismo predominante é o Lactobacillus spp., particularmente na idade adulta. Estes
mantém o pH acido através da produgao de acido lactico, pelo que inibem o crescimento da
maioria dos outros microrganismos. O fungo Candida albicans também faz parte da flora
normal. A proliferagio anormal deste e a diminuigao de Lactobacillus levam ao desequilibrio

da flora normal da vagina. Além disso, outros microrganismos nao pertencentes a flora
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normal podem provocar infegoes vaginais, como a Neisseria gonorrhoeae ou a Trichomonas
vaginalis.®"

As amostras que chegam ao laboratério sao zaragatoas com exsudado vaginal,
introduzidas no meio de transporte de Stuart. E efetuado um exame direto a fresco do
esfregaco para pesquisa de Trichomonas vaginalis; um esfregago para coloragao de Gram onde
se faz a contagem do numero de células epiteliais, se observa a presenga ou auséncia de flora
bacteriana e de “clue cells” sugestivas de infecao por Gardnerella vaginalis (vaginose
bacteriana); um exame cultural nos meios de cultura apropriados e, no caso das gravidas,
num meio de cultura especifico para o crescimento de Streptococcus do grupo B. Esta
pesquisa tem interesse para detetar a colonizagdo da mucosa vaginal por esta bactéria
durante a gravidez, uma vez que durante o parto pode ocorrer a transmissao vertical

causando pneumonia, septicémia ou meningite no recém-nascido.®?

29 LCR

A colheita de LCR é efetuada por profissionais especializados através de pungao
lombar, e é colhido para recipientes estéreis, vedados e transportados de imediato ao
laboratério, sem refrigeragio.®”

Assim que chega ao laboratério, o exame macroscépico dita o aspeto e a cor do
produto. O aspeto normal do LCR é claro e incolor. Efetua-se um exame citologico, a
fresco, para contagem de elementos celulares como leucocitos e eritrocitos, e, quando
requisitado, efetua-se um exame a fresco com tinta da china para pesquisa de Cryptococcus
neoformans (a capsula do fungo fica evidenciada). E também efetuado um esfregaco para
coloragao de Gram, caso seja necessario.

Apos centrifugagao do produto, este € semeado nos meios apropriados que sao
incubados a 37°C durante 24 horas, em aerobiose e atmosfera de COa2. A observacao das
placas é feita durante trés dias, s6 no final deste periodo a amostra é dada como negativa na
auséncia de crescimento bacteriano. Tratando-se de um liquido estéril, nao sera de esperar
crescimento bacteriano. Se ocorrer, na maioria dos casos trata-se de meningite e os
microrganismos associados sao Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e, em alguns

casos, Heomophilus influenzae.
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2.10 Cateter

Os cateteres sao amostras importantes para averiguar a possivel responsabilidade
deste na origem de um quadro de bacteriemia. Devem chegar ao laboratério num contentor
seco e devem ter o tamanho apropriado para efeitos de valorizagao. Este é semeado numa
gelose de sangue, por rolamento no meio de cultura. Apds incubagao a 37°C em aerobiose
durante 24 horas, é observada a auséncia ou presenca de crescimento bacteriano. A amostra
€ dada como positiva se crescerem, no minimo, 15 colonias, e é dada como negativa se nao
houver crescimento suficiente durante dois dias.

Todo o tipo de crescimento bacteriano acima de |5 colonias deve ser valorizado,
pelo que se deve proceder a identificagio e antibiograma. Na maioria dos casos, o
crescimento esta associado a contaminagoes, como por exemplo, Staphylococcus coagulase

negativo.

2.1 Zaragatoa

As zaragatoas podem ser provenientes de diversos locais do organismo, mas as mais
comuns para exame bacteriolégico sao as zaragatoas da orofaringe, nasal, ouvido e ferida
e/ou Ulcera. Em todos os casos, estas chegam ao laboratério no meio de transporte
adequado (Stuart) e, consoante o local de onde foi colhida, é semeada nos meios
apropriados.

