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Instituto de Apoio as Pequenas e Médias Empresas e a Inovagao
International Normalized Ration

Infe¢do do Trato Urinario

Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter

Hormona Luteinica, do inglés Luteinizing Hormone

Meticilina-resistentes Staphylococccus aureus

Pequenas e Médias Empresas
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Resumo

O presente relatorio visa descrever as atividades desenvolvidas ao longo do estagio
curricular realizado no Laboratério de Analises Clinicas AVELAB localizado em Aveiro, no
ambito do Mestrado em Analises Clinicas lecionado na Faculdade de Farmacia da Universidade

de Coimbra.

Ao longo do estagio tive a oportunidade trabalhar nas areas de Imunologia, Hematologia,
Bioquimica e Microbiologia. No entanto, no presente documento apenas estarao mais

amplamente descritas as Ultimas duas areas.

Com a evolugao dos métodos e técnicas de diagnostico laboratorial ao longo dos tempos
estes passam a ter cada vez mais importincia no diagnostico clinico bem como no
acompanhamento da terapéutica do doente. Assim, é de extrema importancia que os
profissionais de salude se encontrem sensibilizados para as boas praticas no laboratério de
analises clinicas bem como dos procedimentos e dos controlos que oferecem qualidade ao

servico.

Palavras-chave: Microbiologia, Bioquimica, Qualidade, Andlises Clinicas, Diagnostico

Laboratorial.

Abstract

Held within the scope of the master’s in Clinical Analysis taught at the Faculty of Pharmacy,
University of Coimbra, this report aims to describe the activities developed during the

curricular internship held at the AVELAB Clinical Analysis Laboratory located in Aveiro.

Throughout the internship | had the opportunity to work in the areas of Immunology,
Hematology, Biochemistry and Microbiology. However, in this document only the last two
mentioned will be more widely described. With the evolution of laboratory diagnostic
methods and techniques, these have become increasingly important in the clinical diagnosis as
well as in monitoring the patient’s therapy. Therefore, it is extremely important that
professionals are aware of good practices in the clinical analysis laboratory, as well as the

procedures and controls that offer quality to the service.

Keywords: Microbiology, Biochemistry, Quality, Clinical Analysis, Laboratory Diagnostic.
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l.Introducao

Em tempos antigos, a identificagado de uma determinada patologia era baseada apenas nos
sinais observados pelo médico bem como na interpretagio dos sintomas. Apesar da
experiéncia e do muito conhecimento que o clinico possuisse poderiam sempre existir erros
no diagndstico e, consequentemente, no tratamento implementado. E de senso comum que a
salude € nao s6 um bem essencial ao ser Humano mas também um direito. De modo a que
exista mais exatidao no diagnostico, tratamento e monitorizagao de patologias, a ciéncia tem
vindo a desenvolver-se na area das Andlises Clinicas tornando-se quase imprescindivel a
requisicio da avaliagio de parametros Bioquimicos, Hematologicos, Microbiologicos e

Imunoldgicos a fim de auxiliar o diagnostico clinico.

Assim, é extremamente necessario que os profissionais de diagnostico e terapéutica sejam
cada vez mais competentes, sabios e exigentes consigo mesmos, tanto a nivel pratico quer a
nivel tedrico, uma vez que a qualidade de diagnostico, monitorizagao da patologia e da

terapéutica se encontra, em certa parte, nas suas maos.

Com a finalidade de preparar profissionais na area das Analises Clinicas, a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra proporciona aos alunos do Mestrado a oportunidade
de realizar um estagio curricular num laboratério que retine todas as condigoes necessarias a

aprendizagem e consolidagao de conhecimentos anteriormente adquiridos.

O meu estagio foi realizado no Laboratorio de Andlises Clinicas AVELAB, localizado na
cidade de Aveiro, entre os dias 6 de janeiro e 10 de margo e de 2 de junho a 31| de junho. A
pausa ocorrida entre os dois periodos foi devido a pandemia de COVID-19 existente. Durante
o0 mesmo, tive a oportunidade de trabalhar e aprender nas areas de Imunologia, Hematologia,
Bioquimica e Microbiologia e também nas Colheitas. Neste relatorio poderao ser encontradas
descritas as atividades e aprendizagens adquiridas ao longo do estagio sendo que apenas serao

mais amplamente abordadas as areas da Bioquimica e Microbiologia.

2.Caracterizacao do Laboratério AVELAB

O Laboratério de Anadlises Clinicas AVELAB é constituido pelo seu laboratério central
situado na cidade de Aveiro e por mais de cem postos de colheita localizados pela regiao

centro de modo a abranger o maior numero de utentes possivel.

O Laboratério AVELAB é caracterizado como um laboratério de comunidade que presta

servicos nas areas da Imunologia, Hematologia, Bioquimica e Microbiologia. O Laboratério



central encontra-se sediado num edificio com quatro pisos de maneira a que haja uma
subdivisao fisica dos varios sectores. No piso -1 encontra-se um armazém e uma sala de pausa,
no piso 0 uma rececao e salas de colheitas, no piso | gabinetes médicos de validagao e areas
administrativas, no piso 2 laboratoérios de bioquimica, imunologia e sala de triagem e no piso

3 laboratérios de microbiologia e hematologia.

O laboratorio possui um horério de funcionamento de segunda a sexta das 7:30h as 19:00h
e sabados das 8:00h as 13:00h, sendo que as colheitas funcionam apenas da parte da manha.
Existe também servigo ao domicilio, marcado previamente, e servicos em lares, universidades

e em servicos de Medicina do trabalho.

A Diregao Clinica é assegurada pelos Médicos Especialistas Dr. Alberto Ferreira Neves, Dr.
Américo Freitas e Dra. Teresa Raposo e pelo Farmacéuticos Especialistas Dr. Antonio Ferreira

Neves, Dra. Irene Sa e Dra. Lurdes Pereira.

Sendo o Laboratéorio AVELAB um laboratorio de ambulatério, o tipo de amostras
rececionadas sao, na sua maioria, diferentes das rececionadas em meio hospitalar. Assim, os
produtos biologicos recebidos com mais frequéncia sao a urina, o sangue venoso, as fezes, os
exsudados vaginais, uretrais e retais, e exsudados nasais. O fluxo de utentes é elevado e por
isso o laboratério esta equipado com varios aparelhos automatizados de modo obter o maior
numero de resultados num tempo de resposta curto. Os aparelhos existentes no Laboratério
de Andlises Clinicas AVELAB bem como as suas funcionalidades estao descritos em anexo
(Anexo 1). E importante referir que estes equipamentos se encontram agrupados por sectores

e nao pelo tipo de andlises realizadas nos mesmos.

De modo a existir um rastreio pormenorizado das amostras, o laboratério possui o sistema
informatico Apollo 3. Este é um sistema que se encontra instalado na rede de computadores
existente, que por sua vez se encontra conectado aos aparelhos automaticos, aos sistemas de
entrada e aos de arquivo, de modo a nao perder nenhuma amostra nem falhar a realizagao de

nenhuma analise no processo do doente.

3.Processo Analitico

Segundo Lundberg, o “processo analitico” é todo o procedimento que é realizado com o
objetivo de obter um diagnodstico correto, comegando na observagiao clinica do doente,
. . 7N . ~ . |

passando pela escolha do teste analitico a realizar até a interpretacao dos resultados obtidos.
De modo a que um correto diagnostico seja providenciado ao doente e, consequentemente,

uma correta terapéutica, é de extrema importancia que os erros laboratoriais sejam



minimizados e que os profissionais de saude sejam cada vez mais aptos e conscientes para as
boas praticas laboratoriais. De modo a oferecer qualidade nos resultados laboratoriais, o
processo analitico foi dividido em trés fases distintas - Fase Pré-Analitica, Fase Analitica e Fase
Pos-Analitica - o que permite que os possiveis erros sejam categorizados cronologicamente e

assim facilmente detetados e resolvidos.

3.1. Fase Pré-Analitica
A fase pré-analitica engloba todo o processo anterior ao da analise da amostra biologica
propriamente dita, iniciando na requisi¢ao de exames laboratoriais pelo clinico, passando pela

colheita da amostra bioldgica e transporte/acondicionamento da mesma para os laboratérios

1,2

De acordo com estudos realizados, esta fase pré-analitica € uma das fases mais suscetivel
ocorrerem de erros que, por sua vez, comprometem o resultado final do trabalho laboratorial
pois é uma fase com bastante intervencio humana®. De modo a que esses erros sejam
minimizados, é necessario que os laboratérios se assegurem que os profissionais de salde
responsaveis pelas colheitas possuem formagao e consciéncia das praticas que oferecem
qualidade ao resultado final bem como estabelecer padroes de aceitagao das amostras,
tornando-se entdo imprescindivel a existéncia de um bom sistema de triagem dos produtos

biologicos ao darem entrada no laboratorio.

Colheitas no Laboratério AVELAB

Durante o estagio, tive e oportunidade de trabalhar na area das colheitas. Neste periodo
pude fazer parte e realizar o processo de colheitas de amostras biologicas como o sangue,
urina, fezes e ar expirado para testes de pesquisa in vivo de Helicobacter pylori. Devido a esta
oportunidade, pude verificar como algumas das praticas mal realizadas nesta fase, tal como ma
etiquetagem/identificacdo da amostra, falta da assinatura do técnico responsavel pela colheita,
omissao ou ma explicagao das condigoes de preparagao do utente para a colheita, tempo de
garrote incorreto, agitacao incorreta de tubos de amostras sanguineas, tempo de retragao
incorreto, ordem incorreta de colheita, etc. condicionam realmente os resultados obtidos

(Tabela ).

Triagem no Laboratério AVELAB

No AVELAB, tanto as amostras colhidas centralmente como as colhidas nos postos sao
encaminhadas para a triagem. As amostras de postos siao recebidas em arcas refrigeradoras,
devidamente acondicionadas, identificadas e acompanhadas de uma folha de trabalho onde

constam todas as amostras que deram saida no posto, identificadas pelos seus respetivos



numeros mecanograficos. Relativamente as amostras colhidas no laboratério central, estas sao
identificadas na recegao ou na sala de colheitas. De seguida, todas as amostras sao introduzidas
no sistema Apollo, iniciando-se o processo a nivel do laboratério central. Posteriormente, as
amostras sao divididas por sectores, de acordo com as andlises requisitadas, e por isso,
processadas de diversas formas. Por motivos de estrutura do relatério, o processamento e a

triagem de cada amostra serao explicados no capitulo da area correspondente.

3.2. Fase Analitica

Designa-se por fase analitica todos os processos que estao diretamente relacionados com
a andlise laboratorial. A verificagdo dos equipamentos, reagentes, condigdes ambientais e o
estabelecimento de critérios de validagao de resultados - CQI e CQE - sao exemplos de
processos englobados por esta fase. Devido ao aumento crescente de equipamentos
automatizados nos laboratorios, esta fase tem tido cada vez menos erros, uma vez que quase

todos os erros humanos sio eliminados (Tabela 1)>.

3.3. Fase Pos-Analitica

A fase pos-analitica engloba os processos subsequentes aos exames laboratoriais, tais como
a validagao de resultados de acordo com o historial clinico do doente e reportar esses mesmos
resultados aos clinicos. Segundo as estatisticas, esta é outra das fases em que mais erros sao
cometidos (Tabela I)°. De modo a minimizar esses erros, muitos laboratérios por todo o
mundo tém implementado sistemas de validagdo automaticos. No laboratério AVELAB,
sistemas de validagao automadtica ja se encontra estabelecido em alguns sectores, porém, em
outros, ainda se encontra em experimentagao, tal como sera abordado mais adiante neste

relatorio.

Tabela | - Erros das diferentes fases do processo analitico '*.

Fase do Processo Tioo de Erro Percentagem
Analitico P de Frequéncia

- Requisicao de Teste Inapropriada
- M3 Identificacio da Amostra
Pré-Analitica - Ma Colheita (hemolise, volume insuficiente, etc.) 46-68%
- Armazenamento Inapropriado
- Transporte em condi¢oes incorretas

- Centrifugagao incorreta (tempo excessivo, etc.)

- Falha no controlo de qualidade
Analitica - Falha no funcionamento dos aparelhos 7-13%
- Mistura de amostras

- Validagao e Interpretacao de dados incorreta

- Atraso na obtencgao de resultados 25-46%
- Falha em reportar os resultados

- Erro da emissao do boletim de resultados

Pos-Analitica




4. Gestiao de Qualidade

Entende-se por “Qualidade” a aptidao de um servigo para satisfazer as necessidades do
utilizador?. Durante o estagio pude constatar que o laboratério AVELAB se preocupa com a
qualidade dos servicos prestados. Deste modo, obedece a um sistema de qualidade
implementado que consiste no controlo da mesma através de parametros internos bem como

de parametros externos.

4.1. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

Para que haja o controlo da qualidade a nivel interno, ou seja, um controlo da qualidade
dos resultados obtidos ao longo de todo o processo analitico, € necessario que haja um
conjunto de procedimentos pré-estabelecidos que é colocado em pratica pelos profissionais
de satde do laboratério®. No laboratério AVELAB, existe a pratica de controlar e calibrar os
aparelhos e os reagentes periodicamente. A avaliagao da qualidade é realizada através de cartas
de controlo que sao avaliadas através das regras de Westgard. Assim, se os valores se
encontrarem fora dos limites de -2 ou +2 desvio padrao é necessario proceder a uma
reavaliagao de modo a melhorar a performance dos testes laboratoriais. Exemplos de agoes

que podem ser tomadas sao realizar novo controlo, nova calibragao e mudanga de reagentes.

4.2. Controlo de Qualidade Externo (CQE)

O Controlo de Qualidade Externo (CQE) refere-se a avaliagao da qualidade dos resultados
obtidos no laboratério por parte de uma organizagao externa*. Periodicamente o laboratério
AVELAB executa testes especificos, indicados pelo organismo exterior. O laboratério a ser
avaliado recebe da organiza¢ao externa CQE uma amostra bioldgica que é analisada de acordo
com os ensaios requeridos. Apos a obtencao dos resultados estes sao reportados a
organizagao de CQE que ird avaliar a qualidade dos mesmos. No caso de os resultados nao
se encontrarem em conformidade com os previstos, € entao enviada uma notificagao por parte
da entidade avaliadora ao laboratério de modo a que medidas e praticas de corre¢ao possam

ser tomadas.

Os programas de CQE em que o laboratério AVELAB é participante sao o United Kingdom
National External Quality Assessement Service (UK NEQAS) e o Randox International Quality
Assessement Scheme (RIQAS). E importante também referir que o mesmo possui o selo de
reputacao “PME Lider” criado pela IAPMEI, e ainda se encontra certificado de acordo com a

norma ISO 9001 pela Bureau Veritas Certification.



5.Imunologia

O sistema imunitario é o conjunto de células que tem por objetivo proteger organismos
multicelulares de possiveis agentes patogénicos, processos inflamatorios e até mesmo de
processos tumorais. No entanto, nao é um sistema que trabalha sozinho, mas sim interagindo
com muitos outros sistemas do organismo, como por exemplo o sistema enddcrino, nervoso

e metabdlico’.

Por norma, a amostra biologica mais utilizada para a realizagao dos testes imunologicos é
o sangue, nomeadamente o soro, no entanto pode também ser utilizado plasma e em alguns
ensaios a urina. Deste modo, uma vez o sangue colhido e aquando da entrada na triagem do
laboratério central AVELAB este é centrifugado ficando separado em duas fases distintas: as

células sanguineas propriamente ditas e o soro.

No laboratério de Imunologia sao utilizados dois aparelhos para a realizagao dos testes. O
aparelho Phadia 250 ¢ destinado a realizagao de testes de alergias e autoimunidade através da
tecnologia ImmunoCAP (Anexo Ill) e no Architect ci8200 executam-se testes tais como Ac
Anti HIV | e 2 e Ag p24, HBsAc, HBsAg, AFP, beta-hCG, Ac Anti-CMV IgG e IgM, Ac Anti-
Toxoplasma gondii IgG e I1gM, PSA livre e total, Ac Anti-Virus da Rubeola IgG e IgM, etc. (Anexo
I). Os testes sao realizados de modo a detetar reagoes de Ag-Ac. No laboratério de
Imunologia, os controlos para todas as analises sao realizados diariamente, através de um kit
disponibilizado pela marca dos aparelhos (Multichem IA). Este kit possui trés niveis de
controlo, sendo o nivel | o nivel nao patoldgico, o nivel 2 o intermediario e o nivel 3 o
patologico. Estes niveis sao controlados alternadamente nos varios dias de trabalho. As
calibragoes sao realizadas apenas quando o aparelho deteta que sao necessarias ou quando

existe mudanca de lotes de reagentes.

6.Hematologia

A Hematologia é a area na qual se estudam as células sanguineas, nomeadamente os
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, bem como a sua produgao e os érgaos onde estas sao
produzidas. Através deste estudo, baseado na medicao de constantes hematimétricas,
velocidade de sedimentagiao, coagulagao e na visualizagio ao microscopio otico de um

esfregaco sanguineo, podem ser detetadas e caracterizadas varias patologias.

No laboratério de Hematologia da AVELAB, os controlos e as calibragoes sao realizados

todos os dias como primeira tarefa.



