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Sumario

O presente relatério tem como finalidade descrever a experiéncia do estagio realizado no
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), no ambito do Mestrado em Andlises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Este relatério aborda as metodologias, os parametros mais solicitados e os diferentes
procedimentos para cada tipo de amostra, bem como o controlo de qualidade implementado
no laboratorio. Apesar do estagio ter abrangido todas as valéncias de um laboratério de
andlises clinicas, este relatorio tem uma abordagem mais detalhada sobre as areas de
Bioquimica e Microbiologia. Além disso, sao apresentados dois casos clinicos, de modo a

evidenciar a importancia das analises clinicas no diagnostico.

Palavras-chave: Analises Clinicas, Patologia Clinica, Bioquimica Clinica, Microbiologia,

Diagnostico Laboratorial

Abstract

The aim of this report is to describe the experience of the internship carried out at the
Hospital and University Center of Coimbra (CHUC), under the Master's Degree in Clinical
Analysis at the Faculty of Pharmacy from University of Coimbra.

This report describes the methodologies, the most requested parameters and the different
procedures for each type of sample, as well as the quality control implemented in the
laboratory. Although the internship covered all the valences of a clinical analysis laboratory,
this report has a more in-depth approach to the areas of Biochemistry and Microbiology. In
addition, two clinical cases are presented, in order to highlight the importance of clinical

analysis in diagnosis.

Keywords: Clinical Analysis, Clinical Pathology, Clinical Biochemistry, Microbiology,

Laboratory Diagnosis






l. Introducgao

As andlises clinicas sao uma area multidisciplinar essencial para o diagnostico, monitorizagao
e eleicao do tratamento da patologia. A analise laboratorial de uma amostra bioldgica permite
complementar a avaliagao do estado de saude de cada paciente.

A drea da saude esta em evolugao continua, repleta de desafios, o que obriga os seus
intervenientes a uma atualizagao constante. Posto isto, considero que o Mestrado em Analises
Clinicas é adequado para satisfazer as dificuldades propostas do mundo atual, pois aborda
todas as areas de trabalho de um laboratério de analises clinicas e além disso, oferece a
realizagao de um estagio, de modo a integrar a teoria das areas lecionadas anteriormente com
a atividade laboratorial, tanto técnica e operacional como na validagao analitica dos resultados.

O estagio foi realizado no Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra (CHUC) num periodo compreendido entre janeiro e junho de 2021.

Neste relatorio serao abordadas todas as areas do estagio (Imunologia, Hematologia,
Bioquimica Clinica e Microbiologia). As valéncias de Bioquimica e Microbiologia serao as mais
aprofundadas. No final serao apresentados dois casos clinicos com o objetivo de colocar em
pratica e explicar tudo o que aprendi ao longo do mestrado e essencialmente durante o estagio

curricular.
2. Caracterizacao do laboratério

O Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC)
esta dividido em 3 unidades hospitalares: Hospital Universitario de Coimbra (HUC), Hospital
Pediatrico (HP) e Hospital Geral (HG). O estagio decorreu maioritariamente no laboratorio
principal, localizado no edificio de Sao Jeronimo do HUC e, parcialmente no laboratério do
HP.

Os produtos biologicos podem ser transportados entre as 3 instituicoes hospitalares, de
modo a realizar as analises no laboratério mais especializado. Além disso, o laboratorio recebe
amostras provenientes do HP, HG, Maternidade Daniel de Matos, Maternidade Bissaya
Barreto, Hospital Sobral Cid e outras unidades de saide da zona centro, sendo que o CHUC
€ um hospital central de referéncia. No entanto, também sao enviadas amostras para o
exterior quando sao analises que o CHUC nao realiza, podendo ser enviadas para o Instituto
Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA), Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT), entre outros, incluindo laboratorios no estrangeiro.

O Diretor do Servico de Patologia Clinica é o Dr. Fernando Rodrigues, e os recursos

humanos sao constituidos por médicos especialistas em Patologia Clinica, Farmacéuticos,



Técnicos Superiores de Saude, Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica, Assistentes
Técnicos e Assistentes Operacionais. Esta equipa multidisciplinar garante o bom
funcionamento deste servico.

O laboratério principal é constituido pela sala de colheitas, area de rececao de produtos
bioldgicos, Corelab, salas de apoio dos diferentes setores e respetivos gabinetes de validagao,
areas administrativas e areas de armazenamento.

O laboratério apresenta-se setorizado em 4 areas principais: Microbiologia, Imunologia,
Hematologia e Bioquimica Clinica, sendo que as duas Ultimas estao inseridas maioritariamente
no Corelab. Este espago é composto por uma cadeia automatizada e varios aparelhos
interligados entre si, que possibilitam a integragao das amostras na cadeia e respetiva
distribuicao pelos equipamentos de acordo com os parametros analiticos solicitados. Esta
inovagao do Corelab contribui para a diminuicao de erros associados a fase pré-analitica e
diminui o tempo de resposta. A automatizagao do laboratério permite uma gestao automatica
das amostras e ainda o seu escoamento pelos diversos equipamentos utilizados para o seu
processamento e armazenamento. O Corelab funciona 24h por dia, todos os dias,
assegurando o servico de urgéncia do CHUC. Os setores de bioquimica clinica e hematologia
funcionam maioritariamente no Corelab, mas também apresentam laboratérios
individualizados e gabinetes de apoio para validagao. O setor de imunologia é constituido por
duas dreas, “autoimunidade” e “imunologia e alergologia”, com dois gabinetes de validagao e
duas salas de trabalho.

As amostras biologicas provenientes da sala de colheitas, das outras instituicoes ou dos
Servigos de Internamento (através da via do pneumatico) quando chegam a zona de recegao
de amostras sao integradas no sistema informatico Clinidata XXI| e posteriormente inseridas
na cadeia automatica ou entregues em mao, especialmente no setor de microbiologia.

O sistema informatico permite acompanhar todo o processo de uma amostra bioldgica,
desde a requisi¢ao solicitada pelo médico até ao resultado obtido das andlises pedidas. O
sistema Clinidata XXI possibilita rastrear a amostra, visualizar o historico do paciente e a
informagao clinica disponibilizada pelo clinico, elaborar listas de trabalho, identificar pedidos
em duplicado, visualizar e validar os resultados de cada parametro analitico.

A informatizagao permite uma comunicagao direta entre os equipamentos e o sistema
informatico. Desta forma, possibilita uma gestao laboratorial mais intuitiva e mais rapida,

minimizando os erros, o que aumenta a rentabilidade e a confianga nos resultados.



3. Amostras biologicas

As amostras bioldgicas recebidas no laboratério englobam sangue, urina, fezes, liquido
cefalorraquidiano (LCR) e outros liquidos bioldgicos (sinovial, pleural, peritoneal). As amostras
para microbiologia serao abordadas mais a frente no presente relatério.

As amostras de soro sao colhidas para tubos com gel ativador da coagulagao a partir das
quais apo6s centrifugagao (10min 3000 rpm) se obtém o soro, que é utilizado na analise de
parametros das areas de bioquimica, imunologia, serologia e hormonologia.

Na analise hematologica é utilizado o tubo com acido etileno-diamino tetra-acético (EDTA)
K; como anticoagulante para que seja utilizado o sangue total para a determinagao do
hemograma e velocidade de sedimentagao. Este tubo também ¢é utilizado para algumas analises
de bioquimica clinica, nomeadamente hemoglobina glicada e peptideo natriurético tipo B
(BNP). O estudo das provas de coagulagao necessita de colheita para um tubo com citrato de
sodio a 3,2%, que apos a centrifugagao (I5min 3000 rpm) permite a obtengao do plasma. Os
anticoagulantes mais frequentes sao o EDTA e o citrato de sodio, que sao quelantes dos ices
de calcio e assim impedem a coagulagao.

A colheita das amostras deve garantir o protocolo de boas praticas laboratoriais, tendo em
atengao a quantidade de volume de sangue no caso dos tubos com anticoagulantes, pois €
importante respeitar a relagao anticoagulante/amostra, de modo que o anticoagulante seja
suficiente para a quantidade de sangue. Além disso, também é crucial que a colheita de sangue
seja feita por uma ordem especifica, de modo a evitar contaminagoes e falsear resultados.
Desta forma, a colheita para analise microbiologica devera ser a primeira colheita (se assim
for requerido), seguindo-se o tubo de gel, tubo com citrato de sodio e por ultimo o tubo com
EDTA. A colheita das amostras € um dos momentos mais suscetiveis a ocorréncia de erros
pré-analiticos, pelo que devem ser seguidas as recomendagoes descritas no manual de
colheitas do laboratorio. Deste modo, sera possivel minimizar situagoes que podem adulterar

os valores analiticos, como por exemplo a hemalise.
3.1. Fluxo das amostras

A colheita é realizada de acordo com a prescricao médica efetuada pelo clinico, que solicita
os parametros mais pertinentes a analisar. Apods a devida identificacao e a colheita, as amostras
sao enviadas para o Servi¢o de Patologia Clinica devidamente acondicionadas, este transporte
também deve ser efetuado sob as condigoes ideais perante os parametros solicitados. Na zona
de rececao de amostras siao avaliadas as condicoes das mesmas e verifica-se se estao

devidamente identificadas e conforme os requisitos. Caso todos requisitos necessarios



estejam em conformidade, as amostras sao integradas no sistema informatico e avangam para
andlise dos parametros solicitados. O processamento das amostras pode englobar a
centrifugagao, a realizacao de aliquotas ou outros processos laboratoriais. Apos a preparagao
da amostra procede-se a andlise da amostra propriamente dita. Se a amostra estiver conforme,
os controlos internos estiverem dentro dos limites aceitaveis e se o valor for compativel com

a clinica, o resultado é validado.
4. Controlo de qualidade

Na maioria das situagoes o diagnostico e a terapéutica sao baseados nos resultados
laboratoriais, sendo por isso necessario garantir confianga e qualidade nos valores analiticos
obtidos.

A garantia de qualidade de um produto ou servico assegura a satisfagao das necessidades
exigidas através de agoes e procedimentos que garantem a manutengao das mesmas. Desta
forma, a garantia de qualidade laboratorial consiste na certificagdo da exatidao e precisao dos
resultados, de modo a aumentar o nivel de confianga dos resultados obtidos e que estes sejam
fidedignos.

O controlo de qualidade é crucial na avaliagio do funcionamento e dos métodos de
trabalho do laboratério, permitindo identificar possiveis falhas e contribuir para a melhoria
continua dos processos laboratoriais. Um erro laboratorial pode comprometer o diagnodstico
ou a terapéutica destes, bem como levar a gastos monetarios que poderiam ser evitados. O
facto da fase pré-analitica estar mais sujeita a intervengao humana, associado a uma maior
dificuldade em aplicar controlos de qualidade, dificulta o controlo, levando a uma maior

probabilidade de ocorréncia de erros.
4.1. Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno (CQI) consiste na verificagao da qualidade do proprio
laboratério. Na fase analitica, o CQI é responsavel pela avaliagao da precisao do método nos
equipamentos. Nesse caso sao utilizadas amostras controlo com valores previamente
conhecidos em varios niveis: nivel | (normal), nivel 2 (nivel patologico baixo) e nivel 3 (nivel
patoldgico elevado). Conforme a avaliagao dos resultados obtidos sao construidas cartas de
controlo (grafico de Levey-Jennings) onde ¢ avaliada a imprecisao do teste, de acordo com as
regras de Westgard. Caso o resultado obtido da amostra controlo nao permanega dentro do
intervalo de confianga esperado, € indicativo da ocorréncia de erro e torna-se imperativa a
sua corregao. As medidas corretivas passam pela implementagao de agoes de corregao, que

consistem em calibragoes, alteracao do reagente ou consumiveis, ou alteragao do proprio



controlo, pois este pode sofrer alteragoes ao longo do tempo. Além disso, é necessario
calibrar o aparelho sempre que hé introdugio de um novo lote de reagente ou consumivel. E
importante também, assegurar as manutengoes didrias e semanais dos equipamentos para
garantir que estes se apresentam em condig¢oes ideais de trabalho, de modo a facultar-nos

valores fidedignos.
4.2. Controlo de qualidade externo

O controlo de qualidade externo (CQE) consiste numa avaliagao inter-laboratorial, ou seja,
compara o desempenho do nosso laboratério com o desempenho de outros laboratorios.
Desta forma, permite uma avaliagao da exatidao e precisao dos métodos. A avaliagio da
qualidade externa consiste na andlise de amostras desconhecidas enviadas por entidades de
referéncia. Esta amostra deve ser tratada como uma amostra dos pacientes, de modo a refletir
exatamente a rotina do laboratério. Os resultados obtidos da amostra desconhecida sao
enviados em forma de relatério para os laboratérios de referéncia, e estes comparam os
resultados de todos os laboratérios participantes nesse controlo externo de qualidade. Esta
comparagao pode ser feita entre diferentes laboratorios que utilizem o mesmo método ou
aparelho, ou de uma forma geral, comparando apenas o resultado final obtido,
independentemente dos métodos ou aparelhos utilizados. Assim sendo, possibilita uma
comparagao generalizada entre todos os laboratérios sujeitos ao programa de controlo de
qualidade externo. O Servico de Patologia Clinica integra varios programas de CQE,

nomeadamente NEQAS, RIQAS, Bio-Rad, entre outros.
5. Imunologia

A drea de imunologia dedica-se ao estudo dos disturbios do sistema imunologico, como no
caso das doengas autoimunes e das reagoes alérgicas. No setor de imunologia, as metodologias
utilizadas baseiam-se em reagoes antigénio-anticorpo. O Anexo | resume as técnicas utilizadas
e os respetivos parametros analisados. O tipo de amostra mais utilizada é o soro, no entanto,
também podem ser utilizadas amostras de urina, LCR e fezes. O setor de imunologia é
constituido por dois laboratérios, “autoimunidade” e “imunologia e alergologia”.

As doengas autoimunes ocorrem quando o sistema imunolégico perde a capacidade de
tolerancia ao proprio organismo, produzindo anticorpos contra autoantigénios. Desta forma,
a “autoimunidade” dedica-se a pesquisa de autoanticorpos, o que permite diagnosticar e
monitorizar as doengas autoimunes. A determinagao dos autoanticorpos € feita
essencialmente por métodos de imunofluorescéncia indireta (IFl), ensaios imunoenzimaticos

(ELISA), radioimunoensaio (RIA) e imunoensaios por quimioluminescéncia. Na pesquisa de



autoanticorpos pela técnica de IFl é considerada a intensidade de fluorescéncia e a
complexidade dos padroes morfolégicos formados pela reagao dos autoanticorpos com os
antigénios presentes nos diferentes constituintes celulares. Desta forma, é possivel identificar
o tipo de anticorpo presente na amostra e quantificar o respetivo titulo.

No laboratorio de “imunologia e alergologia” as andlises mais frequentes consistem na
pesquisa e doseamento de imunoglobulinas (lg). Sao realizados proteinogramas ou
eletroforese de proteinas séricas (Figura |), que permitem detetar alteragoes do perfil
proteico. Quando surgem alteragoes na fragdo gama, realizam-se imunofixagdes, com o
objetivo de separar e identificar os diferentes tipos de imunoglobulinas (cadeias pesadas: G,
A, M, D, E; e cadeias leves: lambda e kappa), a fim de caracterizar a gamapatia. Este estudo é
essencial no diagndstico e monitorizacdo de gamapatias monoclonais, como é o caso do
Mieloma Multiplo.

