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Resumo

As Anilises Clinicas sao um meio complementar de diagnéstico muito importante.
Desempenham um papel central na prestagao de cuidados de saide uma vez que permitem

diagnosticar patologias, contribuindo também para a sua prevengao e detegao precoce.

Com a finalidade de preparar profissionais na area das Andlises Clinicas, o Mestrado da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra oferece a oportunidade de realizar um
estagio curricular num laboratério de analises, desta forma consolidando os conhecimentos
previamente adquiridos. Serve assim o presente relatorio para descrever a experiéncia do
estagio realizado no Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa (CML-GS), que
integra as instalagoes do Hospital CUF Viseu, realizado no ambito do Mestrado em Andlises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio decorreu de

dezembro de 2022 a abril de 2023.

Este relatorio faz a caraterizagao do laboratério de estagio, dos setores de Bioquimica,
Imunologia, Hematologia e Microbiologia, assim como o controlo de qualidade implementado
no laboratorio. Embora o estagio tenha abrangido todas as valéncias das Analises Clinicas, este
relatério da enfase as areas de Bioquimica e Microbiologia. Contudo, as restantes também

serao abordadas, embora com menor destaque.

Considero que a realizagiao deste estagio foi enriquecedora nao sé a nivel profissional como
pessoal, e saio do mesmo com mais experiéncia laboratorial, mais confianca e conhecimento

para os desafios que se avizinham.

Palavras-chave: Anilises Clinicas; Qualidade; Bioquimica; Microbiologia; Diagnostico

Laboratorial.



Abstract

Clinical Analysis are a very important complementary means of diagnosis. They play a central
role in the provision of health care, as they allow the diagnosis of pathologies, also contributing

to their prevention and early detection.

In order to prepare professionals in the area of Clinical Analysis, the Master's Degree at the
Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra offers the opportunity to carry out a
curricular internship in an analysis laboratory, thus consolidating the previously acquired
knowledge. Thus, this report serves to describe the experience of the internship carried out
at the Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa (CML-GS), which is part of the
facilities of Hospital CUF Viseu, carried out within the scope of the Master's Degree in Clinical
Analysis at the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra . The internship ran from

December 2022 to April 2023.

This report characterizes the internship laboratory, the sectors of Biochemistry, Inmunology,
Hematology and Microbiology, as well as the quality control implemented in the laboratory.
Although the internship covered all the valences of Clinical Analysis, this report emphasizes
the areas of Biochemistry and Microbiology. Nevertheless, the remainig will also be addressed,

although with less emphasis.

| consider that this internship was enriching not only professionally but also personally, and |
leave it with more laboratory experience, more confidence and knowledge for the challenges

that lie ahead.

Keywords: Clinical Analysis; Quality; Biochemistry; Microbiology; Laboratory Diagnostic.



R Introducao

As andlises clinicas sao um meio complementar de diagndstico muito importante.
Desempenham um papel central na prestagao de cuidados de saide uma vez que permitem

nao sé diagnosticar patologias, como também para a sua prevengao e detegao precoce.

Dependendo da informagao pretendida podem-se fazer varias pesquisas através da recolha
dos materiais biologicos adequados. Estes podem ser: urina, sangue, fezes, saliva, liquido

cefalorraquidiano, sinovial, entre outros.

No que toca a saude, esta € uma area repleta de desafios que exige uma continua evolugao e
constante atualizagao. Com a finalidade de preparar profissionais na area das Analises Clinicas,
o Mestrado da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra oferece a oportunidade de
realizar um estagio curricular num laboratério de andlises, desta forma consolidando os

conhecimentos previamente adquiridos.

O meu estagio, que decorreu de dezembro de 2022 a abril de 2023, foi realizado no Centro
de Medicina Laboratorial Germano de Sousa do Hospital CUF Viseu e orientado pelo Dr.

Antonio Fernandes.

Apesar de ter integrado as quatro grandes areas das Anadlises Clinicas — Bioquimica,
Microbiologia, Hematologia e Imunologia — no presente relatério serao abordadas com maior

detalhe apenas as areas de Microbiologia e Bioquimica.

18 Caraterizacdao do Laboratério de Estagio

O laboratorio Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa de Viseu, foi o local
escolhido para a realizagao do estagio. O laboratorio integra as instalagoes do Hospital CUF
Viseu e tem como diretor técnico o Dr. Antonio Fernandes, Farmacéutico especialista em

Analises Clinicas e Genética Humana.

O laboratério da resposta a nivel hospitalar, ao servico de urgéncia e ao posto de colheitas
ambulatério do Hospital, e a nivel comunitario, através dos diversos postos de colheita

distribuidos por diferentes locais, dentro e fora de Viseu.

O laboratério consiste de uma sala ampla onde se encontram os setores de Bioquimica e
Imunologia e mais duas pequenas salas, a de Microbiologia e Hematologia. Além destas, uma
sala de lavagens e coloragoes, rececao, sala de triagem, um gabinete de validagao biopatologica

e uma sala polivalente onde se realizam ensaios serologicos e testes de biologia molecular.



As amostras do Servigo de Urgéncia do Hospital chegam ao laboratorio através de assistentes
operacionais e vém desde logo devidamente etiquetadas. As amostras devem ser triadas e
processadas o mais rapidamente possivel pois o clinico esta a aguardar os resultados, para
com base neles poder dar seguimento a terapéutica do paciente. Quanto aos produtos
provenientes de postos de colheita externos, estes chegam através de estafetas, que os
transportam no interior de malas térmicas devidamente acondicionadas. Apesar de virem
igualmente etiquetados, os produtos externos sao primeiramente direcionados a sala de
triagem. Aqui vai-se perceber quais as analises a realizar, se as colheitas foram efetuadas em
conformidade com as andlises pedidas e se ha anadlises que tenham que ser realizadas no
exterior. E na triagem que se aceitam ou rejeitam as amostras consoante as colheitas foram

feitas em recipientes adequados, se estao devidamente identificadas e etiquetadas, se o volume

é suficiente ou ha presenca de hemdlise, entre outras nao conformidades.

Posto isto, os produtos que estao em conformidade sao centrifugados, se assim for necessario,
e distribuidos pelos diferentes setores de acordo com as analises solicitadas. No entanto, ha
parametros que nao sao realizados no CML-GS Viseu. Nestes casos, faz-se a separagao de
aliquotas, as quais sao armazenadas e enviadas a laboratérios externos com os quais o
laboratério possui protocolos, nomeadamente o Centro de Medicina Laboratorial Germano
de Sousa (Laboratério Central) em Lisboa e o Centro de Medicina Laboratorial Germano de

Sousa no Porto.

Apos distribuicao das amostras pelos diversos setores, estas sao processadas. Os resultados
analiticos passam por uma primeira validagao a nivel dos equipamentos, feita pelas técnicas do
laboratério. Esta validagao consiste de uma comparagao dos resultados com os valores de
referéncia e da realizagao de repetigoes de parametros, quando necessario, conforme padroes
previamente estabelecidos. Posteriormente os resultados passam por uma validagao final, pelo

Diretor Técnico do laboratorio, o Dr. Anténio Fernandes.

O sistema informatico utilizado no laboratorio CML-GS Viseu designa-se de Apollo. Este
sistema integra todos os postos de colheita do laboratorio, permite a validagao dos resultados
comunicados pelos equipamentos, consultar o historico clinico dos utentes e rastrear as

amostras.

1. Controlo de Qualidade

O laboratério deve garantir a maxima fiabilidade e rigor dos resultados, assegurando a

qualidade dos servigos prestados, pelo que se torna essencial a adogao de um sistema de
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gestao de qualidade (SGQ). Com vista a orientar a implementagao e manutengao de um SGQ,
o grupo Germano de Sousa encontra-se certificado segundo a Norma ISO 9001:2015. Neste
sentido, o laboratério CML-GS Viseu aplica controlos de qualidade internos (CQI) e esta

também inserido em programas de avaliagao externa de qualidade (AEQ).
a) Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O CQI avalia a precisao analitica e consiste num conjunto de preparagoes comerciais em que
a concentragao de cada analito é conhecida, existindo 3 niveis, os quais incluem os niveis
normais e os patologicos. Os controlos sao realizados diariamente ou semanalmente,
consoante o parametro e o equipamento. Para cada equipamento esta definido um mapa com

os niveis que devem ser controlados e os respetivos dias da semana.

ApOos a passagem dos controlos, sao desenhadas automaticamente nos equipamentos as cartas
de Levey-Jennings. Os critérios de andlise baseiam-se nas regras de Westgard e sao
previamente estabelecidos pelo diretor técnico. Diariamente, as cartas sao monitorizadas
pelas técnicas responsaveis de cada setor, e mensalmente, avaliadas pelo responsavel de

qualidade e diregao do laboratorio.

Do CQI fazem ainda parte as calibragoes periodicas, ou sempre que ha novos lotes de

reagentes, e as manutengoes semanais e mensais aos equipamentos.
b) Avaliacao Externa de Qualidade (AEQ)

No sentido de avaliar a exatidao analitica, o laboratério CML-GS Viseu esta inserido em varios
programas de AEQ como o da Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio (SEQC), United
Kingdom National External Quality Assessment Service (UK NEQAS) e o Plano Nacional de

Avaliagao Externa da Qualidade Laboratorial do Instituto Ricardo Jorge.

Esta AEQ baseia-se numa avaliagao comparativa entre o desempenho do nosso laboratério
com outros que participem no programa. Para esse fim, sao enviadas por parte do laboratorio
responsavel pela avaliagao, amostras cegas que deverao ser processadas como amostras
normais. Os resultados obtidos sao depois comparados com o valor real da amostra e com
os resultados obtidos pelas outras entidades participantes, que usem as mesmas metodologias.
Assim, é possivel avaliar o desempenho de um método ou equipamento, alertando para a

necessidade de agoes corretivas, de forma a nao comprometer a qualidade de analises futuras.
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IV.  Microbiologia

O laboratério de Microbiologia Clinica tem um papel importante no diagndstico e controlo
de doencas infeciosas. No entanto, a capacidade do laboratorio realizar essas fungoes é
limitada pela qualidade da amostra, pelo seu transporte até ao laboratério e pelas técnicas

utilizadas para detegao do microorganismo'.

Ao longo do dia chegam ao laboratério varios tipos de produtos biologicos, sendo que o seu
processamento varia consoante o tipo de amostra. O objetivo é averiguar a existéncia de um
agente patogénico que esteja a provocar infe¢ao, e nesse caso, fazer a sua identificagao e testes

de suscetibilidade aos antimicrobianos.

As amostras de urinas e fezes sao as mais frequentes! No entanto, os exsudados vaginais,
uretrais, amostras do trato respiratorio superior e inferior, liquidos diversos (sinovial, ascitico,

LCR, etc.) e outros tipos de amostras também sao processados no laboratorio.

Este setor é o menos automatizado, exigindo assim um maior trabalho manual. Porque ¢é o
que envolve mais trabalho técnico, é o que exige também um maior controlo das condigoes

de trabalho através de boas praticas laboratoriais.

Ao longo da minha experiéncia na Microbiologia, tive a oportunidade de integrar a rotina
desde a triagem das amostras até ao seu processamento. Pude realizar coloragoes de Gram,
de Wright, técnicas de sementeira, execugao de identificagdes e antibiogramas, assim como

acompanhar a interpretacao dos resultados obtidos consoante a situagao clinica.

a) ldentificacdo e suscetibilidade antimicrobiana

Aquando da chegada das amostras ao laboratoério é importante fazer a sua avaliagao, perceber
se estao em condigoes de serem analisadas. Se a requisicao esta conforme, se ha quantidade
e qualidade suficiente para a andlise, se a colheita e transporte foram em recipientes

adequados... Estes sao alguns dos parametros essenciais para o sucesso analitico.

A observagao macroscopica é outro aspeto importante a registar, ou seja, a cor da urina,

consisténcia de fezes, aspeto da expetoragao ou presenga de sangue na amostra, por exemplo.

De seguida é realizado o exame direto, importante na avaliagao da qualidade das amostras,
mas também na interpretagao de resultados culturais com base nas carateristicas morfologicas
microscopicas, no diagnostico de infegoes e na necessidade de processos nao rotineiros. O
exame direto é constituido pelas preparagoes a fresco e preparagoes coradas ( coloragao de

Gram, de Wright e de Ziehl-Neelsen p.ex.).
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As preparagoes a fresco sao utilizadas sobretudo na observagao de sedimentos urinarios, fezes
e na pesquisa de Trichomonas vaginalis em exsudados vaginais. Uma vez que a maioria das
bactérias sao transparentes e dificeis de observar por exame direto, devido ao seu
protoplasma pouco refringente, as amostras sao normalmente coradas. A coloragao mais
comum ¢é a coloragao de Gram, que permite dividir as bactérias em 2 grupos, as Gram positivas
e as Gram negativas. Os resultados fornecidos por esta técnica proporcionam informagao
valiosa sobre as bactérias que causam determinadas doengas, assim como ajudam a selecionar

os testes necessarios para a sua identificagao.

A distingao entre os dois grupos de bactérias estd associada com a natureza quimica da parede
bacteriana. Bactérias com paredes constituidas por espessas camadas de peptidoglicano e
acidos teicoicos, retém o primeiro corante adicionado (violeta de Genciana) e sao designadas
por Gram positivas. Por outro lado, as Gram negativas, possuem paredes com finas camadas
de peptidoglicano e ainda uma membrana externa, constituida por fosfolipidos e
lipopolissacarideos (LPS), que nao retém este corante. Assim, quando em seguida se adiciona
o corante secundario, Fucsina de Ziehl diluida ou a Safranina, este é retido pelas bactérias, que

previamente haviam sido descoradas.

A coloragao, além desta caraterizagao, permite também fazer uma definicio quanto a
morfologia — cocos ou bacilos — e o tipo de agrupamento — em cadeia, cacho, pares, entre

outros.

Quanto as micobactérias, estas possuem paredes celulares bastante espessas e complexas,
constituidas por peptidoglicano ligado a arabinoglicano, que por sua vez esta ligado a acidos
micdlicos. Estes lipidos tornam a sua membrana muito hidrofébica e pouco permeavel aos
corantes do Gram. A Unica maneira de corar o seu protoplasma é usando uma solugao de
fucsina em fenol, cuja descoloragao com solugao de etanol e acido cloridrico nao ocorre,

dizendo-se por isso que sio bacilos acido-acool resistentes (BAAR).

A realizacao do exame microscopico € importante por varias razoes, homeadamente para
determinar o numero de neutrofilos segmentados, indicar o tipo e magnitude de resposta
inflamatoria, a observagao de bactérias, estruturas parasitarias ou inclusoes virais. Esta
observagao pode fornecer desde logo informagao suficiente para diagnostico presuntivo,
permitindo ao clinico a tomada de decisoes mais racionais numa abordagem antimicrobiana
.. .13 , . ~ . o .

inicial’ . No entanto, é fulcral a realizagao de um exame cultural para diagnostico final,
verificando se ocorre crescimento de microorganismos e fazer a sua caraterizagao fisiologica

e bioquimica.