As zaragatoas da orofaringe sao enriquecidas no caldo Todd Hewitt, que permite o
cultivo de Streptococcus B-hemoliticos do grupo A de Lancefield (Streptococcus pyogenes),
associados a infecoes do trato respiratorio superior. A zaragatoa nasal normalmente esta
associada a fins epidemiologicos para pesquisar portadores de Staphylococcus aureus (quer
seja meticilina resistente ou nao), mas quando requisitado também sao utilizados meios para
pesquisa dos microrganismos associados a infe¢oes do trato respiratorio superior, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus B-hemolitico do Grupo A, Streptococcus pneumoniae,
entre outros menos comuns. As zaragatoas de feridas ou ulceras sao semeadas nos meios
apropriados para pesquisa de eventuais microrganismos patogénicos associados a alguma

infecao, como enterobactérias, MRSA, entre outros.
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2.12 Fezes

A flora normal do trato digestivo é constituida na grande maioria por anaerobios
estritos e uma percentagem mais baixa de anaerdbios facultativos, como Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Lactobacillus e Candida albicans. Isto significa que em condigoes de aerobiose a
maioria da flora nao cresce, com excecao das enterobactérias.

No exame macroscopico, observa-se a consisténcia das fezes (formadas ou liquidas) e
a presencga ou auséncia de muco ou sangue. Isto orienta os tipos de teste a efetuar e o
diagnostico do agente responsavel pela infegao.

O exame bacteriologico de fezes é normalmente orientado para a pesquisa de
bactérias dos géneros Salmonella e Shigella, pelo que sao semeadas em meios proprios para o
isolamento destas bactérias. Caso cres¢am colonias sugestivas destas bactérias, normalmente
com aspeto incolor na gelose MacConkey, estas sao isoladas para posteriormente se efetuar
um ID32E para identificacdo e se concluir acerca da presenca ou auséncia de um
microrganismo patogénico.

As fezes sao também inoculadas em meio de enriquecimento liquido (caldo GN) para
cultivo de microrganismos de Gram negativo entéricos, que posteriormente é repicado para
os meios SS e MacConkey. Sao também utilizados meios para isolamento de Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli O157:H7 e Campylobacter spp. (42°C, atmosfera microaerofilica
durante trés dias). Quando na gelose Campylosel crescem colonias sugestivas de
Campylobacter spp., é efetuado um Gram diretamente das colonias para se observar os
bacilos de Gram negativo em asa de gaivota. Caso se observem, é efetuado o teste da
oxidase e da catalase, que serao positivos para Campylobacter spp.

Quando o exame parasitologico de fezes é requisitado, a colheita de fezes devera ser
de trés amostras em contentores apropriados, e quando chegam ao laboratoério sio também
sujeitas a um exame macroscopico, mas desta vez também se procuram elementos
parasitarios, como vermes adultos ou fragmentos dos mesmos. Apdés um método de
concentragao por sedimentagao, é efetuado o exame microscopico a partir do sedimento,
mais limpo, livre de residuos lipofilicos e com os elementos parasitarios em maior
concentragao, caso estejam presentes.

Estao disponiveis no laboratério alguns testes rapidos para pesquisa de virus nas
fezes. A pesquisa de Adenovirus e Rotavirus pode ser requisitada quando se suspeita de
gastroenterite de origem viral, especialmente em criangas. O laboratorio dispoe de um teste

imunocromatografico para a detegao destes virus em amostras de fezes.
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Existe também um teste para pesquisa do antigénio e das toxinas A e B de Clostridium
difficile, através de um ensaio imunoenzimatico rapido de membrana. Este microrganismo
esta associado a diarreias nosocomiais, pois o uso de antibioterapia reduz a flora intestinal
enddégena normal e consequentemente ha a proliferagao de microrganismos patogénicos
enddgenos ou contaminagao exogena. As toxinas levam a uma colite pseudomembranar, e
sio marcadores da presenca da bactéria.®?