O estudo das doengas alérgicas é realizado pela pesquisa de IgE especifica através de
fluoroimunoensaio (FEIA).
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Figura I: Representagdo de um proteinograma. (Adaptado de Burtis C,, 2016)

6. Hematologia

A hematologia estuda os elementos constituintes do sangue e da medula dssea. As amostras
de sangue total com EDTA sao utilizadas para a realizagado do hemograma no analisador
automatico Sysmex XN-9000™, e a determinacio da velocidade de sedimentacio (VS) no
equipamento Ves-Matic Cube 30. O hemograma inclui a quantificagao dos globulos vermelhos
e o calculo dos indices eritrocitarios (Volume Corpuscular Médio (MCV), Hemoglobina
Corpuscular Média (MCH), Concentragio de Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC),
Distribuicao do diametro eritrocitario (RDW) e Hematocrito). Além disso também engloba a
contagem diferencial da populagao leucocitaria (neutrofilos, linfocitos, eosinofilos, monocitos
e basofilos) e a contagem de plaquetas e reticulocitos. Qualquer alteragao no hemograma
necessita de uma anadlise mais detalhada e é feito um esfregago sanguineo, corado pela técnica

de May-Grunwald-Giemsa para posterior observagao ao microscopio.



O setor de hematologia inclui, também, a area da hemostase, responsavel pelo estudo da
coagulagao, onde sao utilizadas amostras de plasma obtidas apds centrifugagao do sangue
colhido em citrato de sédio, sendo importante respeitar a proporgao de /9 (volume de
citrato de sodio/volume de sangue). As provas de coagulagdo mais solicitadas sao realizadas
no equipamento ACL TOP 700. Os testes de rotina realizados no estudo da hemostase
incluem o Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (aPTT),
doseamento de D-dimeros e fibrinogénio.

No laboratério do HUC, o setor de hematologia contém também o sub-setor de
citogenética, que permite o diagnostico e prognostico de patologias hemato-oncoldgicas. Apos
um pré-tratamento das amostras de medula 6ssea ou sangue periférico, sao realizadas analises
de citogenética convencional, como o cariétipo, e citogenética molecular, como a técnica de
fluorescent in situ hybridization (FISH), permitindo identificar alteragdes cromossomicas

associadas a doengas hemato-oncoldgicas.
7. Bioquimica

Em quimica analitica a maioria das determinagoes sao feitas no soro e na urina, e em menor
quantidade nas amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) e outros liquidos bioldgicos
(sinovial, pleural, pleritoneal). A maioria das amostras de soro sao colhidas em tubos de gel, e
neste caso apos a colheita de sangue e retragao do coagulo é necessario preparar a amostra.
A preparagao consiste na centrifugagao das amostras a 3000rpm durante |5min. Pode,
também, ser usado o tubo de sangue com EDTA para a determinagao da hemoglobina glicada
e o doseamento dos peptideos natriuréticos.

A maioria das amostras para analise no setor de bioquimica é processada no Corelab, nos
equipamentos inseridos na cadeia. Contudo, alguns parametros sao feitos nas salas de apoio
do setor de bioquimica. Nessas salas individualizadas sao feitas analises de urina, pesquisa de
sangue oculto nas fezes, andlise da composicao de calculos e determinagoes solicitadas com
menos frequéncia, como o doseamento de metais pesados, farmacos e outras substancias.
Estes parametros nao sao realizados todos os dias, assim sendo, as amostras que nao sao
analisadas no proprio dia, sao aliquotadas para congelagao, de forma a manter a viabilidade das
mesmas, e garantir bons resultados quando forem feitas as determinagoes.

O meu estagio também incluiu uma semana no laboratério do HP no setor de bioquimica
clinica, onde foi possivel ver algumas diferengas significativas em comparagao com o
laboratério do HUC. No HP ha grande variedade de tamanhos de tubos de colheita para
ajustar o volume da amostra ao tamanho da crianga, tendo em conta que a populagao

pediatrica tem, por norma, uma colheita mais dificil e por vezes a amostra pode ser muito
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escassa. Além disso, ha certos parametros mais frequentemente avaliados em pediatria, com
os quais tive oportunidade de me familiarizar, sendo um desses exemplos a aménia. Também
tive oportunidade de presenciar toda a realizagao do teste de suor, desde a colheita ao seu
processamento. A colheita de suor feita na pele do pulso é analisada para a determinagao da
condutividade e da colometria para determinar a concentragao de NaCl e Cloreto no suor,
respetivamente. Este tipo de teste pode ser realizado na suspeita de Fibrose Quistica (FQ)
para complementar o seu diagnostico. A FQ é caracterizada pela dificuldade de secrecao de
fluidos pelas glandulas, e por isso um resultado superior ao valor de referéncia esta associado
aFQ.!

A maioria das andlises bioquimicas sao feitas nos auto-analizadores da Abbott, os Alinity,
cujos métodos utilizados nesses equipamentos irei descrever mais detalhadamente de seguida.
Contudo, ha muitos aparelhos utilizados para as determinagdes analiticas no setor de

bioquimica, os quais refiro no Anexo Il.
Alinity c (Abbott)

O equipamento da Abbott que permite a realizagio da maior parte das analises quimicas
em soro, urina e liquidos biolégicos é o Alinity c. Este aparelho utiliza métodos de

espetrofotometria, turbidimetria e potenciometria.

|.  Espetrofotometria

A espetrofotometria consiste na medigao da absorvancia de luz de uma amostra. Um feixe
de luz, com um determinado comprimento de onda, incide na amostra contida na cuvete, e
na presenga de compostos que absorvem a luz do comprimento de onda utilizado, ha uma
diminui¢ao da intensidade de luz quando esta atinge o detetor. Desta forma, de acordo com
a lei de Beer, é possivel definir a concentragao da substancia, que é diretamente proporcional

a absorvancia de luz.”

Il Turbidimetria

A turbidimetria consiste na medigao da diminuicao da intensidade de luz, que resulta da
dispersao de luz das particulas em suspensao na solugao. Esta técnica calcula a relagao entre a
intensidade da luz dispersa e a luz incidente. A dispersao de luz resulta da interagao das
particulas em solugao com a luz. Esta interagao é influenciada por diversos fatores como a
massa molecular, concentragao e dimensoes das particulas, distancia entre origem do feixe de

luz e a particula, comprimento de onda e polarizacio da luz incidida.”



1. Potenciometria

A potenciometria é baseada no uso de elétrodos seletivos de ides para a medigao da
diferenca de potencial elétrico numa célula eletroquimica. Desta forma, é possivel medir a
atividade ionica de uma espécie quimica da solugao. A atividade idnica de uma substancia

correlaciona-se com a sua concentragio.’
Alinity i (Abbott)

O aparelho da Abbott, Alinity i permite a realizagdo de imunoensaios através de reagoes
de quimioluminescéncia. Este equipamento é muito utilizado no setor de imunologia e no setor

de bioquimica.

l. Quimioluminescéncia

Na quimioluminescéncia, a emissao de luz ocorre como resultado de um processo de
excitagao induzido por uma reagao quimica. Esta reagao quimica envolve a oxidagao de um
composto organico. O Alinity i utiliza um imunoensaio quimioluminescente com
microparticulas (CMIA). Neste imunoensaio, sao utilizadas microparticulas magnéticas
revestidas por anticorpos contra o antigénio, que neste caso € o analito de interesse. Na
presenca deste, formam-se imunocomplexos, que sao revelados através da reagao de
quimioluminescéncia. Esta reagao ocorre na presenca de anticorpos marcados com compostos
luminescentes, e por isso ha emissao de luz. A intensidade de luz é diretamente proporcional

a concentragio da molécula de interesse presente na amostra.>*
7.1. Parametros Bioquimicos

O setor de bioquimica clinica é responsavel pela determinagao de parametros que
possibilitam a avaliagao funcional da grande maioria dos 6rgaos, além de também permitir
acompanhar a evolucao da doenga e da monitorizagao da terapéutica. De seguida, abordo
alguns dos parametros bioquimicos mais usualmente solicitados pelo clinico, e aqueles que sao
mais comuns na rotina laboratorial. Os parametros sao apresentados integrados na sua

utilidade clinica.
7.1.1. Avaliacao da fun¢ao renal

Os rins tém um papel muito importante na regulagio da homeostase do organismo. A
funcao renal engloba a filtragao do sangue, excregao de produtos finais do metabolismo
formando a urina, controlo da concentracao do fluido extracelular e de varios ides,
promovendo a homeostase eletrolitica e a regulagao da agua. Além disso, os rins também

apresentam uma fungao endocrina, sendo responsaveis pela produgao de hormonas como a
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eritropoietina, a renina, as prostaglandinas e o calcitriol. Deste modo, a alteragao da fungao
renal pode conduzir a perturbagdes em todo o organismo.?

O rim é constituido por milhares de nefronios, que sao considerados a unidade funcional
do rim. O nefronio é composto pelo glomérulo, tubulos proximal e distal, ansa de Henle, e
tubo coletor. Este sistema ¢ irrigado por arteriolas e uma rede de capilares, que permitem a
filtragdo, reabsorgio e secrecao do sangue para a produgao de urina.?

A avaliacao da fungao renal é feita através da medicao de biomarcadores da fungao renal
no soro e/ou na urina, e também da estimativa da taxa de filtragao glomerular (TFG) e do
calculo da clearance de creatinina. Estes biomarcadores permitem diagnosticar, avaliar a

evolucdo da doenca renal ou monitorizar o seu tratamento.®

Azoto ureico

O catabolismo das proteinas e aminoacidos resultam na molécula de amonia, que é
convertida em azoto ureico através de reagoes quimicas catalisadas por enzimas do ciclo da
ureia, no figado. A excregao desta molécula é quase exclusivamente feita pelo rim, por isso a
determinacio de azoto ureico no soro é um biomarcador da funcio renal.?

A azoto ureico € eliminado por filtragao glomerular, mas pode ser reabsorvido nos tlbulos
renais e retomar a corrente sanguinea. O aumento da concentragao de azoto ureico no soro
pode ser devido a diversos fatores, como uma dieta com elevado aporte de proteina,
hemorragias gastrointestinais, aumento do catabolismo de proteinas, terapia com
corticosteroides, desidratacao ou qualquer fator que promova a diminuicao da perfusao renal.
Assim, uma situacio de urémia pode ser indicativa de uma patologia renal.>”

A determinacao simultinea do azoto ureico e da creatinina no soro € essencial a fim de

calcular a razao azoto ureico/creatinina. Esta razao é fundamental para diferenciar a urémia

pré-renal e pos-renal.”

Creatinina

A creatinina € uma substancia resultante do metabolismo da creatina e da fosfocreatina no
musculo esquelético. A creatinina é eliminada quase exclusivamente por filtragao glomerular
e nao ha reabsorcao tubular, assim sendo, o doseamento da creatinina no soro é ideal para
calcular a TFG.%

A concentragao sérica da creatinina é inversamente proporcional a2 TFG, contudo, uma leve
diminui¢ao da TFG pode nao transpor para um aumento significativo de creatinina na corrente
sanguinea. Assim como, um valor normal de creatinina sérica nio traduz uma TFG normal, e

por sua vez uma fungao renal normal. A fim de solucionar esta limitagao, a avaliagao da fungao



renal deve ser feita com base na clearance de creatinina e nao no doseamento isolado da
.. ;. 26
creatinina sérica.
Na pratica clinica, o doseamento da creatinina no soro é muito usado para medigao da

funcio renal excretora, nomeadamente no calculo da TFG.’

Clearance de Creatinina

A clearance consiste na quantidade de determinada substincia no plasma, eliminada pelo
rim, por unidade de tempo. Assim, considera-se que a quantidade da substincia excretada na
urina seja equivalente i filtragio glomerular.?

A clearance de creatinina consiste num calculo para avaliar a TFG, que requer o
doseamento dos niveis de creatinina no soro e na urina, além da medigao do volume de urina

de 24h, como é representado na formula descrita em baixo.”

. ) (creatinina na urina (mg/dL) X volume da urina de 24h (mL/min))
Clearance de creatinina (mL/min) =

creatinina no soro (mg/dL)

Taxa de filtracdo glomerular

A taxa de filtragao glomerular (TFG) consiste num indice de avaliagao da fungao renal, com
o objetivo de aferir a quantidade de nefrénios funcionais. O filtrado glomerular é o produto
obtido da filtragao das moléculas pelo glomérulo, que depende da pressao hidrostatica e da
pressio oncotica na arteriola.” Desta forma, a determinacio da TFG permite mensurar a
capacidade funcional dos rins através de varias formulas, tendo por base o teste de clearance
de creatinina e também outras varidveis como idade, raca, sexo, peso e altura.® A equacio de

Cockcroft-Gault, apresentada em baixo, é uma das férmulas utilizadas para o célculo da TFG.?

[(140 - idade(anos)) X peso(kg)]
[72 X creatinina no soro (mg/dl)]

TFG (ml/min) = % 0,85(mulheres)

Acido urico

O acido Urico deriva do catabolismo dos nucleosideos de purina. Este composto é
eliminado do organismo por via renal através de um processo de filtragao glomerular, seguido
de reabsorcao tubular e posterior secregao. O seu doseamento é importante para diagnostico
e monitorizacdo de varias patologias renais, neurolégicas e gota.”

A hiperuricémia pode ocorrer devido ao aumento da sintese ou da ingestao de purinas, ou
devido a diminuigao da excregao que pode ser consequéncia de uma falha renal. Por outro
lado, a diminuigao da concentragao sérica de acido Urico, hipouricémia, pode ter origem numa

redugio da sintese de purinas ou num defeito da reabsorgao tubular renal.?



Analise sumaria de urina

No setor de bioquimica clinica é realizada a andlise sumaria de urina ou urina tipo I, a fim
de completar a avaliagao da fungao renal. A andlise sumaria de urina inclui a avaliagao fisico-
quimico da urina e a observagao do sedimento urinario. Esta é uma analise complementar para
o diagndstico e monitorizagao de varias patologias de diferentes etiologias.

Na analise da maioria dos parametros pode ser utilizada uma amostra de urina aleatoria,
no entanto, € recomendada a colheita do jato intermédio da primeira urina da manha. A
quantificagao de alguns metabolitos (por exemplo: cistina, oxalatos, acido citrico, proteinas,

entre outros) requer uma amostra de urina de 24h."
i. Avadliacdo fisico-quimica

A avaliacao das caracteristicas fisicas da urina inclui a medicao da densidade e a analise visual
que permite avaliar a cor e o aspeto. A analise quimica é feita através da interpretagao de uma
tira quimica que permite avaliar os seguintes parametros: pH, proteina, glucose, corpos
cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio, nitritos, sangue e leucocitos. As caracteristicas fisico-

quimicas da urina e a respetiva interpretacao clinica estao resumidas na Tabela I.

Tabela I: Parémetros da andlise sumdria da urina e respetivos significados clinicos.
Parametros Significado Clinico

A coloragao da urina é normalmente amarelo-claro. As alteragoes da cor podem ser

Cor
devido a dieta, ou devido a presenca de certas substancias na urina.

Aspeto/Turvacdo A urina é tipicamente limpida, qualquer turvagao pode ser indicativa de patologia.

A densidade mede a concentragao das particulas na urina, avaliando a capacidade de

pensioece concentragao do rim. No caso de insuficiéncia renal, pode estar diminuida.
H O nivel de pH indica a quantidade de acido na urina, indicando a capacidade do rim de
p manter o equilibrio acido-base.
A tira quimica deteta essencialmente a presenga de albumina. Contudo, quando ha
Proteina proteinuria, é necessario fazer o doseamento das proteinas no equipamento Alinity c. (A
presenca de proteina na urina é abordada mais detalhadamente de seguida).
Glicose A glicosuria ocorre quando ha hiperglicémia ou quando existe falha na reabsor¢ao tubular.
Corpos Os corpos cetonicos podem surgir na urina numa situagao de cetoacidose metabdlica,
ceténicos frequente em Diabetes.
. X A bilirrubina na urina pode indicar lesio hepatocelular, obstrugao biliar ou disturbio
Bilirrubina L.
hemolitico.
Urobilinogénio O urobilinogénio é o produto da degradagao da bilirrubina, que pode indicar patologia
hepatica ou distirbio hemolitico.
Nitritos A presenga de nitritos sugere uma situagao de infegdo bacteriana (algumas bactérias
reduzem nitratos a nitritos).
s A presenca de hematuria pode ser originada pelas seguintes condi¢bes: infe¢do do trato
angue urinario, calculos renais, neoplasias ou farmacos.
Leucécitos A presenca de leucécitos na urina sugere ocorréncia de infe¢do do trato urinario.



ii. Sedimento urinario

O sedimento urinario é obtido através da centrifugagao da urina, e é observado ao
microscopio. Esta avaliagdo consiste na identificagao dos elementos presentes na amostra,
nomeadamente leucocitos, eritrocitos, células epiteliais, células com granulos, muco,
microrganismos (leveduras, bactérias e hifas), cilindros hialinos e granulosos, e cristais, que de
acordo com a sua morfologia é possivel supor a sua composigao (exemplo: urato, acido urico,
fosfato, oxalato de calcio, entre outros). Na Tabela Il estao representados os elementos que

podem ser encontrados no sedimento urindrio e o seu significado clinico.