13



No laboratério, os produtos biologicos sao inoculados diretamente ou apods tratamento, em
meios de cultura apropriados, de acordo com o microorganismo de que se suspeita. Os meios
de cultura podem ser liquidos, sélidos ou semi-sélidos e dividem-se ainda em seletivos, de
enriquecimento e diferenciais. Os seletivos sao utilizados para o isolamento de organismos
especificos, sendo suplementados com substancias inibidoras de crescimento de organismos
indesejados. Os enriquecidos sao desenhados para permitir o crescimento de organismos mais
fastidiosos, que tém necessidades nutricionais especificas e por isso requerem a adi¢ao de
fatores de crescimento. Os diferenciais, permitem detetar carateristicas bioquimicas

importantes para uma identificacio preliminar’.
No laboratério de estagio, os meios utilizados sao apresentados na Tabela I.

O sucesso dos métodos de cultura é definido pela biologia do organismo, pelo local da infegao,

pela resposta imune do paciente a infecio e pela qualidade do meio de cultura® .

Apos inoculagao, sao selecionadas as condigoes de temperatura, atmosfera, humidade e
periodo de incubagao, de acordo com as necessidades especificas de cada bactéria. Ao fim do
periodo definido, se houver crescimento de colonias isoladas e apos interpretagao desse
crescimento, avalia-se a necessidade de uma subsequente identificagao e antibiograma do

microorganismo.

Tabela I. Meios de Cultura utilizados no CML-GS Viseu.

Meio nao seletivo, rico e nutritivo, que permite o crescimento de
BHI: caldo cérebro-coracio microorganismos exigentes.

Isolamento seletivo de Haemophilus spp; em amostras respiratorias e genitais.
HAE?2: gelose de Chocolate P PP P 8

) Nao permite crescimento de gram positivos nem leveduras. Enriquecido com
Haemophilus sp

fator X e V.
Meio seletivo para isolamento de Staphylococcus spp. A concentragao elevada
de NaCl inibe o crescimento de bactérias que nao sejam Staphylococcus spp; A

MSA2: gelose Chapman 2
& P presenga de manitol permite identificagdo presuntiva de S. aureus (colonias

amarelas).

Meio seletivo e diferencial para bacilos Gram negativos. A presenga de sais
MCK: Gelose MacConkey | biliares inibe o crescimento de bactérias Gram positivas, e a lactose permite
distinguir as fermentadoras das nao fermentadoras.

. . Isolamento de Micobactérias. O verde malaquite inibe o crescimento da
L): Meio Lowenstein-Jensen o ) .
maioria dos restantes microorganismos.

Isolamento seletivo de Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoeae.

VCAZ3: Gelose chocolate + i . . o
Constituido pelos fatores X e V e um conjunto de antibiéticos (vancomicina,

PolyViteX VCAT3 . - . .
colistina, anfotericina e trimetropim).

Meio liquido de enriquecimento de Salmonella spp, a partir de amostras de

Caldo Selenito
fezes.
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PVX: Gelose Chocolate Meio de isolamento de bactérias exigentes dos géneros Neisseria spp,
PolyViteX Haemophilus spp e Streptococcus pneumoniae. Enriquecido com fator X e V.

SGC2: Gelose Sabouraud Meio de isolamento seletivo de leveduras e bolores.
Gentamicina Cloranfenicol

COS: Gelose Columbia + | Meio de isolamento que facilita o crescimento de bactérias exigentes. Permite
5% sangue de carneiro a observagio ou nao de hemolise e o tipo de hemdlise.

Meio de isolamento, contagem e identificagao bacteriana em amostras de
CPSE: Gelose chromID® | urina. Permite ID direta de Ecoli e presuntiva das seguintes espécies:

CPS® Elite Enterococcus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter,Proteus, Morganella e
Providencia.

Meio seletivo diferencial de Salmonella spp e Shigella spp. A constituicao em sais
HEKT: gelose Hektoen biliares inibe o crescimento de Gram positivos e retarda o crescimento de
algumas Enterobactérias.

STRB: Gelose chromID™ | Meio cromogéneo seletivo, para detegcdo de Streptococcus agalactiae em
Strepto B mulheres gravidas.

CNA: Gelose Columbia + | Meio seletivo de bactérias Gram positivo, devido a constituigdo em colistina e
5% de sangue de carneiro | acido nalidixico que inibe crescimento de Enterobactérias e Pseudomonas spp.
suplementado com colistina | Permite a observagao de hemdlise.
e acido nalidixico (CNA)
TODD HT: Caldo Todd | Meio liquido de enriquecimento seletivo de Streptococcus do grupo B, na

Hedwitt mulher gravida, e de Staphylococcus aureus, no ambito do rastreio de MRSA.

Testes subsequentes sao utilizados com o objetivo de identificar um isolado através de
atividade bioquimica ou metabdlica. Estes testes (Tabela Il) também siao importantes para a
escolha das cartas de identificacio e de suscetibilidade antimicrobiana a utilizar no

equipamento Vitek 2 Compact existente no laboratério CML-GS.

Tabela Il. Provas Bioquimicas auxiliares a identificagdo bacteriana.

Efervescéncia indica a produgdo de oxigénio molecular e resultado positivo.
Falsos positivos podem ocorrem em colénias a partir de geloses de sangue
Prova da catalase s . g . "
devido a peroxidase eritrocitaria. Este teste é sobretudo utilizado para

diferenciar staphylococcus (positivos) de streptococcus (negativos).

O aparecimento de cor azul-roxo escuro indica atividade de citocromo
oxidase e resultado positivo. O teste utiliza um corante que substitui o O,
Prova da oxidase como aceitador de hidrogénio. Utiliza-se papel de filtro onde se colocam
algumas gotas de reagente, e com uma ansa, retira-se a colonia a testar e
coloca-se sobre o papel.

Baseia-se na formacao de uma cor vermelha, derivada da desaminacao do
Teste do Indol e TDA ela-se na formag cor Y ¢
aminodcido triptofano pela enzima triptofanase.

. . A optoquina inibe o crescimento de S. Penumoniae, provocando um halo de
Disco de optoquina .
inibicao na placa.

Streptococcus beta hemolitico do grupo A ¢ inibido em gelose de sangue
Disco de Bacitracina quando na presenca de bacitracina.

Estas cartas consistem em diferentes pogos onde ocorrem provas bioquimicas ou que

possuem concentragoes conhecidas de antibidticos especificos.
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Partindo de colonias isoladas da gelose, faz-se uma suspensio em solugao salina, com
densidades entre 0,55-0,66 MacFarland. Desta suspensao, faz-se diluicao para um outro tubo
para a realizacao do teste de suscetibilidade. O principio consiste na técnica de dupla diluigao
para as Concentragoes Minimas Inibitorias (CMI) determinadas pelo método de microdiluigao.
As cartas sao em seguida colocadas nos respetivos tubos, dispostos numa cassete, a qual é
depois introduzida no Vitek 2 Compact. Numa primeira fase de enchimento, todas as cartas
sao inoculadas com a suspensao dos tubos de ensaio correspodentes, e na fase seguinte, o
equipamento vai proceder as analises de identificacao e suscetibilidade, fazendo monitorizagao
continua do crescimento e atividade dos microorganismos no interior das cartas. Essa leitura
é feita mediante um sistema otico de transmitancia, utilizando luz visivel para medir de forma

proporcionalmente direta o crescimento.

Apos o tempo de incubagao necessario para essas reagoes, os resultados sao enviados para
um computador e procede-se a validagio dos mesmos, nomeadamente a selecao dos

antibioticos mais adequados a situagao clinica do utente.

b) Produtos bioldgicos
Urina

A urina representa o maior volume de amostras que chegam da rotina. Estas amostras podem
ser colhidas pelo proprio utente, ao qual é explicada a forma correta de o fazer, no sentido
de evitar a contaminagao com flora vaginal, perianal e uretral. Também podem ser colhidas
amostras por pungao suprapubica, cateterizagao ou em sacos coletores de urina, no caso de

criangas de fralda.

As amostras devem ser colhidas para frascos plasticos estéreis, entregues e processadas o
mais rapidamente possivel, uma vez que o crescimento bacteriano continua a ocorrer e o qual
podera inviabilizar os resultados. No caso de tal nao poder ser feito nas 2 horas seguintes, a

urina deve ser refrigerada a 4°C.

As analises sumarias de urina ou urina tipo Il, sao os exames mais requeridos e sao de
carater qualitativo. A primeira urina da manha é a melhor amostra pois é aquela que se
encontra mais concentrada. Sao medidos varios parametros bioquimicos como a cor,
densidade, o pH, glucose, proteinas, nitritos, leucocitiria e hematuria, através de tiras
reagente, no equipamento Aution Max AX-4280. De seguida, procede-se a centrifugagao a
I 500rpm/5min, decantagao e exame microscopico do sedimento urinario. O exame consiste

numa observagao e contagem de pelo menos |10 campos, inicialmente com a objetiva 10x e
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posteriormente passando para a de 40x, registando-se a presen¢a de hemacias, leucocitos,

bactérias, fungos, células epiteliais, cilindros e cristais*.

A Urocultura é um exame que permite fazer avaliagao etiolégica de utentes com infegao do
trato urinario (ITU). A maioria destas infegoes sao causadas por Enterobactérias, estando em
primeiro lugar a Escherichia coli, mas também Klebsiella spp. , Proteus spp. ,Enterobacter spp.;
outras gram-negativas como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. e algumas gram- positivas

como Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.

Apds homogeneizagao, as amostras sao inoculadas diretamente na Gelose chromID™
CPSP® Elite (CPSE) usando ansas de |pl, pois a placa é dividida em duas partes. Segue-se o
periodo de 18-24h de incubagio em aerobiose, a 35+2°C. Apos esse periodo, procede-se a
observagao das geloses, para verificar se houve crescimento e no caso de tal se ter verificado,

proceder a valorizagao dos resultados.

A gelose CPSE permite identificar diretamente a Escherichia coli, através da coloragao

vermelha/rosa das colonias. O género Enterococcus spp., apresenta-se como pequenas colonias

turquesa ou azul claro a verde e ainda coldnias de tom
castanho difuso para o género Proteus spp. Mais do que a
cor, o aspeto das colonias também fornece informagoes
relevantes, como por exemplo a mucosidade carateristica

de bacilos. (Figura I)

Ha sempre 3 parimetros essenciais que tém que ser
considerados: a clinica (presenga ou auséncia de sintomas
carateristicos de ITU), a presenca de leucocitos no exame

citologico, e a bacteridria. Bacteridria significativa é a que .
Figura |. Crescimento em meio CPSE de

e .. . L .. Klebsiella pneumoniae, onde é possivel
que 10° UFC/ml ja ¢é significativo. Esta contagem é feita \igalizar 2  caracteristica  coloracio

. , , . verdefazul e a mucosidade. (Fonte:
multiplicando o nimero de coldnias observadas no meio | aporatério CML-GS CUF Viseu)

apresenta valores de 10° UFC/ml, exceto para E.coli, em

CPSE por um fator de diluigao de 1000 (uma vez que se utilizam ansas de |pl). Contagem

inferior de colonias é dada como urocultura negativa.

Uroculturas positivas e a valorizar: quando =10° UFC/mL, cultura pura, leucocituria e presenca
de quadro clinico; quando >10° UFC/mL, leucocitiria e sintomas, para as bactérias E. Coli e
Staphylococcus saprophyticus; quando ha 210° UFC/mL e presenca de 2 espécies, sendo que uma
delas predomina e apresenta colonias isoladas, num doente com leucocituria e quadro clinico.

Por outro lado, crescimento polimicrobiano, mesmo na presenga de leucocitos, € muitas vezes
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sugestivo de contaminagao associada a uma ma colheita da amostra, e nestes casos, o resultado
€ dado como cultura polimicroabiana, a valorizar pela clinica. Existem outras situagoes, em

que a avaliagao deve ser feita de acordo com o tipo de doente em causa.

A partir das uroculturas positivas, vai-se proceder a identificacao e testes de suscetibilidade

aos antibioticos, a realizar no Vitek 2 Compact.

Neste setor, ha ainda um grande nimero de urinas que tém que ser direcionadas para o setor

de Bioquimica, para determinagao de parametros como a microalbuminuria e proteinuria.

Fezes

Ao laboratorio chegam pedidos de pesquisa de sangue oculto, testes parasitologicos e
coproculturas. Em qualquer um destes testes, uma observagao da amostra podera dar desde
logo algumas indicagoes, como a presenca visivel de sangue, de parasitas, a propria consisténcia

da amostra, sugestiva de certas infegoes bacterianas.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes € o teste mais solicitado para despiste de sangramento
colorretal carateristico de cancro do colon. Consiste num ensaio imunocromatografico
sandwich para detegao qualitativa de hemoglobina humana nas amostras. O teste faz-se
acompanhar de um tubo de plastico com um tampao diluente, onde se coloca um pouco de
amostra para dissoluciao e extragao de hemoglobina. De seguida, deixam-se cair 3 gotas de

solucao no local indicado no teste e, em |10 minutos obtém-se o resultado.

Os exames parasitologicos baseiam-se no método Bailenger (principio de sedimentagao), para
concentragao de elementos parasitarios em amostras de fezes. Para a sua realizagao sao
enviadas 3 amostras, colhidas em 3 dias alternados, das quais se retira uma porgao e se adiciona
ao tubo com a solugao Bailenger. Apos homogeneizagao, adiciona-se I ml de acetato de etilo
e é adaptado um tubo de filtro ao tubo de amostra, para que, fazendo inversao deste, ocorra
a filtragao. Procede-se a centrifugagao a

I500rpm/I0Omin para que a sedimentagao de 2

protozoadrios e ovos e larvas de helmintas possa

ocorrer. A fase liquida é decantada e sao

adicionadas algumas gotas de Lugol ao sedimento ) 7S 3 Rl g P
para posterior exame microscopico. As e ".7"?.".";- ?3?"
ampliagdes a utilizar sio a de 100x, para ovos e : p

larvas, e a de 400x-1000x para protozoarios Sl < - B

Figura 2. Obs;ervagio microscopica (objeti.va de 40x) de
quisto de Entamoeba Coli, em amostra de fezes. (Fonte:
Laboratério CML-GS CUF Viseu)
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(Figura 2), exigindo assim uma dupla visualizagao da lamina.

Nas coproculturas, € necessario fazer exames diretos e exames culturais. No laboratério de
estagio faz-se a pesquisa de rotina de Salmonella spp., Shigella spp. e Campylobacter spp.
Inicialmente, e no caso das amostras serem solidas, é necessdrio preparar-se uma suspensao,
com um pouco de solucao salina. A partir dessa suspensao, preparam-se duas laminas, uma
para exame citoldgico, e outra para a coloragao de Gram. Para os exames culturais, semeia-
se a suspensao, com uma ansa de 10pl, nos meios CAM, MACK e o caldo selenito que sao
depois colocados na estufa, em condi¢coes apropriadas. A gelose CAM é colocada em
atmosfera microaerofilica, 35+2°C, enquanto que as restantes, sao colocadas em atmosfera
aerdbia, 35+2°C. A excecio do caldo selenito, que ao fim das primeiras 18-24h é repicado

para gelose Hektoen, os restantes meios permanecem em incubagao por 48h.