Esta também disponivel no laboratério um teste para pesquisa de sangue oculto nas
fezes. Este teste é utilizado para detetar indicios de disturbios gastrointestinais, como cancro

do colon. Trata-se de um teste rapido imunocromatografico para a detecao qualitativa de

hemoglobina humana.

2.13 Liquido

Os liquidos que chegam ao laboratério para exame bacteriolégico podem ser
provenientes de diferentes locais. A grande maioria sao liquidos pleurais, peritoneais,
pericardicos, articulares e liquidos de drenagem. O aspeto normal dos liquidos ¢é
transparente, e neste caso apenas € semeado numa gelose de sangue. Caso o liquido
apresente um aspeto turvo, sao escolhidos outros meios para isolamento de possiveis
bactérias. Em ambos os casos o liquido é centrifugado antes da sementeira.

Como os liquidos sao estéreis, o crescimento bacteriano nas placas deve ser
valorizado pois podem traduzir alguma infegao corrente. Além da sementeira nos diferentes
meios, também ¢ inoculado o meio liquido tioglicolato, muito nutritivo para o crescimento
de anaerdbios. Ao final de um ou dois dias na estufa, deve ser verificada a turvagao do

tioglicolato para fazer a repicagem para gelose de sangue e/ou Schaedler.

2.14 Pus

As amostras de pus que chegam ao laboratério podem ser colhidas por zaragatoa ou
por seringas de aspiracio. E realizado um exame direto, onde se faz a observacio
microscopica do esfregago apos coloragao de Gram para avaliagao de leucocitos, células
epiteliais e ver se ha flora bacteriana associada. E realizado também o exame cultural, nos
meios de cultura apropriados, em aerobiose e/ou anaerobiose, dependendo do local de
proveniéncia e do tipo de estudo pretendido. A valorizagdo do crescimento bacteriano

depende também destes fatores em concordancia com o que foi observado no Gram.
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2.15 Expetoragao e outras amostras respiratorias

Sdo varios os microrganismos potencialmente patogénicos que fazem parte da flora
normal do trato respiratorio superior. No entanto, a flora normal predominante suprime o
crescimento dos potenciais patogénicos competindo com estes por nutrientes. O trato
respiratorio inferior nao possui flora normal devido aos mecanismos de defesa. Estes
englobam a produgao de muco, existéncia de cilios, produgao de tosse, entre outros, que
tornam a remogao de microrganismos bastante eficiente.”"

Podem surgir no laboratério alguns tipos de amostras diferentes para o estudo de
infegoes do trato respiratorio, como expetoragoes, secregoes bronquicas, aspirados e
lavados bronquicos. Todas as amostras devem ser colhidas para um recipiente estéril de
boca larga, de preferéncia logo pela manha, uma vez que durante a noite ha acumulagao de
secregoes.

Em primeiro lugar, sao efetuados esfregagos para coloragao de Gram e/ou para
coloragao de Ziehl-Neelsen, dependendo da analise pedida na requisigao. A observagao do
Gram é recomendada antes da observagao das sementeiras, pois este permite avaliar a
qualidade da amostra, tendo em conta a presenga de leucdcitos, células epiteliais e o
predominio de microrganismos. Na observagao através da ampliagao de |10x, as amostras
que contém no minimo 25 leucécitos e no maximo 10 células epiteliais sao consideradas
boas amostras. Amostras que contém mais de 25 células epiteliais por campo sao
consideradas mas amostras, pelo que a valorizagao de crescimento bacteriano perde valor
clinico. Posteriormente, com a objetiva de 100x é observada a morfologia da flora bacteriana
presente, que é um grande auxilio na distingao de flora normal ou patogénica.