Tabela II: Elementos observados no sedimento urindrio e respetivo significado clinico.

Elementos Significado Clinico
L, . A presenca de leucécitos € indicativa de inflamagao ou infecao renal ou do trato
Leucécitos o . .
urinario (pielonefrite).
o, A hematuria pode ser devido a patologia glomerular (glomerulonefrite), desordem
Eritrécitos

hematologica ou outra condigdo médica.

Células de descamagao da vagina ou uretra;

Células epiteliais . e . Co ~ e
Células do trato urinario superior podem ser indicativas de lesao do trato urinario.

Cilindros granulosos sao sugestivos de lesao renal ou patologia tubular (necrose

Cilindros tubular aguda);
Cilindros hialinos podem ser indicativos de proteina de Tamm-Horsfall*.

Os cristais sio compostos por produtos quimicos da urina e podem ser indicativos de

Cristais , .
calculos renais.

As bactérias e leveduras observadas podem ser sugestivas de infe¢do do trato urinario

Microrganismos . . . T . : o .
ou devido a uma ma colheita, pois sao microrganismo associados a microbiota normal.

No Servigco de Patologia Clinica, a amostra de urina ainda pode ser utilizada para realizar
os seguintes testes: teste screening de drogas, teste de gravidez e pesquisa Diquat/Paraquat

(fertilizantes usados para suicidio/intoxicagao por organofosforados).

Proteindria

A proteindria consiste no aumento da excrecao de proteinas pelo rim, desta forma, esta
determinagao tem valor de diagnostico e prognostico da doenga renal, além de permitir avaliar
a eficacia da terapéutica e evolucao da patologia.

Em condigoes normais, o rim tem a capacidade de reter as proteinas na corrente sanguinea
através da barreira de filtragcao glomerular, uma vez que esta apenas apresenta permeabilidade

para proteinas de baixa massa molecular, sendo estas reabsorvidas nos tlbulos proximais e

* Proteina Tamm-Horsfall: glicoproteinas secretadas por células tubulares.?



assim retomam a corrente sanguinea. Desta forma, numa situagao normal a quantidade de
proteina na urina é muito reduzida.”"'

A presenga de proteinas na urina pode ter varias causas, nomeadamente excesso de
proteinémia (exemplo: proteina de Bence Jones®), lesio glomerular, lesio tubular, proteiniria
pds-renal provocada por danos ou inflamagao do trato urindrio inferior.”"

A proteinuria glomerular pode ser originada por varias condigoes, como nefropatia
diabética, glomerulonefrite, nefrotoxicidade de origem medicamentosa, entre outras. As
glomerulonefrites sao caracterizadas pela disfungao do glomérulo, podendo levar a perda da
capacidade de filtracao das proteinas devido a alteragao da barreira de filtragao, como ocorre
na sindrome nefrotica. Nesta situagao, a albumina é a primeira proteina a ser eliminada na
urina, pois possui uma massa molecular proxima do limiar de filtragao. No inicio da lesao
glomerular, o aumento da excrecao de albumina é pouco expressivo, por esse motivo sao
utilizados imunoensaios para aumentar a sensibilidade de detegao da albumina. A presenga de
baixas concentracdes de albumina na urina denomina-se de microalbuminuria. Esta analise
proporciona um diagnostico precoce da lesio glomerular.”"

A proteinuria tubular é caracterizada pela presenca de proteinas de baixo peso molecular
na urina, devido a diminui¢ao da reabsorgao tubular. Desta forma, as proteinas filtradas nao
retomam a corrente sanguinea e sio eliminadas na urina.”""

O método de referéncia para a determinagao da proteindria preconiza o uso da amostra
de urina colhida em 24h, visto que ha variagdo da excregao de proteinas ao longo do dia.
Devido aos inconvenientes da colheita de urina durante esse periodo de tempo, sugere-se o
uso de amostras aleatorias de urina para a determinagao de proteinas, desde que a quantidade
destas seja expressa em relagao a quantidade de creatinina excretada, e assim anula a variagao

resultante da diluicio da urina."

Analise quimica do calculo renal

No laboratério do HUC é feita a andlise quimica de calculos renais através de métodos
colorimétricos. A finalidade desta analise consiste na determinagao semi-quantitativa dos
constituintes do calculo. Estes podem ser calcio, oxalato, fosfato, magnésio, acido urico e
cistina. A percentagem de cada constituinte é estabelecida consoante a comparagao visual

entre a escala de cores disponivel no kit e a solugao obtida.

® Proteina de Bence Jones esta associada ao Mieloma Multiplo.®



7.1.2. Avaliacdo do equilibrio hidro-eletrolitico

O equilibrio hidro-eletrolitico é mantido através da regulagao das concentragoes da agua e
dos eletrdlitos entre o espaco extracelular e intracelular. O espago extracelular é composto
pelo fluido intersticial e plasma, e os ides mais abundantes deste espago sao o sodio, o cloreto
e o bicarbonato, além destes o cilcio e o magnésio, que estao ligados a proteinas. No
compartimento intracelular, os eletrolitos mais abundantes sio o potassio, magnésio e
fosfato.”'* A diferenca de constituigio entre o espago intersticial e o interior da célula é o que
permite manter a neutralidade elétrica das células e gerar potencial de agao para ocorrer
contragao muscular e transmissao do impulso nervoso. Os desequilibrios hidro-eletroliticos
podem originar disturbios funcionais em todo o organismo, e consequentemente levar a
complicagoes potencialmente fatais. Desta forma, a avaliagao hidro-eletrolitica é importante
para avaliar a homeostase do organismo. No laboratério, esta avaliagao é feita através da
determinagao da osmolalidade, e essencialmente pelo doseamento das concentragoes
sanguineas do Na*, K" e CI', também denominado de ionograma. Além disso, também podem

ser doseados outros ides como HCO5', Mg**, Ca*, entre outros.”"

lonograma

i. Saddio

O sodio € o catiao que existe em maior quantidade no espago extracelular, sendo o iao
responsavel pela pressao osmotica e manutengao do volume do fluido extracelular. No espago
intracelular, o Na* apresenta uma baixa concentragio devido i acio da bomba Na'-K*ATPase
e pelo facto da membrana celular nio ser permedvel ao sédio.*'> O Na" é obtido
principalmente através da absorc¢ao gastrointestinal, e pode ser eliminado pela via renal. Os
rins sdo responsaveis pela regulagio de Na’, e por sua vez, pela regulacio de 4gua no fluido
extracelular. A ativagao sistema renina-angiotensina-aldosterona promove a reabsorgao de
sédio no tubulo distal. "

Um disturbio da homeostase da agua esta intrinsecamente relacionado com a alteragao da
homeostase do Na®. A hiponatrémia consiste na diminuicdo da concentragio sérica do Na’,
que pode resultar da perda de Na* ou do excesso de 4gua. Esta condicio clinica ocorre em
situagoes de vomitos persistentes, uso de diuréticos, queimaduras, perda gastrointestinal,
nefropatia tubular, hipotiroidismo, polidipsia, SIADH®, entre outros.” A pseudo-hiponatrémia
€ uma falsa diminuigao do valor de sédio. Esta situagao pode surgir devido ao aumento anormal

de macromoléculas, como os lipidos e as proteinas. Desta forma, a fragao de macromoléculas

¢ SIADH: Sindrome de secregao inapropriada da hormona ADH



do plasma aumenta de volume, e consequentemente a fragao aquosa diminui de volume. Assim
sendo, como o sédio esta contido na solugao aquosa, o seu doseamento sera incorretamente
baixo.'*"?

O aumento da concentragao plasmatica de sédio denomina-se de hipernatrémia, esta
condigdo deve-se a perda de dgua ou ao ganho excessivo de Na’. A hipernatrémia é comum

em situagoes de desidratagio, diabetes insipida, hiperaldosterismo, ou outras causas.”'*'®

ii. Potassio

O potassio é o principal catidao intracelular, a concentragao elevada dentro da célula é
mantida pela bomba Na’-K*ATPase, que promove o movimento do K* para o interior da célula
contrariando o gradiente de concentragdo. O K* é fundamental na manuteng¢io do potencial
de membrana que esta envolvido nos processos de excitagao e contragao celular. Tal como
acontece com o Na’, a concentragio de K também é regulada pelo rim. Neste caso, a ativagio
do sistema renina-angiotensina-aldosterona promove a secregao de K* no tubulo distal.>"*'¢

O desequilibrio da homeostase do K" estid associado a graves consequéncias, como
arritmias cardiacas e espasmos musculares. A hipocaliémia pode ter origem na perda de fluidos
com elevado teor de potassio. Estas situagoes sao associadas a causas como a perda
gastrointestinal ou renal, aumento da diurese, hiperaldosterismo ou uma situagao de alcalose.
Por outro lado, a hipercaliémia pode ser devido ao aumento da ingestao ou da retengao de
K. Isto pode ocorrer em situagdes de lesdo celular, nefropatia, desidratagio,
hipoaldosteronismo ou acidose metabodlica. A pseudo-hipercaliémia consiste num falso
aumento da concentragio K', que pode resultar de fatores pré-analiticos, nomeadamente

hemodlise, trombocitose ou leucocitose.”'®

. Cloreto

O cloreto é o principal aniao do espago extracelular, participando na manutenc¢ao da
pressio osmotica e no equilibrio eletrolitico e 4cido-base.”> A concentragio plasmética de CI
também é regulada pelo rim, este é responsével pela excrecio do excedente de CI"."

As causas de hipoclorémia sao semelhantes as causas de hiponatrémia, como quando ha
perda de cloreto em situagoes de vomitos, uso de diuréticos, ou aumento da quantidade de
agua, nomeadamente em situagoes de SIADH. Contudo, em situagoes de alcalose metabdlica
ou acidose respiratoria compensada, ha uma hipoclorémia sem existir diminuicao da
concentracao sérica de soédio, isto ocorre devido a retencao de bicarbonato, e
consequentemente aumento de CI.

A hiperclorémia ocorre em situagoes semelhantes as que dao origem a hipernatrémia,

nomeadamente desidratagao, queimaduras, ou aumento da reabsorcao renal de ClI". Contudo,
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no caso de acidose metabolica ou alcalose respiratoria, ha aumento da concentragao de CI

devido 2 compensagao renal pela excregio de bicarbonato.'®'*'®

Bicarbonato

O HCOy é um aniao essencial para a homeostase acido-base, pois desempenha um papel
importante como sistema tampao da corrente sanguinea. O rim contribui para a regeneragao
e reabsorcao de HCOj, permitindo a regulagio da concentragao plasmatica desta
substincia.'® O desequilibrio acido-base pode resultar numa condigio patolégica de acidose
ou alcalose. A acidose metabdlica consiste na acumulagao de acido no organismo, que resulta
na diminuicao do pH. Desta forma, ha consumo do sistema tampao que € constituido por
HCOy5, e por isso vai haver diminuicao da sua concentragao sanguinea. Por outro lado, a
alcalose metabdlica consiste na acumulagao de bases, e assim, o pH esta aumentado e ha

excesso de HCO;'2

Osmolalidade

O conceito de osmolalidade é definido como a concentragao total de particulas por unidade
de volume de agua, ou seja, reflete o equilibrio de todos os solutos entre o compartimento
extracelular e intracelular. As substancias que contribuem mais para a osmolalidade plasmatica
sao Na’, CI, glicose e ureia.>'*'* A osmolalidade do soro é calculada através de formulas, como
a que esta citada em baixo."

Osm (mOsm/kg H,0) = (2 X [Na*]) + (1,4 X [glucose]) + (1,2 X [ureia])
A osmolalidade da urina e de outros liquidos bioldgicos é determinada no osmémetro, por

crioscopia através do ponto de congelagao.
7.1.3. Avaliacdo da funcao hepato-biliar

O figado tem um papel fundamental na homeostase de todo o organismo, visto que
participa na digestao dos alimentos, na sintese de substincias essenciais para o organismo e
na biotransformagao de moléculas toxicas, permitindo assim a eliminagao das mesmas. Além
disso, o figado também esta envolvido na fungao enddcrina, através da sintese e catabolismo
de hormonas.”

A unidade funcional do figado é o lobulo hepatico que é constituido por 6 acinos. Cada
acino contém a triade porta formada pela veia porta, artéria hepatica e ducto biliar. Este
sistema ramifica-se, permitindo o contacto da unidade funcional com a unidade metabdlica, o
hepatocito.

As substancias absorvidas a nivel intestinal sio metabolizadas pelos hepatocitos. Estas

células sao responsaveis pela realizacao da maior parte da fungao metabdlica, excretora e
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sintese hepatica. Os hepatdcitos produzem os sais biliares e a bilis, que sao substancias
importantes para a digestido e absorgio dos lipidos ingeridos na dieta.”

A avaliagao hepatica inclui o estudo da funcdo e lesao hepdtica através de testes
laboratoriais que permitem avaliar precocemente a alteracao da fungao e a ocorréncia de lesao
hepatocelular. A determinagao das enzimas hepaticas permite avaliar ambas as situagoes
referidas anteriormente. As principais enzimas hepaticas sao compostas pela alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT) e
fosfatase alcalina (ALP). A alteragao da atividade enzimatica indica a presenca de patologias do
figado ou obstrugiao no fluxo biliar.> A determinagio sérica destas enzimas permite fazer a
distingao entre estas duas causas. O aumento dos niveis de ALT e AST no soro pode ser
indicativo de lesao hepatocelular. No entanto, o aumento sérico dos niveis da GGT e ALP
sugerem a ocorréncia de colestase.”

A funcao de sintese hepatica é responsavel pela produgao de moléculas necessarias para o
organismo. O figado regula o metabolismo dos hidratos de carbono através da produgao de
glicose em situagoes de jejum. Do mesmo modo, este 6rgao também controla o metabolismo
lipidico, estando envolvido na sintese e digestao de lipidos. Além disso, é responsavel pela
sintese de proteinas plasmaticas e fatores de coagulacao. A avaliacao da fun¢ao de sintese é
realizada através da determinagao sérica da glucose, proteinas, albumina e determinagao do
tempo de protrombina.?

A fungao excretora é caracterizada pela biotransformagao da bilirrubina. A avaliagao desta
funcao hepatica é feita através da determinagao da bilirrubina e acidos biliares, tanto no soro
como na urina.”

A regulagao metabdlica desempenhada pelo figado é avaliada através da determinagao sérica
da aménia e ureia, resultantes do catabolismo de proteinas.’

De seguida, sao apresentados os biomarcadores usualmente utilizados na avaliagao hepatica

e uma breve explicagao acerca de cada um deles.