Terminado o periodo de cerca de 48h, procede-se a leitura das placas. No caso de se verificar

crescimento com significado patologico, prossegue-se com identificagao e Antibiograma.

Exsudado vaginal

A flora vaginal varia consoante inimeros fatores, desde a idade, o pH, consumo de farmacos
e atividade sexual. Mas existem microorganismos que nao pertencem a microbiota normal,
sao patogénicos. Destes, os que normalmente se pesquisam sao: Neisseria gonorhoeae,
Trichomonas vaginalis, Candida sp., Haemobphillus ducrei e Gardnerella vaginalis. Ha ainda o caso

carateristico de mulheres gravidas, em que se valoriza a presenga de Streptococcus agalactiae.

As amostras sao colhidas em zaragatoas secas e colocadas em meio de transporte Stuart ou
Amies com carvao. Em primeiro lugar, com a prépria zaragatoa preparam-se 3 laminas, uma
para exame direto (observagao do movimento carateristico de Trichomonas vaginalis), outra
para exame citologico (pesquisa de células, leucocitos, eritrdcitos, fungos e parasitas) e outra
para o Gram (polimorfonucleares e flora). De seguida prepara-se uma suspensao e semeiam-
se os meios SGC2, PV X, CNA e VCAZ3. Ao fim de 24/48h procede-se a leitura e valorizagao
dos resultados, sendo fundamental saber distinguir os microorganismos potencialmente
patogénicos, daqueles que fazem parte da microbiota, para posteriormente se identificar e

reportar aqueles de importancia clinica.

Na gelose SGC2, a presenga de colonias redondas brancas (Figura 3) deve ser tida em atengao.
Perante esse crescimento, € realizada a prova da filamentagao, fazendo-se suspensao de uma
colénia em 0,5mL de soro humano, de preferéncia fresco, que vai incubar a 37°C por cerca

de 2,5-3horas. Em seguida, faz-se exame microscopio entre lamina e lamela de forma a
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averiguar se ha a formagao de um tubo germinativo verdadeiro ou nao (Figura 4). A observagao
de tubo germinativo verdadeiro, continuo com a célula mae, permite fazer identificagao
presuntiva de Candida albicans. De outra forma, o resultado é dado como apenas sendo

elementos leveduriformes do género Candida spp.

8 ; e
Figura 4. Observacao microscopica (objetiva 40x), apos
a prova da filamentagdao, de elementos leveduriformes

Figura 3. Gelose SGC2 com crescimento de

colénias sugestivas de Candida spp. (Fonte: ! ) ) g

Laboratério CML-GS CUF Viseu). com formagio de pseudohifas, sugestivo do género
Candida spp. (Fonte: Laboratorio CML-GS CUF Viseu)

Tal como mencionado, nas gravidas, faz-se a pesquisa de Streptococcus beta-hemoliticos, dado
que este pode ser transmitido durante o parto levando
a meningites, septicémias ou pneumonias do recém-
nascido. A pesquisa inicia-se com a inoculagao do meio
Todd hewitt, por 24h, 35+2°C, periodo ap6s o qual
se faz repicagem para o meio STRB, que vai
permanecer em atmosfera rica em CO, por mais 48h.

Resultados positivos consistem na presenga, nem que

seja de apenas uma, colonia rosa palido a vermelho

(Figura 5).

Figura 5. Gelose STRB com colénias de
Streptococcus  agalactiae. (Fonte: Laboratério
CML-GS CUF Viseu)

Exsudado uretral

Também na uretra, na parte inferior, podemos encontrar uma flora de microorganismos
como, Staphylococcus coagulase negativa, Enterococcus spp., bacilos gram negativos e Neisseria
spp.. No entanto, a presenga de Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Trichomonas

vaginalis, por exemplo, é sinébnimo de infegao.

A colheita deve ser feita antes da primeira micgao da manha, mas se tal nao for possivel, devera

ser feita apds pelo menos uma hora desde a uUltima micgao. A colheita consiste de 2 zaragatoas,
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uma para preparagao de laminas para o exame direto e outra para o exame cultural, sendo

que esta Ultima é transportada em meio de carvio®

No exame direto preparam-se 3 laminas, uma a fresco — observagao da presenca de
Trichomonas vaginalis e elementos leveduriformes — e duas apds coloragao, de Gram —
visualizagao de algum tipo morfologico predominante- e de Wright — observagao de

leucocitos, células.

A interpretagao do Gram é muito importante, devendo ter-se em especial atengao a presenga
de diplococos Gram negativos intra e extracelulares e numerosos leucocitos
polimorfonucleares. Em homens sintomaticos, a observagao de um gram com estas
carateristicas traduz uma infecao gonorreica. Por outro lado, em mulheres, a realizagao de
exame cultural é obrigatdria, uma vez que o exame direto nao ¢ especifico, dado a existéncia

na flora vaginal de microorganismos semelhantes a Neisseria gonorrhoeae.

Para o exame cultural semeiam-se 2 meios, o PVX e o VCA3, que vao incubar em meios
ricos em CO, a 37°C por 48h. Na gelose VCA3, o crescimento de pequenas coldnias,
brilhantes, acizentadas e sem hemolise, sao sugestivas de Neisseria gonorrhoeae. As provas de
oxidase e catalase devem ser realizadas, e para esta bactéria, os resultados deverao ser

positivos.

Figura 6. Observacio microscopica (100x) de Figura 7. Gelose VCA3 com crescimento de coldnias
um esfregaco de exsudado uretral apds sugestivas de Neisseria gonorrhoeae. (Fonte: Laboratorio
coloragio de Gram. Presenca de Diplococos CML-GS CUF Viseu)

Gram negativos intra e extracelulares e

leucocitos polimorfonucleares. (Fonte:

Laboratério CML-GS CUF Viseu)
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Sangue: Hemocultura

O sangue, normalmente, é estéril. No entanto, quer seja de forma transitéria, intermitente ou
continua, podemos ter presentes microorganismos, dando origem a situagoes de bacteriémia,

virémia ou fungémia.

As hemoculturas sao exames culturais que permitem determinar a presenga de
microorganismos na corrente sanguinea. O sucesso deste exame esta dependente da forma
como se faz a colheita. Para comecar, as colheitas devem ser realizadas, sempre que possivel,
antes de se iniciar antibioterapia e ter o maximo rigor no processo, evitando contaminagao
com a microbiota da pele. Utilizando uma seringa de 20mL, faz-se venopungao, colocando em
primeiro lugar o frasco aerdbio, na posicao vertical, no qual é introduzido um adaptador
Vacutainer para inoculagao da amostra. Apos alcancgar o nivel desejado, retiramos o adaptador
e introduzimo-lo no frasco anaerodbio. No final, deve-se agitar os frascos e levar de imediato

ao laboratoério.

O volume colhido é a variavel mais importante no rendimento da hemocultura, de forma a
garantir a recuperagao maxima de microorganismos. Nos adultos, um total de 20-30mL é o

adequado e em pediatria, volumes de |-5mL sao suficientes.

Chegados ao laboratério, os frascos de cultura BACTEC sao rapidamente introduzidos no
equipamento BD Bactec FX40 de forma a garantir a eficacia do desempenho. Na presenca
de microorganismos, ocorre metabolizagao dos nutrientes do meio, havendo libertagao de
CO, que altera a quantidade de luz absorvida pelo material flurescente do sensor. O
instrumento tem fotodetetores que medem o nivel de flurescéncia correspondente a
quantidade de CO, libertada. Perante resultados positivos, o equipamento emite um sinal

sonoro e luminoso (vermelho).

Isolados clinicamente significativos sao detetados nos primeiros | a 2 dias de incubagao; no
entanto, so ao final de 5-7 dias se pode dar um resultado como negativo. De realgar que, no
entanto, aquando da pesquisa de fungos, micobactérias, Brucella spp. ou outros, tal devera ser
reportado ao laboratério, uma vez que sao necessarios periodos de incubagao mais longos

para que ocorra crescimento.

Frascos positivos sao retirados e apos homogeneizagao e desinfe¢cao da tampa, € inserida uma
agulha deixando cair algumas gotas em 2 laminas e nos meios de cultura COS e CPSE. As
laminas sao preparadas, coradas pelo Gram e observadas de imediato, uma vez que a
morfologia observada pode desde logo orientar a decisao terapéutica. Os meios sao incubados

por 48h, o COS em CO, e o CPSE em aerobiose. No laboratério de estagio, o recurso ao
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meio CPSE tem como finalidade obter uma identificagao presuntiva mais rapida e facil. Os
resultados da sementeira e do Gram sao analisados, e prossegue-se com identificagao e

antibiograma para os isolados mais sugestivos.

Isolados de Corynebacterium sp, Bacillus sp (exceto o B. Anthracis), Micrococcus sp e Staphylococcus
coagulase negativo sao normalmente contaminantes que tém origem na flora da pele e que
confundem a interpretagao de resultados positivos. A decisao de valorizar ou nao a presenga
desses isolados é cada vez mais dificil uma vez que cada vez mais estao envolvidos com
situagoes bacteriémicas, em especial os isolados de Staphylococcus coagulase negativos. Assim,

a decisao deve ser considerada pela clinica®

Isolados de bacilos gram negativos, leveduras, Streptococcus beta hemoliticos, Streptococcus

pneumoniae, Enterococcus spp., e Staphylococcus aureus sio clinicamente significativos’

InfecOes trato respiratorio superior

O trato respiratorio superior é colonizado por numerosos microorganismos que na sua
maioria nao sao virulentos e raramente se associam a doenga. No entanto, quando alcangam
locais habitualmente estéreis, passam a ser patogénicos. O trato respiratorio possui barreiras
naturais a infecao, desde os pélos nasais, humidificagao das fossas nasais, secregao de fatores
antimicrobianos e a propria microbiota. As bactérias aerobias mais comuns sao o Streptococcus
spp., Haemophilus spp. e Neisseria spp., mas organismos potencialmente patogénicos tais como
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, S. aureus, Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis e membros das Enterobacteriaceae, também podem aqui estar
presentes. O seu isolamento em amostras respiratorias superiores nao determina infegao, ha

que distinguir com colonizagio'

As infegoes respiratorias superiores mais comuns sao as rinofaringites, gripes, faringites e
sinusites. Embora as principais causas de faringites sejam virais, as bacterianas, por

Streptococcus do grupo A, e em especial o S. Pyogenes também ocorrem.

No laboratério de estagio, a pesquisa de Streptococcus do grupo A é realizada sobretudo em
contexto de urgéncia, através de um teste rapido imunocromatografico que deteta
qualitativamente a presenca do Antigénio estreptococico do grupo A, em amostras colhidas
por zaragatoa faringea. Em apenas |0mins o resultado é dado como positivo ou negativo. Pode
também realizar-se um exame cultural de exsudado faringeo para pesquisa do Streptococcus

pyogenes, baseado na inoculagao do meio CNA com um disco de bacitracina. Quando se
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do grupo A, devendo prosseguir-se com identificagao e antibiograma.

A detegao de Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes, MRSA, é uma prova que consiste de
um exame cultural em gelose MSA2. A gelose ¢ inoculada segundo a técnica de sementeira
em toalha, garantindo que toda a superficie é semeada pelo menos duas vezes, e no centro da

placa, é depois adicionado um disco de cefoxitina.

Os MRSA sao resistentes a todos os beta-lactamicos devido a presenga de mecA, um gene que
codifica uma proteina de ligagio a penicilina alterada (PBP2a)® Esta proteina liga-se aos beta-
lactimicos com menor avidez, resultando na resisténcia a esta classe de antibiéticos, tornando-
se assim importante identificar hospedeiros e eliminar a bactéria. Este exame é pedido
sobretudo em contexto pré-operatorio, dado que pessoas colonizadas por este
microorganismo , tém maior probabilidade de desenvolver infecoes com graves consequéncias

apo6s procedimentos cirdrgicos, mesmo estando sob terapias antibioticas profilaticas.

A mudanca de cor do meio para amarelo, devido a fermentagao do manitol, é sugestiva de S.

Aureus e a resisténcia é avaliada através do halo de inibicao que se forma na placa.

InfecOes trato respiratorio inferior

Laringe, traqueia, bronquios, bronquiolos e pulmoes sio normalmente estéreis, embora a
colonizagao transitoria com secregoes do trato superior se possa verificar. As infecoes mais
comuns sao as bronquiolites, pneumonias, legioneloses e empiemas, que resultam da inalagao
de aerossois infeciosos, da aspiragao do conteddo oral ou gastrico ou de disseminagao

hematogénea, sendo que, tal acontece porque as barreiras do trato superior sao ultrapassadas.

As expetoragoes sao as amostras mais comuns para exame bacterioldgico deste tipo de
infecao. A colheita deve ser feita pela manha, pois durante a noite ocorre uma acumulagao de
secre¢oes, havendo assim maior probabilidade de bactérias patogéneas estarem ai
concentradas’, Devido a dificuldade na colheita, a qualidade da amostra é o primeiro parimetro
que se deve avaliar, garantindo que esta tem condigdes que permitam fazer diagndstico

correto.

Por observagao de um esfregaco com Gram, na objetiva 10x, se estivermos na presenca de
pelo menos 25 leucécitos e maximo de 10 células epiteliais, em cerca de |10 campos, a amostra
¢ aceite. Mais ainda, a coloragao de Gram é fundamental para observar se ha contaminagao
com microbiota do trato superior e/ou presenga ou auséncia de microorganismos sugestivos

e células inflamatorias.
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Para a cultura, a amostra é semeada no meio COS, MCK, HAE2 e CNA. O meio COS,
HAE?2 e CNA sao incubados por 48h, a 37°C em meio rico em CO,. No meio CNA é colocado
um disco de optoquina para averiguar quanto a presenga do agente Streptococcus pneumoniae.
Contrariamente aos outros estreptococos, especialmente os alfa hemoliticos, S. Pneumoniae é

geralmente sensivel a optoquina.

Se ocorrer crescimento bacteriano nos meios, e juntamente com as informagodes recolhidas
do exame direto e informagodes clinicas do utente, faz-se a valorizagao das coldnias para

posterior identificagao e antibiograma.

No laboratério de estagio, normalmente, a acompanhar o bacteriologico, € realizado também
o BK (bacilo de Koch) direto. Este € um exame que desempenha importante papel no
diagnostico presuntivo de tuberculose. Baseia-se nas carateristicas da parece celular das
micobactérias, quanto a resisténcia a descoloragao com alcool-acido. O método utilizado é a
coloracao de Ziehl-Neelsen, que confere a tonalidade avermelhada aos Bacilos acido-alcool

resistentes.