As amostras sao semeadas nos meios apropriados ao crescimento da flora normal e
ao isolamento de bactérias potencialmente patogénicas. Apos incubagao em aerobiose, 37°C
durante 24 horas, as placas sio observadas. De acordo com a informagao obtida no Gram,
valoriza-se essencialmente o crescimento dos seguintes microrganismos: Staphylococcus
aureus, Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Klebsiella
pneumoniae, e eventualmente outras bactérias de Gram negativo como Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii. O crescimento de Streptococcus spp. normalmente é
abundante neste tipo de amostras, uma vez que fazem parte da flora normal da boca, logo
nao deve ser valorizado. O crescimento de fungos em amostras respiratorias deve ser

valorizado caso a qualidade da amostra seja boa e caso o crescimento seja moderado na
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placa propria para o crescimento de fungos. Esta deve permanecer em incubagao ao longo

de trés dias com vista a se observar o tipo de crescimento dos fungos.

Pesquisa de micobactérias

Em algumas das amostras que chegam ao laboratério pode também ser requisitada a
pesquisa de micobactérias, comummente designada por pesquisa de BK (Bacilo de Koch). As
infecoes por micobactérias sao de elevada relevancia em saude publica, pois a micobactéria
Mycobacterium tuberculosis é o agente etiolégico da tuberculose pulmonar. E efetuado um
esfregaco para coloracao de Ziehl-Neelsen, com o objetivo de observar a presenga de
bacilos 4acido-alcool resistentes (BAAR) tipicos de micobactérias. Na observagao
microscopica, os bacilos surgem vermelhos num fundo azul.

O exame cultural permite a identificagdo da espécie de micobactéria em causa, que
nao é possivel através da observagao microscopica. As amostras respiratorias para BK sao
submetidas a um processo de homogeneizagao e descontaminagao e seguidamente sao
semeadas em meio solido, Lowenstein Jensen, enriquecido com ovo, aspargina e fécula que
favorece o crescimento de micobactérias, e num meio liquido que se encontra em frascos
do sistema Bact/Altert 3D proprios para o efeito. O meio sélido é incubado em estufa a
37°C em aerobiose, e ao fim de 60 dias o resultado é dado como negativo na auséncia de
crescimento. Caso ocorra crescimento, as colonias sao caracteristicas e adquirem uma cor
amarela.

Relativamente aos frascos do sistema Bact/Alert 3D, também sao incubados a 37°C
no equipamento e monitorizados durante 42 dias. Caso haja crescimento bacteriano, o
equipamento deteta um aumento de fluorescéncia e emite um sinal. Nestes casos, procede-
se a observagao dos BAAR previamente corados e faz-se uma sementeira diretamente do
meio liquido em meio CLED para despistar uma possivel contaminagao. Caso a amostra
esteja contaminada, devera repetir-se todo o processo de descontaminagao e incubagao.

No caso de reunidas todas as condigoes que permitem um resultado positivo para
Mycobacterium tuberculosis (ou seja, crescimento no meio liquido, no meio sdélido e
observagao dos bacilos acido-dlcool resistentes ao microscopio 6tico), a cultura é enviada

para o INSA onde é feita a identificagao e TSA.
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2.16 Esperma

A espermocultura auxilia o diagnostico de infegoes do trato genital masculino. A
amostra de esperma deve ser colhida para um recipiente estéril de boca larga e conservada a
temperatura ambiente até ser manipulada. E efetuado um exame direto com coloragio de
Gram, para observagao ao microscopio otico, em que se faz uma quantificagao de bactérias
existentes. Apos a escolha dos meios apropriados, faz-se a sementeira das placas, que devem
ser observadas nas 24-48 horas seguintes. Os microrganismos patogénicos mais frequentes

sao Neisseria gonorrhoea, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus e Enterobacteriaceae.

2.17 Casos clinicos

Caso Clinico |

Uma crianga de dois anos da entrada no servigo de urgéncia do CHTMAD com fezes
diarreicas. E colhida uma amostra de fezes, que no laboratério é semeada nas geloses SS,
MacConkey, Yersinia, Campylosel, SMAC e caldo GN. Os meios sao incubados na estufa a
37°C, sendo que a gelose de sangue no final do dia é transferida para a estufa que contém
uma concentragao de diéxido de carbono mais elevada. Cerca de 24 horas depois, é feita a
observagao das placas.