Aminotransferases

As aminotransferases ou transaminases sao enzimas produzidas de forma predominante
nos hepatocitos. Estas enzimas catalisam uma reagao reversivel que consiste na transferéncia
do grupo amina de um aminoacido para o a-cetoglutarato, dando origem ao cetoacido
correspondente ao aminodcido inicial e ao glutamato.**

As isoenzimas mais relevantes na pratica clinica sao a aspartato aminotransferase (AST) e

a alanina aminotransferase (ALT). A especificidade de cada enzima deve-se ao aminoacido

dador do grupo amina, aspartato no caso da AST e alanina no caso da ALT.> A determinagio
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sérica das aminotransferases € Util para o diagnostico de doengas hepaticas, pois na ocorréncia
de lesao hepatica, estas enzimas sao libertadas para a corrente sanguinea e ha um aumento da
sua concentracao. No entanto, deve ser considerado o contexto clinico do paciente, pois os
niveis séricos destas enzimas variam consoante muitos fatores como o sexo, a idade e

administracio de determinados farmacos.”

i. Aspartato aminotransferase (AST)

A AST é uma enzima localizada no citoplasma e na mitocondria, e estd amplamente
distribuida por todo o organismo. Esta presente numa grande variedade de tecidos
nomeadamente o coragao, figado, mulsculo esquelético e rim. Por essa razao, nao é um
biomarcador hepatico muito especifico e o seu aumento na corrente sanguinea pode indicar

lesio hepatocelular, muscular ou outra condigio fisioldgica.”'**

ii. Alanina aminotransferase (ALT)

A ALT é uma enzima exclusivamente citoplasmatica e esta presente em elevadas
concentragoes nos hepatdcitos, e em menor quantidade no rim, coragao e musculo
esquelético. Assim sendo, a ALT é a enzima hepatica mais especifica, e por isso € considerada

um excelente biomarcador da lesio hepatocelular.”*

Gama-Glutamiltransferase (GGT)

A GGT catalisa a degradagao de peptideos e transporta aminoacidos e peptideos através
da membrana celular. Esta enzima esta presente no tubulo renal, figado, pancreas e trato biliar.
Um valor elevado da concentragao sérica da GGT é sugestivo de uma obstrugao do fluxo
biliar, um distdrbio tubular renal ou outras causas, como a ingestao continua de alcool. Apesar
da GGT ser um biomarcador sensivel nao tem especificidade, entao o seu uso isolado é
limitado para o diagnostico da doenga hepatobiliar. Assim sendo, é importante o doseamento
simultaineo da GGT e da ALP, pois ambas encontram-se elevadas em patologias como,

colestase, cirrose biliar primaria, neoplasia das vias biliares, entre outras.””

Fosfatase Alcalina (ALP)

A enzima ALP tem uma distribuicao ampla no organismo, mais particularmente, no figado,
ductos biliares, tecido 6sseo, intestino, rim e placenta.””

O aumento sérico da concentragao da ALP é essencialmente indicativo de patologia
hepatica devido a colestase, ou doengas Osseas devido ao aumento da atividade dos
osteoblastos. Este biomarcador também tem baixa especificidade, e por essa razao a sua

determinagao deve ser feita em conjunto com a GGT para comprovar a origem do seu



aumento, como dito anteriormente. O aumento da concentracao de ALP na corrente

sanguinea também se verifica de forma fisioldgica ao longo da adolescéncia e gravidez.*"

Bilirrubina

A bilirrubina consiste num pigmento derivado da degradagio do grupo heme das
hemeproteinas (hemoglobina, mioglobina e outras). A produgao de bilirrubina inicia-se na
transformagao do grupo heme em bilirrubina nao conjugada, uma substancia lipossoltvel que
necessita de estar ligada a albumina para circular na corrente sanguinea.”” O figado capta a
bilirrubina nao conjugada, e a biotransformagao desta molécula decorre nos hepatocitos. A
biotransformagao consiste na conjugagao da molécula de bilirrubina com o acido glucoronico,
formando a bilirrubina conjugada. Este produto apresenta uma elevada polaridade e é soluvel
em agua, como tal, nao necessita de transportador para circular no sangue, e assim pode ser
facilmente eliminada do organismo.”® A bilirrubina conjugada é secretada através dos
canaliculos biliares para ser armazenada na vesicula biliar ou é excretada diretamente para o
intestino. No intestino a bilirrubina é convertida em urobilinogénio por agao das enzimas
bacterianas da microbiota intestinal. Cerca de 30% desse urobilinogénio é reabsorvido na
mucosa intestinal e entra no circuito entero-hepatico, no qual 20% é novamente excretado
para o intestino através dos canaliculos biliares e 10% do urobilinogénio entra na circulagao
sanguinea e é eliminado através do rim na forma de urobilina devido a presenca de oxigénio.****

Na Figura 2 esta demonstrado o metabolismo da bilirrubina.

. Bilirrubina ndo
Hemeproteinas —>

conjugada
|

v

Bilirrubina ndo conjugada

ligada a albumina Intestino
Conjugagdo da bilirrubina Enzimas . Urobilinogénio Eliminado pelo rim na

com &cido glucorénico bcterignas — forma de urobilina

1 Estercobilinogénio Urobilina
Bilirrubina conjugada - Estercobilina » 20% &cretado
p v ~_.paraintestino Rins
Fi gado 30% reabsorvido circuito e
entero-hepatico ! 10% na corrente
70 % Eliminado nas fezes. ! sanguinea

vy
90% eliminado nas fezes

Figura 2: Representacdo esquemadtica do metabolismo da bilirrubina.
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A bilirrubina direta é a fragao de bilirrubina que foi conjugada com o acido glucorénico e é
soliivel em agua. Enquanto que, a bilirrubina indireta € a bilirrubina nao conjugada com o acido
glucorénico.

O excesso da concentragao de bilirrubina na corrente sanguinea denomina-se de
hiperbilirrubinémia, e esta pode originar ictericia. Esta condi¢ao é caracterizada pela deposicao
de pigmentos biliares na pele, adquirindo uma cor amarela-esverdeada. O aumento de
bilirrubina na corrente sanguinea pode ser devido ao excesso de bilirrubina nao conjugada, de
bilirrubina conjugada, ou de ambas.’® Na Tabela Il estio indicadas as causas da

hiperbilirrubinémia conjugada e nao conjugada.

Tabela llI: Causas de hiperbilirrubinémia ndo conjugada e hiperbilirrubinémia conjugada.

Hiperbilirrubinémia nao conjugada Hiperbilirrubinémia conjugada
Aumento da produgao da bilirrubina Colestase intra-hepatica
e Anemia hemolitica e  Cirrose biliar primaria®
e Hepatite alcodlica e nao alcodlica
e  Farmacos
e Gravidez
e Condicdes hereditarias
Falha na captagdo da bilirrubina no figado Lesao hepatocelular
e Faléncia hepatica e Hepatite viral, alcodlica e nio alcodlica
e Farmacos e Doenga hepatica autoimune

e Neoplasias (carcinoma hepatocelular)
e  Farmacos
e Condi¢cdes metabdlicas hereditarias

Falha na conjugacao da bilirrubina Colestase extra-hepatica
e Patologias genéticas: Sindrome de Gilbert®; e Coledocolitiase (calculo biliar)
Sindrome Crigler-Najjar’ ¢ Neoplasias (cancro pancreatico)
e Farmacos e Pancreatite aguda ou crénica
e Cirrose avangada e Colangite esclerosante primaria®

Na pratica clinica é feito o doseamento da bilirrubina total, que consiste na soma das duas
fragoes descritas anteriormente. Caso se verifique um aumento na bilirrubina total, é feito o
doseamento da bilirrubina direta. A bilirrubina indireta é obtida pela diferenga entre as
bilirrubinas total e direta. Estas determinagoes analiticas permitem fazer um diagnostico

diferencial do tipo de hiperbilirrubinémia.

4 Cirrose biliar primaria é uma doenca hepatica resultante da destruigdo dos ductos biliares no interior
do figado .2

e

Sindrome de Gilbert é uma condigdo hereditaria que consiste na deficiéncia da enzima

gluconiltransferase hepatica.”

' Sindrome Crigler-Najjar é uma doenca caracterizada pela auséncia ou deficiéncia da UDP-glucuronil.?

& Colangite esclerosante primaria consiste numa inflamag¢do dos ductos biliares extra-hepaticos,
tornando-os rigidos e estreitos.
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A hiperbilirrubinémia pré-hepatica é originada pelo excesso de bilirrubina nao conjugada na
corrente sanguinea. A causa mais comum desta hiperbilirrubinémia é a ocorréncia de hemolise
que provoca o aumento da degradacao da hemoglobina. Desta forma, a produgao de
bilirrubina excede a capacidade de excregao hepatica e ha um aumento de bilirrubina nao
conjugada.’®”® O diagnéstico desta hiperbilirrubinémia deve ser complementado com a
visualizagdo de um esfregago sanguineo, teste de Coombs e determinagao sérica da
hemoglobina e haptoglobina para comprovar a ocorréncia de hemélise.”>** Neste caso, como
nao ha lesdo hepatica, os restantes testes da fungao hepatica nio estio alterados.”

A hiperbilirrubinémia hepatica esta relacionada diretamente com o funcionamento hepatico
e pode ocorrer o aumento da concentragao da bilirrubina conjugada, nao conjugada ou
ambas.” Se houver excesso de bilirrubina nao conjugada, a causa deve-se a incapacidade de
captagao ou conjugacao da bilirrubina por parte dos hepatécitos. Neste caso, como a
bilirrubina nao consegue ser conjugada, nao ha presenca de bilirrubina ou urobilinogénio nas
fezes e na urina.” Por outro lado, o aumento da bilirrubina conjugada pressupde que o figado
tem capacidade de conjugagao, entao a falha ocorre na secregao pelos canaliculos biliares. Esta
situacao € causada pela lesao hepatocelular, e entao é caraterizada pela alteragao de outros
parimetros bioquimicos como o aumento da ALT e AST.?

A bilirrubina vai acumular-se no sangue e como tem elevada solubilidade pode ser excretada
na urina, que ird apresentar uma coloragao escura. Neste caso, vai ocorrer uma diminuigao
do urobilinogénio por consequéncia da redugao da bilirrubina no intestino. Esta situacao
também pode ocorrer na presenca de uma colestase intra-hepatica, mas nesta situacao ha o
aumento da GGT, ALP, ALT e AST.

A hiperbilirrubinémia pos-hepatica ocorre quando ha uma obstru¢ao no fluxo biliar. A
colestase impede a passagem da bilis e esta nao alcanga o intestino. Desta forma, a
permanéncia da bilirrubina nos canaliculos biliares vai provocar destruicao celular, e assim ha
um aumento da concentragao sérica da GGT e ALP. A bilirrubina conjugada passa para a
corrente sanguinea e assim € eliminada na urina, que vai apresentar uma coloragao muito
escura devido a presenca de bilirrubina. Além disso, a urina nao vai conter urobilinogénio, pois
este nao ira ser produzido no intestino. As fezes vao ter uma aparéncia descolorada, pois

também nio contém urobilinogénio.”***

Proteinas totais

A determinagao de proteinas totais inclui todas as proteinas plasmaticas circulantes, em
que a maioria sao sintetizadas no figado. As proteinas sao essenciais na manutengao da pressao

oncética e na sua fungio de sistema tampio no espago intravascular.’
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A concentracao plasmatica resulta do turnover proteico, tendo em conta a sintese e a
degradagao das proteinas. O doseamento € util para o diagndstico e avaliagao de disturbios
metabdlicos, estados de hidratagao, estados nutricionais, patologias hepaticas, patologias
renais, entre outras. Qualquer alteragao na proteinémia sugere uma analise adicional por
eletroforese de proteinas.’

A causa mais comum de hiperproteinémia é a desidratacdo devido a hipovolémia. No
entanto, numa situagao de hiperproteinémia, é realizada uma eletroforese de proteinas para
esclarecer o motivo dessa alteragao. O proteinograma representado na Figura |, apresenta
uma situagao normal do perfil de proteinas.

Por outro lado, a hipoproteinémia pode ser causada por hepatopatias, neoplasias,
queimaduras, hemorragias, sindrome nefrotica, entre outras. Hipoproteinémia acentuada
também se verifica em situagao de lesao hepatica crénica. Contudo, numa lesao hepatica

aguda, a reducio das proteinas é pouco expressiva.’

Albumina

A albumina ¢ sintetizada exclusivamente no figado, e como tal permite avaliar a fungao de
sintese hepatica.”” Esta proteina é a principal proteina plasmatica, responsavel pela manutengio
da pressio oncética e pelo transporte de moléculas na corrente sanguinea.”*

A hipoalbuminémia, diminuicao da concentragao plasmatica da albumina, pode ocorrer
como resultado da diminuicao da sintese associada a doenga hepatica ou pelo aumento da
perda renal ou gastrointestinal, associada a sindrome nefrotica e enteropatias, respetivamente.
Outras causas da diminuigao plasmatica da albumina incluem a desnutrigao, queimaduras e o
processo inflamatoério, pois a albumina é uma proteina de fase aguda negativa. A diminuigao da
albuminémia pode originar complicagoes clinicas como edema, hiperbilirrubinémia e
hiperlipidémia. Por outro lado, a hiperalbuminémia, o aumento da concentragao plasmatica da
albumina, esta geralmente associada a situagdes de desidratacao grave.”*

A determinacao sérica da albumina é considerada um teste de fun¢ao da sintese hepatica.
O tempo de semi-vida da albumina é cerca de 20 dias, portanto, esta proteina tem um turnover
lento. Deste modo, é considerado um bom indicador de cronicidade para doencgas hepaticas,
visto que a diminuicao da albuminémia é mais acentuada em situagoes crénicas do que em
situagoes de patologia hepatica aguda.

A interpretagao do doseamento da albumina deve ser feita tendo em consideragao outras
determinagoes, como € o caso da avaliagdo do tempo de protrombina, que permite avaliar a

atividade das proteinas de coagulagao sintetizadas no figado, nomeadamente os fatores |, Il, V,
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VIl e X. Desta forma, o tempo de protrombina também permite avaliar a capacidade de sintese
hepatica.”®*

A associagao entre a albumina e o tempo de protrombina permite excluir as alteragoes
destes parametros de origem extra-hepatica. A albumina pode estar diminuida devido a
sindrome nefrotica, ma absorgao e desnutricao, e o tempo de protrombina pode estar
aumentado pela deficiéncia de vitamina K.

Se o tempo de protrombina for prolongado por doenga hepatocelular, também se verifica

a diminuigao da concentragao plasmatica da albumina.****

7.1.4. Avaliacdo do perfil lipidico

Os lipidos sao moléculas hidrofébicas e soluveis em solventes organicos. Estes compostos
sao essenciais no organismo porque realizam fungoes endocrinas, energéticas, estruturais e
ainda participam na digestio.*”

Os lipidos circulam no plasma incorporados em lipoproteinas, ou de forma livre ligados a
albumina, como os acidos gordos. As lipoproteinas sao constituidas por triglicéridos,
colesterol, fosfolipidos e apolipoproteinas. As lipoproteinas plasmaticas incluem os
quilomicron, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade
intermédia (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade
(HDL). Estas apresentam diferentes proporg¢oes no seu conteudo proteico e lipidico, e isso
permite classifici-las de acordo com as diferentes densidades (Anexo lll, Tabela VII).?*

A determinagao laboratorial do perfil lipidico contribui para o diagndstico e tratamento de
patologias relacionadas com o metabolismo das lipoproteinas. Além disso, permite avaliar o
risco de aterosclerose. Esta patologia consiste num estado inflamatoério crénico provocado
pela formagao de placas ateroscleroticas na parede interna das artérias de maior calibre. O
processo aterosclerotico esta associado a um maior risco de desenvolver doenga
cardiovascular (DCV), uma das maiores causas de morte em todo o mundo.”® Os fatores de
risco contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose, estes incluem a obesidade,
hipertensao, diabetes, histérico familiar, idade, sexo, niveis elevados de colesterol LDL, niveis
diminuidos de colesterol HDL e um estilo de vida pouco saudavel (dieta rica em gorduras,
vida sedentdria, tabaco e stress).”’*®

Os parametros analiticos determinados para estimar o risco de desenvolver doenca

aterosclerética sio: colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicéridos (TG).”