O exame micobacteriolégico cultural, continua a ser o gold-standard no diagnostico de
tuberculose. Quando este exame é requerido ao laboratorio e apos o processo inicial de
avaliacao de qualidade da amostra, faz-se uma descontaminagao da expetoragao para que sejam
eliminadas quaisquer bactérias contaminantes ou da flora do trato respiratorio superior. A
solug¢ao de descontaminagao é adicionada a amostra e deixada atuar por |5mins, periodo ao
final do qual vai a centrifugar. Apds decantagao, o sedimento, é semeado no meio de cultura
solido de Lowenstein-jenssen. O crescimento é demorado, sendo necessarias 2-3 semanas
para obtermos resultados positivos. Com este meio, & possivel fazer uma leitura quantitativa,
através da contagem das colonias, tornando-o um método mais adequado para monitorizagao
terapéutica’ As coldnias de M. Tuberculosis apresentardo um aspeto carateristico semelhante

a couve-flor.

Infecoes auriculares

De entre as infe¢oes do trato respiratorio superior podemos ainda considerar as infegoes do
ouvido externo e as otites médias. Nas primeiras, os agentes de infegao mais frequentes sao
o Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pyogenes. Nas otites médias, os
microorganismos mais frequentemente encontrados sao o Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae e o S. pyogenes. No entanto, também ha casos de infecao por

Pseudomonas sp, membros de Enterobacteriaceae e S. aureus.
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Uma colheita realizada a nivel do canal auditivo externo nao fornece qualquer informagao
sobre o agente causador de otites médias. Para isolamento dos agentes etiologicos respetivos,
a timpanocentese é o procedimento a realizar. No laboratério de estagio, exsudados

auriculares colhidos por esse procedimento sao tratados como amostras de pus.

As amostras de exsudado do ouvido externo sao colhidas com zaragatoas, as quais sao
diretamente utilizadas para preparagao de lamina, para coloragao de Gram. Apds preparagao
de suspensao da amostra, sao semeados os meios PVX, CNA, MCK e COS, que se colocam
na estufa a 37°C por 48h. Se houver crescimento que seja de valorizar, prosseguimos com

identificacao e testes de suscetibilidade antibiotica.

Nas amostras de pus, as bactérias encontradas fazem frequentemente parte da flora da pele
ou de cavidades naturais. Desta forma, as amostras obtidas por timpanocentese tém que ser
avaliadas considerando o local anatomico, o modo de infegao, o meio ambiente (p.ex.
hospitalar) e o grau de contaminagao das zonas adjacentes ou locais infeciosos, pois estes sao

fatores que influenciam o desenvolvimento de certas espécies bacterianas.

As amostras que chegam ao laboratério vém em frascos ou seringas sem agulha, a partir das
quais se preparam 2 laminas, para Gram e ZN. Os meios semeados sao o PVX, CNA, MCK e
caldo BHI (para enriquecimento de microorganismos aerobios exigentes), incubados por 48h
a 37°C. Na presenca de crescimento nas placas e considerando o exame microscopico, faz-se

a devida valorizagao e prossegue-se com a identificagao e antibiograma.

Caso Clinico

Uma crianga de 3 anos, apresentava otorreia e historico de otites de repeticao. Chegou ao

laboratério uma zaragatoa com a requisicao de exame microbiologico do exsudado auricular.

A partir da zaragatoa preparou-se uma lamina para coloragao de Gram. Este exame
microscopico permite uma identificagao do tipo de microorganismos presentes, averiguar a
sua relagdo com o processo infecioso em causa, assim como orientar desde logo a pesquisa

cultural.

Neste caso, no Gram foram visualizados cocos gram positivos. A valorizagao destes vai
depender do crescimento nas placas culturais, uma vez que organismos como Staphylococcus
coagulase negativo e outros cocos positivos colonizadores da pele sao comumente

encontrados a colonizar o ouvido externo’.
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Figura 8. Geloses COS, CNA e PVX (da esquerda para a direita), com crescimento de colénias beta-hemoliticas, a partir de
amostra de exsudado auricular. (Fonte: Laboratério CML-GS CUF Viseu)

Semearam-se os meios PV X, MCK, CNA e COS, que se colocaram na estufa por 48h, a 37°C.
PVX, CNA e COS em meios ricos em CO,, e o MCK em aerobiose. O meio PVX, enriquecido
com fatores X e V, permite o crescimento de bactérias exigentes como Haemobphilus spp. O
MCK destina-se ao isolamento seletivo de enterobactérias e outras bactérias gram negativas.
O CNA é seletivo para cocos gram positivos e permite detetar hemolise. Por fim, o COS, que

permite igualmente a detecao de hemolise.

Apos as 48h fez-se a observagao do crescimento. Nao houve crescimento na gelose MCK,

apenas nas restantes, nas quais se observaram colénias beta-hemoliticas (Figura 8).

Uma vez que estas geloses permitem crescimento de cocos gram positivos, € importante

fazermos a prova auxiliar da catalase para dintinguir entre Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp.

A prova da catalase consiste na adicao de H,0O, e verificar se ha a libertagao de O, na forma
de bolhas de ar. Esta é uma propriedade carateristica de Staphylococcus spp. mas nao de
Streptococcus spp. Para o caso em questao, o resultado foi negativo, pelo que se tratam de

cocos do género Streptococcus spp.

Com base nas informagoes clinicas, microscopicas e culturais, e sabendo que uma das bactérias
patogénicas mais frequentes em infe¢oes de ouvido externo € o S. Pyogenes, estes resultados
valorizam-se, prosseguindo-se com identificagao e testes de suscetibilidade a antibidticos, no

Vitek 2 Compact.

ApOs saida dos resultados, confirmou tratar-se de uma infegao por Streptococcus pyogenes e os

resultados dos testes de suscetibilidade encontram-se no Anexo I.

No relatério de saida dos resultados para o clinico, nao sao apresentados todos os antibioticos
testados. A sua selecao ¢é feita de acordo com a idade, com o ambiente, a situagao clinica e o

tipo de infegao.

27



Nas infegoes por Streptococcus do grupo A, os antibidticos de escolha sao a Penicilina e
Ampicilina, dos quais se sabe as resisténcias serem muito raras. De acordo com os resultados
obtidos, observamos que as bactérias sao sensiveis a estes grupos de antibiéticos e podem ser
recomendados ao clinico. Para o caso, optou-se pela Benzilpenicilina e/ou Amoxicilina+Acido

Clavulamico.

V. Imunologia

No setor de Imunologia do CML-GS Viseu sao determinados parametros que se podem dividir
em: marcadores tumorais, endocrinologicos/hormonais, cardiacos, tiroideios e ainda os

marcadores de doengas infeciosas (Imunoserologia).

Nesta area, o produto bioldgico mais utilizado € o soro. Se a amostra apenas tiver como
objetivo a realizagao de analises imunoldgicas, apos triagem, é centrifugada a 3000rpm/ | Omin
e levada diretamente ao setor de Imunologia. Quando a amostra ja passou pelo setor de
Bioquimica, é novamente centrifugada para que fique mais limpida, reduzindo a probabilidade

de outras moléculas presentes interferirem com as técnicas de quantificacao.

Neste setor ja existe uma grande automatizagao, sendo que os parametros sao determinados
pelos equipamentos ADVIA® Centaur XP da Siemens e o VIDAS® da BioMérieux. Dada esta
automatizagao, é de grande importancia a realizagao e manutengao de controlos, manutengoes
e calibragoes dos equipamentos. As calibragoes sao realizadas periodicamente, quando pedido
pelo equipamento, ou quando ha mudanga de lote de reagentes. Os controlos sao realizados
diariamente, de acordo com um mapa onde estdo assinalados quais os que devem ser feitos

em cada dia.

O ADVIA® Centaur XP é um equipamento onde se realizam imunoensaios através de
quimioluminescéncia, em que a luz emitida é proporcional a concentragao de analito presente
na amostra. O marcador quimioluminescente utilizado nesta metodologia é o Ester de
Acridina. Os imunoensaios que o equipamento efetua podem ser de dois tipos, o imunoensaio
do tipo Sandwich e o imunoensaio competitivo. Na Tabela abaixo estao indicados os

parametros determinados no laboratorio de estagio por tipo de imunoensaio.

Tabela Ill. Parémetros determinados no ADVIA® Centaur XP.

Parametro Tipo de imunoensaio
Anticorpo HBs, antigénio HBs, Anticorpo HCV, i
o . Sandwich
Cal 25, CEA, HIV, Ferritina, PSA livre, PSA, TSH, FSH
FT3, T3, FT4 e Vitamina BI2 Competitivo

28



O VIDAS® é um sistema automatizado de imunoensaio com base no principio ELFA (Teste
Imunoenzimatico por flurescéncia). Este equipamento estd mais direcionado ao servico de
urgéncia do hospital, no entanto, também mede parametros de rotina. O laboratério
considera como parametros de urgéncia a Troponina |, a Mioglobina, o NT-proBNP, a CK-
MB (marcadores cardiacos), os D-Dimeros e a Procalcitonina (marcador de infecao

bacteriana) e como parametros de rotina, a Gonadotrofina Coriénica Humana (B-HCG).

Na Imunologia, encontramos ainda um conjunto de testes que sao realizados manualmente,
os testes serologicos. Estes sdo realizados em soro humano, para detetar a presenga de
anticorpos gerados contra antigénios especificos de agentes infeciosos, através de reagoes de
aglutinagao. Estas reagoes permitem medir qualitativa e quantitativamente, os niveis de

Antigénio e Anticorpo® Os principais testes realizados no laboratério de estagio incluem:

a) VDRL/RPR Test: teste nao treponémico de detegao qualitativa e quantitativa de

anticorpos Reaginas, associados a Sffilis.

b) TPHA: Detecao de anticorpos anti Treponema pallidum. Este teste & mais sensivel e

especifico no diagnostico de sifilis.

c) Reacdao de Weil-Felix: Detecao de anticorpos associados a infegao por Rickettsia

por reagao de aglutinagao.

d) Reacdao de Widal: detegao de infegao por bactérias do género Salmonella spp. com
base na aglutinagao de anticorpos presentes no soro, apos adicao de reagentes

contendo os antigénios somatico-O e flagelar-H.

e) Reacdao de Rose-Bengal: Pesquisa de anticorpos anti-Brucella no soro de doentes

com suspeita de Brucelose.

f) Reacdao Paul-Bunnel: pesquisa de anticorpos heterdfilos especificos de

mononucleose infeciosa, doenga provocada pelo virus Epstein Barr.

Durante a minha passagem pela Imunologia tive oportunidade de integrar a rotina, realizar
controlos e calibragoes dos equipamentos, processar as amostras e acompanhar a validagao

dos resultados.
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VI. Bioquimica

A Bioquimica fornece informagoes de diagndstico e monitorizagao terapéutica, de despiste e

prognostico patoldgico.

A maioria dos laboratérios ja se encontra automatizado, o que permite atingir um elevado

nivel de produtividade e melhoria na qualidade do servigo.

Para a realizagao das analises bioquimicas, € necessario que o laboratério receba a amostra
adequada para o teste solicitado, assim como informac¢ao que garanta que o teste correto €
realizado e que o resultado é devolvido ao clinico com o minimo tempo de espera. A
identificacao do utente deve ser correta, as analises devem ser claramente indicadas e a

requisicao deve-se fazer acompanhar de informagao clinica relativa a patologia suspeita.

As amostras mais comuns sao o sangue venoso e o soro ou plasma, embora amostras de urina,
fezes, sangue arterial, liquido cerebroespinhal, aspirados, entre outras, também sejam
utilizadas. As amostras de soro sao colhidas em tubos de plastico que contém um ativador de
coagulo presente na parede e que acelera o processo de coagulagao. Existem diferentes
tamanhos, consoante o volume necessario para a realizagao dos testes pedidos, e identificam-
se pela tampa vermelha ou amarela, no caso pediatrico. Quando o analito a analisar é instavel,
e € necessario o uso de plasma, o sangue é colhido para um tubo com anticoagulante, como a
heparina, identificando-se pela tampa verde. Tubos com Fluoreto/EDTA sao utilizados em
dosagens de glucose e lactato no plasma. O fluoreto atua como inibidor glicolitico e o
anticoagulante EDTA preserva a morfologia celular mantendo a qualidade da amostra. Estes

identificam-se pela tampa cinza.

O sucesso dos testes depende de potenciais erros tais como, a técnica de colheita, estase
prolongada durante a pungao, volume insuficiente, recipientes inadequados ao teste, local de

colheita e armazenamento inapropriado.

Na bioquimica, a maioria dos parametros determinados sao quantitativos ou semi-
quantitativos, correspondendo a quantidade de analito presente num pequeno volume de soro
ou outro fluido bioldgico, ou seja, a sua concentragao. As alteragdes nas concentragoes
analiticas podem-se dever a um aumento ou diminuicao da sintese de analito ou porque o

volume de fluido sofreu alteragées’

Os resultados sao expressos de acordo com precisao e exatidao, sensibilidade e especificidade,
garantia de qualidade e intervalos de referéncia. As técnicas do laboratorio sao responsaveis
por controlar o desempenho dos ensaios através de amostras de controlo de qualidade,

reassegurando que o método esta a trabalhar de forma satisfatoria as amostras dos utentes.
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O controlo interno da qualidade ¢é feito todos os dias e os valores obtidos sao comparados
com resultados anteriores e com os esperados, no sentido de se avaliar o desempenho do

equipamento.

Mais do que a variagao analitica associada ao equipamento, é necessdrio ter presente as
variagoes bioldgicas, que na realidade tém muito mais impacto que as primeiras. A idade, o
sexo, a dieta, o ciclo circadiano, a pratica de exercicio e o historico clinico sao alguns exemplos
de fatores biologicos que afetam a interpretagao dos resultados e que se devem ter em

atencio’

No laboratério CML-GS, CUF Viseu, pude acompanhar a validagao dos resultados feita pelas
técnicas, percebendo o impacto, tanto das variagoes analiticas como as bioldgicas, nos
resultados obtidos. Além disto, realizei controlos de qualidade interna, calibragoes e
manutengoes dos equipamentos e pude integrar a rotina desde a recegao de amostras ao seu

processamento.
a) Parametros Bioquimicos

E na Bioquimica que encontramos o maior fluxo de amostras, nomeadamente soro e urina.
No laboratorério CML-GS CUF Viseu sao avaliados diversos parametros relacionados com as
fungdes do organismo em equipamentos automatizados da Siemens, os Dimension® RXL

Max.

O laboratério dispoe de dois destes equipamentos, sendo que um deles esta mais direcionado
para a determinacao de parametros das amostras da rotina, e o outro, que devera estar mais

livre, as amostras que chegam do servigo de urgéncias do hospital.

A colheita das amostras de sangue é feita para tubos sem anticoagulante, com esferas
ativadoras da coagulagao e gel separador, os quais sao centrifugados a 3000rpm/|0Omin,
passados nao mais que 45minutos apos a colheita, de forma a obtermos o soro. A vantagem
destes tubos deve-se a criagao de uma barreira entre o soro e as células, produzindo nao sé
um maior volume de soro isento de fibrina como prevenindo que o metabolismo celular que

continua a ocorrer, induza a alteragoes em parametros como por exemplo a glucose.