Diariamente sao rececionados dois tipos de tubos de sangue total. Um contém EDTA,
que é utilizado como anticoagulante; o outro contém citrato de sodio, utilizado como tampao.
De acordo com as requisi¢oes, cada amostra € submetida a analises diferentes. Os tubos com
EDTA sao utilizados para a realizagao de andlises tais como hemograma, velocidade de
sedimentagao e avaliagao da hemoglobina Ac (parametro que sera desenvolvido no capitulo
da Bioquimica, no entanto, por motivos de logistica do laboratorio, o aparelho destinado para
esta analise encontra-se localizado no sector de hematologia). Enquanto que os tubos com
citrato de sodio sao utilizados para a realizagao de estudos da coagulagao, estudos de grupos

sanguineos, provas de Coombs e testes de dimero D.

Nos aparelhos Sysmex XT-2000i e Sysmex XE-2100 ¢é efetuado o hemograma, onde sao
quantificadas as células sanguineas, tais como os eritrocitos, leucocitos (neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos), plaquetas e reticuldcitos. Sao também avaliados
parametros hematimétricos como VGM, HGM, CHGM e RDW, bem como outros
parametros como o hematocrito e quantificagio de hemoglobina. As alteragdes no
hemograma sao detetadas pelo aparelho e, caso se justifique, é realizado um esfregago
sanguineo manual de modo a observar a morfologia das células direcionando-se o diagnéstico

para determinadas patologias, sendo as mais comuns as anemias.

Quanto ao estudo da coagulagao, diferentes parametros sao avaliados, tais como o tempo
de protrombina, com o seu respetivo International Normalized Ratio (INR), doseamento de

fibrinogeno, tempo de tromboplastina parcial ativada, etc.

Quando finalizadas as analises requeridas pelo clinico, estas sao validadas por técnicos

superiores e por médicos através do sistema Apollo.

7.Microbiologia

A Microbiologia é a area da ciéncia que estuda a biologia de varios microrganismos tais como
bactérias, virus, parasitas e fungos. Estudos efetuados mostram que os seres humanos possuem
uma relagio muito estreita com estes microrganismos®. Estes organismos que coabitam com
as células humanas sao denominados de microbiota e constroem uma relacao de simbiose
com o nosso organismo protegendo-nos de agentes patogénicos e de agentes externos
agressores. No entanto, baixa de imunidade, barreiras fisicas destruidas ou efeitos secundarios
relacionados a toma de farmacos estao entre os inumeros fatores que podem fazer com que

a microbiota deixe de exercer efeitos protetores e passe a ser responsavel por processos



patoldgicos. E por esta razido que atualmente a area da microbiologia é tio importante na satide

publica.

Num laboratério de microbiologia, de modo geral, os agentes microbianos causadores de
patologias sao isolados, identificados e determinadas as resisténcias e sensibilidades a

antibioticos de modo a que a terapia seja o mais direcionada possivel.

De igual modo, o controlo de qualidade interno e externo de cada laboratorio, constitui
uma parte fundamental e imprescindivel no correto diagnostico laboratorial. Isto é tao

importante para a saude individual como também para a melhoria da saide publica.

7.1. Triagem das Amostras do Laboratério de Microbiologia

Ao laboratorio de Microbiologia do AVELAB chegam varios tipos de amostras para exame
microbiologico, nomeadamente amostras de urina, fezes, expetoragao, exsudados vaginais,
rectais e uretrais, exsudados nasofaringeos, exsudados de feridas, raspados de unhas, entre

outros. As amostras de urina sao as mais frequentemente rececionadas.

No setor de triagem da microbiologia verifica-se o correto acondicionamento das
amostras, bem como se se encontram bem identificadas com etiqueta associada, que contém
nome do utente e niUmero mecanografico interno e o volume, no caso de uma amostra de
urina. Caso algum destes parametros nao se encontre em concordancia com as regras de boas
préticas, a amostra é rejeitada ou assinalada no livro de ocorréncias. E dada a entrada de cada

amostra individualmente no sistema Apollo onde comegam a ser rastreadas.

As amostras urinarias sao dividas por setores conforme as analises a serem realizadas
(Figura 1). Relativamente as outras amostras acima mencionadas, estas sao colocadas em

tabuleiros e seguem para analise.

Amostra Urina
I
[ I I ]

E R 'd Sumdria de Bacteriolégi Sumdria + gun;\ér_ialg/gu

Xames equerl os Urina acteriologico Bacteriolégico acterio’ogico

e/ou Bioquimica
. - . . . . . . Aliquota para . . .
Sector de Dest|no Sumdrias Microbiologia Microbiologia Bioquimica Microbiologia

Figura I - Circuito das amostras de urinarias no setor de Microbiologia



7.2. Exame Bacterioldgico

A maior parte dos exames microbiologicos realizados no laboratério de Microbiologia do
AVELAB sao bacteriologicos. O Exame bacteriologico engloba varios procedimentos desde a
observagao morfolégica das bactérias, o isolamento bacteriano em meios de cultura
apropriados, identificagao e posterior teste de sensibilidade a antibidticos. Por esse motivo,
explicarei, nos subcapitulos que se seguem, o procedimento de um exame bacteriologico com
mais pormenor. No entanto, posteriormente sera apresentado o processamento efetuado
para cada tipo de amostra, incluindo outros exames como o parasitologico ou micologico com
base em alguns casos reais com os quais tive a oportunidade de trabalhar durante o meu

estagio neste setor.

7.2.1. Exame Macroscopico
O exame macroscopico consiste na observagao a olho nd das caracteristicas da amostra,
como por exemplo a cor, turvagao, consisténcia, existéncia de muco ou sangue (porgoes de
amostra que devem ser as eleitas para recolha e posterior processamento). A recolha de toda
esta informagao auxilia o microbiologista na orientagao de todo o processamento para um
diagnostico final . Por estas razdes, o exame macroscopico marca a primeira etapa do exame

bacterioldgico.

71.2.2. Exame Microscopico Direto

O exame microscopico direto consiste na observagao direta da amostra bioldgica ao
microscopio otico, fornecendo informagoes sobre a qualidade da amostra e a morfologia da(s)
bactéria(s) presente(s), caracteristica esta determinante na selegao do meio de cultura para

isolamento.

Este exame ¢ realizado a fresco e/ou através de técnicas de coloracao diferencial. Em
situagoes criticas, que ocorrem com mais frequéncia a nivel hospitalar, como seja uma suspeita
de meningite, a pratica do exame microscépico pode orientar a terapia a ser administrada
mesmo antes da bactéria ser isolada e identificada. E muito Gtil por ser uma técnica rapida e

de baixo custo '°.

No laboratério AVELAB, o exame a fresco é realizado em primeiro lugar para alguns tipos
de amostra e de seguida é complementado com técnicas auxiliares de coloracao diferencial,
as quais tive a oportunidade de realizar. Sao elas a coloragao de Gram, coloragao de Ziehl-
Neelsen e coloragao de Azul de Lactofenol que se encontram, seguidamente, descritas ao

pormenor.



Exame a Fresco

O exame a fresco, tal como indica o nome, é realizado sem a adigao de nenhum reagente
ou corante. E realizado através da observagio microscopia de uma preparagio entre limina e
lamela da suspensao do material bioldgico. Este tipo de exame permite avaliar a qualidade da
colheita (procedendo-se a contagem de células epiteliais), o grau de infe¢ao e invasao do
agente etiologico (contagem de células leucocitarias e eritrocitarias) e ainda a semi-

quantificagao de bactérias (muitas ou raras).

No laboratorio AVELAB, as amostras bioldgicas de rotina que sao observadas pelo exame
a fresco sao as amostras de urina, fezes e exsudatos uretrais, vaginais e/ou retais. A observagao
a fresco de algumas amostras, como é o caso de amostras nasofaringeas, nio apresenta

nenhuma vantagem para a escolha do procedimento a ser tomado.

Coloracao de Gram

A Coloragao de Gram é a coloragao mais utilizada no laboratorio de microbiologia para
bactérias e é realizada em amostras onde existe uma suspeita de infegao. Esta técnica tem por
objetivo auxiliar o profissional de saide na identificagao da morfologia das bactérias presentes
(cocos, bacilos ou cocobacilos) bem como na sua classificagao (Gram positivas ou Gram
negativas) e agrupamento (como por exemplo estafilococos ou estreptocococos). Todas estas
informagoes vao orientar o microbiologista para a escolha do(s) meio(s) de cultura a

selecionar ou prova(s) de identificagdo a realizar *’.

Na Coloragao de Gram, um primeiro corante € aplicado (violeta de cristal ou de genciana)
corando todas as bactérias presentes na amostra. Ao ser aplicado o diferenciador (3dlcool-
acetona), algumas bactérias possuem a capacidade de reter o primeiro corante devido a rica
composicao de acido teicdico e peptidoglicano da sua parede celular. Estas bactérias sao
classificadas de Gram positivas e apresentam uma coloragao arroxeada. Ja o outro tipo de
bactérias, nao possui essa capacidade devido ao facto de ter uma parede celular com
composicao diferente. Quando sao submetidas ao diferenciador, estas descoram e coram de
rosa aquando da aplicagao do corante de contraste (fucsina). Estas sao classificadas de Gram
negativas. Este tipo de classificagao é bastante importante, uma vez que a parede celular das
bactérias estd muito ligada ao seu metabolismo e biossintese proteica. Tendo este

conhecimento, permite ao clinico orientar uma terapéutica adequada ao utente *’.

Com esta coloragao é possivel também observarem-se fungos, tanto a sua forma
leveduriforme como a filamentosa, que se apresentam corados de roxo. No entanto, é

importante salientar que estes microrganismos nao podem ser classificados de Gram positivos
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ou Gram negativos. Este tipo de coloragao para leveduras é muito util na medida em que

auxilia na distingao de artefactos existentes nas amostras biologicas.

Coloracao de Ziehl-Neelsen

Algumas bactérias contém longas cadeias de acidos gordos conhecidas como acido
micolico, impedindo que corantes basicos, como o cristal de violeta ou genciana, penetrem a
sua parede celular. Deste modo, outro tipo de técnicas de coloragao deve ser utilizado para

visualizar e identificar estas bactérias, como € o caso da coloragao de Ziehl-Neelsen (ZN).

Neste tipo de bactérias, o corante primario (fucsina) liga-se ao acido micédlico e este é
retido mesmo apods a diferenciagdo por alcool-acido. Por este motivo, estas bactérias
denominam-se “dlcool-acido resistentes”. Esta técnica pode recorrer ao calor (técnica a
quente) para ajudar a fucsina a entrar com mais facilidade no interior das células. O corante
de contraste (azul de metileno) tem a fungao de corar todas as outras células e estruturas nao
alcool-acido resistentes presentes na amostra, formando um contraste para a visualizagao das

micobactérias 2.

No Laboratorio de microbiologia da AVELAB, esta coloragao € utilizada em amostras de

expetoragao para a pesquisa de Mycocterium tuberculosis.

Coloracao de Azul de Lactofenol
A coloragcao de azul de lactofenol baseia-se na utilizagao do corante Azul de Lactofenol
para corar estruturas fungicas. Utilizam-se amostras de unhas, escamas de pele, pelos e cabelos

ou culturas flngicas (com o auxilio de fita-cola)’.

As amostras que mais frequentemente sao submetidas a esta técnica no laboratério

AVELAB sao os raspados de unhas.

7.2.3. Exame Cultural
Apos a observagao da morfologia das bactérias através do exame microscopico, que
forneceu informagao preliminar acerca da bactéria potencialmente envolvida na infegao, segue-
se o exame cultural. O objetivo deste exame é promover o crescimento das bactérias e isola-
las, de modo obter quantidade suficiente da bactéria clinicamente relevante e, posteriormente,

proceder a sua identificagdo através de provas de identificagio '°.

O crescimento bacteriano in vitro é conseguido através da utilizagao de meios de cultura
que fornecem todos os nutrientes necessarios, do ponto de vista metabdlico, a proliferagao e

desenvolvimento das bactérias °.



No Laboratério AVELAB sao utilizados trés tipos de meios: meios de enriquecimento,
diferenciais e seletivos. Os meios de enriquecimento possuem nutrientes especificos para
certas bactérias patogénicas, favorecendo o seu crescimento mais rapido. Os diferenciais, para
além de potenciarem o crescimento das colonias, diferenciam-nas visualmente, com mudangas
de cor, por exemplo, através de reagoes bioquimicas. Os meios seletivos possuem agentes
inibitorios especificos para a maioria dos microrganismos, exceto para aqueles que se

consideram suspeitos e patologicos nessa amostra '°.

No laboratorio AVELAB a escolha do meio de cultura a ser utilizado depende da amostra
em questao, do tipo de morfologia, agrupamento e da classificagio de Gram que se observou
no exame microscopico. Os meios de cultura e caldos de enriquecimento que sao utilizados

neste laboratério encontram-se mencionados na Tabela Il.

Apos inoculagao da amostra no meio de cultura, varios fatores podem influenciar o
crescimento bacteriano, tais como, temperatura, pH, percentagem de CO,, etc. A maior parte
dos microrganismos patogénicos crescem a uma temperatura compreendida entre os 35°C e
37°C (temperatura corporal média do ser humano) e num ambiente atmosférico normal.
Assim, no laboratorio de microbiologia da AVELAB, os meios inoculados sao colocados numa
estufa que se encontra com uma temperatura de 36°C. Para culturas em que existe suspeita
da presenca de Neisseria gonorrhoeae ou Streptococcus pneumoniae é extremamente importante
que estas sejam incubadas a 5-10% de CO,, uma vez que estas espécies sao fastidiosas. No
laboratério da AVELAB esta condigao é conseguida através da técnica da vela. O tempo médio

de incubagao, de acordo com as boas praticas laboratoriais € de |8-24h.

Tabela Il - Meios e caldos utilizados no laboratério AVELAB e as suas fungdes e caracteristicas '°.

Meios de Cultura Funcdo e Caracteristicas

Levi Meio seletivo e diferencial para bacilos entéricos fermentadores e nao
evine
fermentadores da lactose.

Meio diferencial para microrganismos fermentadores e nao fermentadores de
Gelose CLED lact
actose.

Meio seletivo para Staphylococcus spp. e identificagio presuntiva de

Manitol Salgad
anitol salgado Staphylococcus aureus.

Meio seletivo para Staphylococcus aureus e diferencial para meticilina resistentes
chromID MRSA SMART  seletivo para Staphy P
ou nio resistentes.

Meio cromogénico seletivo para Streptococcus do grupo B, nomeadamente
chromlID StreptoB g P P grup
Streptococcus agalactea.

Sabouraud com Meio de isolamento para fungos leveduriformes e filamentosos com inibigao de
cloranfenicol crescimento bacteriano.

Meio enriquecido e diferencial para microrganismos com necessidades

Gelose de Sangue L , ~ ~ .
nutricionais especificas. (observagao de reagoes de hemalise).

PVX (Gelose de Meio que favorece o crescimento de Haemophilus spp. e Neisseria spp.
Chocolate)
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Salmonella-Shigella agar Meio seletivo e diferencial para Salmonella spp. e Shigella spp.
(SS)

Meio cromogénico para diferenciagio de bactérias patogénicas do trato

CHROMOagar urinario. Faz diferenciagdo direta de Escherichia coli e presuntiva de

Orientation Enterobacteriacea (grupo PMP spp. e grupo KESC), e de Enterococcus
(Staphylococcus aureus e Staphylococcus saprophyticus).

Mueller-Hinton Meio usado para realizagao de TSA por método de difusdao em disco.
Meio cromogénico seletivo e diferencial para leveduras. Diferenciagao direta

Candida Select entre Candida albicans e outras espécies patogénicas de leveduras (C.
glabrata, C. tropicalis e C. kruzei).

Campylosel Meio seletivo para Campylobacter spp. em amostras de fezes.

Columbia Meio seletivo para bactérias Gram-positivas.

Caldo TODD Meio de enriquecimento para isolamento de Streptococcus agalactiae em

exsudados vaginais/retais e inibicdo da flora comensal.

Caldo de Selenito Meio de enriquecimento para Salmonella spp.

7.2.4. Provas de Ildentificacdo

Como referido anteriormente, o tempo médio de incubagao das culturas bacterianas e de
leveduras é de 18-24h. Por este mesmo motivo, no laboratorio de microbiologia do AVELAB,
as culturas incubadas sao observadas na manha seguinte. Caso as culturas sejam positivas, sao
anotadas as suas caracteristicas macroscopicas tais como cor, forma, formagao de pigmento,
produgao de H,S, muco, etc. na requisicao com identificagao do doente e seguem para os
testes de identificagao. Caso nao se observe crescimento, € anotado o tempo de incubagao a
que esta a ser feita a observagao e é novamente colocada na estufa. Tal pratica é realizada pois
a cultura podera positivar as 48h de incubagao. Os fungos filamentosos crescem a uma

temperatura 6tima de 30°C durante um periodo de 21 a 30 dias.

Apos a obtencao de culturas positivas sao realizadas provas de identificagao (baseadas em
provas fisiologicas e bioquimicas), caso o meio de cultura utilizado nao diferencie espécies

bacterianas.

No laboratorio de microbiologia do AVELAB sao realizadas provas manuais e provas
automatizadas. Estas ultimas sdo realizadas no aparelho BD 100 Phoenix. As provas de
identificacdo automatizadas sao sempre realizadas, exceto quando em amostras de urina
cultivadas em CHROMOagar Orientation é possivel identificar com confiangca a bactéria
envolvida na infecao, como por exemplo Escherichia coli. As provas manuais sao realizadas
apenas quando nos meios seletivos e cromogéneos nao foi possivel, através da observagao

macroscopica da coldnia, identificar a bactéria patogénica envolvida.