Colesterol total

O colesterol advém essencialmente da sintese hepatica, e uma pequena porgao deriva da
dieta. Esta molécula exerce fun¢oes bioldgicas essenciais para todas as células do organismo,
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pois € um constituinte da membrana celular e de lipoproteinas, além de ser um precursor da
sintese de hormonas esterdides e 4cidos biliares.”

A homeostase celular do colesterol é assegurada pelo influxo e efluxo do colesterol,
fungoes desempenhadas pelas lipoproteinas LDL e HDL, respetivamente. O aumento do
colesterol intracelular é toxico para a célula, por isso sao desencadeados varios mecanismos
a fim de colmatar esse excesso. Desta forma, ocorre a inibicao da sintese de colesterol e da
expressao de recetores LDL na superficie celular, o que vai impedir a captacao das LDL da
corrente sanguinea. Além disso, o excesso de colesterol pode ainda ser armazenado no
interior da célula ou removido da célula através do transporte reverso do colesterol realizado
pelas HDL.?

Na pratica clinica, a determinagao do colesterol total permite ter uma visao geral do
metabolismo das lipoproteinas, neste sentido, contribui para o diagnéstico de dislipidémias e

avalia o risco de desenvolvimento de aterosclerose e DCV.

Colesterol HDL

A lipoproteina de elevada densidade (HDL) é composta por cerca de 50% de proteina,
principalmente pela apolipoproteina A, (ApoA). Esta lipoproteina é responsavel pelo
transporte reverso do colesterol, que consiste no efluxo do excesso de colesterol das células
periféricas para as células hepaticas, onde decorre a excregao de colesterol. Além disso, a
HDL também é anti-aterogénica e impede a formagao de placas ateroscleroticas devido as
suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, anti-trombédticas e anti-apoptoticas. Desta
forma, considera-se que as HDL tém um papel protetor cardiovascular, e por isso, a
determinagao laboratorial destas particulas é fundamental para estimar o risco aterosclerotico.
Como as HDL sao marcadores negativos de risco cardiovascular, o aumento da concentragao
plasmatica de HDL esta associado a uma redugao do risco de DCV. A concentragao de HDL

é determinada através do doseamento de colesterol HDL ou do doseamento de ApoA,.****

Colesterol LDL

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é constituida essencialmente por colesterol e pela
apolipoproteinaB,o, (ApoB, ). Esta particula é o principal transportador do colesterol do
figado para células periféricas. A concentragao plasmatica da molécula de LDL depende dos
niveis plasmaticos de VLDL e da quantidade de recetores de LDL no figado. O aumento da
quantidade plasmatica de TG e alguns fatores metabodlicos contribuem para o aumento das
VLDL no plasma, que por sua vez levam ao aumento plasmatico das LDL pela agao da
lipoproteina lipase.’’ A expressio de recetores LDL nos hepatécitos é modulada pela

necessidade de colesterol da célula. Assim sendo, quanto maior for a concentragao de
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colesterol intracelular, menos colesterol é necessario na célula, e entao, menos recetores LDL
sao expressos a superficie celular. Desta forma, ha menos captagao das moléculas LDL da
corrente sanguinea e assim os niveis plasmaticos de colesterol LDL aumentam.’

O aumento dos niveis de colesterol LDL no plasma, denomina-se de hipercolesterolémia
LDL. Esta condigao tem um elevado impacto no desenvolvimento de aterosclerose. A LDL é
a principal responsavel pelo desenvolvimento desta doenga devido ao facto de ser a mais
abundante no plasma e a mais aterogénica. A suas caracteristicas aterogénicas incluem a
capacidade de entrar na parede da artéria, devido ao seu tamanho reduzido e a alteragao da
ApoB,q, que leva a oxidagao da lipoproteina como consequéncia do aumento de tempo de
permanéncia no plasma.”’”'

A avaliagao do colesterol LDL é feita pela determinagao direta de colesterol LDL ou a

quantificagao da ApoB. Esta andlise laboratorial permite estimar o risco de DCV e monitorizar

o tratamento com hipolipemiantes.

Triglicéridos

Os triglicéridos (TG) sao compostos por trés moléculas de acidos gordos e uma molécula
de glicerol. Estes sao uma fonte de energia nas células periféricas, e podem ser obtidos através
da dieta ou sintetizados endogenamente pelo figado. A elevada concentragao de TG e
lipoproteinas ricas em TG esta intimamente relacionada com o aumento do risco de DCV,
devido ao facto dessas lipoproteinas darem origem a lipoproteina LDL. Desta forma, a

avaliagio de TG também deve ser considerada para estimar o risco de DCV.**®
7.1.5. Avaliacdo da funcao cardiaca

As patologias cardiacas mais comuns sao a insuficiéncia cardiaca e a doenc¢a isquémica aguda.
Esta Ultima pode ser consequéncia da aterosclerose, e pode ter complicagoes graves como o
enfarte agudo do miocardio (EAM). A ocorréncia do EAM pode ser provocada por uma
obstrugao das artérias coronarias, o que leva a diminui¢ao da oxigenagao do musculo cardiaco,
resultando na lesao ou morte do miocardio. Este evento causa a libertacio de enzimas e
proteinas estruturais cardiacas, que podem ser utilizadas como biomarcadores da lesao do
miocardio. A determinagao de biomarcadores cardiacos na corrente sanguinea permite fazer
o diagnostico da doenga cardiaca, dado que a avaliagao simultanea de todos estes parametros
dad uma visao geral da funcao cardiaca, e nem sempre é possivel detetar anomalias no
eletrocardiograma. Desta forma, o laboratério tem um papel fundamental no doseamento da
mioglobina, isoforma MB da creatina cinase (CK-MB), peptideos natriuréticos, troponinas
cardiacas (cTns), mais especificamente a troponina | cardiaca (cTnl) e a troponina T cardiaca
(cTnT), e proteina C reativa de alta sensibilidade (hs-PCR).>*%*
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Mioglobina

A mioglobina é uma hemeproteina responsavel pela ligagdo do oxigénio nas células
musculares. O aumento da mioglobina na corrente sanguinea pode ser devido a lesao do
musculo esquelético ou musculo cardiaco, entre outras causas. No entanto, a determinagao
desta proteina contribui para o diagnéstico de EAM, uma vez que é um marcador com elevada
sensibilidade, pois o seu aumento ocorre | a 4h apos a lesao. Apesar de ser um biomarcador
precoce, a sua utilidade ¢ limitada, pois nao tem especificidade, e assim nao permite distinguir
o EAM de outro tipo de lesao muscular. Além disso, a mioglobina tem um periodo curto de
detecdao na corrente sanguinea, dado que tem uma baixa massa molecular e é rapidamente

eliminada pela via renal.*

Creatina cinase

A creatina cinase (CK) é uma enzima que catalisa a fosforilagao da creatina nas células do
musculo e cérebro. Esta enzima é composta pelas subunidades M e B, e assim resultam 3
isoenzimas, intituladas de creatina cinase do tecido cerebral (CK-BB) ou CK,, creatina cinase
do musculo cardiaco (CK-MB) ou CK,, e creatina cinase do musculo esquelético (CK-MM) ou
CK;. O musculo cardiaco tem mais quantidade da isoforma CK-MB, apesar desta também
estar presente em poucas quantidades no musculo esquelético. Por isso, a CK-MB é a isoforma
mais especifica do miocardio. O aumento da CK-MB no sangue deve-se essencialmente ao
dano celular do tecido cardiaco. Esse aumento verifica-se 4 a 8h apds a ocorréncia dos
primeiros sintomas e atinge o valor maximo entre as 18 e 24h. A determinagao da CK-MB é
importante no diagnostico de EAM em conjunto com a avaliagao dos outros biomarcadores

cardiacos.”*

Peptideos natriuréticos

O peptideo natriurético tipo B (BNP) é sintetizado e libertado pelos miocardios dos
ventriculos em situagoes de stress ou tensao na parede dos ventriculos. A sintese € iniciada
com a formagao do pro-BNP, que posteriormente é clivado originando a por¢ao N-terminal
do pro-BNP (NT-proBNP) e o BNP fisiologicamente ativo. Esta substancia é responsavel pela
inibicao do sistema renina-angiotensina-aldosterona e do sistema nervoso simpatico,
promovendo a vasodilatagdo, a natriurese e a diurese. Variados fatores influenciam a
concentragao sanguinea do BNP, nomeadamente a idade, o sexo, obesidade, fungao renal,
alteracdes estruturais e funcionais cardiacas, entre outros.”***

A disfungao cardiaca origina uma sobrecarga do volume de sangue no ventriculo, causando

um aumento de pressao na parede ventricular. Como resposta fisioldgica a esta situagao, os

niveis de BNP e NT-proBNP aumentam na corrente sanguinea. Desta forma, a quantidade de
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BNP é inversamente proporcional a capacidade funcional dos ventriculos. Considera-se entao
que o BNP é um biomarcador sensivel a alteragoes do ventriculo, e por isso, a determinagao
do BNP ou NT-proBNP no sangue é crucial para o diagnostico de insuficiéncia cardiaca. Esta
patologia é caracterizada pela incapacidade do coragao bombear sangue suficiente para todos
os tecidos do organismo. Por isso, um diagnostico célere é fundamental para implementar uma
terapéutica eficaz, e assim reduzir a morbilidade e a mortalidade associadas a esta doenca.”*

O BNP e o NT-proBNP também podem estar aumentados no sangue apos a ocorréncia
de um evento isquémico. O NT-proBNP pode ser util para o diagnostico de EAM e para
identificar o local onde ocorreu o EAM.*> O BNP nio é utilizado no diagnéstico de EAM
porque nao é suficientemente sensivel, nem especifico. Contudo, sao Uteis como marcadores
de prognéstico apés um EAM para posterior orientagio terapéutica.™

Na pratica clinica, a diferenca entre o BNP e o NT-proBNP resume-se ao facto do NT-
proBNP apresentar uma maior estabilidade, uma semi-vida mais longa devido a uma eliminagao
mais lenta, e atingir concentragoes sanguineas mais elevadas. A determinagao do BNP e do
NT-proBNP ¢é realizada numa amostra de sangue com EDTA. Ambas as substancias
apresentam sensibilidade e especificidade semelhante, e podem ser usadas para o diagnéstico

e monitorizacio de insuficiéncia cardiaca.”*

Troponinas cardiacas

As troponinas sao proteinas estruturais da fibra muscular que regulam a contragao cardiaca.
O complexo é constituido por 3 subunidades, intituladas de troponina C, troponina T e
troponina I. A cTnl e cTnT, expressas no musculo cardiaco, apresentam ligeiras diferencas
face as troponinas encontradas em outros musculos, como tal, estas isoformas sao mais
especificas do musculo cardiaco. Desta forma, 4 a 8h apos a ocorréncia da lesao do miocardio,
ha a libertagao de cTnT e cTnl para o sangue. Estas atingem o seu nivel maximo entre as |12 e
24h e permanecem na corrente sanguinea durante | semana.”*

As cTns s3o consideradas marcadores ideais para o diagnostico de EAM, pois tém elevada
especificidade e sensibilidade, sao substancias estaveis na corrente sanguinea, permanecem
tempo consideravel no sangue, e em condigdes normais surgem no plasma em baixas
concentragoes. Contudo, o aumento sérico das cTns pode ser devido a outras patologias, por
isso é indispensavel o contexto clinico e uma analise de todos os biomarcadores cardiacos
paralelamente.”

Atualmente, sdao utilizados ensaios de troponina de alta sensibilidade (hs-cTn), que
permitem determinar baixas concentragoes de troponinas cardiacas. O método utilizado na

avaliagao da hs-cTnl e hs-cTnT consiste num imunoensaio caracterizado por um baixo limite
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de detegao e uma elevada sensibilidade, que consequentemente diminui a ocorréncia de falsos
resultados. Neste sentido, esta anadlise permite a detegao mais precoce dos niveis de cTn no
plasma, o que possibilita excluir ou confirmar o diagnostico de um EAM num estado muito
prematuro. Deste modo, a diminui¢ao do tempo de diagnostico contribui para a redugao da
morbilidade e mortalidade atribuida a esta patologia. A Sociedade Europeia de Cardiologia
recomenda a realizagao da andlise da hs-cTnl e hs-cTnT no momento da admissao hospitalar
e a repeticao apds 3h, a fim de interpretar a cinética das troponinas para determinar se ha
aumento ou declinio dos valores do biomarcador. Caso se verifique o aumento do valor de

cTn, e em conjunto com outros dados clinicos, é estabelecido o diagnéstico de EAM.*
1.1.6. Outros doseamentos

Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é sintetizada no figado. Esta é a proteina positiva de fase aguda
mais sensivel, assim sendo, o aumento da sua concentragao plasmatica verifica-se em variadas
. ~ . ~ . ~ ~ . . 237

situagoes, nomeadamente em estados de inflamagao, infecao, lesao tecidular e neoplasias.

A PCR de alta sensibilidade (hs-PCR) é uma técnica com limite de detegao mais baixo que
os métodos convencionais, ou seja, permite a determinagao de concentragoes muito baixas
de PCR. Desta forma, a hs-PCR ¢ util na avaliagao do risco cardiovascular, pois o aumento
ligeiro da concentragao plasmatica de PCR esta associado ao processo aterosclerotico. Assim,

o valor de hs-PCR correlaciona-se positivamente com o aumento do risco cardiovascular.>”’

Glicose

A glicose é um hidrato de carbono derivado da dieta ou produzido endogenamente pelo
figado. Esta molécula é a principal fonte de energia para o organismo, como tal, o nivel de
glicose no sangue varia no decorrer do dia, consoante a ingestao de alimentos e o gasto de
energia. A glicémia é regulada por hormonas produzidas no pancreas, como a insulina e o
glucagon.’

A hipoglicémia pode ser causada por doenca hepatica, insuficiéncia renal grave, septicémia,
neoplasias, deficiéncia hormonal, deficiéncia nutricional, hiperinsulinémia devido a neoplasia
pancreatica, hiperinsulinémia devido a insulinoterapia excessiva, ou induzida por farmacos ou
alcool >

A hiperglicémia esta associada a anomalias no mecanismo de agao da insulina, sendo esta a
causa mais comum de diabetes mellitus. A diabetes mellitus € uma desordem metabdlica que

consiste na incapacidade da regulagio da glicémia.” O diagnéstico de diabetes mellitus é feito

pela confirmagao de um dos seguintes parametros enunciados na norma da Direcao Geral de
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Saude (DGS): glicémia em jejum 2 126mg/dl, ou glicémia ocasional 2 200mg/dl no caso de
existir sintomas tipicos de diabetes, ou glicémia 2 200mg/dl as 2h na prova de tolerancia a
glucose oral (PTGO)", ou hemoglobina glicada (HbA ) 26,5%.3%

A determinagao analitica da glicose é dos parametros mais realizados na rotina laboratorial.
Esta andlise é realizada nos varios tipos de amostras, nomeadamente sangue, urina, LCR e
outros fluidos biologicos. O doseamento da glicose sanguinea é essencial para o diagnostico e
monitorizagao da diabetes. A determinagao da glicose no LCR é importante no diagnostico de
meningites bacterianas, pois ha consumo de glicose pelos microrganismos e leucécitos. A
glicosuria pode ocorrer devido a nefropatias ou como consequéncia de hiperglicémia. A
glicose na urina é determinada numa amostra de urina de 24h, que deve ser conservada com
acido acético glacial para impedir a proliferagao bacteriana e assim evitar o consumo da

glicose.?

Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada A,. (HbA,.) € a fragao principal das glicohemoglobinas. A alteragao
desta proteina ocorre devido a ligagao irreversivel entre a glicose e a cadeia  da hemoglobina.
A HbA  reflete a glicose plasmatica durante os ultimos 3 meses, por isso € um 6timo indicador
no diagndstico, prognostico e monitorizagao da diabetes, pois permite uma avaliagao

*! O doseamento da HbA . nio necessita da colheita de sangue em

retrospetiva da glicémia.”
.. . , ~ .~ . o 41

jejum, por isso, € um parametro de eleicao para o controlo dos doentes diabéticos.” Esta
analise é feita na amostra de sangue com EDTA através da técnica de HPLC. No caso de haver
resultados anémalos, interferéncias ou presenca de outras variantes de hemoglobina, é feita

uma analise confirmatoéria por eletroforese capilar da hemoglobina.