Urinas ocasionais e urinas de 24h sao também amostras muito comuns neste setor. Durante
a triagem dos produtos faz-se a sua separagao para tubos que irao centrifugar, para serem

depois processadas.

Os Dimension® RXL Max executam as diversas determinacdes através de métodos

espetrofotométricos, turbidimétricos e potenciométricos. A unidade de elétrodos seletivos
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de idces (ISE) é a que garante as determinagoes dos ides Na+, K+ e Cl-, por potenciometria,
utilizando tecnologia de Multissensor Integrado (IMT) de detegao indireta de amostras
QUuikLYTE. Neste sensor, é desenvolvido um potencial elétrico proporcional a atividade de
cada iao especifico na amostra. Os restantes parametros sao determinados com base em
reagoes bioquimicas em que se mede a luz produzida pelos substratos consumidos ou
produtos formados. A quantidade de luz absorvida ou a cor da solugao, é proporcional a
concentragao da molécula de interesse em solugao. Na espetrofotometria, mede-se a luz das
solugoes coradas e/ou nao coradas. No Ultimo caso, mede-se a luz absorvida pelos
nucleotideos NAD e NADP nas formas oxidada e reduzida. Na espetrofotometria, o método
pode ser colorimétrico — o produto final é corado- como acontece para o colesterol, glucose
e triglicerideos, ou pode ser método UV — o produto final é incolor — utilizado em
quantificagoes enzimaticas como a LDH e a CKI. Na turbidimetria, mede-se a turbidez das
solugdes, derivada de uma reagao Ag-Ac. A presenca de complexos insollveis reflete ou
dispersa a luz de um modo proporcional a concentragao de imunocomplexos. Esta técnica é

implementada nas determinagoes de transferrina, PCR e microalbuminuria, por exemplo.

Na Tabela IV encontram-se, divididos por fungcoes metabdlicas, os parametros bioquimicos
determinados no laboratério de estagio pelos Dimension® RXL MAX. Estes serio abordados

com mais detalhe em secgoes seguintes.

Tabela IV. Parémetros Bioquimicos determinados pelo Dimension® RXL Max.

Funcio Parametros Bioquimicos
Equilibrio hidroeletrolitico Na+, K+, Cl-
Metabolismo Lipidico Colesterol Total, LDL, HDL e Triglicerideos
Metabolismo dos glicidos Glucose

Ferro, Capacidade total de ligacio do ferro,
Metabolismo do Ferro ] P gac
transferrina

. . Proteina C Reativa, Albumina, Proteinas Totais
Metabolismo Proteico L. .
séricas e urinarias

Metabolismo mineral e 6sseo Calcio, Magnésio e Fosfato

Funcio Renal Ureia, acido Urico, creatinina e microalbuminuria

AST, ALT, y-GT, Fosfatase Alcalina, Bilirrubina
Total e bilirrubina Direta

Funcido Hepatica

Funcdo Pancreatica Amilase
Doencas Autoimunes Fator Reumatoide
Doencas Infeciosas Anticorpo anti-streptolisina O
Func¢do Cardiaca Creatina Cinase, Lactato desidrogenase
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b) Equilibrio hidroeletrolitico

A agua é o principal constituinte do corpo humano, representando 60% da massa corporal.
Esta constitui o meio em que os solutos organicos e inorganicos estao dissolvidos e onde as

reagoes metabdlicas ocorrem.

Os quatro principais eletrolitos responsaveis pela regulagao da homeostasia da agua sao o

Na+, K+, Cl- e HCO3-®

Os eletrolitos dividem-se em anides, carregados negativamente, e os catioes, carregados
positivamente. O sédio € o principal catiao do liquido extracelular, sendo o responsavel por
praticamente metade da forga osmotica do plasma. O potassio € o principal catiao intracelular,
cujas concentragoes elevadas sao mantidas pela bomba Na+/K+ ATPase, em que, por consumo
de ATP, o K+ é transportado continuamente para o interior da célula, contra o seu gradiente
de concentragao. O cloreto € o principal anido extracelular, e tal como o sédio, tem um papel
muito importante na manutengao da distribuicao corporal de agua, pressio osmética e o

equilibrio aniao-catiao extracelular®

No CML-GS a monitorizacao hidro-eletrolitica é feita através das determinacdes dos ides

sodio, potassio e cloreto do ionograma.

Saodio

A concentragao corporal total de sédio é o reflexo do equilibrio entre o seu consumo e
eliminagao. O consumo de soédio depende da quantidade e tipo de alimentos ingeridos, e a sua
eliminagao ocorre a nivel gastrointestinal, cutineo e urinario. Em condi¢gdes normais, a
principal forma de excregao regulada deste catiao € a nivel renal, através do sistema renina-

angiotensina-aldosterona, que uma vez ativado atua promovendo a retengao de agua e sodio.

O sddio acumula-se no organismo quando o seu consumo excede a sua eliminagao, devido a
anormalidades nos mecanismos de homeostasia, como por exemplo doenga renal
Normalmente, esse aumento faz-se acompanhar de um aumento no volume de agua
extracelular. Ja a deplegao de sodio ocorre quando a eliminagao excede a ingestao, como

acontece em situagoes diarreicas.

Alteragoes nas concentragoes totais de sodio nao estao necessariamente associadas a
alteragoes semelhantes a nivel das suas concentragoes no plasma, uma vez que estas Ultimas
refletem o equilibrio entre o Na+ e agua extracelular. Hiponatrémia ocorre quando ha um

excesso de agua extracelular relativamente ao Na+, ou um défice de Na+ superior ao de agua,
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levando a diminuigao nos seus niveis séricos. Na hipernatrémia, ha um défice de agua superior

ao do sédio, levando ao aumento das suas concentracoes séricas'®
Potassio

O potassio encontra-se praticamente na sua totalidade no compartimento intracelular e a sua

homeostase requer uma regulagao tanto a nivel da sua distribuicao interna como externa.

A nivel de distribuicao interna, a regulagao relaciona-se com a manutencao do elevado
gradiente de concentragao de K+ através da membrana celular, alcangado pelo transporte

ativo de potassio para o interior da célula em troca com a saida de Na+.

O balango externo diz respeito a regulagao dos niveis corporais totais do iao, os quais
dependem essencialmente do equilibrio entre o consumo- tipo e quantidade de alimentos
ingeridos- e a sua eliminagao — a nivel gastrointestinal, cutaneo e renal. No entanto, os seus

niveis também sao influenciados pela idade, sexo e massa muscular.

Tal como acontece com o sédio, também o rim é a unica forma de excregao regulada do
potassio, mantendo a sua homeostase. Um excesso de K+ corporal ocorre quando o consumo
excede a eliminagao, o que se verifica normalmente quando a sua excrecao renal esta

comprometida. Ja a deple¢ao, ocorre quando a saida supera o consumo.

A hipocalémia, pode advir do movimento iénico para dentro da célula a partir do espago
extracelular, por excregao aumentada ou consumo diminuido. Pelas razdes contrarias,
ocorrem as situagoes de hipercalémias. Poderao ainda observar-se casos de
pseudohipercalémias, em que os niveis plasmaticos reais estao normais, mas os niveis medidos

estio falsamente aumentados'®

O dosemamento de potassio é um dos parametros analiticos mais frequentemente testados
em laboratdrio, e um dos mais sensiveis, quer a variagoes biologicas, quer a procedimentos
pré-analiticos. Alguns fatores que contribuem para uma pseudohipercalémia incluem a
ansiedade inerente a colheita, a hemdlise, centrifugagao inadequada, transporte inadequado e

processamento tardio e medicagao interferente com a bomba Na+/K+- ATPase.

Na validagao: perante resultados de K+ alterados, a primeira medida a tomar ¢é verificar se a
amostra esta hemolisada. Em caso afirmativo, € solicitada uma nova colheita porque os valores

estao falsamente aumentados, devido a libertagao do K+ intracelular eritrocitario.
Cloreto

O cloreto ¢ o principal aniao do compartimento extracelular, e as suas concentragoes advém

do equilibrio entre o seu consumo e eliminagao, pelas mesmas vias que os restantes eletrolitos.
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Na maioria dos casos, as causas de hipo e hiperclorémia sao as mesmas que para hipo e

hipernatrémias. Isto apenas nao se verifica em situagdes de acidose e alcalose metabélica'®
c) Metabolismo Lipidico

Os lipidos sao importantes fontes de energia, de hormonas, de componentes estruturais das
membranas celulares e auxiliares da digestao. Sao moléculas hidrofébicas, soluveis em liquidos
organicos. No sentido de solucionar o seu transporte no plasma, surgem as estruturas
esféricas, de nlcleo hidrofébico e revestimento hidrofilico, designadas de lipoproteinas. O seu
nucleo é constituido por triglicerideos e ésteres de colesterol, enquanto a superfice contém

fosfolipidos, colesterol livre e proteinas — as Apolipoproteinas.

O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em 2 vias, a exogena e a endogena. Na via
exogena ocorre o transporte das gorduras da dieta para os tecidos periféricos, enquanto que
na enddgena, hd o transporte de lipidos sintetizados no figado para os locais onde serao

utilizados nos tecidos periféricos.

As 4 principais lipoproteinas responsaveis pelo transporte/metabolismo lipidico sao os
quilomicrons, as VLDL, as LDL e HDL, classificadas consoante a sua densidade e diferentes

em composicao, estrutura e fungio’

O significado clinico dos lipidos esta sobretudo relacionado com o seu papel no
desenvolvimento de doencas coronarias, nomeadamente a aterosclerose, e varios disturbios
lipoproteicos designados dislipidémias. As dislipidémias podem ser primarias, cuja origem é
genética, ou secundarias, resultando de outras patologias existentes tais como cirrose

hepatica, sindrome nefrético e diabetes mellitus.

2

E a associagao causal das hiperlipidémias e da doenca cardiaca coronaria (DCC), que faz o
diagnostico laboratorial de lipidos e lipoproteinas plasmaticas tao importante. A aterosclerose
€ um disturbio em que ocorre formacgao de placas na intima das artérias coronarias, obstruindo
o aporte de oxigénio e glucose para o miocardio, aumentando o risco de DCC. A principal
causa da aterogénese sao os niveis elevados de LDL-C, baixos niveis plasmaticos de HDL-C e
a hipertrigliceridémia’.

O diagnostico de alteragoes no metabolismo das lipoproteinas e a sua monitorizagao tornam-

se assim fulcrais a prevencgao de risco.

Colesterol-Total (COL-T)

O colesterol é um lipido sintetizado a partir de Acetyl-CoA mas também pode ter origem na

dieta. Este lipido é um componente estrutural essencial das membranas celulares, precursor
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de acidos biliares e hormonas esteroides e circula pelo organismo incorporado nas

lipoproteinas.

Alguns dos fatores que afetam a concentragao do colesterol plasmatico incluem uma ingestao
diaria aumentada, dietas ricas em lipidos saturados, a auséncia de insulina ou hormona da

tiroide e disturbios genéticos que comprometem o seu metabolismo'".

O COL-T representa a soma de todas as lipoproteinas em circulagao, permitindo ter uma
visao geral do seu metabolismo, contribuindo para diagnostico de dislipidémias e gestao do

risco de aterosclerose e doencas cardiovasculares.

HDL-C (High density lipoprotein)

Esta é a lipoproteina mais pequena mas também a mais densa, sendo constituida
essencialmente por fosfolipidos e proteinas, sobretudo a Apolipoproteina A-l. As HDL sao as
responsaveis pelo transporte reverso do colesterol, removendo o excesso de colesterol das
células dos tecidos periféricos e devolvendo-o ao figado, onde é metabolizado. Além dessa
funcao, as HDL tém mudltiplas outras atividades biologicas benéficas que as tornam anti-
aterogénicas e marcadores negativos de risco cardiovascular. Tém atividade anti-inflamatoria,
anti-trombdtica e a sua constituicao em ApoAl e Paraoxonase | tornam-nas antioxidantes,
exercendo efeito protetor na oxidagao das LDL. Regra geral, considera-se que os doentes
com baixos niveis de colesterol HDL apresentam um risco acrescido de doenga das artérias

coronarias.

As medicoes de HDL-C sao ferramentas Uteis e utilizadas como meios auxiliares no
diagnostico de patologias lipidicas (ex. Diabetes mellitus), doencas hepaticas e renais e na

avaliacao do risco aterosclerético e doenga cardiovascular.

LDL-C (Low density lipboprotein)

As lipoproteinas LDL consistem em 80% de lipidos, sobretudo ésteres de colesterol, e 20%
de proteinas, nomeadamente a Apo B-100. Esta lipoproteina € a principal forma de transporte

de colesterol no organismo.

Os lipidos sintetizados no figado sao distribuidos pelos tecidos periféricos através das VLDL,
que por acao da lipoproteina lipase se vao convertendo em moléculas de densidade baixa, as
LDL. Esta lipoproteina é removida da circulagao pela elevada afinidade da Apo B-100 com o
recetor LDL e também por outras formas scavenger. Estas ultimas sao as responsaveis pela

incorporacio de LDL nas placas de ateroma em situagdes de niveis elevados de LDL’
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A determinagao do LDL-C é feita através de calculo, pela Formula de Friedwald. No entanto,

tal so se aplica em situagoes em que os triglicerideos se encontram iguais ou inferiores a

400mg/dL.
Colesterol LDL= Colesterol Total - [ HDL+ (Triglicerideos/5) |

Triglicerideos

Os triglicerideos sao lipidos insoluveis em agua, constituidos por 3 acidos gordos ligados a
uma molécula de glicerol. Estes sao transportados no sangue como componentes nucleares

de todas as lipoproteinas, nomeadamente nos quilomicrons e nas VLDL.

A sua fungao primaria é fornecer energia a célula e por absorgiao no tecido adiposo, criar
reservas de grandes quantidades de acidos gordos, para que em situagoes de jejum seja

possivel a obtengao de energia.

Determinagoes dos niveis de triglicerideos sao utilizadas no diagnostico e tratamento de
doentes com diabetes mellitus, obstrugao hepatica e outras doengas do metabolismo dos

lipidos ou disturbios enddcrinos.

Na validagao: quando se obtém valores elevados, acima de 400mg/dL, é feita uma repeticao na
mesma amostra. Se os valores se confirmarem, solicita-se repeticao de colheita com 12 a 14

horas de jejum.
d) Metabolismo dos glucidos

Os carbohidratos desempenham fungoes de componentes estruturais do RNA e DNA e
como fonte de energia, nomeadamente através do metabolismo da glucose. A glucose deriva
da hidrdlise dos hidratos de carbono da dieta ou das reservas celulares (Glicogénio), ou ainda

por sintese enddgena, a partir das proteinas e glicerol dos triglicerideos®.
Glucose

A concentragao de glucose no sangue é regulada por hormonas como a insulina, o glucagon e
a epinefrina, e as suas determinagoes sao utilizadas no diagnostico e tratamento de distUrbios
do metabolismo dos hidratos de carbono, tais como a diabetes mellitus, a hipoglicémia neonatal

e o insulinoma.