Na gelose Campylosel nao ha crescimento, no entanto este meio fica em estufa
(atmosfera microaerofilica) durante trés dias até o resultado ser negativo. Tanto na gelose
Yersinia como na SMAC nao ha igualmente crescimento bacteriano. No entanto, ha
crescimento bacteriano na gelose MacConkey e SS. Na primeira, sao observadas coldnicas
incolores. Na segunda, observaram-se coldnicas incolores com centro negro. Entretanto o
caldo GN, ao final de um dia, é repicado para MacConkey e para SS, cujo crescimento ¢ igual
ao obtido nas placas descritas.

Procedeu-se a repicagem destas colonicas para gelose de chocolate (PVX) e para
MacConkey, com vista a obtengao de cultura pura. Um dia depois, a partir do crescimento
obtido na gelose MacConkey, é efetuado o teste de aglutinagao Difco Salmonella O Poly A-I
e Vi Antisoro, cujo resultado é positivo. Assim sendo, efetua-se um API 20E, em que durante
o tempo de incubagao ha produgao de metabolitos especificos pelas bactérias que sao

detetados pela alteragao da cor. O resultado obtido na leitura é Salmonella enterica.
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E efetuado o teste de sensibilidade aos antimicrobianos numa gelose de Mueller
Hinton, testando os seguintes antibioticos: ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico,

cotrimoxazol, ciprofloxacina. O resultado é sensivel para todos os antibioticos.

Caso clinico 2

Um homem de 28 anos da entrada no servico de urgéncia do CHTMAD com
garganta inflamada e febre. E colhida uma zaragatoa da zona da orofaringe e semeada em
gelose de sangue e inoculada no caldo Todd Hewitt.

Apods 24 horas de incubagao, faz-se a leitura das placas. Observam-se coldnias
translicidas, pequenas, com superficie lisa e B-hemoliticas na gelose de sangue. O caldo
Todd Hewitt apresenta um aspeto turvo apos as 24 horas, pelo que é repicado para gelose
de sangue para confirmacio. E efetuado o teste da catalase, que da negativo.

A observagao ao microscopio do esfregaco obtido da zaragatoa apds coloragao de
Gram é importante, uma vez que se observam cocos de Gram positivo em cadeia, sugestivos
de estreptococos.

E efetuada a identificacio e teste de sensibilidade aos antimicrobianos em simultineo
no aparelho MicroScan WalkAway 96 plus, cujo resultado obtido é Streptococcus pyogenes, o
agente etioldgico bacteriano associado a faringites. Sao validados os seguintes antibioticos
para o paciente: penicilina, ampicilina, amoxicilina + ac. clavulanico, cefotaxima, levofloxacina,

cotrimoxazol.

Caso clinico 3

Um homem com 69 anos da entrada no servigo de urgéncia do CHTMAD com febre
e alteracdes mentais. E colhida uma amostra de urina para urocultura, cujo resultado é
negativo, uma amostra de expetoragao, cujo resultado é dado como flora normal, e é
colhido sangue para hemocultura.

No dia seguinte o aparelho Bact/Alert 3D da as quatro garrafas de hemocultura do
paciente como positivas, tanto as anaerobias como as aerobias. Cada uma é repicada para
gelose de sangue, MacConkey e gelose MRSA ChromlD, incubadas em estufa a 37°C. A
gelose de sangue no final do dia é transferida para a estufa que contém uma concentragao de

dioxido de carbono mais elevada. Cerca de 24 horas depois, observam-se as placas.
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A gelose MacConkey nao apresenta crescimento bacteriano. A gelose de sangue
apresenta colonias grandes, amareladas e com B-hemolise. A gelose MRSA ChromID
apresenta coldnicas verdes, caracteristicas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

E efetuada a identificacio e teste de sensibilidade aos antimicrobianos em simultineo
no aparelho MicroScan WalkAway 96 plus, cujo resultado obtido é Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. Sao validados os seguintes antibioticos para o paciente: vancomicina,
daptomicina, teicoplanina, linezolid (sdo naturalmente resistente aos [-lactimicos,
cefalosporinas, carbapenemes). Uma vez que o doente continua internado no hospital, sao

sugeridas medidas de isolamento.