Métodos Manuais
Os métodos manuais mais utilizados no laboratério de microbiologia da AVELAB, e com

os quais tive oportunidade de realizar encontram-se descritos na Tabela Ill.



Tabela IlI - Provas bioquimicas manuais, as suas fungdes e resultados esperados '°.

Prova Funcao Resultado
Identificagao presuntiva de E. coli e PMP — Indol (+) (azul)
Indol Enterobacteriacea através da Proteus mirabilis e outras Enterobacteriaceae —
pesquisa da enzima triptofanase. Indol (=) (rosa)
Identificagao presuntiva de PMP e Proteus mirabilis — TDA (+) (coldnias
Enterobacteriaceae  através da castanhas)
TDA . . . .
pesquisa da enzima triptofano Outras  Enterobacteriaceae — TDA ()
deaminase. (nenhuma reagao)
Oxidase Diferenciagdo entre as bactérias Pseudomonas spp. — Oxidase (+) (coloragdo azul
Gram-negativas. na tira teste).
Staphylococcus — Catalase (+) (produgido de
Identificagao de bactérias Gram- efervescéncia)
Catalase .
positivo. Streptococcus e Enterococcus — Catalase (-)
(sem produgdo de gas)
Staphylococcus aureus — coagulase (+) (com
Coagulase Diferenciagao entre Staphylococcus producio de codgulo)
aureus e Staphylococcus saprophyticus. Staphylococcus saprophyticus — coagulase — (sem

producio de codgulo)

Métodos Automatizados

Tal como descrito anteriormente, o aparelho utilizado para a identificagao bacteriana no
laboratério AVELAB é o Phoenix 100 BD. Todas as manhas, apds observagao macroscopica
das culturas, selecionam-se as coldnias isoladas, preparam-se as suspensoes bacterianas, com
turvagao 0.5 na escala de McFarland, que contém as bactérias especificas a serem analisadas,
prosseguindo-se para as provas de identificagao automaticas. Cada suspensao é colocada num
painel especifico para as bactérias que se suspeita estarem envolvidas na infecao. Esse painel
contém pogos (por onde a suspensao bacteriana se vai impregnar) com substratos especificos
para as provas bioquimicas necessarias a identificacao bacteriana. Todos os painéis sao
devidamente identificados com uma etiqueta onde se encontra um cddigo de barras com o
numero mecanografico do utente. Um esquema dos painéis existentes no laboratorio de

microbiologia da AVELAB encontra-se em anexo (Anexo V).

71.2.5. Antibiograma ou Teste de Sensibilidade aos Antibioticos
Ap6s identificagao da bactéria envolvida na infecao, é necessario conhecer a suscetibilidade
aos antibioticos de modo a orientar o tratamento do doente. Esse tratamento tem por

objetivo a erradicagao do agente patogénico através da antibioterapia.

Uma vez que, a maioria das bactérias clinicamente relevantes adquirem resisténcia a certos
antibioticos, é extremamente importante que o laboratério realize o Teste de Sensibilidade

aos Antibidticos (TSA) para as bactérias identificadas'®.



Para determinadas bactérias sao bem conhecidas as resisténcias intrinsecas, como é o caso
da resisténcia natural da Klebsiella pneumoniae a amoxicilina e a nitrofurantoina. Esse
conhecimento poderia dispensar a realizagao do TSA para estes dois antibioticos. No entanto,
no laboratorio de microbiologia do AVELAB, esse teste € realizado de modo automatizado,
através do aparelho Phoenix 100 BD, paralelamente a realizagao dos testes de identificagao
bacteriana. Deste modo, o TSA ¢é realizado para todas as amostras biologicas. A suspensao
efetuada para a identificagao bacteriana € utilizada para inocular um caldo enviado pela marca
do aparelho, que depois ¢é colocado no painel de antibioticos a serem realizadas. Apesar da
existéncia de automatizagao no laboratorio, existem alguns casos em que técnicas manuais
precisam ser efetuadas, como por exemplo a falha do aparelho na realizagao do teste ou no
caso de o aparelho identificar Klebsiella spp. com probabilidade de produgao de
carbapenemases. Para o primeiro caso, realiza-se o TSA pelo método de Kirby-Bauer, em
gelose de Mueller-Hinton. A escolha dos antibidticos, impregnados em discos, a serem
utilizados é realizada de acordo com o tipo de bactéria que foi identificada. Uma tabela do
painel de antibiéticos que é utilizado no laboratério AVELAB para este tipo de teste manual

encontra-se em anexo (Anexo V).

Apos incubagao, sao medidos, em milimetros, os halos
obtidos em torno dos discos e posteriormente
comparados com as tabelas de EUCAST para
determinacao de sensibilidade ou resisténcia. Quanto
maior o halo, mais sensivel é a bactéria ao antibiotico. Na
Imagem | é possivel observar diferentes halos, todos com

sensibilidade aos antibioticos em questao.

No segundo caso, é realizado um teste fenotipico,

Imagem | - TSA pelo método de Kirby-

denominado de KPC, baseado no Teste de Hodge g, ..

Maodificado, que visa identificar se a bactéria em questao, neste caso Klebsiella (enterobactéria
Gram negativa), € ou nao produtora de carbapenemases. As carbapenemases sao enzimas que
hidrolisam antibioticos utilizados no tratamento, os carbapenemos, conferindos resisténcia. A
realizagao deste teste é muito importante, uma vez que a frequéncia da infecao por parte de
enterobacterias resistentes aos carbapenemos esta a aumentar significativamente nas unidades
de satde portuguesas bem como no mundo, podendo levar a2 morte dos doentes'"'. O teste
realiza-se utilizando uma gelose de Mueller-Hinton onde se semeia, através da técnica de

sementeira em toalha, uma estirpe de E. coli. Posteriormente é colocado um disco de



antibiotico do grupo dos carbapenemos, como por exemplo
o imipenem, no centro da gelose. E semeada entio a cultura
de Klebsiella em quatro estrias com inicio no disco de
antibiotico. Apos um periodo de 18-24h, se Klebsiella for
produtora de carbapenemases, estas enzimas hidrolisam o

antibiotico possibilitando assim o crescimento de E. coli em

torno do disco de antibidtico, conferindo ao teste a s

S,

e e . AORS
positividade, tal como como se pode observar na Imagem Il. |magem II - Teste de KPC positivo.

Caso contrario nao se verifica crescimento da mesma.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de preparar e efetuar tanto as técnicas

automatizadas como as técnicas manuais.

71.3. Principais Amostras Biologicas do Laboratoério

Neste subcapitulo serao abordados os procedimentos de rotina realizados no laboratério
de microbiologia do AVELAB para cada tipo de amostra bioldgica. Serao apresentados casos
clinicos em contexto real, com os quais tive a oportunidade de participar no processo
laboratorial durante o estagio. Por este motivo, os resultados apresentados serao especificos
para determinados agentes microbianos. Sempre que possivel serao apresentadas imagens dos
resultados. E importante ressaltar que, por questes de privacidade, os nomes dos utentes

nao serao mencionados assim como os numeros mecanograficos associados.

7.3.1. Urina
Uma das infe¢oes mais frequentes na comunidade ¢é a infecao do trato urinario. Apresenta
maior incidéncia nas mulheres, uma vez que a uretra feminina é anatomicamente mais curta,
podendo existir outros fatores determinantes para a infecao do trato urinario (ITU) tais como
gravidez, idade, pacientes cateterizados, etc. A causa de ITU pode ser tanto bacteriana como

micologica. No entanto, a bacteriana continua a ser a mais prevalente.

O diagnéstico clinico de uma ITU baseia-se nos sintomas, na analise sumaria da urina e na
urocultura, sendo que o laboratorio desempenha um papel muito importante em relagao a

realizacido dos Ultimos dois testes .

A analise sumaria da urina consiste na realizagao de dois procedimentos: analise da urina
nao centrifugada através de uma tira-teste, onde se analisam pardmetros como nitritos,
leucocitos, pH, eritrocitos, proteinas, glucose, etc. e analise microscopica a fresco do
sedimento urinario de urina centrifugada que permite a observagao da presenga ou nao de

bactérias, células epiteliais, leucocitos, eritrocitos e cristais. Apesar desta analise avaliar
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parametros da area da Bioquimica, realiza-se no laboratoério de Microbiologia da AVELAB e

por esta razao encontra-se descrito neste subcapitulo a sua importancia.

Colheita

Uma vez que a colheita da urina é frequentemente realizada pelos proprios utentes através
de métodos nao invasivos, como € o caso da colheita pelo método do jato intermédio, torna-
se extremamente importante a transmissao de instrugoes corretas sobre a colheita, por parte
do técnico ao paciente. A urina é um fluido bioldgico estéril, pelo que, quando é observada
contaminagao do trato urindrio inferior pode indicar uma ma colheita. Deste modo, para um
diagnostico laboratorial fidedigno torna-se imprescindivel a diferenciagao, por parte do

profissional de salde, entre colonizagao, contaminagao ou infegao.

De modo a garantir a qualidade dos exames a serem executados, existem algumas normas
a ser cumpridas, tais como: o volume minimo recomendado de urina é de |0ml para os adultos
e Sml para as criangas; a colheita deve ser realizada para um frasco esterilizado; a amostra
biologica deve ser refrigerada se a colheita foi efetuada num tempo superior a duas horas; o
recipiente deve ser devidamente identificado e deve estar bem acondicionado e nao vertido;
em doentes algaliados a urina nao deve ser colhida dos sacos coletores mas sim através de
métodos invasivos como a colheita suprapubica. Se algum destes requisitos nao for cumprido,

a amostra podera ser rejeitada.

Exame Microscépico e Cultural

Como mencionado anteriormente, as urinas que dao entrada no laboratério de
microbiologia com indicagao para a realizacio de sumaria de urina e urocultura sao
submetidas, em primeiro lugar, a analise bioquimica no aparelho Aution Max AX-4030. Se o
aparelho nao detetar sinal de infegao, a amostra é arquivada e é dada como resultado negativo.
Caso o aparelho detete possivel infegao, a amostra € centrifugada e segue para anidlise do

sedimento urinario.

Num dos casos que tive a oportunidade de participar no procedimento, o individuo era
do sexo feminino e na requisicio pedia-se sumaria de urina e exame bacteriologico. Deste
modo, foi colocada uma aliquota da amostra de urina no aparelho e detetou-sepossivel infegao.
Assim, centrifugou-se a urina e analisou-se microscopicamente o sedimento uriniario numa
ampliagao de 100x onde se observaram 5-10 células epiteliais normais e de transi¢ao, e numa
ampliacao de 400x onde foram observados 25-50 leucécitos e 5-10 eritrocitos e cocos
agrupados em estafilococos (Imagem I1ll). Nao foram observados cristais nem fungos ou

parasitas.



Imagem Il — Observagao microscopica do sedimento urinario: células epiteliais normais e de transicao, leucocitos,
eritrocitos e cocos em agrupamento estafilococos. (Esquerda: ampliagdo 100x; Direita: ampliagao 400x)

Posteriormente, foi realizada uma coloracio de Gram onde se observaram células
epiteliais de transigao, leucocitos e cocos Gram positivos em agrupamento estafilococos. A

quantificagao dos microrganismos foi registada na folha de trabalho que acompanha a amostra.

De seguida, foi feita uma urocultura, semeando entre | a 10 pl de amostra, com o auxilio
de uma ansa calibrada, os meios de cultura CHROMagar Orientation (que é utilizado para a
maioria das bactérias encontradas na urina) e o Manitol Salgado, que foram selecionados de
acordo com o microrganismo observado na coloragao de Gram. Os meios de cultura foram
incubados a 36°C durante 18-24h apos o qual se procedeu a observagao e interpretagao dos

resultados obtidos.

Interpretacao de Resultados

No meio de cultura CHROMagar Orientation
observaram-se coldnias pequenas de cor rosa (Imagem
IV) e no meio de Manitol Salgado observaram-se colonias

amarelas.

Atendendo as informagoes obtidas no sedimento

urinario, coloracio de Gram e nos meios de cultura, Imagem IV - Colénias pequenas cor-
de-rosa  no meio de cultura

suspeitou-se de uma infegdo por Staphylococcus CHROMagar Orientation.

saprophyticus, uma vez que estas bactérias sao cocos Gram positivos que se apresentam em

grupos estafilococos, as coldnias apresentam tamanho pequeno e cor rosa em meio

CHROMagar Orientation e fermentam o manitol no meio de Chapman (caracteristica de

Staphylococcus) apresentando uma cor amarela neste meio. Adicionalmente, este tipo de

bactéria € uma das mais comuns, juntamente com Escherichia coli, nas ITU, causando uma

infecao severa compativel com a observacao de eritrocitos, leucécitos e células de transicao



no sedimento urinario e coloragao de Gram. De modo a complementar a informagao, poderia

ser realizado um teste de coagulase, onde o resultado esperado seria negativo.

Todas estas informagoes foram anotadas na requisi¢ao do utente, inclusive o nimero de
colonias observadas e se a cultura foi monomorfica ou polimoérfica. Neste caso, foi uma cultura
monomorfica (Imagem IV), o que significa que nao houve contaminagao durante a colheita e
que pode ser dada como fidedigna. Por fim, foi preparado o painel para teste automatizado
de identificacao e TSA adequado para o tipo de microrganismo que foi observado. O aparelho
confirmou a identificagao realizada anteriormente bem como determinou a suscetibilidade aos

antibioticos.

7.3.2. Fezes
O intestino Humano ¢é colonizado por indmeras espécies de bactérias da familia
Enterobacteriaceae (bacilos Gram negativos). No entanto, em determinadas situagoes,
algumas dessas bactérias podem causar infe¢ao ao hospedeiro, como por exemplo Escherichia
coli. Em contraste, outras espécies, como € o caso de Salmonella spp. ou de Shigella spp., nao
colonizam em momento algum o intestino Humano, pelo que a sua presenga possui sempre
um caracter patologico. O ser humano fica contaminado com estas bactérias patogénicas

através da ingestio de alimentos ou aguas contaminadas '*.

Apesar de as causas mais comuns de gastroenterite serem devido a agentes bacterianos,
outros microrganismos podem estar envolvidos como por exemplo virus, parasitas ou fungos.
Deste modo, torna-se extremamente importante a realizagdo do exame laboratorial
(coprocultura, micolégico, parasitolégico e seroldgico) nao sé para identificar o agente

etiolégico da doenga, mas também para orientar a terapéutica através da realizagao de TSA.

Colheita

A colheita deve ser realizada, com o auxilio de uma espatula, para um recipiente estéril.
Deve ser colhida uma amostra de fezes com tamanho aproximado a uma noz e em dias
diferentes, especialmente para pesquisa de parasitas. O frasco deve ser hermeticamente

fechado e entregue no laboratério o mais rapido possivel.

Exame Macroscépico, Microscopico e Cultural

Durante o estagio, rececionei uma amostra de fezes que se encontrava nas condigoes
apropriadas de transporte e condicionamento. Tratava-se de uma crianga do género masculino
com |6 meses de idade. No exame macroscopico verificou-se que a amostra apresentava uma

consisténcia normal, cor acastanhada e auséncia aparente de zonas com muco ou sangue. E

importante salientar, que caso existam tais elementos na amostra, estes devem ser
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selecionados, pelo profissional de saude, para observagao do esfregaco. Na requisicao do
utente era pedido a realizagao de um exame Bacteriologico-Micologico-Parasitologico (BMP),
que é o exame de rotina realizado com mais frequéncia neste tipo de amostra. Para tal foi
necessaria a observagao a fresco de um esfregaco de fezes, a : : 4

fim de se detetar a presenga de fungos e/ou parasitas,
leucocitos e eritrocitos, e proceder a cultura em caldo
Selenito, SS e Sabouraud agar para a detecao e identificagao \ ‘ :
de bactérias e fungos. A cultura em meio Campylosel para ¥ O
pesquisa de Campylobacter spp., é realizada apenas quando o
clinico o sugerir. Aquando da observagao do esfregago ao
microscopio otico, foi possivel a observagio de elementos

celulares com estruturas leveduriformes e muito poucos

eritrocitos (Imagem V). A alteragao da flora intestinal € muito Imagem V - Observagio de poucos
eritrocitos e estruturas leveduriformes
frequente em criangas que frequentemente ingerem aglcares em esfregaco de fezes.
uma vez que apos fermentacio, por parte das bactérias, o pH é alterado, permitindo o
crescimento anormal de estruturas fungicas.
De seguida, foi realizada a coprocultura em meios adequados. Semeou-se, com o auxilio
de uma ansa, a amostra de fezes em Caldo Selenito, SS e Sabouraud e incubou-se a 36°C
durante um periodo de 18-24h, em ambiente de aerobiose. Apos esta incubagao observaram-

se as culturas: o meio Sabouraud apresentava iniUmeras coldnias brancas sugestivas de Candida

spp. e o meio SS apresentava colonias incolores com centro negro (Imagem VI).

e

YO e

A A [
Imagem VI - Colénias fungicas em meio Sabouraud (esquerda) e coldnias bacterianas com centro negro
em meio SS (direita).
Estes resultados foram anotados na requisicao do doente e foi repicada a amostra do

Caldo Selenito para um novo meio SS. Todas as placas (dois meios SS e um meio Sabouraud)

foram incubadas novamente em condi¢oes semelhantes a incubagao efetuada anteriormente.
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Apos periodo de incubagao foram observadas novamente as colonias obtidas que nao

apresentaram alteragoes nos resultados.