A diabetes mellitus é o disturbio endécrino mais comum na pratica clinica, caracterizado por
hiperglicémia causada por resisténcia a insulina e/ou insuficiéncia absoluta ou relativa desta

hormona. A diabetes pode ser primaria, do tipo | ou do tipo 2, ou secundaria, causada por

37



doenga pancreatica, endocrina, terapias farmacologicas ou anormalidades nos recetores de

insulina.

No diagnostico de diabetes mellitus, a presenga de apenas um dos seguintes parametros é

suficiente'?.

o glicémia em jejum 2126mg/dL; ou

o glicémia ao acaso 2200mg/dL, na presenga de sintomas; ou

o glicémia 2200mg/dL as 2 horas, na prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) com 75g
de glucose; ou

o Hemoglobina glicada Alc (HbAIc) 26,5%.

O cut-off laboratorial de hipoglicémia é de valores de glucose inferiores a 70mg/dL, para
utentes diabéticos. O valor de nao diabéticos ¢ variavel. Além desta condigao, a avaliagao de
situagoes hipoglicémicas depende da idade e se estamos perante uma situagao de jejum ou

pos-prandial.

A hipoglicémia nao é diagndstico mas sim um sinal bioquimico associado a varios grupos de

doengas tais como insulinomas, doenca de Addison e doenca hepatica’

A hipoglicémia neonatal é uma das consequéncias de diabetes gestacional. O diagndstico da

diabetes gestacional pressupoe'?.

e Na primeira consulta de gravidez, valores de glicémia de jejum , 292mg/dl e <126mg/dI.
e Se a glicemia de jejum for <92mg/dl, faz-se a PTGO com 75g de glucose as 24-28
semanas de gestacdo. E critério para o diagnéstico, a confirmacio de um ou mais
valores:
o AsOh, glicemia 292mg/dl;
o A Ih, glicemia = 80mg/dl;
o As 2h, glicemia 2153mg/dl.

e) Metabolismo do ferro

O ferro é um elemento essencial que se encontra distribuido pelo organismo na hemoglobina,
mioglobina e outras hemeproteinas. Concentra-se sobretudo na hemoglobina dos eritrocitos
ou nos seus precursores na medula 6ssea. Nos tecidos encontra-se armazenado na forma de
ferritina (soluvel) e hemossiderina (insolivel). A pequena percentagem presente no plasma

esta ligada a glicoproteina transferrina, a qual tem capacidade de ligar dois ides Fe*".
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A regulacao dos niveis de ferro é feita essencialmente através da regulagao do seu consumo e

os principais disturbios no seu metabolismo sio a sua deficiéncia ou excesso’.

Da deficiéncia de ferro decorre uma falha na sintese do grupo heme. Como a hemoglobina é
fundamental no transporte de oxigénio aos tecidos, perante estas condi¢goes poderao ocorrer
anemia e hipoxia tecidular. As principais causas de deficiéncia de ferro sao as sindromes de
mal absorgao e perdas crénicas de sangue, as quais podem derivar de patologias intestinais ou
presenca de parasitas no intestino, por exemplo. Na gravidez, podera observar-se uma

diminuicio do ferro devido as maiores necessidades maternas e fetais’

O excesso de ferro pode ser provocado por transfusdes sanguineas repetitivas,

hemocromatose e envenenamento.

Para avaliar o metabolismo férrico, no laboratorio de estagio, fazem-se as determinagoes de

ferro sérico, capacidade de fixagao do ferro, saturagao de transferrina e transferrina sérica.
Ferro

As medigoes do ferro sao utilizadas no diagnostico e monitorizagao do tratamento de doengas
como a anemia por deficiéncia de ferro e outros disturbios como a hemossiderose,

hemocromatose e anemia sideroblastica.
Transferrina

A transferrina, ou siderofilina, transporta o ferro presente no sangue para os depositos
existentes no figado, bago e medula 6ssea, assim como para 6rgaos que consomem ferro,

nomeadamente os tecidos hematopoiéticos.

A sintese de transferrina ocorre no figado e esta esta dependente das concentragoes séricas
do iao. Quando ha deficiéncia de ferro a sua sintese aumenta, e consequentemente aumentam
as suas concentragoes séricas. Em contrapartida, perante excessos de ferro a sua sintese é

menor.

A determinagao desta proteina ¢ utilizada no diagnostico de deficiéncia de ferro, latente e

manifesta, e casos de sobrecarga de ferro.

TIBC (Total iron binding capacity)

A capacidade de fixagao total do ferro é um teste para avaliar se o utente tem excesso ou falta
de ferro no sangue. Dado que o ferro circula ligado a transferrina, este teste ajuda a perceber

a quantidade dessa proteina disponivel no sangue, para ligar o iao.
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Valores de TIBC abaixo do normal sao encontrados em anemias hemoliticas, perniciosas e
falciformes e em hipoproteinémias. Valores elevados ocorrem quando as reservas de ferro do

corpo estio diminuidas, como nas anemias por defeciéncia de ferro'
TIBC= Transferrina x (143/100)

Saturacio de transferrina

Este é um parametro determinado quando a TIBC assume valores superiores aos niveis de

ferro sérico, representando nada mais do que a razao entre esses 2 parametros.
Saturacao TRF = (Ferro / TIBC) x 100

f) Metabolismo Proteico
Albumina

A albumina é a principal proteina plasmatica, sintetizada exclusivamente no figado e atua como
proteina de transporte e de ligagao para acidos gordos, bilirrubina, calcio, vitaminas, elementos
vestigiais e farmacos. E a principal responsavel pela pressao coloide osmodtica intra e

extravascular.

A sua quantificagao € essencial no diagnéstico e tratamento de diversas doengas que envolvem
sobretudo o figado ou os rins. Concentragoes reduzidas podem ter origem em doenga

hepatica, doencga renal com perdas na urina, ma nutricao ou dieta pobre em proteinas.

RPCR (intervalo alargado de proteina C reativa)

A PCR é uma das proteinas de fase aguda, produzida pelo figado, cujos niveis séricos aumentam
durante uma reagao inflamatoéria desencadeada por processos infeciosos e nao infeciosos,
como a artrite reumatoide, doenga cardiovascular e doenga vascular periférica. Normalmente
esta presente apenas como componente vestigial do soro ou plasma, pelo que quando os seus
niveis sobem acima do normal, proporcionam informagoes uUteis no diagnodstico, terapéutica e

monitorizagao de processos inflamatérios e doencgas associadas.

No entanto, a PCR nao é especifica e nao deve ser interpretada sem o contexto clinico do
doente. Na avaliagao do risco de doenca cardiovascular e vascular periférica, as determinagoes

devem ser comparadas com valores anteriores.

Proteinas totais no soro

Utilizadas no diagnostico e tratamento de uma variedade de doengas que envolvem o figado,

o rim ou a medula dssea, assim como perturbagoes metabolicas ou nutricionais.
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Alteragoes na sua concentragao sao comuns. Valores elevados podem significar a presenca de

paraproteina, e valores reduzidos, indicam que as concentragoes de albumina estao diminuidas.

Proteinas urinarias

A proteinuria consiste na excregao anormal de proteinas na urina, associada a doenga renal e
cardiovascular. Com efeito, ¢ utilizada no diagnostico e tratamento dessas mesmas doengas.
Permite identificar pacientes diabéticos com risco de nefropatia e outras complicagoes

microvasculares, e prevé danos nos 6rgaos em doentes hipertensos.

Este parametro é sobretudo indicador de uma fungao glomerular anormal. No entanto, a
presenca de proteina em excesso, uma alteracao da membrana glomerular, disfungao e

secregao tubular, sio também mecanismos que podem ser subjacentes a proteindria’,
g) Metabolismo mineral e 6sseo

O sistema esquelético armazena 99% do calcio corporal. Os ossos siao tecido conjuntivo
mineralizado, nos quais o colagénio tipo | forma uma rede de fibras flexiveis. A mineralizagao

desta rede, pelos sais de calcio, é essencial 2 formagio do esqueleto rigido®

O metabolismo do calcio é um processo bastante regulado, ja que este desempenha papéis

criticos na sinalizagao intracelular e no controlo das fungoes de proteinas extracelulares, como
~ 8 ~ ;. . ~

as da cascata de coagulagao® A sua regulagao esta interligada com a regulagao do fosfato e,

embora em menor extensao, com a do magnésios,
Cilcio

No sangue, cerca de 50% do calcio encontra-se na forma livre, 40% encontra-se ligado a
proteinas e 10% na forma complexada. Do calcio que se encontra ligado a proteinas, 80% esta
presente na albumina e o restante nas globulinas. A sua redistribuicao pelos diferentes
compartimentos depende de alteragdoes nas concentragoes de proteinas e pequenos anioes,

alteragdes no pH ou nas quantidades de célcio livre e total no soro®

A fragao livre é aquela com atividade bioldgica e cuja concentragao no plasma é altamente
regulada pela PTH (Hormona da Paratiroide) e [,25-(OH)2 D. O calcio intracelular
desempenha fungoes na contragao muscular, secrecao hormonal, metabolismo do glicogénio
e divisao celular. O extracelular participa na mineralizagao Ossea, coagulagao sanguinea,
estabilizagdo das membranas celulares e alteragao da permeabilidade e excitabilidade

(diminuigio de célcio sérico leva a excitabilidade neuromuscular aumentada e tetania)®

As suas determinagoes permitem o diagnostico e tratamento de doenca da paratirdide,

doencas 6sseas, doengas renais cronicas e tetania.
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Magnésio
Aproximadamente 55% do Mg** corporal total encontra-se no esqueleto e 45% é intracelular,

sendo ai o catiao mais prevalente. Nas células, encontra-se ligado a proteinas e moléculas

carregadas negativamente, como o ATP, enquanto que no plasma, circula na forma livre®

O magnésio é cofator de inUmeras enzimas, essencial a formagao de complexos de susbtratos
enzimaticos e ativador alostérico de varios sistemas enzimaticos. A redugao de magnésio
sérico conduz a uma excitabilidade neuromuscular mais elevada, uma vez que este catiao inibe

competitivamente a entrada de calcio nos neuroénios®
Fosfato

No plasma, o fosfato existe na forma de anides mono e divalentes. No sangue, ésteres de
fosfato organico localizam-se no interior das células, enquanto o inorganico é o principal

componente da hidroxiapatite do osso.

Nos tecidos moles, a maioria do fosfato é celular, organico e incorporado nos acidos nucleicos,
fosfolipidos, fosfoproteinas e ATP. Também é um elemento essencial de nucleotidos ciclicos

e NADP, sendo assim importante na atividade de varias enzimas®

As medicoes de fosfato sio utilizadas no diagnostico e tratamento de doenga 6ssea, da

paratiroide e renal.
h) Funcao Renal

A creatinina, a ureia e o acido uUrico sao metabolitos proteicos nao nitrogenados, eliminados
do organismo pelo rim, apos filtragao glomerular. A sua quantificagao no soro é normalmente

utilizada como indicador de fungao renal.
Creatinina

A creatinina, geralmente, é considerada como a molécula mais Gtil na avaliagao da fungao renal.
As suas concentragoes séricas sao mantidas dentro de limites estreitos sobretudo devida a

filtracao glomerular.

Na maioria das doencgas renais crénicas, as fungoes de excrecgao, endocrinas e metabdlicas do
rim, declinam. A Taxa de Filtragao Glomerular (TFG) ¢ utilizada como medida da capacidade

de filtragao renal, sendo amplamente aceite como o melhor indice de fungao renal.

Em avaliagoes iniciais de doenga renal cronica é recomendado fazer-se uma estimativa da TFG,
além das determinagoes séricas de creatinina. A TFG é aplicavel a maioria das circunstancias

clinicas, no diagnodstico, estadiamento e acompanhamento da progressao da doenga,
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permitindo estabelecer os niveis de dosagem terapéutica eficazes. A clearance de creatinina

pode igualmente ser utilizada para essa finalidade.
Ureia

A ureia é o resultado do catabolismo proteico e de aminoacidos por agao de enzimas hepaticas

do ciclo da ureia e a sua eliminagao ocorre sobretudo através dos rins.

A ureia é utilizada como indicador de fungao renal. O aumento na sua concentragao plasmatica
pode-se dever a causas pré-renais, renais ou pos-renais, conferindo a este composto uma

baixa especificidade renal, embora seja muito sensivel.

Também varios fatores extra-renais influenciam as concentragoes de ureia, o que limita o seu
valor como teste de fungao renal. As suas concentragoes podem aumentar, por exemplo, em
dietas ricas em proteina, maior catabolismo proteico, desidratagao e diminuicao de perfusao
renal. Nestas situagoes os valores de creatinina poderao estar normais, mas nao os de ureia.
Ja em situagoes obstrutivas pos-renais como neoplasias, calculos renais e hiperplasia benigna

da prostata, verifica-se um aumento da concentragio plasmatica de ureia e creatinina®

A principal utilidade na determinagao do azoto ureico, reside assim, juntamente com a
determinagao da creatinina e na razao ureia:creatinina, em discriminar entre uma urémia pré-

e pos-renal.
Acido urico
O 4cido Urico € o principal produto do catabolismo das purinas, podendo ser encontrado em

pequenas quantidades na urina e na forma de sais nas articulagdes, configurando o achado

tipico da gota.

A sua eliminagao € renal e envolve 4 etapas: filtragao glomerular, reabsorgao tubular proximal,
secrecao tubular distal e reabsorgao tubular distal. De toda a quantidade filtrada inicialmente,

apenas 6-12% é eliminada®

Uma hiperuricémia pode ocorrer devido a sintese aumentada de precursores de purinas ou a
uma diminuigao na sua excregao, a qual pode ser consequéncia de doenga renal. Por outro
lado, as hipouricémias podem dever-se a uma diminuigao na sintese de purinas ou num defeito

da reabsorgao tubular renal.

O seu doseamento é importante no diagnostico e monitorizagao de patologias renais,

neurolodgicas e gota.
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Microalbuminduria

O primeiro sinal de doenga glomerular renal é muitas das vezes a microalbumindria, que
corresponde a presenga de uma concentragao urinaria de albumina impossivel de detetar com

as tiras-teste.

As medicoes de albumina na urina sao utilizadas na monitorizagao da nefropatia diabética, a
qual apresenta trés fases: nefropatia incipiente, quando aparece microalbuminuria (17-
74mg/L) , a fase de nefropatia clinica, com a presenca de macroalbuminuria (>174mg/L) e a

fase mais adiantada de insuficiéncia renal.