" PTGO consiste no doseamento da glicémia antes e ap6s 2h da ingestdo de uma solugio com 75g de
glucose. No diagnostico de diabetes gestacionais nas gravidas, os doseamentos da PTGO sio efetuados antes, |
e 2h ap6s a administragio da solugio.*”*
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8. Microbiologia

O setor de microbiologia esta dividido nos seguintes sub-setores: bacteriologia,
micobacteriologia, micologia, parasitologia e virologia.

O laboratério de microbiologia contém uma zona de recegao de amostras, onde se
confirmam as condi¢coes da amostra e se efetua a integragao no sistema informatico. Nesse
momento sao geradas as etiquetas de identificagdo com os respetivos meios de cultura para a
sementeira, de acordo com o tipo de amostra biologica. Esta automatizagao no laboratorio
permite minimizar o erro pré-analitico.

A finalidade do diagnostico microbiologico € detetar, identificar o agente patogénico, e, se
possivel, realizar o seu teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

8.1. Bacteriologia

As bactérias sao organismos unicelulares procariotas, que interagem com o ambiente e o
organismo humano. A microbiota humana é constituida por bactérias colonizadoras, que tém
um papel fundamental na defesa do organismo contra agentes infeciosos. Contudo, em
determinadas situagoes, como imunossupressao, as bactérias colonizadoras podem provocar
doenga ao hospedeiro, apresentando-se como bactérias oportunistas. Por outro lado, as
bactérias patogénicas causam sempre infecao. Desta forma, é fundamental ter conhecimento
acerca da microbiota normal associada a cada amostra, permitindo determinar o significado
clinico das bactérias encontradas nas amostras biolégicas.*

O laboratério de bacteriologia tem como principal objetivo identificar a bactéria causadora
da doenga infeciosa. O procedimento laboratorial inclui a inoculagao da amostra nos meios de
cultura apropriados, e a sua incubagao a temperatura e atmosfera adequada. Além disso,
realiza-se um esfregagco para observagao microscopica, de modo a orientar o diagnéstico e
possivel terapéutica empirica. Apdés o crescimento e isolamento bacteriano, realiza-se a
identificacao da bactéria no sistema automatizado MALDI Biotyper®, da Bruker. Os testes de

suscetibilidade antimicrobiana (TSA) podem ser feitos de forma automatizada ou manual.
8.1.1. Exame microscopico

O exame microscopico permite avaliar a qualidade de determinadas amostras, orientar o

diagnéstico e direcionar os procedimentos do exame cultural.”

Exame a fresco
A preparagao da lamina para este exame consiste em colocar uma gota de soro fisiolégico
ou agua na lamina e fazer a suspensio da amostra. A observacao desta preparagao ao

microscopio permite detetar a presenca de elementos celulares e microrganismos.®
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Coloraciao de Gram

A coloragao de Gram é a principal coloragao em bacteriologia, pois permite diferenciar as
bactérias consoante a estrutura da parede celular e a morfologia. A composi¢ao da parede
celular das bactérias Gram-positivo (GP) contém uma grande quantidade de peptidoglicano
com ligagoes de acido teicoico, o que confere resisténcia a descoloragao do alcool-acetona e
assim retém o violeta de cristal. Por outro lado, as bactérias Gram-negativo (GN) tém uma
parede celular constituida por uma fina camada de peptidoglicano e uma bicamada lipidica, que
na presenca do agente descolorante fica fragilizada, e por isso, perdem o primeiro corante e
coram com o corante de contraste (safranina ou fucsina). Além da resposta a coloragao de
Gram, esta técnica permite, também, classificar as bactérias consoante a morfologia (cocos,
bacilos) e agrupamentos bacterianos (diplococos, tétrada). Todas estas caracteristicas sao

essenciais na identificacio das bactérias.*
8.1.2. Exame cultural

O exame cultural baseia-se na inoculagao da amostra nos meios apropriados, considerando
o tipo de amostra e a andlise solicitada pelo clinico. O objetivo da cultura in vitro consiste no
crescimento e isolamento das bactérias, de modo a identificar a bactéria responsavel pela
possivel infecdo. As necessidades nutricionais e as condigoes ambientais condicionam o
crescimento das diferentes bactérias, por isso € necessario adequar os meios de cultura aos

requisitos das bactérias.”

Meios de cultura

Os meios de cultura podem ser divididos em varias categorias, nomeadamente meios de
enriquecimento, meios seletivos e meios diferenciais. Os meios de enriquecimento ou
nutritivos nao seletivos sao meios que promovem o crescimento generalizado de todos os
microrganismos. Estes meios contém nutrientes que suportam o crescimento da maioria dos
organismos sem dar vantagem a nenhum organismo em especial. Os meios seletivos
promovem o desenvolvimento de um grupo especifico de microrganismo. Estes meios sao
constituidos por substancias que inibem o crescimento das outras bactérias. Por ultimo, os
meios diferenciais permitem a distingao e identificacao dos microrganismos com base nas
caracteristicas metabdlicas especificas de cada bactéria. A composicao destes meios inclui
substincias que evidenciam essas diferengas.”** Na Tabela IV estio descritos os meios

utilizados no laboratério de bacteriologia.
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Tabela IV: Meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia do HUC.

Nome do meio

Liquido

Solido (1,5% agar)

BHI (Brain Heart
Infusion)

CBGN
(Caldo de bacilos
gram-negativo)

CM (Caldo Cooked
Meat)

BCSA (Meio para
B. cepacia)

CIN (cefsulodina-
irgasan-novobiocina)

CLED (Cistina,
lactose e deficiente
em eletrolitos)

CNA (Agar
Columbia com
colistina e acido
nalidixico)

CAM (Meio para
Campylobacter)

Gelose de
chocolate

Gelose de
Sangue

HAE
(Meio para
Heamophilus spp.)

Hektoen

KV (Kanamicina e
Vancomicina)

Descricao

Caldo de enriquecimento nao seletivo que permite o crescimento de microrganismos
fastidiosos e nao fastidiosos, bem como bactérias aerdbias e anaerobias.*?

Caldo de enriquecimento seletivo para Shigella spp. e Salmonella spp.. Este meio liquido é
constituido por citrato e desoxicolato de sédio que impedem o crescimento da
microbiota Gl e bactérias GP. Também contém manitol, uma substancia utilizada pela
maioria dos organismos entéricos patdgenos.*

Meio de enriquecimento para cultivo e recuperagao de microrganismos anaerobios. Meio
rico em aminoécidos e proteinas que promovem o desenvolvimento dos anaerobios.*

Meio seletivo para o isolamento do complexo Burkholderia cepacia, este meio contém sais
biliares e antibioticos como gentamicina, ticarcilina e polimixina B.*

Meio seletivo e diferencial para isolamento de Yersinia spp. O meio é suplementado com
antibioticos, cefsulodina e novobiocina, que inibem as bactérias GP, GN, e organismos da
microbiota Gl normal, assim como a presenca de sais biliares e cristal violeta. O manitol
presente no meio permite diferenciar as bactérias fermentadoras de manitol através do
indicador de pH, vermelho neutro.*

Meio ndo seletivo e diferencial, utilizado para o isolamento de agentes patogénicos
presentes na urina, pois permite o crescimento da maioria dos organismos causadores
de ITU. O meio permite diferenciar as colonias fermentadoras de lactose das nio

fermentadoras. A deficiéncia em eletrélitos impede o swarming provocado pelo Proteus
46

Spp..

Meio seletivo e diferencial para isolamento de cocos GP. O meio contém 5% de sangue,
o que permite diferenciar as colénias de bactérias com base na agio hemolitica. Os
antibioticos colistina e acido nalidixico impedem o crescimento dos bacilos GN
(Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp.).**

Meio seletivo para isolamento de Campylobacter spp. O meio contém agentes
antimicrobianos como vancomicina, trimetoprim, polimixina B, anfotericina B e cefalotina,

que inibem a microbiota normal associada ao trato Gl e bactérias GP."**

Meio de enriquecimento, nao seletivo preparado com sangue aquecido, que origina a lise
dos globulos vermelhos, e isto permite a libertagio de nutrientes como o fator X
(hemina) e o fator V (nicotinamida adenina dinucleétido). Este suplemento do meio

favorece o isolamento de microrganismos fastidiosos, como Neisseria spp. e Haemophilus
42

SPP..
Meio de enriquecimento e diferencial pois permite o crescimento de todas as bactérias.

E possivel diferenciar os microrganismo consoante o tipo de hemélise que realizam.**

Meio seletivo para Haemophilus spp., € constituido por gelose de chocolate e bacitracina,
antibiotico que inibe o crescimento de bactérias GP, favorecendo o desenvolvimento de
Haemophilus spp..*

Meio seletivo e diferencial para Salmonella spp. e Shigella spp.. Este meio contém sais
biliares para impedir crescimento das bactérias GP e da microbiota Gl. A presenga da
lactose e sacarose, permitem diferenciar as bactérias fermentadoras de lactose das nao
fermentadoras através dos indicadores de pH, azul de bromotimol e fucsina acida. Além
disso, também é possivel diferenciar as bactérias produtoras de H,S devido a presenga
do citrato férrico amoniacal e tiossulfato de sédio.*

Meio seletivo para isolamento de microrganismos fastidiosos e crescimento lento e
bactérias anaerodbicas. Este meio é composto por gelose de sangue e contém vitamina K
e hemina, substancias essenciais para o desenvolvimento de anaerdbicos. A kanamicina e
a vancomicina sao antibioticos que inibem o crescimento de bactérias GP e favorecem a
recuperagio dos bacilos GN anaerdbios obrigatérios.*
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MH Meio nao seletivo utilizado essencialmente para realizagao de testes de suscetibilidade
(Muller-Hinton)  antimicrobiana manuais.*

MH-F (Muller- Meio mais nutritivo utilizado para a realizagao de testes de suscetibilidade antimicrobiana
Hinton chocolate) manual com microrganismo fastidiosos.*

NE Meio seletivo para bactérias anaerdbicas nao esporuladas.

Meio ndo seletivo constituido por gelose de chocolate suplementada com piridoxal

PVX I N . : w
(PoliViteX) (vitamina Bg). Esta substancia permite o crescimento de algumas espécies de Streptococcus
olivite.
spp., e de outros microrganismos mais fastidiosos como Haemophilus spp..**
SCH Meio nao seletivo para isolamento de anaerdbios estritos. Este meio é enriquecido com
(Schaedler) 5% de sangue e contém vitamina K, cistina, hemina e outros nutrientes.®

SGC2 (Sabouraud,

- Meio seletivo para o isolamento de fungos. O cloranfenicol e a gentamicina inibem o
gentamicina e

. crescimento das bactérias da microbiota associada a amostra.*
cloranfenicol)

SMAC Meio seletivo e diferencial para isolamento e identificagao de Escherichia coli O157:H7. O
(MacConkey com meio de MacConkey com sorbitol permite diferenciar este serétipo de E.coli pois nao

sorbitol) tém capacidade de fermentar esta substincia.?*

Meio seletivo e diferencial para isolamento de Salmonella spp. e Shigella. spp. Contém

SS lactose e sais biliares que inibem o desenvolvimento das bactérias GP. Os microrganismos

(Meio para fermentadores de lactose e nao fermentadores sao distinguidos pelo indicador de pH,
Salmonella-Shigella) vermelho neutro. O citrato férrico amoniacal permite detetar a produgio de H,S, que

origina colénias com centro negro.***

TSA
(Tripticase de soja)

TSS (Tripticase de
soja com 5% de

Meio nio seletivo usado para o controlo de antibiograma, na generalidade das bactérias.*

Meio nao seletivo que promove o crescimento de microrganismos fastidiosos. Também

. é utilizado para o controlo dos antibiogramas desses microrganismos.*
sangue carneiro)

VCAT Meio seletivo de isolamento para Neisseria spp.. Constituido por gelose de chocolate com
(Meio para adicdo de antibioticos, nomeadamente vancomicina, colimicina, anfotericina e
Neisseria ssp.) trimetropim. Assim, inibe o crescimento das bactérias GN, bactérias GP e leveduras.®

Técnicas de inoculacdo

A inoculagao dos meios de cultura com os produtos biolégicos pode ser realizada por
varias técnicas. A técnica de esgotamento de produto (Figura 3-A) é utilizada para a
maioria das amostras biologicas em meios solidos em placa. Esta técnica de sementeira é feita
com uma ansa, e permite obter coldnias isoladas. As amostras de urina sao inoculadas nos
meios sélidos pela técnica de sementeira semi-quantitativa (Figura 3-B). Esta inoculagao
¢ feita com uma ansa calibrada de |pL, de modo a semi-quantificar o numero de colénias
obtidas. Em amostras como o liquido cefalorraquidiano, realiza-se a inoculagao por
inundag¢dao, uma vez que os microrganismos estao presentes em quantidades reduzidas e
devem ser sempre valorizados. Os cateteres sao inoculados diretamente sobre a superficie
do meio através da técnica de sementeira por rolamento. A execucao de antibiogramas
manuais requer um crescimento homogéneo em toda a placa. Assim, a inoculagao da
suspensao bacteriana realiza-se pela técnica de sementeira em toalha, com o auxilio de

uma zaragatoa. Por fim, a inoculagao das amostras em meios liquidos tem como finalidade o
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crescimento e a recuperagao de microrganismos, assim sendo, a inoculagao é feita por

dispersao diretamente no meio.

Figura 3: Representacdo esquemadtica da técnica de inoculagdo por (A) esgotamento de
produto e por (B) sementeira semi-quantitativa. (Adaptado de Tille P., 2017)

Condic¢des de incubacio

As condigoes de incubagao sao essenciais para o crescimento bacteriano eficaz. A grande
maioria das bactérias clinicamente significativas sao anaerobias facultativas, ou seja, tém a
capacidade de crescer na presenca ou auséncia de oxigénio. Alguns grupos de bactérias sao
estritamente aerobicos e necessitam de uma atmosfera com oxigénio para crescer. As
bactérias microaerdfilas necessitam de niveis baixos de oxigénio. As bactérias anaerdbicas
obrigatorias requerem a auséncia de oxigénio para crescer devidamente. O teor de CO,
também é importante no desenvolvimento dos microrganismos, sendo que, algumas bactérias
necessitam de uma atmosfera de capnofilia, ou seja, concentracdes de 5 a 10% de CO,.**

No isolamento de microrganismo anaerobicos, as condi¢goes de colheita, transporte e
processamento devem ser adaptadas para manter a viabilidade dos microrganismos.
Inicialmente, estas amostras sao inoculadas em gelose de sangue e no meio de Cooked Meat
(CM). A cultura em CM deve ser repicada para os meios seletivos para o isolamento de
anaerobios, meio KV, meio SCH e meio NE. No meio SCH, na zona de maior inoculo coloca-
se um disco de netilmicina, um antibidtico que nao atua nas bactérias anaerobicas. Assim, apos
a incubagao, a presenga de um halo de inibigao ao redor do disco é sugestiva de crescimento
de bactérias aerdbicas.”® As placas de cultura sio incubadas na cimara com atmosfera de
anaerobiose, que contém um indicador de O,.*

A maioria das bactérias patogénicas crescem a temperaturas semelhantes a temperatura
corporal do organismo humano, ou seja, entre 35 a 37°C. Assim sendo, a maioria das culturas
sao incubadas a 37°C durante 24h. Contudo, a temperatura de incubagao pode ser usada

como procedimento seletivo para a recuperagao de alguns microrganismos. Por exemplo, a
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Campylobacter jejuni tem capacidade de crescer a 42°C. Desta forma, a incubagao a esta

temperatura impede o crescimento da maioria das restantes bactérias presentes na amostra.*
8.1.3. Identificacao

A identificagao definitiva dos microrganismos deve ser realizada pelo sistema de
identificagio automatizado disponivel no laboratério, MALDI Biotyper®. Este equipamento
utiliza a tecnologia MALDI-TOF, que se baseia em espectrometria de massa por dessorcao-
ionizagao a laser. A preparagao da amostra inicia-se com a colocagao de uma pequena porgao
de coldnia isolada da bactéria de interesse na placa. No aparelho, a placa é submetida a um
laser, que aplica uma dessorgao-ionizagao na amostra, transformando-a em matéria volatil. As
moléculas de diferentes massas e cargas movem-se a diferentes velocidades até atingirem o
detetor do equipamento, que regista o tempo de chegada e a quantidade da substancia. Esta
informagao é convertida num espectro de acordo com as proteinas de cada microrganismo.
O padrao de proteinas é especifico de cada espécie microbiana, e assim o software compara o
espectro obtido com as informacoes da base de dados contida no sistema. Esta metodologia

permite uma identificacio rapida e eficiente dos microrganismos.*~%'!