Interpretacao de Resultados

Pelas colonias observadas no meio de Sabouraud juntamente com a informagao obtida no
esfregaco de fezes é possivel concluir-se que existe a presenga
de fungos sugestivos de Candida spp e nao existe presenga de
parasitas. Através do meio SS foi possivel observar colonias com
centro negro sugestivas de Salmonella spp. ou Proteus spp.. As
duas espécies apresentam as mesmas caracteristicas visuais
(coldnias incolores com centro negro) pois ambas nao sao
fermentadoras da lactose e sao produtoras de sulfureto de
hidrogénio (H,S). Foi necessario entao recorrer-se a técnicas
manuais para distingao das bactérias suspeitas. O teste realizado

foi o teste da aglutinagao através do kit Microgen® que se baseia

no uso de particulas de latex revestidas de soro de ratinho anti-

Ag de Salmonella. Deste modo, quando a amostra € adicionada a Imagem VII - Teste de aglutinacio

. . para distingao entre Salmonella spp. e
estas particulas, se Salmonella estiver presente na amostra Proteus spp: (3) controlo positivo

B . . 3 (aglutinagao); (6) amostra em estudo
observa-se a olho nu a aglutinagao das particulas. No teste (auséncia de aglutinacio).
realizado a amostra referente a este caso clinico, nao se observou aglutinagao (Imagem VlI),

que, por exclusao nos permitiu concluir que a bactéria envolvida na infegao seria um Proteus
spp.

Deste modo, foi escolhido o painel apropriado para testes automatizados de identificagao
e TSA que nao sé nos permitiu confirmar tratar-se de um Proteus spp. bem como identificar a

espécie e susceptibilidade a antibioticos.

7.3.3. Exsudados Uretrais, Vaginais e Retais

Varios microrganismos podem causar infegoes vaginais e uretrais tais como virus, bactérias,
parasitas e fungos. Em algumas situagdes, como por exemplo sistema imune deprimido,
alteragao de pH ou a idade, poderao alterar as bactérias presentes na microbiota provocando
uma infecao. Um exemplo, que sera abordado mais adiante, sao o caso das vaginoses
bacterianas. Este tipo de infegao ocorre por existir um desequilibrio da microbiota vaginal,
havendo a diminuicao de Lactobacillus (bactérias pertencentes a microbiota). Esta alteragao
origina um aumento de pH da mucosa vaginal, permitindo que outro tipo de bactérias, como

por exemplo Gardnerella vaginalis, prolifere em excesso.
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No laboratorio de microbiologia da AVELAB sao realizados exames a exsudados uretrais,
vaginais e vaginorretais. Nos exsudados uretrais, € realizado um BMP, permitindo a observagao
de bactérias causadoras de uretrites, sendo Neisseria gonorrhoeae a mais comum, bem como a
observagao de parasitas envolvidos neste tipo de infegcoes tais como Trichomonas vaginalis.
Quando se observa ao microscopio a presenga de diplococos Gram negativos, com
possibilidade de serem intracelulares, sugestivos de Neisseria gonorrhoeae, é extremamente
importante ter em atengao o género do utente. As mulheres possuem uma flora vaginal que
pode ser confundida com a morfologia desta bactéria e por isso, para que o diagnostico
laboratorial de Neisseria gonorrhoeae seja valido é obrigatorio a realizagao de um exame cultural
em meio de cultura PVX, em substituicao da Gelose de Sangue (uma vez que este
microrganismo nao cresce neste meio), e respetiva identificagao e TSA. No caso de a amostra
pertencer a um individuo do género masculino, a observagao de diplococos Gram negativos
intracelulares seria suficiente para se validar o diagnostico, no entanto realiza-se o mesmo

procedimento por questoes de qualidade.

Nos exsudados vaginais é realizado também um BPM. Este tem o objetivo de diagnosticar
a origem de patologias da mucosa vaginal, sendo a mais comum a vaginite. Esta patologia pode
ser de origem bacterioldgica, sendo Gardnerella vaginalis a bactéria mais comum, de origem
parasitologica, sendo Trichomonas vaginalis o agente etiologico mais comum, e ainda de origem
micoldgica como € o caso da candidiase vulvovaginal causada por Candida spp. No entanto,
outras bactérias sio pesquisadas neste tipo de amostra nomeadamente bacilos Gram

negativos, cocos Gram positivo em cadeia, cocos Gram positivo em cacho e diplococos.

Os exsudados vaginorretais sao efetuados, na maioria dos casos, em mulheres gravidas
que se encontram entre as 35 e 37 semanas de gestagao. O objetivo da andlise a este tipo de
amostra biologica é detetar precocemente a possivel presenga de Streptococcus agalatiae
(cocos Gram positivos pertencentes ao grupo B de Lancefield), uma vez que este

microrganismo é o principal agente etiologico de infe¢oes neonatais.

Neste subcapitulo, serao apresentados trés casos clinicos. A amostra biologica em dois
dos casos € um exsudado vaginal (Caso | e Caso 2) e no outro caso a amostra bioldgica € um

exsudado vaginorretal (Caso 3).

Colheita
O exsudado vaginal é colhido com o auxilio de uma zaragatoa, através de movimentos
circulares nas paredes da mucosa vaginal. A colheita nao deve ser efetuada durante o periodo

menstrual e a mulher deve fazer uma higienizagdo da area com agua e sabao sem uso de
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antissépticos ou antimicrobianos, de modo a que o ambiente microbiano seja preservado para
um melhor diagnostico. A zaragatoa é colocada num recipiente estéril com meio de

conservagao apropriados.

A colheita do exsudado vaginorretal é realizado também com o auxilio de uma zaragatoa
que é introduzida na vagina e reto e colocada em recipiente estéril com meio de conservagao
adequados. Os mesmos cuidados de higienizagio mencionados anteriormente sao validos

também para este tipo de colheita.

Exame Microscopico e Cultural

Os dois primeiros casos (Caso | e 2) que serdo abordados referem-se a amostras de
exsudados vaginais. Tal como mencionado anteriormente, para este tipo de amostra €
realizado um BMP. A Tabela IV explica sucintamente o procedimento executado para cada

uma das amostras rececionadas bem como os resultados obtidos.

Tabela IV - Procedimentos e resultados de dois exsudados vaginais rececionados no Avelab.

Caso Procedimentos Resultados

Auséncia de fungos e parasitas. Com

Preparagao a fresco para observagio micolégica e , S ,
P P g 5-10 células epiteliais, leucocitos -

arasitologica ao microscopio otico. o
P g P 25 e eritrocitos <2.

- o . L Observagio de cocobacilos Gram
Coloragio de Gram e visualizagdo ao microscopio otico

Caso | . . variaveis em clue cells com poucos
para pesquisa bacteriana. )
lactobacillus (Imagem VIII).
Exame cultural nao foi realizado porque nao se
observaram parasitas e fungos e as bactérias observadas -
nao carecem de realizagao deste tipo de exame.
Auséncia de fungos e observagio de
Preparagao a fresco para observagio micoldgica e protozoarios flagelados (Imagem
parasitologica ao microscopio otico. IX). Com 5-10 células epiteliais,
leucocitos 2-5 e eritrocitos <2.
Caso 2 coloragao de Gram e visualizagdo ao microscopio otico  Auséncia de bactérias consideradas

ara pesquisa bacteriana. relevantes e patogénicas.
para pesq

Exame cultural nao foi realizado porque nao se
observaram bactérias ou estruturas fungicas que -
precisassem da realizagao deste exame.

2

E importante salientar que de acordo com as observagoes na coloragao de Gram nao
houve a necessidade de realizar um exame cultural. No entanto, caso tivessem sido
observados microrganismos com morfologias consideradas relevantes, tais como bacilos Gram
negativos e cocos Gram positivos em cadeia ou em cacho, seria extremamente importante a
realizagao de sementeira em Gelose de Sangue. Adicionalmente, se tivessem sido observados

diplococos (intracelulares ou nao) seria extremamente importante fazer um exame cultural
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em meio PVX e se tivessem sido observadas estruturas fungicas o meio Sabouraud seria o

mais indicado para a cultura.

Imagem IX - Exame microscopico a
fresco de um exsudado vaginal: observagao
de protozoario flagelado (ampliagdo 400x).

Imagem VIII - Coloragio de Gram de
um exsudado vaginal: observagio de
cocobacilos Gram variaveis em clue cells
(ampliagdo 1000x).

O terceiro caso (Caso 3)
refere-se a uma amostra
vaginorretal e, tal como
mencionado anteriormente,
destina-se a pesquisa precoce

de Streptococcus do grupo B,

Imagem X - Cultura em chromolD StreptoB: observagiao de colénias azuis, em
agalatiae. Primeiro realizou-se maioria, e presenca de poucas colonias rosa (incubagio a 36°C durante 24h).

nomeadamente Streptococcus

-se a inoculagao da amostra em Caldo TODD, meio que inibi o crescimento da flora comensal
e enriquece o crescimento de S. agalatiae, caso este esteja presente. O caldo foi incubado na
estufa a 36°C durante 24h e depois procedeu-se a
repicagem do caldo para o meio de cultura
chromolD StreptoB e foi colocado novamente na
estufa a 36°C durante um periodo de 24h. Apos esta
incubagao foram observadas muitas colénias azuis e { i —
poucas colonias rosa (Imagem X). Perante os Iagem Xl - Cultura em chromolD StreptSB:
observagio de inumeras coldnias cor-de-rosa

resultados obtidos foi necessirio prolongar a (incubagio a 36°C durante 48h).

incubagao por mais 24h e observarem-se inUmeras colénias cor-de-rosa (Imagem XI).

Interpretacdo de Resultados

A interpretagao dos resultados sera apresentada por casos clinicos:

Caso I: A presenca de bactérias com morfologia de cocobacilos Gram variaveis dispostas em

clue cells (células epiteliais escurecidas por bactérias), juntamente com a diminuigao do numero
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de lactobacillus e presenga de numerosos leucocitos (sugerem infegao) sao dados sugestivos
de um diagnostico de Gardnerella vaginalis. Por nao existirem estruturas fungicas, parasitarias
ou outro tipo de morfologia bacteriana podemos concluir que Gardnerella vaginalis seria a

origem da infecao em questao.

Caso 2: No exame a fresco, observaram-se trofozoitos de Trichomonas vaginalis que é um
parasita responsavel pela tricomoniase, uma infecao sexualmente transmissivel. Este parasita é
um protozoario flagelado e apenas a sua forma vegetativa, o trofozoito, pode ser observada
uma vez que este nao possui quistos. O facto de nao terem sido observadas bactérias
sugestivas de patologia bem como fungos fez-nos concluir que Trichomonas vaginalis é o agente

etiologico da infegao.

Caso 3: Na placa chromolD StreptoB ao fim de 24h de incubagao foram detetas e observadas
coldnias de cor rosa em pequena quantidade. Estas coldnias sao sugestivas de Streptococcus
agalatiae e este resultado seria suficiente para ser dado como positivo uma vez que basta uma
coldnia cor-de-rosa para se considerar o teste positivo. De facto, o objetivo desta analise é o
diagnostico precoce deste microrganismo, de modo a evitar infegoes neonatais com a maxima
eficacia. No entanto, para que houvesse uma total confianga na identificagao do microrganismo
envolvido neste caso, prolongou-se a incubagao por mais 24h onde se puderam obter
inlmeras coldnias positivas de S. agalatiae. Pelo mesmo motivo, caso as 24h de incubagao, se
observassem apenas coldnias de cor azul (sugestivas de negatividade), a incubagao seria
prolongada por mais 24h e caso apresentasse as 48h de incubagao crescimento exclusivo de

coldnias azuis, o resultado seria dado e validado como negativo.

7.3.4. Exsudados Faringeos e Nasais
No laboratério de microbiologia do AVELAB existem dois tipos de protocolos para
processar os exsudados faringeos e nasais, a pesquisa direta de Staphylococcus aureus em
amostras da orofaringe e pesquisa de meticilina-resistentes Staphylococcus aureus (MRSA) em

colheita nasal.

S. aureus é uma das trés espécies de Staphylococcus com relevancia clinica que mais
frequentemente se observa nos exsudados faringeos e nasais, juntamente com Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus saprophyticus. A bactéria S. aureus apresenta positividade no teste
da coagulase, caracteristica que a distingue das outras duas espécies, e as infe¢oes por ela

causadas podem variar desde pouco graves a muito graves '*.

Um dos problemas mais emergente na saude publica é a resisténcia bacteriana aos

antibidticos. A resisténcia mais conhecida e que mais preocupa as organiza¢oes de saude € a
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resisténcia de S. aureus a meticilina, significando que a gama de tratamento para este
microrganismo € muito menor. A colonizagao por MRSA nao causa impacto no ser humano a
menos que as barreiras de protecgao fisica (como a pele) nao estejam intactas. Assim, em
pessoas que estejam hospitalizadas ou entregues aos cuidados de salide por parte de lares de
terceira idade, as MRSA tém um grande impacto e causa patologias muito graves. Isto deve-se
ao facto de estes individuos possuirem um sistema imunitario mais debilitado por doenga ou
por terapias administradas e estarem sujeitos a procedimentos médicos, muitas vezes
invasivos, que comprometem as barreiras fisicas de protegao. Deste modo, o laboratério de
microbiologia desempenha um papel extremamente importante no combate, detegao e

diagnostico precoce deste tipo de bactérias.

A maior parte das amostras nasofaringeas rececionadas no laboratério de microbiologia
da AVELAB sao colhidas de utentes institucionalizados em lares de terceira idade e destinam-
se a pesquisa de MRSA. Assim, o caso clinico apresentado neste subtopico sera sobre essa

analise.

Colheita

A colheita nasal foi realizada com o auxilio de uma zaragatoa. A
zaragatoa € introduzida pelo orificio nasal até sentir resisténcia
efetuando movimentos circulares. Seguidamente, a zaragatoa é

acondicionada em meio Stuart por possuir caracteristicas apropriadas |

para MRSA.

Exame Microscépico e Cultural

Em exsudados nasais e faringeos, a coloragio de Gram nao
Imagem XII - Cultura em

demonstra grande utilidade no auxilio do diagndstico laboratorial e chromlD MRSA SMART -

observacio de coldnias rosas
i 3 i 7 i alidas e coldnias brancas.

por isso nao foi executada ‘. Assim, P

comegou-se pela realizagao do exame cultural. Com a zaragatoa

foram efectuadas estrias numa placa com meio de cultura chromID

MRSA SMART. A placa foi a incubar a uma temperatura de 36°C

durante 24h. Apos este periodo foram observadas algumas

coldnias com cor rosa muito ténue e algumas colonias de cor

branca/cinza (Imagem XIll). Uma vez que os resultados obtidos nao

Imagem XIII - Cultura em
chromiD MRSA SMART - foram claros efetuou-se a inoculagao da amostra numa nova placa
observagio de coldnias cor-de-
rosa. com meio chromlD MRSA SMART e incubou-se nas mesmas

condigoes anteriores. Apos as 24h de incubagao, foi analisado o crescimento microbiano, onde

se observaram coldnias cor-de-rosa (Imagem XIll). De modo a complementar os resultados

26



obtidos e para identificar o microrganismo de forma mais segura, foi efetuado um teste manual

da coagulase (Imagem XIV).

Interpretacao de Resultados

No meio de cultura chromID MRSA SMART espera-se que
coldnias de MRSA apresentem a cor rosa. Na primeira placa, a
PASTOREX®

cor das coldnias obtida nao se apresentava muito bem definida

(Imagem XIll). Por este motivo, uma nova placa foi incubada

durante mais 24h e nesta, as coldnias apresentaram cor rosa,
sugestivas de MRSA (Imagem XIII). Uma vez que os resultados

. L. . - . Imagem XIV - Teste de coagulase:
obtidos com o primeiro meio de cultura ndo foram conclusivos  esquerda - teste coagulase positivo;

. . direita: controlo negativo.
foi realizado o teste manual da coagulase de modo a poder ser
dado um diagndstico de MRSA mais seguro, o qual deu positivo. Como mencionado

anteriormente, o Staphylococcus aureus € a Unica espécie de Staphylococcus coagulase positiva.

Assim, concluiu-se que se tratava de Staphylococcus aureus pelo teste da coagulase e que
era resistente a meticilina pelo crescimento de colénias rosa no meio de cultura chromlD

MRSA SMART.

7.3.5. Expetoracao

As infecoes do trato respiratorio inferior podem ser causadas tanto por microrganismos
pertencentes a microbiota, em situagcoes de supressio do sistema imunitario, como por
microrganismos que, quase sempre, sao considerados agentes etioldgicos da doenga. No
laboratério de microbiologia da AVELAB existem dois procedimentos a serem realizados
quando se receciona uma amostra biologica de expetoragao: o exame direto e cultural geral
e o exame direto (baciloscopia) e cultural para pesquisa de micobactérias. O primeiro tem
como objetivo diagnosticar laboratorialmente infe¢oes do trato respiratorio inferior,
nomeadamente pneumonias, identificando o agente etiologico e o respetivo perfil de
suscetibilidade aos antibidticos. O segundo tem o objetivo de pesquisar diretamente a
presenca de Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR) uma vez que Mycobacterium tuberculosis,

agente etiologico da tuberculose, sao BAAR.

Durante o meu estagio, tive e oportunidade de executar a baciloscopia. Deste modo, o

caso clinico que apresento sera referente a pesquisa de Mycobacterium tuberculosis.