A nefropatia diabética ocorre em 20-40% dos doentes com diabetes e € a principal causa de
doenga renal em fase terminal. A detecao de microalbumindria em diabéticos significa
nefropatia diabética precoce e desta forma permite tratamento de modo a inibir a progressao

para lesdo renal mais significativa’

i) Funcao Hepatica

O figado desempenha importantes fungoes fisioldgicas. Através da veia porta, todo o sangue
do trato intestinal chega ao figado, onde os produtos derivados da digestao sao processados,
transformados e armazenados. Este orgao tem um papel central no metabolismo proteico,
lipidico e dos carbohidratos, é responsavel pela metabolizagao de compostos endogenos e
exogenos através de biotransformacao e desempenha ainda fungdes enddcrinas, como o
catabolismo do cortisol e vitamina D e sintese de angiotensinogénio, trombopoietina e

pequenas quantidades de eritropoietina®

Testes de fungao e integridade hepatica sao Uteis na detegao, diagnostico, avaliagao de
severidade, monitorizagao de terapéutica e avaliagao do progndstico de doenga e disfungao

hepética®

Aminotransferases

As transaminases sao enzimas presentes no citosol dos hepatocitos, libertadas na sequéncia
de lesoes hepatocelulares. As atividades da AST e da ALT sao amplamente utilizadas na pratica
clinica devido a sua sensibilidade. No entanto, sao pouco especificas de lesao hepatica aguda,

independentemente da etiologia.

Elevagoes significativas sao observadas em doencas hepaticas como hepatite, necrose e

cirrose.
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Na validagdo: quando se observam valores elevados ha que fazer a sua comparagao com
marcadores cardiacos e hepaticos. Se houver uma incongruéncia, é necessario fazer repeticao

da analise na mesma amostra.

e AST (Aspartato-Aminotransferase)

7

E uma enzima que se localiza no citosol e mitocondrias, nao sé dos hepatdcitos, mas também
no musculo cardiaco, esquelético, rins e cérebro. Desta forma, esta enzima pode estar
associada a patologias em outros tecidos, devendo fazer-se a sua avaliagao paralelamente a

outros parametros bioquimicos.

Na validagao: a AST é uma enzima muito sensivel a situagoes de hemolise dada a sua presenca
no interior das hemacias. Perante valores elevados, é necessario avaliar se a amostra se

encontra hemolisada.

e ALT (Alanina-Aminotransferase)

A ALT esta presente, quase exclusivamente, no figado, e em situagoes de perturbagoes
hepaticas tende a aumentar mais do que a AST. Sendo uma enzima mais especifica, € um bom

marcador de lesao hepatocelular.

Fosfatase Alcalina (ALP)

2

E uma enzima membranar, presente nos ductos biliares.

Um aumento da atividade da fosfatase alcalina pode ocorrer na sequéncia de uma sintese
aumentada da enzima pelas células dos canaliculos biliares, normalmente em resposta a
colestase, intra ou extra hepatica. Um aumento da sua atividade também se podera manifestar

em doengas infiltrativas do figado ou cirrose’.

No entanto, esta enzima nao € especifica de lesao hepatica. Encontra-se também presente em

concentragoes significativas noutros orgaos, nomeadamente no osso, intestino delgado,
.9 . .~ .. .

placenta e rins’. Assim, a avaliagdo da sua atividade deve ser feita em paralelo com outros

marcadores como a AST, ALT, y-Gt, e tendo em atencgao a clinica do utente, dado que a ALP

sofre alteragoes fisioldgicas com a idade e gravidez.

Mais do que utilizada no diagnostico e tratamento de doengas hepaticas, também é importante
em doengas Osseas associadas com aumento da atividade osteoblastica, da paratiroide e

intestinais.
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y-Gt (Gama Glutamil-Transferase)

A y-Gt esta presente no tubulo proximal renal, figado, pancreas e intestino. Encontra-se no
citoplasma, mas a maior fragao esta presente na membrana celular e é responsavel por
transportar aminoacidos e peptideos para a célula através da membrana. A y-Gt é critica na
manutengao de niveis intracelulares adequados de glutationa reduzida, uma importante

molécula antioxidante®.

A sua atividade no plasma aumenta aquando de lesoes hepaticas agudas e em situagoes de
colestase. Também ¢é afetada pela ingestao de dlcool etilico e certos medicamentos. Esta

enzima é um indicador muito sensivel de patologia hepatica’.
Bilirrubina

A bilirrubina resulta do catabolismo da hemoglobina, sendo um metabolito derivado do grupo
heme. A sua produgao inicia-se com a transformagao do grupo heme em bilirrubina, uma
molécula insolivel em agua e que por isso se liga a albumina (bilirrubina nao conjugada) e é
transportada para o figado. Nos hepatocitos, a bilirrubina é rapidamente conjugada com o

acido glucorénico (bilirrubina conjugada) de forma a ser eliminada na bilis.

No intestino, a bilirrubina conjugada sofre hidrolise por agao de enzimas, as beta-
glucoronidases, sendo depois reduzida pela microbiota anaerobia intestinal formando
estercobilinogénio, a maioria do qual é eliminado nas fezes. Uma parte é reabsorvida e
eventualmente re-excretada através da bilis, e pequenas quantidades estao presentes também

na urina, na forma de urobilinogénio’.

Quando o trato biliar é bloqueado, a bilirrubina nao é excretada e as suas concentragoes
séricas aumentam. No entanto, também a hemdlise e falha nos mecanismos de conjugagao nos
hepatécitos conduzem a um aumento da sua concentragdo plasmatica’. Desta forma, a
quantificagao da bilirrubina nao so6 é utilizada no diagndstico e tratamento de perturbagoes

hepaticas, como também hemoliticas, hematoldgicas e metabolicas.

As hiperbilirrubinémias que ocorrem a custa do aumento da forma nao conjugada sao
sobretudo causadas por lesées nas hemacias, como nas anemias hemoliticas. Por outro lado,
as hiperbilirrubinémias que ocorrem por aumento da forma conjugada devem-se a obstrugoes
biliares de origem intra-hepatica, como intoxicagdo medicamentosa ou cirrose biliar primaria,

ou extra-hepatica, como pancreatites ou calculos biliares.

No laboratério de estagio sao feitas as determinagdes da bilirrubina conjugada e total. A forma

nao conjugada pode ser obtida fazendo a subtragao das duas mencionadas anteriormente.
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j) Funcao Pancreatica

O pancreas é uma glandula mista, contendo uma porg¢ao endocrina e exdcrina. A porgao
exocrina é constituida por acinos produtores de suco pancreatico e por um sistema de canais
que o transporta até ao intestino delgado, onde vai desempenhar as suas fungoes na digestao
proteica, lipidica e dos carbohidratos. A por¢ao endocrina é composta pelos ilhéus

pancreaticos, produtores das hormonas insulina, glucagina e somatostatina.

Os marcadores séricos mais utilizados na investigacao e tratamento de doenga pancreatica,
sobretudo pancreatite aguda, sao as enzimas digestivas amilase e lipase. No laboratorio de

estagio, apenas ¢ feita a determinagao da amilase.
Amilase

A amilase é uma enzima pequena o suficiente para atravessar o glomérulo renal, sendo
fisiologicamente a Unica enzima plasmatica encontrada na urina. A amilase é produzida nos
acinos pancreaticos mas também pelas glandulas salivares, ovarios, pulmoes e tecido adiposo.
A amilase salivar e pancreidtica é designada de alfa-amilase, a forma predominante encontrada

no soro e urina®,

Embora nao seja especifica, a atividade enzimatica total esta significativamente aumentada nas
pancreatites agudas. O aumento ocorre 5 a 8 horas apés o inicio dos sintomas e os valores
regressam ao normal passados 3-4 dias. A magnitude do aumento da sua atividade nao esta
relacionada com a severidade da doenga pancreatica, no entanto, quanto maior o aumento,

maior a probabilidade de se tratar de uma pancreatite aguda®.

k) Doencas Autoimunes: Fator reumatoide

As doencas reumaticas inflamatorias sao bastante variaveis na sua expressao fenotipica, no
entanto, tém em comum a presenca de inflamagao e consequente lesao de tecidos conjuntivos.
Estas doencas podem ser agudas, em que a causa é exogena e a doenga é autolimitada, ou
podem ser cronicas, em que a evolucao da doenca se deve a uma resposta auto-imune que

induz um ciclo auto-amplificante de lesio'*.

Artrite reumatoide, gota e lUpus eritmatoso sistémico sao algumas das doengas reumaticas
inflamatorias, cujo diagndstico, monitorizagao terapéutica e prognoéstico, podem ser avaliados
através do Fator Reumatoide. O fator reumatoide é um auto-anticorpo contra a IgG humana
frequentemente encontrada no soro em altas concentragdes em certas patologias,

nomeadamente a artrite reumatoide.
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) Doencgas infeciosas: anticorpo anti-streptolisina O

Streptococcus pyogenes € um agente patogénico exclusivamente humano, que pode colonizar a
orofaringe e/ou a pele, causando infe¢oes supurativas como a faringite, e nao supurativas como
a febre reumatica. A viruléncia desta bactéria é determinada pela capacidade de evasao da
fagocitose, adesao e invasao das células hospedeiras e produgao de toxinas, entre as quais, a

estreptolisina O'.

A estreptolisina O é uma exotoxina’hemolisina labil ao oxigénio, capaz de lisar as células
sanguineas. A maioria das pessoas infetadas com streptococos hemoliticos produz anticorpos
anti-estreptolisina O (ASO), contra o antigénio estreptolisina O. Assim, a determinagao de
anticorpos anti-estreptolisina é Util no diagnostico, tratamento e monitorizagao da progressao

de doenga como a febre reumatica, glomerulonefrite aguda, escarlatina e amigdalite.
m) Funcdo Cardiaca

A doenca isquémica aguda e a insuficiéncia cardiaca congestiva sao as doencas cardiovasculares
que mais dependem de diagndstico bioquimico. O enfarte agudo do miocardio representa a
doenga isquémica aguda com pior prognostico e ocorre quando ha desequilibrio entre a
entrega e a necessidade de oxigénio ao musculo cardiaco, o que resulta em lesao, ou mesmo

morte dos miodcitos®,

A aterosclerose € a principal causa de enfarte agudo do miocardio. Com a formacgao das placas
de ateroma, ha uma diminui¢ao do lumen arterial, o que significa, menor perfusao coronaria.
Se uma placa instavel romper, o seu conteudo precipita e ocorre trombose. A trombose pode
levar a oclusao completa da artéria afetada e/ou ao enfarte da regiao do miocardio que essa
suprimia’.

Na avaliagao da fungao cardiaca podemos considerar 2 grupos de testes:

I) os funcionais, que incluem o eletrocardiograma e técnicas de imagem;

2) os testes laboratoriais, com pesquisa de marcadores de lesao e fungao do miocardio.
Dentro dos marcadores de lesao encontram-se as enzimas e proteinas estruturais
cardiacas tais como a creatina cinase e a lactato desidrogenase, dois parametros

avaliados no laboratério de estagio.
Creatina cinase

Creatina cinase (CK) € uma enzima que se encontra presente no musculo cardiaco, esquelético
e no cérebro. Esta apresenta 3 isoenzimas, sendo a CK-2 (CK-MB) aquela que predomina no

miocardio.
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A atividade de CK total e da isoenzima MB, apos enfarte agudo do miocardio, sao utilizadas
como marcadores bioquimicos de diagnostico. A CK-2 tem excelente sensibilidade para
situagoes de enfarte, mas € inespecifica, sendo que aumentos também se verificam em doencas
musculares cronicas como distrofias e polimiosites, e também em situagoes de exercicio fisico

extremo.

Ao utilizar enzimas no diagnostico torna-se fundamental considerar a cinética da sua
libertagao, a janela de tempo em que faz sentido as suas determinagoes. Para a CK-MB, os
seus aumentos verificam-se 4 a 8h apods os primeiros sintomas de enfarte, atingindo um pico

entre as |8-24h.

Lactato desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase esta presente no citoplasma de todas as células do organismo, sendo
as suas concentragoes nos tecidos, centenas de vezes superiores as do soro. Mesmo uma
pequena quantidade de lesoes nos tecidos pode provocar um aumento na atividade de LDH,
o que a torna util no diagnéstico e monitorizagao de doengas em que a renovagao dos tecidos
€ acelerada, como em doengas hepaticas, do musculo cardiaco, esquelético, dos rins e

eritrocitos.

Assim, elevagcoes séricas da sua atividade sao encontradas numa variedade de condicoes
incluindo o enfarte agudo do miocardio, hepatites, hemolise e perturbagdes musculares e

pulmonares®.

A sua atividade sérica aumenta dentro de 12 a 24h, atingindo o pico as 48h. Os seus niveis
podem persistir por mais do que uma semana apés a CK ter regressado ao nivel normal, e o

seu aumento € proporcional a extensao do enfarte.

Apesar do seu aumento em episodios de enfarte do miocardio, a LDH nao é especifica e por
si s nao tem valor diagnostico, devendo ser avaliada juntamente com outros marcadores

bioquimicos.

Na validagao: perante valores elevados de LDH, avaliar se a amostra esta hemolisada, criando

resultados falsamente aumentados.
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n) Eletroforese Proteica

Além dos equipamentos automatizados da Siemens, no setor de bioquimica existe ainda o
Minicap da Sebia. Este é responsavel pela eletroforese de proteinas séricas, um método que
consiste na separagao das proteinas totais do soro, | ours
de acordo com o seu peso molecular e carga i

elétrica. |

As proteinas normais do soro separam-se em seis [

fragdes principais: albumina, alfa-1-globulina, alfa-2- S vcf’m & II.'I '
globulina, beta-I-globulina, beta-2-globulina e /|’ hﬂ\ﬁﬂ e — T A —
Gammaglobulins | v i -
gamaglobulina. Estas estao envolvidas em inimeros - ;mmemelm N lr pn
P t---- eclipoproteins
processos bioquimicos fundamentais ao normal e | E:_ pep nopens
funcionamento do organismo, pelo que alteragoes 22 Hamiiﬂi?:::e;;e ..... . Alpha-1 acid glycoprotein

Alpha-2 macroglobulin  ====4 Lo Alpha-1 antitrypsin

ao perfil eletroforético podem assinalar _. _ .
Figura 9. Proteinograma eletroforético normal.

(Fonte: Manual Minicap Protein(E) 6 da Sebia de

patologias de variadas etiologias. 2019/12)

Os perfis que mais se observam sao as gamapatias mono e policlonais. As monoclonais estao
associadas a patologias neoplasicas enquanto que as policlonais estao associadas a processos

infeciosos e/ou inflamatérios'®.

As gamapatias monoclonais incluem um grupo de patologias do sistema hematopoiético que
resultam da proliferaciao de um sé clone de linfocitos B. Cursam com a produgao de uma
proteina monoclonal no soro e/ou na urina (proteina de Bence-Jones). Além do Mieloma
Multiplo, também a Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado e a

Macroglobulinémia de Waldenstrém podem ser a causa por detras da condigio monoclonal'.

Caso Clinico

Utente do sexo masculino deu entrada no servico de urgéncias do Hospital CUF de Viseu,
com queixas de nduseas e dor no quadrante superior direito. Partindo destes sintomas,
consideraram-se algumas das causas de dor no quadrante superior direito, permitindo que o
diagnostico diferencial fosse com foco em patologia hepatobiliar, urinaria, pancreatica ou

cardiaca.