8.1.4. Teste de Suscetibilidades aos Antimicrobianos

A caracterizagao do microrganismo envolve a sua identificagao e a sua resposta aos agentes
antimicrobianos. Por isso, apds a identificacado do microrganismo, realiza-se o teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA), que tem como finalidade determinar possiveis
resisténcias do agente patogénico perante a agao do antimicrobiano. Deste modo, o TSA
fornece informagoes cruciais para a escolha da terapéutica mais adequada a doenga infeciosa
diagnosticada.”

O European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e o Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSIl) disponibilizam recomendagoes e orientagoes dos
procedimentos, bem como as normas para interpretar os resultados dos antibiogramas.

O TSA é realizado geralmente pelo sistema automatico MicroScan WalkAway, da Beckman

Coulter, exceto para alguns microrganismos para os quais se realiza o TSA manual.

TSA Automatico

O sistema automatizado para realizagao do TSA no laboratério de microbiologia é o
MicroScan WalkAway, que tem disponivel painéis de antibioticos predefinidos de acordo com
o grupo de microrganismos, enunciados no Anexo lll, Tabela VIIl. Cada painel contém pogos
com determinados antibidticos em diferentes concentragoes e 2 pogos-controlo para

validagao do teste. O teste s6 € validado se houver crescimento nos pogos-controlo.
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O procedimento inicia-se com a preparagao da suspensao bacteriana a partir de coldnias
de culturas puras em meios sem antibidticos, que se misturam com o soro desagregante. A
suspensao € inoculada em todos os po¢os do painel, com um dispositivo que permite inocular
todos os po¢os a0 mesmo tempo. O painel é incubado a 35°C no sistema automatico, que faz
uma leitura inicial e volta a ler apés |h e ao fim de |8h, de modo a avaliar o crescimento
bacteriano. O crescimento bacteriano ¢ avaliado por turbidimetria, e assim é determinado o
valor da concentragao minima inibitoria (CMI), que consiste na concentragao mais baixa do
agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento bacteriano. Este resultado é
interpretado pelo sistema como resistente, intermédio ou suscetivel.****** Além disso, faz-se
o controlo da suspensao bacteriana na gelose de tripticase de soja (TSA) ou tripticase de soja
com sangue (TSS) para organismos mais fastidiosos.

TSA Manual

O antibiograma manual é realizado nas seguintes situagoes: determinado antibiético nao
esta disponivel no painel; confirmagao do resultado obtido no sistema automatico; ou uma
estirpe bacteriana mais fastidiosa e com crescimento mais lento.

O TSA manual pode ser realizado através do método em difusao de disco ou tiras E-test.
O procedimento para ambos os testes, inicia-se com a preparagao da suspensao bacteriana
(suspende-se colonias isoladas de um meio nao seletivo numa solugao de soro fisiologico,
obtendo-se um inéculo com uma densidade equivalente a 0,5 McFarland). Esta é inoculada no
meio Muller-Hinton (MH) pela técnica de sementeira em toalha, de modo a obter um
crescimento homogéneo por toda a placa. No caso de serem bactérias fastidiosas, como
Haemophilus influenza, utiliza-se o meio Muller-Hinton suplementado com gelose de chocolate
(MH-F), para promover o crescimento destes organismos. Apods a aplicagao do antibidtico, as
placas devem ser incubadas a 37°C durante 24h, numa atmosfera de aerobiose no caso de
MH, ou numa atmosfera de capnofilia para o meio MH-F. O controlo da suspensao bacteriana

é feito pela inoculagio no meio MH ou MH-F pela técnica de esgotamento de produto.***

|I. Difusdo de disco

O teste por difusao em disco é baseado no método de Kirby-Bauer. Os discos contém
antibiético impregnado e sao aplicados sobre a superficie da placa previamente inoculada com
a suspensao bacteriana. A aplicagao dos discos deve respeitar uma distancia minima entre os
mesmos, de forma a evitar a sobreposi¢ao dos halos de inibicado. Quando o disco entra em
contacto com a gelose, o antibiético comega a difundir-se no meio, formando um gradiente
de concentragao. Apos a incubagao, ha crescimento bacteriano e assim torna-se possivel medir

o diametro dos halos de inibicio em redor dos discos. A medida do diametro em milimetros
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permite a interpretagao de acordo com as tabelas disponiveis no EUCAST, e assim classificar
o microrganismo como suscetivel, intermédio ou resistente, em relagao ao antibiotico em

questio.*

2. E-test

A aplicagao das tiras E-test é semelhante ao procedimento do método por difusao de disco,
descrito em cima. As tiras E-test contém impregnado um gradiente de concentragao do
antibiotico, e a respetiva escala de concentragao do agente antimicrobiano, o que permite
determinar o valor de CMI. Apos a incubagao, é possivel verificar uma zona inibitoria, com a
forma de elipse. A leitura da CMI é feita no ponto de intersegao da tira com a zona que
delimita a area de inibicio.”

8.1.5. Amostras biologicas

A andlise bacteriologica pode ser feita numa grande variedade de produtos biologicos. Os

procedimentos nas amostras mais comuns no laboratorio sao descritos em seguida.

l. Urina

A amostra de urina é uma das amostras mais frequentes no laboratorio, uma vez que as
infegoes do trato urinario (ITU) sao muito comuns. Estas ocorrem com mais frequéncia em
mulheres, devido a anatomia, pois a uretra € mais curta e localiza-se mais perto da zona
perianal, o que facilita a entrada dos microrganismos por via ascendente. Contudo, a incidéncia
desta infecao aumenta nos homens com a idade, e tem grande prevaléncia em grupos de risco
como gravidas, pacientes imunocomprometidos, pacientes com anomalias no trato urinario e
com sondas vesicais.*

O quadro clinico de uma ITU é muito variavel e depende da zona do sistema urinario
afetada. A cistite € a mais comum e esta associada a infecio do trato urinario inferior,
envolvendo a bexiga. A pielonefrite é mais grave, porque envolve o trato urinario superior e
pode condicionar a fungio do rim.**

O diagnéstico laboratorial de ITU baseia-se na realizagao de uma urocultura, que pode ser
complementada com a analise sumaria de urina.

Normalmente, a colheita de urina é realizada pelo préprio paciente, apés uma higienizagao
da zona genital, a fim de evitar a contaminagao da amostra. No entanto, a colheita pode ser
obtida de outras formas, nomeadamente, por nefrostomia, saco coletor, pungao de cateter
ou aspiragio suprapubica.”***

No transporte para o laboratério, a urina esta contida num tubo esterilizado com acido

borico, para impedir a multiplicagao das bactérias. Na chegada ao laboratério, a amostra de
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urina é processada no equipamento automatizado UF-5000"" da Sysmex, que consiste num
analisador de particulas, baseado no principio de citometria de fluxo fluorescente. Este sistema
fornece a contagem e diferenciagao dos elementos, nomeadamente, leucocitos, globulos
vermelhos, células epiteliais, bactérias e leveduras.’**"~®

A urocultura realiza-se pela técnica de sementeira semi-quantitativa em dois meios de
cultura, no meio CLED e na gelose de sangue. Ambos os meios sao incubados a 37°C durante
I8 a 24h, numa atmosfera de aerobiose.* Apos a incubacio, as placas sio observadas e
avaliadas semi-quantitativamente, como descrito na Tabela V. Apos essa avaliagao, é observada

a morfologia das coldnias em uroculturas positivas, de modo a identificar o agente etioldgico

e, se possivel, realizar o TSA.*

Tabela V: Classificacdo da avaliagdo semi-quantitativa das uroculturas.

Resultado Procedimento
Sem crescimento Negativo

<104(1 a 10 colénias) Significado clinico depende da Identificagao e TSA (de acordo com
historia clinica a historia clinica)

104 105 (10 a 100 colénias) Positivo consoante historia  Identificagao e TSA (de acordo com

clinica/sumaria de urina a historia clinica)
>105 positiva (>100 coldnias) Positivo Identificagao e TSA
. 2 ¢ Polimicrobiano (Urina Rejeitar amostra e sugerir nova
23 tipos de colonias . .
contaminada) colheita

As amostras pediatricas, além de inoculadas nos meios descritos acima, sao inseridas no
sistema automatizado HB&L UROQUATTRO, desenvolvido pela Alifax. Estas amostras sao
inoculadas em caldos de cultura constituidos pelo meio de Muller-Hinton, e sao incubadas a
37°C. O sistema monitoriza o crescimento bacteriano e fornece curvas de crescimento em
tempo real, através da metodologia baseada na dispersao de luz, o que permite orientar o
diagnostico.*”°

A maioria das ITU tém como agente etiologico a Escherichia coli, além de outros exemplos
como Enterococcus faecium, Enterococcus fecalis, Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.***’

2. Fezes

O trato gastrointestinal (Gl) apresenta uma microbiota normal composta por uma grande
variedade de microrganismos. Por essa razao, as fezes sio um produto muito abundante em
microrganismos, e por isso € dificil isolar o agente etiologico. Como tal, utilizam-se meios
seletivos para favorecer o crescimento das bactérias enteropatogénicas e impedir o

crescimento de outras bactérias.*”
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O exame cultural de fezes consiste na pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp., no qual as
amostras de fezes sao inoculadas nos meios Hektoen, SS e no caldo de bacilos GN. Este ultimo
€ um meio liquido de enriquecimento para recuperagao dos microrganismos, que necessita de
ser repicado para os meios Hektoen e SS ap6s 18h de incubagio.” Estes meios sdo incubados
a 37°C durante |8 a 24h, em atmosfera normal. Os meios utilizados permitem o crescimento
dos bacilos GN e contém propriedades diferenciais. A lactose presente nestes meios sélidos
permite diferenciar as bactérias fermentadoras e nao fermentadoras, sendo que estas duas
espécies nao fermentam lactose (colonias incolores). Além disso, o citrato férrico amoniacal
presente nos meios solidos permite detetar a produgao de H,S por parte da Salmonella spp.
(colénia incolor com centro preto), o que a diferencia da Shigella spp.”

Outros microrganismos também podem ser pesquisados nas fezes, tais como, Yersinia
enterocolitica e Campylobacter jejuni, utilizando os meios CIN e CAM, respetivamente. O meio
para isolamento Yersinia spp. € incubado numa atmosfera aerobia a uma temperatura de 37°C
durante 18 a 24h. A gelose para pesquisa de Campylobacter spp., é incubada a 42°C durante
48h em atmosfera de microaerofilia.***

Nas amostras pedidtricas € realizada, adicionalmente, a pesquisa da Escherichia coli
enterohemorragica (serotipo O157:H7), para a qual a amostra é inoculada no meio SMAC. O
meio é incubado numa atmosfera aerébica a uma temperatura de 37°C durante 24h.*>*

Algumas gastroenterites sao provocadas por toxinas produzidas por determinadas
bactérias, como a Clostridium difficile. Deste modo, realiza-se pesquisa dos genes codificantes

da toxina através de métodos de biologia molecular (GeneXpert).

3. Sangue

A presenca bactérias na corrente sanguinea, denomina-se de bacteriémia. As hemoculturas
sdo cruciais para o diagndstico de bacteriémia e identificacdo do agente patogénico.”*

O sangue é um liquido estéril, por isso valoriza-se qualquer microrganismo isolado a partir
de uma hemocultura. Contudo, nem todas as hemoculturas positivas sao indicativas de infegao.
No momento da colheita podem ocorrer contaminagoes com microrganismos comensais da
pele, entao, é essencial que a colheita seja realizada de acordo com as recomendagoes ditadas
no manual de boas praticas do laboratério. A colheita para uma hemocultura inicia-se com a
desinfecao da pele no local da pungao venosa, para evitar contaminagdes com a microbiota da
pele. A colheita de sangue é realizada em dois locais diferentes para frascos de hemoculturas.

Os frascos contém um meio de cultura, e deve ser respeitada a relagio meio de

cultura/volume de sangue, para aumentar a recuperagao de microrganismos. Nos adultos, o
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volume de sangue recomendado para a hemocultura sao 10 a 30 mL, e nas criangas o volume
de sangue deve ser adequado ao peso da crianga.?***

No laboratério, os frascos de hemoculturas sao inseridos no sistema automatizado
BacT/ALERT®, da bioMérieux, e ficam incubados a 37°C. Este equipamento permite a
monitorizagao continua do crescimento microbioldgico através da leitura do sensor que se
encontra no fundo de cada garrafa. O sensor colorimétrico altera a cor consoante a alteragao
do pH, portanto, quando ha crescimento bacteriano, ha um aumento da produgao de CO,
pelos microrganismos, o que leva a diminuicio do pH.* As hemoculturas sem crescimento
apenas sao consideradas negativas ap6s 5 dias de incubagao.

As hemoculturas positivas sao repicadas para GS e é feito um esfregaco para coloragao de
Gram. A GS ¢ incubada a 37°C, numa atmosfera de capnofilia. Caso nao se verifique
crescimento bacteriano, pode suspeitar-se de um microrganismo fastidioso ou um
microrganismo anaerodbio. Portanto, € realizada a inoculagao de sangue em duas placas de
PoliViteX, que sao incubadas em atmosfera capnofilica e em atmosfera de anaerobiose. A
observagao microscopica do esfregaco permite orientar o clinico para uma terapéutica
empirica.

Bactérias como Enterococcus spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae podem ser isoladas nas hemoculturas positivas.*

O sistema Accelerate Pheno® é utilizado para identificar o microrganismo e realizar o
respetivo TSA diretamente de hemoculturas positivas. Este sistema permite reduzir o tempo
de resposta, visto que a identificacao é feita num periodo maximo de 2h e o TSA demora
cerca de 7h. O aparelho utiliza a combinagao de duas técnicas, electrofiltragio em gel e
fluorescent in situ hybridization (FISH).*' Ainda assim, realiza-se a cultura tradicional em

simultaneo.

4. Produtos do trato respiratério

O trato respiratorio divide-se em trato respiratério superior e trato respiratério inferior.
O trato respiratério superior é constituido pela cavidade nasal, nasofaringe, orofaringe e
laringofaringe, e é colonizado por uma microbiota normal muito diversificada. Pelo contrario,
o trato respiratério inferior nao tem microbiota associada. Desta forma, na interpretagao dos
resultados deve ser tido em conta o tipo de amostra.****

As principais bactérias patogénicas responsaveis por infecoes do trato respiratorio sao
Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, e Pseudomonas

aeruginosa.**®
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A expetoragdo € uma amostra que esta frequentemente contaminada com saliva e
microbiota do trato superior. Deste modo, é essencial avaliar a qualidade da amostra no
exame microscopico. Apos a coloragao de Gram, o esfregaco deve ser observado ao
microscopio 6tico numa objetiva de 10x, e avaliado através do niimero de células epiteliais,
numero de leucécitos e tipo de flora. Na Tabela VI esta apresentada a classificacao da
observagao microscopica e a respetiva contagem de células por campo. A qualidade da
amostra é definida com base nesta analise microscépica, assim sendo, as amostras com mais
de 25 células epiteliais por campo sao consideradas contaminadas com saliva, pelo que devem
ser rejeitadas. A avaliagao da quantidade de leucécitos pode ser transponivel para a ocorréncia
de infecao, ou seja, a presenca de mais de 25 leucocitos por campo é sugestiva de uma doenga
infeciosa. A avaliagido do tipo de flora consiste na observagao da predominancia do

microrganismo.**#

Tabela VI: Classificagdo da avaliagdo do exame microscopico das amostras respiratorias.