Caso clinico 4

Uma mulher com 77 anos da entrada no servigo de urgéncia do CHTMAD com febre
alta, tosse com secrecio de muco e dor toracica. E colhida uma amostra de expetoragao e
semeada no laboratério numa gelose MacConkey, MRSA ChromlD, Candida ChromlD,
gelose de sangue e gelose chocolate Haemophilus. As geloses sao incubadas em estufa a
37°C, sendo que a gelose de sangue no final do dia é transferida para a estufa que contém
uma concentragao de dioxido de carbono mais elevada. A gelose Candida ChromID é
colocada numa estufa especifica para o crescimento de fungos. E efetuado também um
esfregaco a partir da expetoragao para coloragao de Gram.

A observacao do esfregaco ao microscépio otico permite concluir acerca da boa
qualidade da amostra, uma vez que se fez uma contagem superior a 25 neutrofilos por
campo e inferior a 10 células epiteliais por campo. Isto permite prosseguir com o estudo de
forma mais fiavel. Além da avaliagdo da qualidade da amostra, observa-se a flora bacteriana
existente e se ha algum predominio. Neste caso, o predominio eram cocos Gram positivo
em cadeia, sugestivos de estreptococos.

No dia seguinte, observam-se as placas. Tanto na gelose MacConkey, na gelose MRSA
ChromID e na Candida ChromID nao é observado crescimento. Na gelose chocolate
Haemophilus o crescimento bacteriano nao é valorizavel, uma vez que exclui qualquer
espécie de Haemophilus. Na gelose de sangue o predominio é de coldnias lisas, pequenas,
com uma zona de depressao central e com a-hemolise (halo esverdeado). Estas colonias sao
repicadas para gelose de sangue com disco de optoquina, que no dia seguinte se observa que

é sensivel.
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E efetuada a identificacio e teste de sensibilidade aos antimicrobianos em simultineo
no aparelho MicroScan WalkAway 96 plus, cujo resultado obtido é Streptococcus pneumoniae.
Sao validados os seguintes antibioticos para o paciente: amoxicilina, eritromicina,

clindamicina, tetraciclina, cefotaxima, levofloxacina e cotrimoxazol.

60



Conclusao

O estagio curricular é fundamental para qualquer estudante dar inicio a sua vida
profissional. No ambito das analises clinicas, este permite por em pratica e aprofundar os
conhecimentos teoricos e praticos adquiridos ao longo do mestrado, no sentido de se ter a
percegao da importancia do pedido de cada analise e de se saber interpretar os resultados
obtidos.

O estagio permitiu perceber e acompanhar a rotina de um analista clinico ao longo
do dia e perceber a importancia de um controlo rigoroso em cada uma das fases analiticas,
uma vez que um erro em qualquer uma pode ser crucial no resultado final. Além disto, foi
importante para entender como funciona a politica da qualidade num laboratério de analises
clinicas, através do controlo de qualidade interno e externo, e saber como agir numa
situagao fora do esperado. O espirito critico revelou-se fundamental na analise do resultado
final, que deve ter sido em conta o contexto do doente e a sua historia clinica.

O facto de o estagio ter sido realizado num laboratorio privado e num publico, dois
locais bem distintos, foi uma mais valia pois permitiu adquirir mais contacto e experiéncia no
manuseamento das amostras e dos aparelhos, permitiu uma melhor percecao dos diferentes
tipos de doentes e andlises associadas a cada, e permitiu também uma melhor percecao da
gestao de custos.

Por fim, resta agradecer a toda a equipa do LAC Dr. Ferraz Alves e do Servico de
Patologia Clinica do CHTMAD pela excelente recegao, integragio e transmissao de
conhecimentos, que permitiram aumentar o interesse e a vocagao pela area das Analises

Clinicas.
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