O médico responsavel solicitou ao laboratério resultados a alguns parametros que se
consideram de rotina quando se trata de avaliar a origem da dor abdominal. Estes incluem o

hemograma completo, uma analise sumaria de urina, eletroélitos, ureia e creatinina,
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amilase e lipase, bilirrubina direta e total, a fosfatase alcalina, as aminotransferases

séricas e a lactato desidrogenase. Os resultados sao apresentados nas Tabelas que se

seguem (V, VI, VIl e VIII).

Tabela V. Resultados Bioquimicos/Imunoldgicos obtidos de amostra de soro do utente.

Parametro Resultado
Urémia 41 mg/dL
Creatininémia 1,03 mg/dL
Desidrogenase Lactica (LDH) 526 U/l
AST 661 U/l
ALT 490 U/l
GGT 462 U/l
Fosfatase Alcalina 178 U/l
Bilirrubinémia Total 5,45 mg/dL
Bilirrubinémia Direta 2,37 mg/dL
Bilirrubinémia Indireta 3,09
Amilasémia 41 U/l
Troponina | 8 ng/l
Natrémia 134,0 mmol/l
Kaliémia 3,6 mmol/l
Clorémia 100,0 mmol/l
Glicémia 115 mg/dL
Proteina C Reativa 5,661 mg/dL

Tabela VI. Resultados da anélise sumaria de urina.

Parametro Resultado Valores de
Referéncia
pH 5,5
Densidade 1.020 1,010-1,025
Nitritos Negativo
Proteinas 30 <20
Glicose >1000
Corpos ceténicos 5
Urobilinogénio 8,0
Bilirrubina 1,0
Hemoglobina 0.,03
Leucacitos Negativo

Tabela VII. Resultados do exame microscépico do sedimento urinario.

Parametro
Células Epiteliais
Leucocitos
Eritrocitos

Resultado
Algumas
I-5/campo
0-3/campo

Valores de Referéncia
<50
0,70-1,30
85-227
15-37
16-63
15-85
46-116
0,20-1,00
0,00-0,20
0,20-0,80
25-115
<19
136,0-145,0
3,5-5,1
98,0-107,0
70-110
0,050-1,000



Tabela VIII. Resultados laboratoriais do hemograma completo.

Parametro Resultado Valores de Referéncia

Hemoglobina 16,1 g/dl 13,0-17,0
Eritrocitos 5,59 x10¢/ul 4,50-5,50
Hematocrito 45,7% 40,0-50,0
V.G.M. 81,8 fl 80,0-97,0
H.G.M. 28,8 pg 27,0-32,0
C.M.H.G. 35,2 g/dl 32,0-36,0
R.D.W. 12,6 % 11,6-14,0
Leucocitos 4,4 x10%/ul 4,0-10,0

Neutrofilos 95,1 %/ 4,19 x10°/ul 40,00-80,00
Eosinofilos 0,0 % /0,00 x10%/l 1,00-6,00
Basofilos 0,2% /0,01 x10°/ul 0,00-2,00

Linfécitos 2,9% /0,13 x10°/ul 20,00-40,00
Monocitos 1,8% /0,08 x10° /ul 2,00-10,00
Plaquetas 101 x10%/pl 150-400

Observando os resultados analiticos, rapidamente se identifica uma patologia hepatobiliar. Os
marcadores de lesao hepatocelular (AST, ALT e LDH) elevados, juntamente com o marcador
de inflamagao, a PCR, remetem para uma hepatite. A y-Gt é uma enzima que se carateriza
pela sua sensibilidade perante alteragoes hepaticas, sendo assim mais um indicador de lesao
nos hepatdcitos, quando se encontra elevada. Os aumentos de y-Gt, juntamente com os da

fosfatase alcalina e bilirrubina total, atuam como importante marcador de colestase.

A coexisténcia dos achados de hepatite e de colestase comegam a ser sugestivos de um caso

de hepatite colestatica'’.

Para além dos aumentos nos parametros enzimaticos, o hematocrito normal, a bilirrubina

direta e indireta aumentadas e a presenca de bilirrubina e urobilinogénio na urina, sao tudo
‘o = 14

carateristicas comuns em casos de lesao hepatocelular™. Novamente, e olhando para as

tabelas, tudo vai de encontro a uma patologia hepatobiliar.

No que toca a hiperbilirrubinémia, o aumento da bilirrubina direta, deriva da diminui¢ao da
sua excrecao através do trato biliar. Remetendo, mais uma vez, para uma colestase. O
aumento da bilirrubina indireta é o principal indicador de uma fungao hepatica alterada: ou
porque ha uma maior produciao de bilirrubina e a conjugagao hepatica nao consegue
acompanhar essa produgao ou porque ha uma efetiva perda na capacidade de conjugacao
devido a lesdao das células. De realgar, a presenga de bilirrubina e urobilinogénio na urina,

carateristicos de situagdes em que ha uma menor excregao através da bilis.

Assim, conjugando toda esta informagao, o diagnostico diferencial vai ficando mais
direcionado. Ha uma colestase que induziu ao aumento da bilirrubina direta. A acumulagao da

bilirrubina, com o evoluir da situagao, leva a lesdes nos hepatécitos, que veém a sua fungao
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diminuida. Isso contribui para o aumento da bilirrubina indireta, a qual nao é possivel conjugar
eficazmente. O aumento desta também se relaciona com a perda de fungao de sintese. A
menor sintese de albumina, que é a proteina transportadora de bilirrubina para o figado,
promove a sua acumulagao em circulagao. Pelas mesmas razoes, no que toca a perda de fungao

de sintese, surge ainda a trombocitopenia apresentada pelo utente.

A presencga da PCR elevada indica uma situagao inflamatoria. Esta nao surge associada a uma
causa infeciosa uma vez que nao ha leucocitose nem leucocituria. A amilasémia normal exclui
patologia pancreatica. Urémia, creatininémia e ionograma normais excluem patologias renais
e/lou metabolicas. A Troponina-l normal exclui a patologia cardiaca. Assim, a condicao
inflamatoria sera de origem hepatobiliar, nomeadamente da inflamagao da vesicula biliar, por

uma obstrucao dos ductos.

Com base nos resultados analiticos e sintomas apresentados suspeita-se assim de uma hepatite

colestatica. Posteriormente, exames de imagem teriam que ser realizados para confirmagao.

O diagnéstico final é feito pelo clinico, conjugando toda a informagao: historia clinica, exame

fisico, resultados laboratoriais e exames imagioldgicos.

VIl. Hematologia

A Hematologia € a area na qual se estuda a hematopoiese, os 6rgaos hematopoiéticos e a
hemostasia. Através da anadlise qualitativa e quantitativa dos elementos figurados do sangue, da
velocidade de sedimentagao, coagulagao e visualizagao de esfregagos sanguineos ao

microscopio, é possivel detetar e caraterizar patologias hematopoiéticas.

No laboratorio CML-GS Viseu sao determinados os parametros do hemograma (eritrograma,
leucograma e trombocitograma), contagem de reticulocitos, a velocidade de sedimentagao
eritrocitaria (VS), a hemoglobina glicada (HbAlc) e parametros de coagulacio (Tempo de

Protrombina (TP) e tempo de Tromboplastina parcial ativada (aPTT)).

Os tubos com EDTA sao utilizados para a realizagao das analises de hemograma, velocidade
de sedimentagao e hemoglobina glicada. Os tubos com citrato de sédio sao utilizados nos

estudos de coagulacao.

O laboratério dispoe de 2 equipamentos para realizagio do hemograma, o Sysmex XN-550
e o Sysmex XN-1000. O Sysmex XN-1000 além do hemograma faz a contagem de
reticulocitos. Este equipamento ¢ utilizado sobretudo para o servigo de urgéncia do hospital

e analise de amostras que possuem mais do que o hemograma, pois como é mais rapido, torna
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todo o servigo mais rapido e eficaz. Quaisquer alteragoes no hemograma sao detetadas e
reportadas, e se assim se justificar & realizado um esfregago sanguineo para observagao
microscopica. A coloragao utilizada é a coloragao de Wright, uma técnica eletiva que permite

diferenciar os tipos celulares do sangue periférico.

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria (VS) determina a velocidade com que os eritrocitos
sedimentam numa suspensao de plasma. Na presenca de uma condigao que provoque
inflamagao ou dano celular, os eritrocitos tendem a aglutinar-se, o que os torna mais pesados,
sedimentando mais rapidamente. No entanto, fatores como a gravidez, sexo e idade sao
condigoes fisioldgicas que se fazem sentir nos resultados. No laboratério de estagio, a VS é
um parametro determinado no equipamento Ves-Matic Cube 30, que em 30 minutos fornece

os resultados.

Situagoes hiperglicémicas conduzem a ligacao nao enzimatica de glucose a uma variedade de
proteinas. Essa ligagao é irreversivel em condigoes fisioldgicas e as concentragoes de proteinas
glicadas traduzem a média de glucose sanguinea durante a vida dessa proteina. Assim, a
hemoglobina glicada (HbA Ic) reflete a média glicémica nos Gltimos 2 meses’. Este parimetro

¢ utilizado sobretudo no acompanhamento de pacientes diabéticos e no CML-GS é

determinado pelo Hb9210 Premier.

E no Sysmex CA-500 que a hemostase é avaliada, através das provas de coagulagio do Tempo
de Protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada. Relativamente ao tempo de
Protrombina, o resultado é expresso segundo o International Normalized Ratio (INR) a fim de

uniformizar os resultados.

Ao longo da minha experiéncia neste setor pude realizar manutengoes e controlos internos
de qualidade dos equipamentos, processamento das amostras, preparagao de esfregagos de

sangue e a sua coloragao, assim como a visualizagao de algumas laminas.
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Conclusao

A realizagdo do estagio foi uma experiéncia muito enriquecedora, da qual levo varios

ensinamentos para o meu futuro profissional.

Algo de extrema importancia € a realizagao de todas as tarefas ao longo do processo analitico,
com o maior rigor e responsabilidade, de modo a oferecer a qualidade no diagnostico. Percebi
também a importancia em integrar os conhecimentos de todas as valéncias das Analises
Clinicas, para uma validagao adequada dos resultados. Além disto, é fundamental que os
profissionais tenham espirito de equipa e entreajuda, contribuindo para respostas mais

adequadas e atempadas.

Uma das dificuldades que se faz sentir nas fases analitica e pds-analitica € a falta de comunicagao
entre o clinico e o laboratorio. A informagao clinica é de extrema importancia na validagao
dos resultados, para que estes sejam o mais rigorosos possivel. Desta forma, isto devera ser

um aspeto a melhorar num futuro préoximo.

Em suma, considero que a realizagao deste estagio foi enriquecedora nao soé a nivel profissional
como pessoal, e saio do mesmo com mais experiéncia laboratorial, mais confianga e

conhecimento para os desafios que se avizinham.

55



56



Referéncias

[1] MURRAY, Patrick R.; ROSENTHAL, Ken S.; PFALLER, Michael A. - Microbiologia Médica.
7. ed. Rio de Janeiro : Elsevier, 2014. ISBN 978-85-352-7978-8.

[2] BARROSO, Helena; MELICO-SILVESTRE, Antonio; TAVEIRA, Nuno - Microbiologia
Médica |. Lisboa : LIDEL - Edigoes Técnicas, Lda, 2014. ISBN 978-989-752-057-0.

[3] PROCORP, Gary W.; et al - Koneman’s color atlas and textbook of diagnostic
microbiology. 7.7 ed. Philadelphia : Wolters Kluwer Health, 2017. ISBN 9781451116595.

[4] XAVIER, Ricardo M. ; ALBUQUERQUIE, Galton De C. ; BARROS, Elvino - Laboratério
Na Pratica Clinica. [S.|.] : Artmed Editora, 2005. ISBN 9788536303529.

[5] FONSECA, Ana Bruschy et al. - Orientagoes para elaboragao de um manual de boas
praticas em Bacteriologia. Ministério da Satde Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge

- 40. 2004).

[6] Laboratory Testing | MRSA | CDC. [Consult. |7 Dez. 2022]. Disponivel em
https://www.cdc.gov/mrsa/lab/index.html#anchor_ 1548442775

[7] Joao BENTO et al, Métodos diagnosticos em tuberculose, Acta Med Port. 201 1; 24(1):
145-154.

[8] BURTIS, Carl A.; BRUNS, David E. - TIETZ FUNDAMENTALS OF CLINICAL
CHEMISTRY. 7.2 ed. St. Louis, Missouri : Elsevier Saunders, 2015. ISBN 978-1-4557-4165-6.

[9] GAW, Allan ; et al - Clinical Biochemistry An lllustrated Colour Text. 5. ed. [S.l.] :
Churchill Livingstone Elsevier, 2013. ISBN 978-0-7020-5179-1.

[10] KAPLAN, Lawrence A. ; PESCE, Amadeo ]. - Clinical Chemistry: Theory, Analysis,
Correlation. 5.7 ed. [S.I.] : Mosby, 2009. ISBN 0323036589.

[I'1] HALL, John E. - Tratado de Fisiologia Médica. 12." ed. Rio de Janeiro : Saunders
Elsevier, 201 |. ISBN 978-85-352-4980-4.

[12] Direcao Geral da Saude. Diagndstico e Classificagao da Diabetes Mellitus. Norma da

Diregao Geral da Saude |-13 (2011).

[I3]TIBC. [Consult. 26 Jan. 2023]. Disponivel em https://www.ucsfhealth.org/medical-

tests/total-iron-binding-capacity.

57


https://www.cdc.gov/mrsa/lab/index.html#anchor_1548442775

[14] MCPHEE, Stephen J. ; GANONG, William F. - Fisiopatologia da Doenca: Uma
Introducao a Medicina Clinica. 5.° ed. Porto Alegre : AMGH Editora Ltda., 201 1. ISBN
978-85-7726-010-2

[15] GONCALVES DOS SANTOS, Patricia Isabel Martins - Avalia¢do da incidéncia de
Gamapatias Monoclonais nos doentes da area do Centro Hospitalar Tamega e
Sousa, EPE. [S.l] : Universidade do Porto, Faculdade de Farmacia, 2009. Dissertagio de

Mestrado em Analises Clinicas.

[16] CUNHA, Sara Margarida da Conceigao - Gamapatias monoclonais : biologia, clinica
e diagnostico diferencial. [S..: s.n.], 2012. Master's thesis. [Consult. 26 Fev. 2023].
Disponivel em http://hdl.handle.net/10316/81288

[17] KUMAR, Vinay ; ABBAS, Abul K. ; ASTER, Jon C. - Robbins, Patologia Basica. 9. ed.
Rio de Janeiro : Saunders Elsevier, 2013. ISBN 978-85-352-6294-0

58



Anexo

Anexo |- Relatério emitido pelo Vitek 2 Compact, apés realizagio das provas de identificagio e
suscetibilidade das coldnias beta-hemoliticas obtidas a partir do exsudado auricular. (Fonte: Laboratério CML-

GS CUF Viseu)
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