Colheita
Para que a pesquisa laboratorial de BAAR seja bem-sucedida é necessario que a colheita

seja devidamente realizada de modo a que as contaminagdes do trato respiratorio superior
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sejam nulas. Para tal, é recomendado que a colheita seja realizada de manha, em jejum, e que
nao haja saliva presente na amostra, mas apenas as secregoes respiratorias desencadeadas por
tosse profunda. A amostra é acondicionada em recipiente estéril e enviada para o laboratério

o mais rapidamente possivel para processamento imediato.

Exame Microscopico

Em primeiro lugar preparou-se o esfregaco, tendo em atencao todas as regras de
seguranga, tais como utilizagao da hotte e Equipamentos de Protecao Individual (EPI’s). De
seguida, selecionou-se a porgao mais purulenta da amostra e com o auxilio de uma zaragatoa
colheu-se essa parte e efetuou-se um esfregaco o mais fino possivel, deixando-o a secar a
temperatura ambiente. Uma vez seco foi realizada a coloragao de Ziehl-Neelsen (ZN), sempre
seguindo as normas de seguranca do laboratério. Seguidamente, e o esfregago foi observado
ao microscépio otico. Nesta etapa é muito importante a observagao de pelo menos 300
campos antes de reportar

como negativo, caso hao se

verifique a presenca de 1 i & -
bacilos corados de A Sa R
¥ A '/ O/
N (RS / 5
vermelho. Neste caso =~ 5 s IR N
\
$ER T
clinico especifico, B TR
visualizaram-se bacilos & J

corados de vermelho em

Imagem XV - Coloragdo de Ziehl-Neelsen: observagao de Bacilos Acido-Alcool-
Resistentes (BAAR) corados de vermelho.

fundo azul (Imagem XV).
Interpretacao de Resultados

No exame direto visualizaram-se algumas células epiteliais, sugerindo contaminagao da
amostra com secregoes do trato respiratorio superior. No entanto, a semiquantificagao dos
bacilos corados de vermelho, caracteristicos de BAAR, mostrou que existiam mais de 10
bacilos por campo (numerosos BAAR). Esta semiquantificagao € importante de modo a estimar
o grau de excregao de bacilos e assim, avaliar o grau de infecciosidade do doente. Por fim, é
de extrema importancia reportar imediatamente os resultados obtidos ao clinico, de modo a

que este possa instituir uma terapia ou monitorar a mesma.

7.3.6. Unhas
As unhas sao estruturas queratinizadas sujeitas a infegoes causadas por fungos, sendo os
mais frequentes as leveduras e os dermatofitos. Essas infegoes denominam-se genericamente

por micoses superficiais ou micoses cutaneas, dependendo da camada de tecido que é afetada.
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Por norma, as leveduras tendem a causar micoses superficiais e os dermatofitos a causar
micoses cutaneas. Por esta razido, estas Ultimas podem ser designadas também por

dermatofitoses ou dermatomicoses'.

No decorrer do meu estagio tive a oportunidade de realizar o exame cultural e a
identificagao fingica numa amostra de raspado de unha. Por este motivo, o caso clinico aqui

apresentado sera baseado nessa atividade.

Colheita

Para colheita do raspado da unha é necessario que tenha sido previamente higienizada
com agua e sabdao. De seguida, com um bisturi rasparam-se as areas mais profundas e
pulverulentas da mesma (neste caso especifico de duas zonas diferentes). Os fragmentos
obtidos foram colocados numa caixa de Petri devidamente identificada com uma etiqueta com
o nome do utente, o tipo de amostra e o respetivo niUmero mecanografico. A amostra foi

conservada a temperatura ambiente.

Exame Cultural

O exame cultural foi realizado através da inoculacio da amostra no meio de cultura
Sabouraud com
cloranfenicol (de modo
a que o crescimento
bacteriano seja inibido e

os fungos cresgam).

Com o auxilio de uma

Imagem XVI - Estruturas fingicas em meio Sabouraud vista de frente (esquerda) e do

Zaragatoa SEMEOU-S€, . erso (direita).

por estrias, a amostra no meio de cultura em duas zonas (correspondentes a colheita das duas
zonas diferentes da unha). A placa foi colocada num saco transparente e selada, de modo a
que a dispersao dos esporos seja evitada. De seguida a placa foi incubada a uma temperatura
entre os 22 e os 30°C durante quatro semanas, sendo que a verificagao do crescimento flngico
foi efetuada semanalmente. Ao fim desse periodo, a cultura apresentou crescimento de
estruturas fungicas (Imagem XVI) e por isso, procedeu-se a identificagao das mesmas. Apos
andlise da cor e textura das coldnias obtidas, procedeu-se a preparagao a fresco com azul de

lactofenol para observagao ao microscopio 6tico (Imagem XVII).
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N

e Azul

Imagem XVII - Estruturas flngicas ao microscopio 6tico com coloragao d
de Lactofenol.

Interpretacao de Resultados

Ao observar o aspeto morfolégico das colonias fungicas formadas no meio de Sabouraud
(frente e reverso), foi possivel concluir que nao se tratava de um fungo leveduriforme, mas
sim que a de um fungo dermatdfito. A Tabela V demonstra os resultados obtidos aquando da

observacao das coldnias.

Tabela V - Resultados macroscopicos de colonias flngicas em meio Sabouraud.

Frente da Colénia Reverso da Colénia
Colonia Fungica
Cor Textura Cor
| Verde acastanhado Feltro Amarelo- acastanhado
2 Branco Algodao Amarelo-vermelho

Com base nos resultados obtidos no exame macroscopico das colonias fungicas, seria
presumivel que a coldénia | fosse de Epidermophyton floccusum e a colénia 2 de Tricophyton
rubrum. No entanto, ao observar as estruturas ao microscopicas nao foi possivel identificar os
fungos. Deste modo, uma vez que o laboratério de microbiologia AVELAB nao possui
tecnologia para identificagao automatica de microrganismos fungicos, reportou-se o caso para

o clinico como inconclusivo, sugerindo assim uma nova pesquisa.

7.4. Serologia Infeciosa
A Serologia Infeciosa visa detetar microrganismos causadores de patologias através da
realizagao de testes que se baseiam em reagoes antigénio-anticorpo. Durante o meu estagio

tive a oportunidade de realizar testes imunocromatograficos bem como testes de aglutinagao.

E importante referir que estes testes possuem a enorme vantagem de se conseguir um
diagnostico num espago de tempo muito curto (minutos). No entanto, para que estes possam
ser validados é necessario existir um controlo, tal como em todos os ensaios que se realizam
em laboratério. No caso dos testes de aglutinagao, é realizado um ensaio controlo, onde se

possa observar aglutinagao (controlo positivo) ou auséncia dela (controlo negativo). Ja no caso
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dos testes imunocromatograficos, o controlo é, geralmente positivo, e aparece representado

com uma linha corada no proprio teste.

7.4.1. Reacao Weil-Felix e Pesquisa de Brucella melitensis (Reacao de Wright)

As Rickettsias sao bactérias Gram negativas e sao intracelulares obrigatérios. A sua
transmissao ao Homem é realizada através da picada de artropodes, sendo estes vetores e
reservatorios, ou pela inalagio de aerossois. As Rickettsias encontram-se divididas em trés
grupos distintos de acordo com o tipo de infegoes que provocam: o grupo Tifo, que engloba
patologias tais como o Tifo Endémico; o grupo da Febre Exantematica, que engloba patologias
como a Febre das Montanhas Rochosas; e o grupo da Febre Q. Com excecao do ultimo grupo
mencionado, que nao apresenta lesdes cutaneas, todas as rickettsioses se caracterizam

clinicamente por febre, cefaleia, hepatoesplenomegalia e exantema cutineo " ',

Brucella melitensis é igualmente uma bactéria Gram negativa, intracelular obrigatoria. A sua
transmissao ao Homem ¢é realizada através do contacto com os fluidos ou tecidos de animais
infetados, tais como ovelhas, cabras, porcos e caes, e ainda por inalagao de aerossois. A
patologia associada a infegao por Brucella melitensis é designada por Brucelose ou Febre de

Malta ",

Tanto as Rickettsioses como a Brucelose, sio laboratorialmente \

diagnosticadas através de testes de aglutinagao. No laboratorio

AVELAB as Rickettsioses sao detetadas através da reacao Weil-Felix. el .
No kit para esta reagao siao fornecidos um controlo positivo, um W
controlo negativo e trés suspensoes de antigénios preparados a partir

de Proteus spp. (Proteus OX2, OX19 e OXK). A Brucelose é detetada o

através da reagao de Wright. O kit, para tal teste, fornece um |

controlo positivo, um negativo e uma suspensao de antigénio de jmagem XVIII - Reacio de

B Il i is E b , , . l Weil-Felix positiva a titulo
rucella melitensis. Em ambos oOs testes, € necessario realizar-se a 1:80 (em cima), 1:160 (no

meio) e negativa a 1:320 (em

juncdo do soro do utente com a suspensdo de Ag. Caso exista a o).

ligagao antigénio-anticorpo, podera ser visivel, a olho nu, aglutinagao. Também em ambos os
casos, quando o teste € positivo com um titulo de 1:80 é necessario realizar-se dilui¢oes, tal
como demonstrado na Imagem XVIll, de modo a confirmar a positividade e também para

indicar o grau de severidade da infegao.
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7.4.2. COVID-19
O Coronavirus é um virus envelopado, com cadeia simples de RNA, que esta envolvido em
varias patologias de diferentes graus de severidade. A mais grave, conhecida até a atualidade,
designa-se por Sindrome Respiratério Agudo Severo (SARS) e caracteriza-se por sintomas

clinicos tais como febre alta, pneumonia e, em alguns doentes, stress respiratério agudo. O

agente causador de tal patologia foi designado por SARS-CoV-1 e foi e
também o responsavel pela pandemia de Coronavirus existente em -

coViD-19 igG/igM
2002'¢. No decorrer do estagio, foi declarada uma pandemia causada 4 >

£:
por um novo Coronavirus, designado SARS-CoV-2, responsavel pela v i
doenga COVID-19. Para responder com eficacia a comunidade e ao o8 o
novo problema de saude publica instalado, o laboratério de s
microbiologia da AVELAB implementou a realizagio de testes
Imagem XIX - Teste

seroldgicos, baseados em métodos imunocromatograficos, para a sua cromatogrdfico  COVID-19.
Controlo positivo e teste

detecio. Para tal, uma amostra de sangue total é colhida, centrifugada negativo para IgM e IgG.

e uma aliquota é colocada numa cassete de cromatografia onde sao detetadas IgM (infecao

recente), IgG (infecao tardia ou contacto prévio com o agente etioldgico) e controlo através

de uma reagao antigénio-anticorpo (Imagem XIX). Este tipo de testes nao tem mostrado tanta

eficacia como os testes moleculares e por esta mesma razao foram implementados, mais tarde,

no laboratério AVELAB os testes moleculares.

7.4.3. Adenovirus e Rotavirus

O Adenovirus é um virus que esta na origem de patologias do sistema gastrointestinal,

ocular e respiratorio. O Rotavirus apresenta maior incidéncia em Rota-Adenovirus
-
patologias do trato gastrointestinal. Ambos sao virus muito c N @ !
Rota
frequentes em criangas em idade escolar estando associados a Adeno o

gastroenterites infantis '. Por este mesmo motivo, a amostra de

(4);?5 B EB
eleicao para a realizagao deste teste sao as fezes. No laboratorio de . B S

q

microbiologia da  AVELAB ¢ realizado um  teste

imunocromatograficos, baseado em reagdes antigénio-anticorpo, a s
www.nal-vonminden.com
semelhanga do teste de COVID-19. A cassete de teste optada por Imagem XX - Teste
Imunocromatogrifico de

este laboratorio deteta simultaneamente anticorpos para Adenovirus Adenovirus e  Rotavirus.
i i Controlo positivo e testes

e Rotavirus no soro do doente (Imagem XX) uma vez que, os clinicos negativos.

requisitam, com frequéncia, a detecao dos dois microrganismos em paralelo. Esta escolha

diminui o tempo de diagnéstico e os gastos do laboratoério.
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1.5. Validacao de Resultados em Microbiologia

ApOs realizagao de todo o processamento das amostras de rotina é necessario validar os
resultados obtidos bem como reportar os mesmos ao clinico. No final dos testes realizados
as informagoes sao enviadas automaticamente para o sistema Apollo, exceto os dados relativo
as observagoes do sedimento urindrio ou da coloragao de Gram, que sao introduzidos
manualmente no sistema. No entanto, existem amostras de caracter mais urgente, que sao
validadas e reportadas assim que algum tipo de resultado seja obtido, como é o caso da
presenca de BAAR em amostras de expetoragao. Outro ponto muito importante que é
tomado em conta no laboratério de microbiologia do AVELAB ¢ a validagao do TSA de E. coli,
quando o aparelho deteta a bactéria como produtora de b-lactamases. Sabe-se que esta
bactéria resistente aos antibidticos b-lactamicos, pode também adquirir resisténcia aos
carbapenemos (produzindo carbapenemases). Atendendo a que o aparelho BD 100 Phoenix
nao deteta bactérias resistentes aos carbapenemos, se E.coli é detetada como produtora de b-
lactamases, aquando da validagao do TSA, a bactéria vai ser reportada ao clinico como
resistente aos b-lactamicos e aos carbapenemos. Outra bactéria que carece de muita atengao
na validagao dos resultados obtidos é Pseudomonas spp. uma vez que quando é resistente a
colistina é também resistente a todos os outros antibidticos e, por isso, é de notificagao

obrigatoria.

Para que a validagao seja realizada com fidedignidade é necessario que todos os controlos,

internos e externos, sejam verificados e realizados.

8.Bioquimica

A Bioquimica Clinica tem como principal objetivo avaliar parametros metabodlicos com a
finalidade de direcionar o diagndstico de inumeras patologias, bem como orientar e

monitorizar a terapéutica administrada ao doente.

Neste capitulo, sera abordado o método de trabalho, bem como os parametros que sao

avaliados no laboratorio de Bioquimica do AVELAB.

8.1. Principais Amostras Biolégicas do Laboratorio de Bioquimica
No laboratério de Bioquimica do AVELAB siao rececionados dois tipos de amostra

bioldgica: o sangue e a urina.

8.1.1. Sangue
Para a maioria dos parametros analisados no laboratério de Bioquimica (ionogramas,

marcadores tumorais, proteinas, monitorizagao de terapéutica, etc.) € necessario obter soro.
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Para que tal seja conseguido, é necessario que o sangue seja colhido para um tubo que
contenha gel e silica. A silica favorece a retragao do coagulo (no entanto nao dispensa colocar
o tudo na vertical para respeitar o tempo de retragao) e o gel vai permitir a separagao fisica
entre o soro e a porgao celular. Isto é importante dado que a glicose é um dos parametros
bioquimicos analisados com maior frequéncia. Ao promover a separagao fisica dos Glébulos
Vermelhos (GV) do soro, a glicose nao pode ser consumida pelos GV permanecendo com os

valores semelhantes aos que teria in vivo.

No entanto, para a avaliagao de outros parametros tais como o doseamento da HbA ¢, é
necessario trabalhar com plasma ou sangue total. Deste modo, a colheita deve ser realizada
para um tubo com EDTA e anticoagulante e este deve ser levemente invertido para que o
sangue possa ser misturado corretamente com todo o anticoagulante existente no tubo,

mantendo a proporgao anticoagulante:plasma correta.

8.1.2. Urina
A urina é utilizada para a avaliagao de mdltiplos parametros bioquimicos. Quando o objetivo
¢ a avaliagao de indicadores bioquimicos de rotina, como é o caso dos ionogramas, glicose,
etc., a urina pode ser colhida para um frasco esterilizado de tamanho regular, podendo ser a
primeira urina da manha ou aleatéria, dependendo do parametro a analisar. No entanto,
quando o objetivo € a avaliagao da microalbuminuria, é necessario que haja uma colheita da

urina de 24horas para um recipiente de maior volume.

8.2. Triagem das Amostras do Laboratério de Bioquimica

Uma vez rececionada uma amostra de sangue num tubo de gel com
silica, esta é centrifugada a 2500rpm durante |5 minutos. A
centrifugacdo é um passo muito importante uma vez que permite a
separacao fisica anteriormente mencionada. Apds centrifugacao, é
extremamente importante observar-se macroscopicamente a amostra.
Amostras em que o tempo de retragao do coagulo nao foi respeitado

ou que a colheita nio foi devidamente executada, podem originar

-

fibrina e/ou hemolise (Imagem XXI). Estes fatores podem afetar a
Imagem XXl - Soro

avaliagao de parametros bioquimicos, quer por alteragdo do proprio hemolisado (esquerda) e
soro lipémico (direita).

parametro em si, como é o caso da hemolise que afeta a quantificagao

de Potassio ou da Alanina Transferase (AST), quer por erros de aspiragio no aparelho

automatico, como € o caso da fibrina. Amostras de sangue que se encontrem altamente

lipémicas (Imagem XXI) também afetam a avaliagio de parametros, como por exemplo o

colesterol total. Por estas razoes, todas as caracteristicas, acima mencionadas, que sao
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observadas macroscopicamente, sao registadas num livro de ocorréncias, de modo a manter
a qualidade do servigo e servir de informacao para a validagao de resultados. Ao inserir as
amostras no sistema é também muito importante, saber se existem aliquotas a serem retiradas
para outro tipo de analises. O Laboratorio AVELAB envia amostras para laboratorios externos
para se realizar andlises aos oligoelementos, por exemplo. Quanto ao sangue total que é

rececionado para avaliagao da HbA ¢ nao deve ser centrifugado.

As urinas apos recegao, sao centrifugadas a 2500rpm durante |5 minutos de modo a que
os elementos celulares sejam separados dos componentes bioquimicos que se encontram em
suspensio. E importante realgar que na urina de 24h é necessario o registo no sistema
informatico do volume da amostra total, de modo a que os calculos efetuados apos a avaliagao
bioquimica sejam corretos e validos. As urinas que, na sua requisigao, mencionam a analise

sumaria de urina sao também centrifugadas nas mesmas condigoes e seguem para o teste de

Combur e avaliagao do sedimento urinario.

8.3. Controlo de Qualidade no Laboratério de Bioquimica
Apos a recegao das amostras no laboratério de Bioquimica é necessario proceder-se as
calibracoes e controlos dos aparelhos e reagentes de modo a garantir que os valores obtidos

em cada analise sao os corretos.

No laboratério de Bioquimica do AVELAB as calibragoes sao realizadas no final do dia de
trabalho. No entanto, sao apenas realizadas as calibragoes dos parametros bioquimicos que se
encontram a expirar o prazo de validade. O préprio aparelho emite sinais de alerta para tais
prazos. Quanto as calibragoes para os ionogramas no soro e na urina, estas sao as Unicas que
devem ser realizadas diariamente, uma vez que possuem um prazo de validade muito inferior
as mencionadas anteriormente (aproximadamente 24h). As calibragoes sao realizadas sempre

com o auxilio de dois reagentes - o reagente de nivel baixo e o reagente de nivel alto.

Os controlos sao efetuados diariamente para todas as analises bioquimicas realizadas no
laboratério com o auxilio de trés reagentes diferentes, correspondendo a trés niveis de
patologia destintos: o nivel | - baixo; o nivel 2 - intermédio; nivel 3 - alto. No entanto, existem
excecoes, como é o caso das analises a colinesterase e fosfatase acida, que por existirem
poucas requisicoes nao sao efetuados os controlos diariamente. Assim, todos os dias sao
analisadas as listas de trabalho, que se indicarem a necessidade da avaliagao destes parametros
bioquimicos o controlo é efetuado. Esta decisao, tomada pelos técnicos do laboratério e
aprovada pela direcio técnica, demonstra como é importante o espirito critico dos

profissionais de saude para que as técnicas sejam realizadas com qualidade, mas que ao mesmo
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tempo haja uma boa gestao de recursos de tempo e financeiros do laboratério. Uma outra
situagao que ocorreu no laboratorio de bioquimica do AVELAB que demonstra a necessidade
de espirito critico do profissional de salide para que haja uma boa qualidade do servigo, foi a
percecao de que os valores de lipase se encontravam sempre alterados quando, na mesma
amostra, eram efetuadas andlises ao colesterol imediatamente antes. Deste modo, foram
programadas mais lavagens das agulhas de aspiragao entre as duas analises de modo a nao

haver contaminag¢oes devido a porgao lipidica.

Finalizada a realizagao dos controlos e das calibragoes, é necessario analisar as cartas de
controlo para verificar que tudo se encontra dentro dos parametros (ver capitulo “Controlo
de Qualidade” deste relatorio). Estando todos os valores dentro dos limites de desvio padrao

recomendados, procede-se a realizagao da avaliagdo dos parametros bioquimicos.

8.4. Parametros Bioquimicos

Neste subcapitulo serao abordados apenas os parametros bioquimicos avaliados no
laboratério de bioquimica do AVELAB com mais frequéncia e com os quais tive a oportunidade
de contactar frequentemente. Em cada parametro, quando oportuno, serao apresentados

factos importantes para a correta validagao dos seus resultados.

8.4.1. Avaliacao do Equilibrio Hidro-Electrolitico
O corpo humano é composto por agua que contém quatro principais eletrolitos: Sodio,
Potassio, Cloreto e Bicarbonato. Estes existem tanto no espago extracelular como no espago
intracelular e devem estar em constante equilibrio (homeostase). O seu desequilibrio pode
ser a causa ou a consequéncia de varias patologias, como por exemplo patologias renais ou
disfungoes no equilibrio acido-base. Por esta razao, é muito importante que este equilibrio
seja monitorizado e, por isso, o laboratorio de bioquimica desempenha aqui um papel muito

importante.

O lonograma é a analise realizada para a monitorizagao do equilibrio hidro-electrolitico e
tem como objetivo a avaliagio da concentragio do sédio, potassio e cloreto . Esta analise
pode ser efetuada tanto no soro como na urina, dependendo da patologia em estudo.

Sodio

O Sédio (Na*) é o catido mais abundante no fluido extracelular. A maior parte da sua
concentragao € proveniente da dieta, sendo absorvido pelo trato gastrointestinal, reabsorvido
apos filtragao glomerular e excretado na urina pelo sistema renal através do processo de
entrada e saida de 4gua passivamente '’. Este processo é regulado pela aldosterona e hormona

antidiurética. Desta forma, o Na* tem um papel muito importante na manuteng¢io do equilibrio
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da pressao osmotica e na regulagao do fluido corporal. A saida desregulada deste eletrdlito é
acompanhada pela perda de agua, originando um desequilibrio significativo da concentragao de
sodio bem como do volume de 4gua no organismo. Situagoes de hipernatremia podem ser
causadas por excesso de Na+ na dieta, desidratagao severa, Sindrome de Cushing, etc.
Situagoes de hiponatremia podem ser causadas pelo uso perlongado de diuréticos ou diarreias,

causando acidoses metabdlicas .

Potassio

Ao contrario do sodio, o potassio (K+) é o catiao mais abundante no espago intracelular
e a sua concentragao € regulada por bombas sodio/potassio. No entanto, o rim e diversas
hormonas, como a insulina e a aldosterona, regulam a sua concentragao no organismo, uma
vez que a sua maior entrada é realizada pela dieta. O K* além do papel importantissimo no
equilibrio da pressao osmotica, tal como o sédio, desempenha também fungoes a nivel de
controlo do impulso elétrico e regulagao da contratilidade muscular. Assim, quando existe um
decréscimo dos niveis de potassio no plasma (hipocaliémia) pode ser interpretado como
possivel fraqueza muscular, irritabilidade, ou até um eventual ataque cardiaco. Pelo contrario,
quando existe um aumento de potassio no plasma (hipercaliémia) pode estar associado a

confusio mental, paralisia, etc. "',

Nota para Validagdo: A concentracdo de K* é mais elevada a nivel intracelular que no plasma. Por

esta razdo, apenas sangue que ndo se encontre hemolisado deve ser utilizado para andlise.

Cloreto

O Cloreto (CI) é o maior aniao extracelular, a maior parte da sua concentragao no
organismo provém da dieta e grande parte é absorvido pelo sistema gastrointestinal, filtrado
no glomérulo e passivamente reabsorvido nos tubulos proximais, juntamente com o sédio. O
seu excesso € excretado pela urina. Uma vez que o cloreto e o sédio se acompanham difundem
conjuntamente durante a osmose, as causas e consequéncias de hiper/hipoclorémia sao
semelhantes as da hiper/hiponatremia. No entanto, a sua perda é mais significativa em caso de

vémitos prolongados do que em casos de diarreia ',

8.4.2. Avaliacdao da Funciao Pancreatica

O pancreas é considerado um 6rgao complexo porque é constituido tanto por tecido
com fungdes enddcrinas como por tecido com fungdes exocrinas. A porgao endocrina é
composta pelos llhéus de Langerhan que produzem insulina e glucagon desempenhando um
papel fundamental no controlo da glicose e dos aminoacidos ao nivel sanguineo. Por outro

lado, a por¢ao exdcrina é composta pela glandula acinar que produz enzimas digestivas que,
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em conjunto, formam o suco pancredtico. Estas enzimas, atravessam o canal pancreatico até
ao intestino delgado, onde vao desempenhar fungoes importantes no processo de digestao
dos alimentos, nomeadamente dos lipidos, hidratos de carbono e proteinas. Em situagoes
patoldgicas, como a pancreatite ou a neoplasia do pancreas, duas destas enzimas, amilase e a
lipase, sao libertadas para a corrente sanguinea, alterando-se assim a sua concentragao. Por

este motivo, sio quantificadas em laboratério para auxiliar no diagnéstico dessas patologias .

Amilase

O processo digestivo dos polissacarideos ¢ iniciado pela enzima amilase que é produzida
nas glandulas salivares. Quando o alimento atravessa o tubo digestivo, a amilase pancreatica
hidrolisa os aglcares dando continuidade ao processo digestivo. Tanto a amilase proveniente
das glandulas salivares como do pancreas é designada de a-amilase. Contudo, a amilase existe
noutros tecidos, tais como nos ovarios, tecido adiposo, intestino e vesicula biliar. Por esta
razao, a especificidade clinica deste parametro é baixa, podendo a sua concentragao aumentar
noutro tipo de patologias, como é o caso de colecistite ou obstrugao intestinal. No entanto,
uma vez que a sua concentragao aumenta significativamente logo apos os primeiros sintomas
de pancreatite, tem uma grande importancia no diagnostico clinico desta patologia. Assim,
desenvolveram-se novas tecnologias para a quantificagao especifica da o-amilase em vez da
amilase total. No laboratério de bioquimica do AVELAB, procede-se a quantificagao especifica
da amilase, tanto em amostras de soro como em amostras de urina, através de métodos
espetrofotométricos a 404nm quantificando um produto de hidrolise da alfa-amilase, o 2-
cloro-4-nitrofenol. Destacar que a amilase urinaria persiste em concentragoes elevadas por

periodos de tempo mais longos '""°.

Lipase

A lipase é uma enzima importante na digestao dos lipidos, sendo responsavel pela
formacao de acidos gordos, colesterol, glicéridos e outros componentes. Também se encontra
presente no pancreas e, por isso, pode ser libertada em casos de patologia. Nas primeiras
horas de uma pancreatite, a lipase aumenta significativamente na corrente sanguinea, tal como
a amilase. No entanto, esta permanece muito mais tempo na corrente sanguinea, existindo
uma janela temporal maior para o diagnostico. Esta caracteristica € Gtil para o diagndstico uma
vez que existem pacientes com sintomas tardios. A lipase € uma molécula pequena e, por isso,
facilmente filtrada a nivel glomerular. No entanto, é completamente reabsorvida a nivel renal,
o que faz com que seja indetetavel em amostras urinarias. Deste modo, a lipase, ao contrario

da amilase, apenas é pesquisada em amostras sanguineas ",
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8.4.3. Avaliacdao da Funcao Hepatica
O figado é o maior 6rgao interno do corpo humano e é também um dos o6rgaos mais
importantes devido a variedade de fungoes que é capaz de exercer, nomeadamente a produgao
de bilis, armazenamento, biotransformagao, desintoxicagao, envolvimento na fagocitose e
ainda sintese de proteinas. Deste modo, os portadores de patologias hepaticas apresentam
distirbios em uma ou mais fungdes acima mencionadas >'". Os pardmetros abaixo descritos

sao alguns dos que possuem capacidade de avaliagao da funcao hepatica.

Albumina

A albumina é a proteina com maior concentragao no plasma e é sintetizada pelo figado
diariamente e em casos de diminuigdao da pressao oncotica, a sua produgao aumenta ainda
mais. Possui varias fungoes, tais como manutengao da pressao oncotica, transporte de calcio,
bilirrubina e até de farmacos, e regulagao do pH sanguineo. Uma das maiores causas para a
hipoalbuminémia é a destruigao massiva dos hepatocitos, tendo como causa primaria a cirrose

e secundaria o alcoolismo. A hipoalbuminémia causa muitas vezes edema >".

Alanina Aminotransferase (ALT/GPT) e Aspartato Aminotransferase
(AST/GOT)

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sao enzimas
presentes nas células do figado (hepatodcitos) e sao libertadas para a corrente sanguinea em
consequéncia de uma lesao hepatica que pode ter diversas origens. Apesar destas enzimas
serem excelentes biomarcadores de lesoes hepaticas, nao sao totalmente especificas. Por
exemplo, a AST nao se encontra presente Unica e exclusivamente a nivel hepatocelular, mas
também a nivel 6sseo, muisculo cardiaco e esquelético, rins, pancreas e nas hemacias. Deste
modo, a AST pode ser associada a diversas patologias de outros tecidos. No entanto, quando
quantificada juntamente com a ALT, forma um excelente biomarcador de lesao hepatocelular.
A ALT, por sua vez, esta presente no figado, quase exclusivamente, e possui ainda outra
vantagem uma vez que persiste por mais tempo na corrente sanguinea aumentando a janela
de diagnéstico *". Diversas patologias estio associadas a alteragdes dos valores de AST e

ALT, tais como hepatites, abuso do consumo de alcool, consumo de medicamentos, etc.

Nota para validagdo: Os valores da AST sdGo muito suscetiveis quando em amostras hemolisadas, uma
vez que estas esta se encontra presente nas hemacias. No entanto, os valores da ALT ndo sdo
alterados neste tipo de amostras. Assim sendo, se num caso de hemdlise, a AST e a ALT se

encontrarem alteradas, os resultados ndo podem ser validados, e deve repetir-se a colheita.
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Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) esta presente em variados 6rgaos como os ossos, intestino, rins,
placenta e figado (mais especificamente nos canaliculos biliares), apresentando maior
concentragao no figado e nos ossos. Por este motivo, um aumento da concentragao da ALP a
nivel sérico pode indicar patologias a nivel biliar, como por exemplo uma colestase ou outro
tipo de obstrugao hepatica, como uma neoplasia, e a nivel 6sseo, como por exemplo a doen¢a
de Paget. E importante salientar que embora ALP nio seja um biomarcador especifico do
figado, é extremamente importante para despiste de patologias hepaticas quando avaliado em
conjunto com outros parametros, como por exemplo AST, ALT, Bilirrubina Total e Direta e
Gama-glutamiltransferase (GGT). Por exemplo, numa amostra em que os niveis de GGT, AST
e ALT se encontrem normais, e os niveis de ALP se encontrem elevados, provavelmente nao

se tratara de uma lesdo hepatica mas sim de uma lesdo 6ssea >'.

Nota para Validagdo: Os valores de ALP encontram-se fisiologicamente elevados em criancas e
adolescentes, devido ao crescimento ésseo. Também se encontram alterados em gravidas, devido d

sua presenga na placenta e em casos de toma de anti-contracetivos orais.

Bilirrubina Total e Bilirrubina Direta

A bilirrubina é o maior metabolito do grupo heme, sendo um produto de catabolizagao
da hemoglobina. De modo a que seja eliminada, a bilirrubina precisa passar por um processo
complexo. De acordo com as fases desse processo a bilirrubina é designada de duas formas:
bilirrubina indireta (nao conjugada) e a bilirrubina direta (conjugada). A bilirrubina, uma vez na
corrente sanguinea, liga-se a albumina (bilirrubina indireta) para ser transportada para o figado.
Deste modo, a sua concentragao sérica aumenta. Entrando nos hepatocitos, a bilirrubina
assume a forma livre (pois ja nao se encontra ligada a albumina) ficando disponivel para ser
conjugada a um agucar (acido glucordnico). Deste modo, a bilirrubina passa a designar-se por
“bilirrubina direta”. Assim, é excretada nas vias biliares, sofrendo a agao da bilis, e é eliminada
no intestino na forma de urobilinogénio. Deste modo, a concentragao sérica de bilirrubina
conjugada, em condigoes fisiologicamente normais, € nula ou minima. A bilirrubina total é a

soma da bilirrubina direta com a indireta.

As hiperbilirrubinémias indiretas sao, na maioria das vezes, causadas por lesdes que
envolvem as hemacias, como por exemplo anemias hemoliticas. As hiperbilirrubinémias diretas
estao estritamente relacionadas com situagoes de obstrugao biliar extra-hepatica, como a
neoplasia pancredtica ou colestase, ou com situagoes intra-hepaticas como hepatite, cirrose

ou intoxicagao medicamentosa. No laboratério de Bioquimica do AVELAB, faz-se a
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quantificagao das bilirrubinas direta e total, sendo que a indireta pode ser calculada pela

subtracio das duas anteriormente mencionadas *".

Gama-Glutamiltransferase (GGT)

A gama-glutamiltransferase (GGT) é uma enzima que esta presente no tibulo proximal
renal, figado, pancreas e intestino. Encontra-se presente no citoplasma das células, mas
maioritariamente estd localizada na membrana celular. Possui a fungao muito importante de
antioxidante uma vez que esta envolvida na manuten¢iao da glutationa a nivel intracelular.
Assim, a GGT é quantificada para pesquisa de situagoes de obstrugao e infecao hepatica e
biliar, alcoolismo e alta concentragao de farmacos. Considera-se, por este motivo, um
parametro bioquimico de muito valor para a monitorizagao de terapéuticas e do consumo de
alcool. Outra grande utilidade da GGT no diagndstico laboratorial € a sua quantificagao em

conjunto com a ALP de modo a despistar a sua origem *".

8.4.4. Avaliacao da Funcio Renal

Os rins sao considerados o sistema purificador do organismo. Possuem diversas fungoes
como a filtragao do sangue (os produtos degradados sao eliminados na urina), regulagao do
volume sanguineo (produgao de urina mais ou menos concentrada conforme a necessidade
do organismo, consequentemente regulagcao da pressao arterial), regulagao da concentragao
dos solutos do sangue (Na+, K+, Cl-), regulagao do pH a nivel extracelular (secregao de
hidrogeniao), regulagio da sintese dos globulos vermelhos (através da secrecao de
eritropoietina) e regulagao dos niveis de calcio (através da sintese de vitamina D). O acido
drico, a creatinina e a ureia sao metabolitos excretados pelo rim apos filtragao glomerular e,
portanto, a sua quantificagdo pode dar indicagao ao clinico do estado da fungao renal do

paciente '""°,

Acido Urico

O acido Urico é o principal catabolito das purinas (adenosina e guanosina), sendo estas
catabolizadas diretamente dos acidos nucleicos da dieta. Contudo, diariamente € sintetizada
certa quantidade de purinas no organismo, nao provenientes da dieta. Em condigoes
fisiologicas normais, o acido Urico sofre filtragao glomerular, reabsor¢ao no tubulo proximal
e reabsorcao no tubulo distal. Concentracoes elevadas deste catabolito estao diretamente
relacionadas com o aumento em excesso da sintese purinas, que, consequentemente, originam

patologias, como é o exemplo da Gota ou com disfungoes renais a nivel da filtragao glomerular
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Nota para Validagdo: Os niveis de dcido Urico alteram significativamente com o tipo de alimentacdo,

deve ser feita uma intercecdo com a informagdo clinica, quando existente.

Creatinina

A creatinina ¢ sintetizada nos rins, figado e pancreas. No entanto é transportada pela
corrente sanguinea para outros orgaos, como por exemplo para o musculo e cérebro, na
forma de fosfocreatinina. No musculo ocorre a conversao de fosfocreatinina a creatinina
através da contragdo muscular. Assim, a quantidade de creatinina que é produzida é
sensivelmente constante e esta relacionada com a massa muscular do individuo. A creatinina
é eliminada pelo rim exclusivamente por filtragdo e nao é nem reabsorvida nem secretada.
Desta forma, constitui um bom indicador da fungao renal, por ser eliminada a uma velocidade
constante e a sua produgao nao depender do metabolismo de proteinas. Quando existem
valores elevados de creatinina no sangue, significa que a taxa de filtragao glomerular esta

diminuida, indicando uma lesio a nivel renal .

Ureia

A ureia é formada através do catabolismo de proteinas e aminoacidos e é eliminada do
organismo por filtragao a nivel renal através da urina. Porém, ao contrario da creatinina, é
reabsorvida no tubulo proximal de forma passiva e, portanto, a concentragao sérica da ureia
nao depende apenas da funcionalidade do rim mas também da quantidade de proteina que €
ingerida na dieta. Assim, a ureia € medida para avaliagao da fungao renal, no entanto nao é

considerada o parimetro de exceléncia, sendo sempre utilizada com a medigao da creatinina

2,17

Nota para Validag¢do: quando a creatinina e a ureia se encontram acima dos valores de referéncia é
importante perceber se a sumdria de urina apresenta também alguns padrées fora da normalidade,

como por exemplo a existéncia de proteinas na urina.

Microalbuminuria

A microalbuminuria é a quantidade de albumina presente na urina em quantidades
vestigiais. Este tipo de teste € eficaz para a detegao precoce de patologias a nivel do glomérulo,
mais especificamente em alteragoes da permeabilidade glomerular que ocorrem especialmente

em doentes diabéticos. A pesquisa deste parametro € realizada numa amostra de urina de 24h.

Sumaria de Urina
A anidlise sumaria da urina esta descrita no capitulo da Microbiologia deste relatério.
Embora seja um teste de caracter bioquimico é realizado no setor de Microbiologia para avaliar

uma possivel infecao.
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8.4.5. Avaliacao do Metabolismo dos Hidratos de Carbono
Os hidratos de carbono, inclusive os agucares, estao amplamente distribuidos na natureza
e, especificamente no corpo humano. Possuem fungoes tanto estruturais para o RNA e DNA
como energéticas. A glucose é um dos hidratos de carbono que esta envolvido numa das
patologias mais preocupantes da salde moderna, a Diabetes Mellitus, dai a importancia da sua

monitorizacio laboratorial >,

Glucose

A concentragao da glucose é regulada a nivel hormonal (sobre certas condi¢goes como a
alimentacgao, jejum ou exercicio fisico) essencialmente pela insulina e pelo glucagon. A glucose
pode ser medida em diversos fluidos biologicos para pesquisa de diversas patologias. No
laboratorio de bioquimica do AVELAB, realiza-se a quantificagdo deste parametro bioquimico
no sangue (soro e plasma), para diagndstico e monitorizagao essencialmente de Diabetes
Mellitus, e na urina, que é, na maioria das vezes, realizada em paralelo com a pesquisa de
glucose no sangue, uma vez que, se houver hiperglicemia e glicosuria poderemos estar perante
um caso de Diabetes Mellitus, no caso de os niveis de glicose no sangue se encontrarem
normais ou baixos e houver glicostria podemos estar perante uma glicosuria renal com base

no sindrome de Fanconi, por exemplo *'"?',

Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus € um grupo de patologias nas quais a concentragao de glucose no
sangue se encontra acima dos valores de referéncia. Um individuo pode ser diagnosticado com
esta patologia se a concentragao de glucose no sangue em jejum se encontre igual ou superior
a 126mg/dL em pelo menos duas ocasides aleatérias, sendo que quando existem discordancias
entre essas duas ocasioes o teste deve ser repetido. A Diabetes Mellitus pode ser classificada

em trés tipos: Diabetes Tipo |, Diabetes Tipo 2 e Diabetes Gestacional®".

Diabetes Mellitus Tipo |

A Diabetes Mellitus Tipo | representa 10% dos casos de diabetes e tem origem autoimune,
sendo que as células produtoras de insulina destruidas pelo proprio organismo, causando uma
absoluta deficiéncia de insulina. A insulina € uma hormona que possibilita a entrada da glucose
para o ambiente intracelular com o fim de produzir energia, regulando assim a concentragao
deste agucar a nivel plasmatico. Havendo caréncia desta hormona, os niveis de glucose
aumentam significativamente no sangue, tendo varias consequéncias tais como polilria e perda

de peso.
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Diabetes Mellitus Tipo 2

A Diabetes Mellitus Tipo 2 é o tipo mais comum de diabetes e é causada por multiplos
fatores tais como peso em excesso, estilo de vida sedentario, historia familiar de diabetes,
idade, etnia e ainda historial de Diabetes Gestacional. Neste tipo de diabetes, o problema nao
reside na quantidade de insulina produzida, mas sim na resisténcia que o organismo cria aos
seus efeitos. Deste modo, pancreatites graves ou tumores podem dar origem a este tipo de

diabetes.

Diabetes Gestacional

A Diabetes Gestacional caracteriza-se por intolerancia aos hidratos de carbono
diagnosticada ou detetada, pela primeira vez, no decorrer de uma gravidez. As mulheres
diagnosticadas devem ser acompanhadas e monitorizadas durante toda a gravidez e no pos-

parto através da Prova de Tolerancia a Glicose Oral (PTGO) .

Uma vez que a Diabetes Mellitus é tao proeminente na populagao a nivel mundial, o
laboratério de bioquimica possui um papel muito importante na realizagao de analises quer
para diagnostico quer para a monitorizagao da patologia. Seguem-se as provas bioquimicas

realizadas no laboratério AVELAB com tal finalidade.

Glicemia em Jejum

A glicémia em jejum é uma prova em que a amostra utilizada é o soro sanguineo. Visa
quantificar a glucose presente no sangue ao final de, pelo menos, 8h de jejum. Caso exista
hiperglicemia igual ou superior a 126mg/dL pode-se estar perante um quadro de Diabetes
Mellitus, de acordo com a American Diabetes Association. No entanto, para que se confirme
esse diagnoéstico € necessario que o individuo seja submetido a um novo teste confirmatoério.

A glicémia em jejum é a prova mais fidvel para o diagnéstico de Diabetes Mellitus .

Prova de Tolerancia a Glicose Oral (PTGO)

A Prova de Tolerancia a Glicose Oral (PTGO) nao é um exame de rotina, ao contrario da
glicémia em jejum. No entanto, € um teste muito realizado para o diagnostico de Diabetes
Gestacional. As gravidas devem realizar este teste entre as 24 e as 28 semanas em que ¢é
ingerida uma solugao com 75g de glucose. Os niveis de glucose no soro sao medidos aos 0
minutos, aos 60 minutos e aos 120 minutos. Caso haja hiperglicemia em alguma dessas

medigdes é critério para confirmar o diagnéstico de Diabetes Gestacional **.

Hemoglobina Glicada A,c (HbA,¢)

A prova da Hemoglobina Glicada A, (HbA () é realizada em amostras de plasma sanguineo.

Baseia-se na medicao e quantificagio de hemoglobina que é glicada irreversivelmente. Uma
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vez que o tempo médio de vida dos eritrocitos sao 120 dias, a quantificagao de HbA c permite
que haja o monitoramento da patologia durante um periodo de 4 meses. Quando os valores
de HbA c sdo iguais ou superiores a 6,5% da concentragao total da Hb estamos perante um
quadro de Diabetes Mellitus, quando se encontram entre os 5,7-6,4% estamos perante um

quadro de pré-diabetes **.

8.4.6. Avaliacao do Metabolismo dos Lipidos

Os lipidos sao sintetizados no figado e no intestino e sao transportados no plasma através
de macromoléculas designadas de lipoproteinas. Estas lipoproteinas subdividem-se em quatro
categorias principais de acordo com a sua constituicao interna lipidica (triglicéridos e
colesterol) e externa: as Quilomicron, VLDL, LDL e HDL. No laboratério de Bioquimica do
AVELAB sao analisados os Triglicéridos, Colesterol HDL, Colesterol LDL e Colesterol HDL
para avaliagio do metabolismo dos lipidos.” Patologias associadas a alteragdes de valores
destas lipoproteinas designam-se “dislipidemias” e caracterizam-se pela elevagao de colesterol
e triglicéridos ou a diminuicao dos valores de Colesterol HDL. As “dislipidemias” podem ser
de natureza genética ou secundarias a outras patologias, como por exemplo Diabetes Mellitus
e nefropatias, que contribuem para a aterosclerose e, consequentemente, doengas cardiacas.

Por esta razio é tio importante o diagndstico e monitorizagio ».

Triglicéridos

Os triglicéridos sao lipidos que sao absorvidos da dieta e produzidos endogenamente
através dos hidratos de carbono e acidos gordos. Sao, por isso, uma fonte e reserva energética
para o organismo. Uma vez que as lipoproteinas com maior concentracao de triglicéridos sao
as quilomicron e VLDL, um aumento sérico de triglicéridos significa também um aumento
sérico destas lipoproteinas. Esse aumento esta associado a patologias como diabetes, doencas

cardiovasculares e doencgas genéticas.

Nota de Validagdo: quando os triglicéridos se encontram acima de 350mg/dL o teste deve ser repetido

e calculado, manualmente, a quantidade de colesterol LDL..

Colesterol Total

O colesterol total representa a soma de todas as lipoproteinas presentes na corrente
sanguinea e, por isso, quantifica triglicéridos, colesterol HDL e colesterol LDL. O aumento do
colesterol total estd associado a diversas patologias tais como hiperlipidemias e também

patologias hepaticas, cardiacas e intestinais.
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Nota para Validagdo: os valores de referéncia de colesterol diferem de acordo com a idade e género.
Em gravidas alteram significativamente e em doentes portadores de infecdo diminuem
consideravelmente. Neste Ultimo caso, é imprescindivel, para validacdo, a verificagdo dos valores de
Proteina C Reativa e de GGT. Caso haja infecdo poderdo validar-se os valores e ndo é necessdrio
repetir a colheita. Os valores também sdo alterados em caso de hemdlise. Neste caso deve repetir-se

a colheita.

Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL)

As lipoproteinas de alta densidade (do inglés Cholesterol Hight Density Lipoproteins - HDL)
sao constituidas maioritariamente por proteina e colesterol esterificado, contendo uma
quantidade muito baixa de triglicéridos. Esta lipoproteina desempenha um papel muito
importante no organismo conhecido como o transporte reverso do colesterol. Este processo
tem como objetivo o transporte do colesterol presente nos tecidos para o figado, diminuindo
a sua concentragao no sangue e nos orgaos e, consequentemente, diminuir o risco de doengas
cardiovasculares. Por este motivo, valores de HDL a baixo do valor de referéncia sao

indicadores de risco cardiovascular.

Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL)

As lipoproteinas de baixa densidade (do inglés Colesterol Low Density Lipoproteins - LDL)
possuem mais colesterol e triglicéridos e menos proteina comparativamente as HDL. Sao
responsaveis pelo transporte do colesterol esterificado do figado para os tecidos. Assim, uma
maior concentragao de LDL implica maior quantidade de colesterol no organismo e na
corrente sanguinea. Por este motivo, estas lipoproteinas sao consideradas aterogénicas, uma
vez que estao associadas a formagao de placas de ateroma nas veias e artérias. O doseamento
de LDL é realizado manualmente, através da formula de Friedwald mas apenas quando os
niveis de triglicéridos se encontram iguais ou inferiores a 400mg/dL:

Triglicéridos

Colsterol LDL = ( z

+ Colesterol HDL) — Colesterol Total

Nota para Valida¢do: O aumento do Colesterol LDL implica um aumento nos valores da ASO. Deste
modo, quando obtermos valores de ASO acima dos valores de referéncia, sem outros pardmetros de
infecdo alterados, é necessadrio proceder-se a formula de Friedwald para quantificacdo de LDL. Caso
este também se encontre elevado, os niveis de ASO sdo considerados normais e poderd validar-se

deixando sempre essa nota no sistema.
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8.4.7. Avaliacio do Metabolismo Osseo e Mineral

O sistema esquelético € um dos maiores do corpo humano e desempenha um papel
extremamente importante no armazenamento de 99% do calcio presente no organismo. Na
realidade, é o calcio que realiza a mineralizagao deste sistema, sendo este um processo
importante para que possa desempenhar as suas fungoes tanto mecanicas como metabolicas
e protetoras. O controlo metabodlico do cilcio esta intimamente ligado ao fosfato e ao
magnésio. Por este motivo, o laboratoério de bioquimica tem um papel importante na avaliagao
destes trés minerais, pois desse modo, patologias associadas a alteragcoes dos seus niveis

plasméticos podem ser diagnosticadas e tratadas .

Calcio

O calcio esta presente em ambiente intracelular e em ambiente extracelular. Em ambiente
extracelular, encontra-se maioritariamente na corrente sanguinea e esta distribuido em trés
formas distintas: 50% na sua forma livre, sendo esta a sua forma ativa e por isso mais
frequentemente quantificada em laboratério; 40% associado a proteinas (especialmente a
albumina); 10% complexado a pequenos ides. Ao nivel intracelular, o calcio desempenha
fungoes tais como contragao muscular esquelética e cardiaca (envolvimento no potencial de
membrana), secrecio hormonal, metabolismo do glicogénio e divisio celular. E importante
salientar que em ambiente intracelular e em condig¢oes fisiologicamente normais, o calcio nao
se encontra na sua forma livre, pois podera ativar fosfolipases e desencadear consequéncias
como a rabdomiolise. Ja em ambiente extracelular as suas fungoes baseiam-se na mineralizagao
ossea e no envolvimento na cascata de coagulagao. Assim, a hipercalcémia pode ser devida a
um aumento da destruicdo 6ssea, como por exemplo em neoplasias ou doenca de Paget,
diminuicao da excrecao renal, ou aumento da Vitamina D e causa excitabilidade muscular. O
caso da hipocalcemia pode ser associado a défice de Vitamina D, de albumina (caso mais

comum) ou patologias renais e causa atonicidade muscular >"’.

Magnésio

Nas células, o magnésio é o catiado em maior abundancia e possui funcionalidades
intimamente ligadas com as enzimas celulares. E absorvido maioritariamente pelo intestino e
é excretado e controlado a nivel renal. Um aumento dos valores séricos do magnésio é raro
e normalmente iatrogénico, no entanto um decréscimo é mais frequente e esta relacionado
com mal funcionamento gastrointestinal e renal, resultando em arritmias cardiacas, deficiente

funcionamento neuromuscular, etc. >'.
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Fosfato

O Fosfato presente no sangue provém maioritariamente da dieta, no entanto, uma outra
parte tem origem no metabolismo 6sseo. Quando existe o consumo de fosfato este é
maioritariamente absorvido no intestino. Quanto a sua eliminagao, ¢ filtrado pelo glomérulo
e reabsorvido nos tubulos renais. Uma hiperfosfatémia esta associada a faléncia renal cronica
ou excesso de consumo, por exemplo. Ja a hipofosfatémia esta associada a consumo excessivo

de alcool, caréncias alimentares ou vomitos 2.

8.4.8. Cinética do Ferro
O ferro, em condigdes fisioldgicas normais, esta presente em pequenas quantidades no
organismo tanto a nivel celular, plasmatico e noutros fluidos extracelulares. O ferro encontra-
se distribuido na hemoglobina, em forma armazenada (ferritina), na mioglobina e na
transferrina (transporte de ferro). Alteragoes nos niveis férricos dao origem a algumas
patologias que precisam ser diagnosticadas, tratadas e monitorizadas. Deste modo, o ferro, a

ferritina e a transferrina sio doseadas em laboratério .

Ferro, Ferritina e Transferrina

O ferro, tal como mencionado anteriormente, esta presente no organismo
predominantemente na hemoglobina e na mioglobina. Tal como todos os componentes
bioquimicos, o ferro necessita, de modo a cumprir com as suas fungoes, transitar pelos
diferentes compartimentos através da corrente sanguinea. Para que tal acontega, o ferro liga-
se a uma proteina designada de transferrina, que atua como proteina transportadora. Uma vez
que o ferro chega aos tecidos, este deve ser armazenado, de modo a que os fluidos corporais
nao causem danos oxidativos. Com este fim, o ferro é armazenado em forma de ferritina, que
consiste numa proteina que circunda o nucleo do ferro. Assim, tanto as deficiéncias férricas
como o ferro em quantidades elevadas, sao sempre melhor diagnosticadas quando os trés
parametros sao avaliados em conjunto. No entanto, apesar de a concentragao de transferrina
estar diretamente relacionada com a concentragao de ferro, esta nao corresponde totalmente
a capacidade de ligagao do mesmo, uma vez que outras proteinas possuem capacidade ligante,
como é o caso da Apotransferrina. A Tabela VI resume sucintamente as causas patologicas

associadas ao aumento e diminuicao dos valores de ferro e transferrina.
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Tabela VI - Causas do aumento e diminuicio dos valores séricos do Ferro e Transferrina.

Niveis aumentados Niveis Diminuidos

Ferro Anemias hemoliticas, Patologias Deficiéncia alimentar, anemia cronica,

hepaticas agudas. hemorragia menstrual e gastrointestinal,
Gravidez.

Transferrina Anemia ferripriva, Gravidez e toma de Patologias  hepaticas  crénicas, ma
contracetivos orais (aumento de nutricdo, sindrome nefrética, aumento
estrogénio). de ferro apos transfusdo, inflamagao,

neoplasias.

8.4.9. Avaliacao da Funcio Tiroideia

A tiroide é uma glandula secretora das hormonas Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4), que
por sua vez, controlam a taxa metabodlica do organismo estimulando os tecidos na sintese de
proteinas e no aumento da quantidade de oxigénio consumido pelas células. Para que tal
acontega, o hipotalamo segrega Hormona Libertadora de Tireotrofina (do inglés Thyrotropin-
releasing hormone, TRH), que por sua vez estimula a glandula pituitaria a segregar tirotropina,
hormona de estimulac¢ao da tiroide humana (do inglés Thyroid-stimulating hormone TSH). A TSH
estimula a tiroide a sintetizar e segregar a T3 e T4. Quando a taxa metabdlica esta a ocorrer
exatamente a velocidade necessaria pelo organismo, um mecanismo de feedback negativo é
desencadeado diminuindo, assim, a segregacao de T3 e T4 pela tiroide. De modo a avaliar a
fungao tiroideia e as patologias associadas, as hormonas T3, T4 e TSH sao normalmente
quantificadas no laboratoério, recorrendo-se a uma amostra de soro. O seu doseamento é€ util
para detecdo de situagdes como Hipertiroidismo e Hipotiroidismo % A T3 é a forma mais

ativa, no entanto a T4 é detetada por um periodo mais prolongado.

Nota para Validagdo: os valores de TSH sdo muito suscetiveis a alteracdes quando o paciente se
encontra sob medicacdo. Assim, quando alterados, os valores obtidos de TSH devem ser comparados

com a informagdo clinica fornecida.

8.4.10. Endocrinologia Reprodutiva

A fungao reprodutora e a gravidez sao reguladas através de uma interagao complexa entre
uma grande variedade de hormonas. Elas s3o sintetizadas e segregadas pelo testiculo
(testosterona), ovario (estradiol e progesterona), glandula pituitaria (Hormona Foliculo-
Estimulante, FSH e Hormona Luteinica, LH), hipotdlamo (prolactina) e placenta
(Gonadotropina Corionica Humana (B-hCG), estrogénios e progesterona). Embora todas as
hormonas acima mencionadas sejam importantes para o diagnostico e avaliagao de patologias,

apenas abordarei trés com as quais tive mais contacto no decorrer do meu estagio.
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Hormona Foliculo-Estimulante (FSH) e Hormona Luteinica (LH)

A FSH e a LH sao estimuladas pela Hormona Libertadora de Gonadotrofina que €
sintetizada no hipotalamo. A FSH e LH, no caso das mulheres, estimulam o desenvolvimento
dos foliculos ovaricos e a ovulagcao. No caso dos homens, a FSH atua nas células de Sertoli
estimulando a espermatogénese, enquanto que a LH atua nas células de Leydig de modo a
estimular a sintese de testosterona. Tanto as células de Sertoli como as células de Leydig estao
localizadas no testiculo. O doseamento da LH auxilia no diagnostico de infertilidade no caso
da mulher, enquanto que no caso do homem auxilia na detegao de desvios da funcionalidade
testicular. A FSH é muito util para monitorizagao de tratamentos da hipofise e anomalias nas

génadas .

Gonadotrofina Coridonica-Humana (B-hCG)

A subunidade 3 da hCG é produzida pela placenta que, tal como a FSH e a LH, mantém o
corpo luteo ativo. A B-hCG é detetada em amostras de sangue, nomeadamente no soro,
aproximadamente 20 dias apos a ultima menstruagao. Assim, € muito utilizada para a detegao

precoce da gravidez uma vez que esta hormona sé é detetada na urina muito mais tarde.

Nota para Validagdo: quando os valores de 8-hCG ddo superiores a 1500 mIU/ml a amostra deve ser

diluida e subtida a nova dosagem, de modo a ndo existirem falsos positivos.

8.4.11. Biomarcadores Inespecificos
Este subcapitulo pretende tratar de dois biomarcadores inespecificos de inflamagao e lesao.
Designam-se de inespecificos uma vez que os resultados obtidos por estes precisam de ser

conjugados com outros parametros bioquimicos, como sera mencionado adiante.

Proteina C reativa

A Proteina C reativa € uma proteina sintetizada no figado e caracteriza-se por ser um
marcador inespecifico de fase aguda da inflamagao pois a sua concentragao aumenta em
resposta a processos inflamatorios em geral. A sua fungao é ligar-se as membranas celulares
de células mortas ou lecionadas, podendo tratar-se de bactérias ou outros microrganismos,
ativando o processo de fagocitose. No entanto, por nao expressar inflamagao ou lesao em
nenhum 6rgao especifico, deve sempre ser analisada juntamente com outros parametros com
maior especificidade para os 6rgaos de suspeita patologica. Para além de um bom biomarcador
de inflamagao e lesao, esta proteina também auxilia na monitorizagao da resposta dos

pacientes a farmacoterapia e cirurgia >
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Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH é uma enzima que catalisa a oxidagao do lactato a piruvato na via glicolitica. Uma
vez que todas as células do nosso organismo necessitam de catabolizar a glucose para obtengao
de energia, esta enzima esta presente em quase todos os tecidos, nomeadamente no musculo,
eritrocitos, rins, pancreas, figado, etc. A LDH ¢ libertada para a corrente sanguinea aquando
ha lise celular, ou seja, quando ocorrem lesdes. Desta forma, o seu doseamento como
parametro bioquimico nao é especifico de nenhum tecido. No entanto, quando quantificada
em conjunto com outros parametros bioquimicos, nomeadamente a ALP pode indicar um
quadro clinico como a colestase, ou em conjunto com a ALT e AST que pode indicar lesées
ou neoplasias hepaticas. O consumo de medicamentos e de alcool aumenta, também,

significativamente a concentragio de LDH no sangue *.

8.4.12. Doseamento de Farmacos

No laboratorio de Bioquimica da AVELAB é realizado o doseamento de farmacos para
controlo e monitorizagao de terapéuticas. Este é um procedimento que tem vindo a crescer
ao longo do tempo e visa estudar a dosagem terapéutica aplicada ao doente, ou seja, avaliar
se esta nao se encontra em niveis toxicos que causem efeitos secundarios mas também se se

. ;. A L. . 2
encontra abaixo dos niveis terapéuticos, podendo requerer um ajuste da dosagem °. No

laboratério AVELAB procede-se ao doseamento de varios farmacos (Anexo VI).

8.5. Validacdao de Resultados em Bioquimica

No laboratério de Bioquimica do AVELAB, os resultados obtidos sao introduzidos
automaticamente no sistema Apollo. No entanto, a validagdo nao é automatizada. O
profissional de diagnostico e terapéutica deve ter o espirito critico de intercetar os seus
conhecimentos teéricos com os parametros bioquimicos avaliados em cada amostra, bem
como o historial clinico fornecido. Isto é de extrema importancia para o clinico, uma vez que
pode basear-se completamente na informagao dada pelo laboratoério, para o diagnostico,
monitorizagao e terapéutica de patologias. Durante o meu estagio tive a oportunidade de

participar no processo de validagao dos resultados e perceber a sua importancia.
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9. Uma “Ponte” entre a Bioquimica e a Microbiologia

Uma vez que as valéncias de Bioquimica e Microbiologia foram selecionadas para abordar
mais profundamente neste relatorio, apresentarei, neste capitulo, um caso clinico real com

que me deparei no decorrer do estagio curricular que abrangem essas duas areas.

O caso diz respeito a um individuo do sexo feminino com 79 anos de idade. A amostra
rececionada foi uma amostra de urina, que se encontrava em boas condigoes de
acondicionamento. Como primeira etapa, foi realizada uma sumaria de urina, de seguida uma
coloragao de Gram, uma urocultura em meio CHROMagar Orientation e para finalizar a
quantificacao de HbAc. Os resultados obtidos nos diferentes testes encontram-se na Tabela

VII.

Tabela VII - Resultados obtidos na analise de urina: testes bioquimicos e microbianos

Teste Combur Resultados Sedimento Urinario Resultados

Cor Amarela Células Epiteliais 2-5

Aspeto Limpida Leucocitos 5-10

Densidade 1.024 Eritrocitos <5

pH 5.5

Proteinas Vestigios Coloracao Resultados

Glicose 0.5g/L Gram Fungos leveduriformes
Corpos Cetonicos Vestigios

Bilirrubina Auséncia Exame Cultural Resultados
Hemoglobina Auséncia meio CHROMagar Orientation  <10® UFC/mL
Urobilinogénio +---

Leucécitos ++-- Exame Bioquimico Resultados

Nitritos Auséncia Quantificacdo de HbAIC 45 mmol/mol (V.R: 19-39

Os parametros bioquimicos como glicose na urina, corpos ceténicos e HbA ¢ estavam
elevados o que levou a suspeitar de um quadro clinico de diabetes. Quando ha um défice de
insulina, a concentragao de glucose no sangue ira aumentar, o que pode causar diversas
patologias e complicagoes sendo uma delas a nefropatia. Deste modo, a glucose na urina ira
aumentar por haver alteragoes na permeabilidade do glomérulo. Relativamente aos corpos
cetonicos, estes sao formados quando nao existe glucose nas células para a produgao de
energia, utilizando os acidos gordos em substituicao. Deste modo, quando a concentragao de
glucose baixa a nivel intracelular, a concentragao de corpos cetonicos aumenta, sendo estes
eliminados através da urina. A HbA,c aumentada, permitiu concluir que o individuo se
encontra pré-diabético pois este parametro avalia a glucose presente no sangue num periodo

de quatro meses.
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Da andlise dos resultados, pode-se constatar que tanto na bioquimica da urina como no
sedimento urinario, estavam presentes leucécitos o que € indicativo de infegao.
Adicionalmente, existiam, poucas células epiteliais no sedimento urinario o que significa que a
amostra nao estava contaminada. Ao realizar-se a coloragao de Gram, uma vez que tudo
apontava para uma infecao, foram observadas estruturas leveduriformes e nao bacterianas.
Esta informagao foi comprovada pelo exame cultural que demonstrou nao existir coldnias
bacterianas em numero consideravel de patologia (sé sao consideradas colonias iguais ou
superiores a 10° UFC/mL). Assim, atendendo aos resultados laboratoriais pode-se concluir
que todo este quadro seja sugestivo de uma Candidiase adquirida como consequéncia de um
quadro clinico-laboratorial de Diabetes. Estas complicagoes sao muito frequentes em doentes
diagnosticados com esta patologia, uma vez que os fungos sao os microrganismos que sao mais
tolerantes a ambientes hipertonicos (neste caso, aumento da glicose) e em pH mais acidos.
Assim, o nimero de bactérias da flora residente baixa consideravelmente e ficam condicoes

favoraveis ao crescimento de estruturas fungicas.
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10. Conclusao

Ao terminar o estagio curricular posso tirar varias conclusoes de grande valor para o meu
futuro profissional.

Uma delas é sobre a importancia e necessidade absoluta de se executar todas as tarefas
laboratoriais, em todas as fases do processo analitico, com o maior brio e perfeicao possivel.
Apenas deste modo é possivel oferecer a qualidade de diagnostico nao s6 para um utente
especifico, mas também para toda a comunidade. Um dos problemas de saude publica que
mais me despertou a atengao foi a frequéncia elevada da resisténcia bacteriana aos antibioticos.
A pratica que tive durante o meu estagio, pude observar, ao microscopio otico, as alteragoes
morfoldgicas que ocorrem a nivel bacteriano nesse tipo de situagoes. Esse tipo de contacto
aumentou a minha responsabilidade para as boas praticas de diagnostico laboratorial de modo
a que possiveis erros sejam minimizados e uma boa orientac¢ao terapéutica seja providenciada
ao utente. Ainda no campo de minimizagao dos erros Humanos, percebi a extrema
importancia que tem a consolidagao dos conhecimentos tedricos entre todas as valéncias das
Anadlises Clinicas de modo a que uma boa validagao dos resultados seja efetuada.

Também aprendi a ter um espirito critico e autonomia para resolver problemas que possam
surgir na rotina do laboratério, bem como em gerir adequadamente os recursos disponiveis
como seja recursos de tempo e econdmicos.

Em suma, posso concluir que estou preparada para o mercado de trabalho e que adquiri

excelentes conhecimentos para ser uma profissional de exceléncia na area da salde.
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Anexos

Anexo | - Aparelhos existentes no laboratério e as suas fungdes.

Sector

Aparelho

Funcao

Hematologia

Sysmex XT-2000i

Hemograma

ADAMS Alc HA-8180v

Controlo de Hb AIC

ADAMSA | c HA-8180t

Controlo de Hb AIC

StaRRSed Auto-Compact

Velocidade de Sedimentacio

Sysmex XE-2100

Hemograma

StaRRSed

Velocidade de Sedimentacao

STA Compact Max?2

Testes de Coagulagio

Bioquimica

Capillarys Sebia 2

Eletroforese de Proteinas

Architect ci8200

Detecao e quantificagdo de parametros
Bioquimicos

Architect i1000

Detecao e quantificacdo de Farmacos

Microbiologia

Aution Max AX-4030

Sumaria de Urina

Phoenix 100 BD

Identificagao de Bactérias e TSA

Imunologia

Phadia 250

Testes de Alergias e Autoimunidade

Architect ci8200

Detecao e quantificagao de Ag e Ac
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Anexo Il - Andlises Imunoldgicas realizadas no aparelho Architect ¢ci8200

Anticorpo Anti- HIV | e 2 e Antigénio p24
Anticorpo HBs

Anticorpo Anti-HCV IgG Total
Anticorpo Anti-Tiroglobulina

Anticorpo Anti-Peroxidase

Beta-hCG

CA 125

CA 199

Antigénio Hbs

Antigénio Carcinomaembrionario
Anticorpo Anti-CMV IgG

Anticorpo Anti-CMV IgM

Antigénio Especifico da Proéstata Livre (PSA Livre)
Antigénio Especifico da Prostata (PSA)
Anticorpo Anti-Virus da Rubéola (IgG)
Anticorpo Anti-Virus da Rubéola (IgM)
Anticorpo Anti-Toxoplasma gondii (IgG)
Anticorpo Anti-Toxoplasma gondii (IgM)
Anticorpo Anti-Virus da Hepatite A (IgG)
Anticorpo Anti-Virus da Hepatite A (IgM)
Anticorpo Virus da Hepatite B Total
Anticorpo IgM Anti-Core HBc

Antigénio do Virus da Hepatite B

Anexo Il - Aparelho Phadia 250 (esquerda) e Canetas de Alergénios da tecnologia
ImmunoCAP (direita)
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Anexo IV - Esquema dos painéis de ldentificagao e TSA existentes no Laboratorio de

Microbiologia do AVELAB.
UNMIC/ID 409
NMIC/ID 415
Painel
PMIC/ID 88
SMIC/ID 11

Enterobacteriaceas

Pseudomonaceae

Outros Bacilos Gram
Negativos nao
Enterobacteriaceas

Staphylococcus spp.

Enterococcus spp. e
Streptococcus
agalactiae

Streptococcus spp.

Anexo V - Alguns dos antibioticos utilizados para TSA manual no laboratério de

Microbiologia da AVELAB.

Tipo de Microrganismo

Antibiotico

Enterococcus faecalis

Sulfametoxazol (SXT)

Ampicilina (AMP)

Gentamicina 120 (GENT-120)

Levofloxacina (LEVOF)

Ciprofloxacina (CIP)

Nitrofurantoina (NITRO)

Staphylococcus Urinarios

Amoxicilina (AMOX)

Oxacilina (OXA)

Cefoxitina (FOX)

Amoxicilina e Acido Clavulanico (AMC)

Ciprofloxacina (CIP)

Sulfametoxazol (SXT)

Nitrofurantoina (NITRO)

Neisseria gonorrhoeae

Ceftriaxona (CRO)

Tetraciclina (TE)

Ciprofloxacina (CIP)
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Anexo VI - Farmacos doseados no aparelho Architect il000 no laboratério de Bioquimica
do AVELAB

Acido Valproico
Carbamazepina
Digoxina
Fenitoina
Fenobarbital
Gentamicina
Teofilina

Vancomicina
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