Classificacdao Células epiteliais Classificacdao Leucocitos
| (raras) <10 por campo | (raros) <10 por campo
2 (algumas) 10 — 25 por campo 2 (alguns) 10 — 25 por campo
3 (muitas) >25 por campo 3 (muitos) >25 por campo

O aspirado bronquico e o lavado bronco-alveolar (LBA) sao amostras obtidas através de
métodos invasivos. A colheita do aspirado bronquico é feita nos bronquiolos, enquanto que a
colheita do LBA ¢ feita com soro fisioldgico nos alvéolos. O processamento das amostras
inicia-se com a realizagao de um esfregaco para a coloragao de Gram, que é observado ao
microscopio para avaliar a qualidade das amostras. Consideram-se amostras com boa
qualidade, as que apresentam células brénquicas, poucas células do epitélio da mucosa oral e
pouca flora associada.”?

A inoculagio das amostras é feita na GS e no meio HAE (meio para isolamento de
Haemophilus spp.), que sao incubados a 37°C durante 24 a 48h em atmosfera de aerobiose.
No caso de serem pacientes diagnosticados com Fibrose Quistica (FQ) ou Doenga Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC), a expetoragao, o aspirado brénquico e o LBA devem ser
inoculados também nos meios BCSA e SGC2, para a pesquisa de Burkholderia cepacia, e
pesquisa de fungos, respetivamente. Estes doentes cronicos sao mais suscetiveis de
desenvolverem infegoes respiratérias, por isso € necessario monitorizar os microrganismos

colonizadores do trato respiratério.*
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5. Exsudados vaginais e exsudados uretrais

O trato genital feminino e masculino sao habitualmente colonizados por bactérias
comensais, que contribuem para a defesa contra infegoes. A microbiota normal do trato genital
feminino é predominantemente constituida por Lactobacillus spp. A composigao da microbiota
é influenciada por fatores como: pH, equilibrio hormonal e dieta, que sofrem alteragdes com
a idade. O desequilibrio de algum destes fatores pode resultar na alteragao da microbiota,
provocando uma infecao enddgena. Por outro lado, as infe¢oes exdgenas sao provocadas por
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs).* Alguns dos agentes patogénicos pesquisados nos
exsudados vaginais e uretrais sao Clamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma spp.,
Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus,, Streptococcus agalactiae, Trichomonas vaginalis, e
Ureaplasma spp..***

A colheita da amostra é feita com zaragatoa, que é colocada num meio de transporte que
mantém as boas condi¢oes da amostra, e deve ser processada num periodo de 2h para garantir
a viabilidade do possivel agente patogénico. O exame a fresco do esfregaco permite detetar a
presenca de Trichomonas vaginalis. No exame microscopico do esfregaco corado por coloragao
de Gram sao avaliadas as células epiteliais, leucocitos e o tipo de microbiota associada ao local
da colheita. A amostra ¢ inoculada pela técnica de esgotamento de produto na GS, no meio
VCAT e no meio CNA. O meio VCAT é adequado para o isolamento seletivo da Neisseria
gonorrhoeae, o meio CNA permite o isolamento cocos Gram positivo. As placas sao incubadas
a 37°C durante 18 a 24h, em atmosfera de capnofilia.”

A pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum é feita através de um kit, que
distingue as duas espécies através da identificagao bioquimica, e permite fazer o teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos.®

6. Exsudados de feridas, aspirados e exsudados profundos

As infecoes em feridas e abcessos podem envolver muitos microrganismos, pois dependem
do local anatomico da infegao, o tipo de infecao e a historia clinica. Os exsudados de feridas
superficiais sao colhidos por zaragatoa apods a limpeza do local da ferida. O pus de abcesso,
exsudados purulentos e aspirados de feridas sao colhidos por aspiragao em condigoes de
assepsia. As amostras sao processadas de forma semelhante, sendo feito um esfregaco para
coloragao de Gram, e a inoculagao da GS através da técnica de esgotamento do produto.
Além disso, o pus de abcesso, os exsudados purulentos e os aspirados de feridas sao
inoculados no Cooked Meat, pois este meio permite a recupera¢ao de anaerodbicos, cuja
presenca € frequente neste tipo de amostras. Apos a incubagao a uma temperatura de 37°C

durante 24h, as primoculturas sao observadas e repicadas de acordo com o microrganismo
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que se pretende isolar. As bactérias que podem ser responsaveis por este tipo de infe¢oes
incluem Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus e Streptococcus beta-hemolitico.**

7. Liquido Cefalorraquidiano

O cérebro e a medula espinhal constituem o sistema nervoso central (SNC), que é
protegido por estruturas osseas, barreira hematoenceflica e meninges, onde circula o liquido
cefalorraquidiano (LCR), fornecendo também uma agao protetora. A barreira
hematoencefélica é uma defesa essencial contra a entrada dos microrganismos no SNC.# A
infecailo do SNC pode ser designada por encefalite, meningite ou meningoencefalite,
dependendo da zona afetada, ou seja, corresponde a inflamagao do encéfalo, das meninges e
de ambos, respetivamente. Estas infe¢oes sao consideradas emergéncias médicas, por isso
requerem um diagnostico precoce.”**

A analise do LCR ¢ essencial para o diagnostico das infe¢oes do SNC, e a sua colheita é
realizada através de pungao lombar. O transporte para o laboratério deve ser imediato, e a
amostra deve ser mantida a temperatura ambiente. No laboratorio, a amostra é observada
macroscopicamente para avaliar a turbidez e cor do LCR, este é centrifugado (10min 2500
rpm), obtendo-se o sedimento que é inoculado por inundagao na GS, no meio PYX e no meio
liquido BHI, e é realizado um esfregaco para coloragao de Gram. Os meios sao incubados a
37°C durante 24 a 72h. Além da analise microbiologica, o LCR é submetido a analise
bioquimica e citoldgica, onde se avalia a concentragao de glicose, quantidade de proteina,
contagem de leucocitos e o tipo de células predominantes. Estes resultados fornecem
informagdes cruciais para a interpretagio da andlise microbioldgica. >+
Alguns dos agentes bacterianos responsaveis por meningites e/ou encefalites sao:

H.influenzae, Listeria monocytogenes Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae.>**

8. Outros liquidos

Os liquidos contidos nas cavidades corporais sio normalmente estéreis, por isso o
isolamento de qualquer microrganismo deve ser valorizado. As infe¢oes nestes locais levam
ao aumento da quantidade de liquido, e podem ser provocadas por uma grande variedade de
microrganismos. A colheita destas amostras € realizada por aspiragao em condigoes asséticas.

Além do diagnéstico microbiolégico, é feita a andlise bioquimica e citologica.”*

Liquido Pleural

O liquido pleural reveste a cavidade toracica, entre o pulmio e a parede toracica.” A analise

microbiologica desta amostra inicia-se com a inoculagao na GS, no meio PVX e no meio liquido
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BHI, e é realizado o esfregago para coloragao de Gram. Os meios sao incubados a 37°C
durante 24 a 48h.

Liquido Peritoneal

O fluido peritoneal esta contido cavidade peritoneal, localizada no abdomen. Num processo
inflamatorio, o liquido é acumulado na cavidade peritoneal e gera uma condi¢ao designada de
ascite.” O liquido peritoneal é inoculado na GS e no meio liquido Cooked Meat, para
recuperacao de bactérias anaerodbicas. Sao incubados a 37°C durante 24 a 48h. Realiza-se ainda
o esfregaco para a coloragao de Gram.

Liquido Sinovial

O liquido sinovial encontra-se no espago articular, e desempenha uma fungao de
lubrificante, permitindo o movimento das articulagoes. Este fluido contém acido hialuroénico,
o que dificulta o procedimento de analise desta amostra.*® Esta amostra também é inoculada
nos meios GS, PVX e BHI, que sao incubados a 37°C durante 24 a 48h. Também ¢ realizado

um esfregago para coloragao de Gram.

9. Cateter

Os cateteres sao usualmente utilizados no auxilio de tratamentos em ambiente hospitalar.
Contudo, sao dispositivos médicos suscetiveis a colonizagoes por parte de microrganismos,
originando um processo infecioso. Por esta razao, sao objetos enviados frequentemente para
o laboratério do CHUC. A inoculagao do cateter na GS é feita pela técnica de rolamento, e

posteriormente é colocado o cateter no meio BHI. Ambos sao incubados a 37°C durante 24

a 48h.”
8.2. Micobactérias

As micobactérias sio um grupo de bactérias aerobicas estritas e imdveis. A estrutura da
parede celular é constituida por acidos micélicos, que conferem elevada impermeabilidade
hidrofobica, e como consequéncia, um crescimento muito lento. Estes organismos sao
denominados por bacilos acido-adlcool resistentes (BAAR), pois, apos a coloragao, as
micobactérias tém a capacidade de resistir a descoloragio com 4cido-alcool.”**

As espécies de micobactérias que provocam tuberculose nos humanos pertencem ao
Mycobacterium  tuberculosis complex. Este grupo engloba Mycobacterium tuberculosis,
Mpycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium caprae, entre outras espécies. A

tuberculose é atualmente um problema de saide publica, devido ao elevado risco de

desenvolver infe¢ao apos a inalagao de aerossois contaminados, especialmente em individuos
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imunocomprometidos. Por essa razao, os laboratérios para pesquisa de micobactérias
necessitam do nivel 2 de biosseguranca.***

A pesquisa de micobactérias é realizada numa grande variedade de amostra,
nomeadamente, produtos do trato respiratorio (expetoragao, aspirado bronquico, LBA),
sangue, LCR, urina, fezes, suco gastrico, liquido pleural e biopsias. A colheita das amostras de

expetoragao deve ser realizada durante 3 dias consecutivos, visto que a emissao dos BAAR

nao é continua e pode ser reduzida.
8.2.1. Processamento das amostras

O processamento da maioria das amostras implica uma descontaminacao, homogeneizagao
e concentragao da amostra. A descontaminagao das amostras permite eliminar a microbiota
associada e destruir material proteico, de modo a facilitar a pesquisa dos BAAR. No processo
de descontaminagao é utilizada uma solugao de N-acetil-L-cisteina (NALC), citrato de sédio
e NaOH. O reagente NALC-NaOH é um agente mucolitico, e o citrato de sédio impede a
inativagao do NALC, ao ligar-se aos metais pesados presentes na amostra. O pH alcalino da
solugao também contribui para a destruicio da microbiota. Posteriormente, é adicionado
solugao tampao para neutralizar a reagao. A solugcao é submetida a centrifugagao (l5min
3000xg) para concentrar a amostra. O sedimento resultante da centrifugacao é utilizado para
inocular os meios de cultura e realizar o esfregago para coloragio de Kinyoun.***

Existem algumas exce¢oes neste procedimento, como o LCR, que nao necessita de
descontaminagao. Esta amostra é submetida diretamente ao processo de centrifugagao.

As amostras liquidas, como a urina, sao inicialmente centrifugadas, e s6 depois se realiza a
descontaminagao.

As amostras de fezes contém muitos microrganismos, e por isso a descontaminagao torna-
se dificil, entao, esta amostra € sujeita a um pré-tratamento antes da descontaminagao. Realiza-
se uma suspensao das fezes em agua destilada, a qual é filtrada com uma gaze. Em seguida, a
solugao obtida prossegue para a descontaminagao descrita inicialmente.

No caso das biopsias e placentas, é feito um enriquecimento prévio no meio liquido
Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT), que é incubado a 37°C durante 24h. Apos esse
periodo, o meio liquido é centrifugado e o sedimento é processado conforme descrito
inicialmente.

As amostras de sangue estao contidas nos frascos de hemoculturas, que sao inseridas

diretamente no sistema BACTEC™9120™.
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8.2.2. Exame microscopico

Os métodos de coloragao aplicados as micobactérias sao, geralmente, a coloragao de Ziehl-
Neelsen e a coloragao de Kinyoun, que consiste numa modificagao do primeiro método. O
primeiro corante em ambas as técnicas é a fucsina concentrada. Na coloragao de Kinyoun,
este corante esta associado a uma elevada concentragio de fenol, de modo a facilitar a
permeacao do corante na parede celular das micobactérias, e assim, nao necessita da aplicagao
de calor. Pelo contrario, a técnica de Ziehl-Neelsen requer o aquecimento da lamina nesta
primeira etapa. Posteriormente, sucede-se a lavagem com o agente descolorante, acido-alcool,
que retira o corante de tudo, exceto dos BAAR. As micobactérias ficam coradas de rosa, e
apos a adigao do segundo corante, azul de metileno, tudo o resto fica corado de azul.*?

No exame microscopico é possivel distinguir as micobactérias das outras bactérias e

células. A visualizagao de apenas um bacilo acido-alcool resistente € significativa.
8.2.3. Exame cultural

Apos o processamento, as amostras sao inoculadas no meio MGIT e no meio Lowenstein-
Jensen (L)). A utilizagao de dois meios de cultura promove a recuperagao e detegao das
micobactérias.

O meio liquido MGIT é constituido por um caldo nutritivo Middlebrook 7H9 suplementado
com uma mistura de antibioticos composta por polimixina B, anfotericina B, acido nalidixico,
trimetoprim e azlocilina (PANTA). A composicao do meio favorece o crescimento das
micobactérias, e a solugao PANTA inibe o crescimento dos microrganismos da microbiota
normal.*®¢’

O meio MGIT ¢ incubado a 37°C no equipamento BACTEC MGIT 960, um sistema
automatico que monitoriza o crescimento de micobactérias. O meio contém um composto
fluorescente sensivel a alteragao da concentragao de oxigénio. Assim, quando ha crescimento
bacteriano, existe consumo de oxigénio, e consequentemente o sensor emite fluorescéncia.
Desta forma, o equipamento BACTEC MGIT 960 identifica as culturas positivas através da
detecio de fluorescéncia.*¢7*®

As culturas positivas do meio MGIT sao confirmadas a partir da realizagao de um esfregaco
para coloragao de Ziehl-Neelsen. Além disso, a cultura é inoculada num meio GS, de modo a
garantir que a positividade nao é devida a uma bactéria contaminante.

O meio solido Lowenstein-Jensen é utilizado para o isolamento e diferenciagio das
micobactérias. Este meio contém verde de malaquite e sais minerais, os quais inibem o

crescimento dos microrganismos contaminantes.*’
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As amostras inoculadas no meio L] sao incubadas a 37°C, durante 6 semanas. Este meio
permite uma observagao macroscopica das coldnias, o que fornece informagoes essenciais
para a identificacio da Mycobacterium tuberculosis.*

No caso das hemoculturas para pesquisa de Mycobacterium spp., é utilizado o sistema
BACTEC™ 9120™, que permite a detecio rapida de culturas positivas. As garrafas de
hemocultura contém meio de cultura nao seletivo BHI e meio Middlebrook 7H9. No fundo
de cada garrafa existe um sensor de fluorescéncia sensivel a concentragao de CO,. O aumento
da intensidade de fluorescéncia é proporcional ao crescimento de microrganismos, e isto
deve-se a diminuicio do O, e ao aumento da concentragcao de CO, resultantes do
metabolismo das micobactérias.”®”'

As garrafas de hemoculturas sio incubadas a 35°C no equipamento BACTEC™ 9120™, e
este permite uma monitorizagao continua do crescimento bacteriano ao fazer uma leitura do
sensor a cada |10 minutos. Desta forma, é possivel uma detegao célere das hemoculturas

positivas.’*”?

8.24. Antibiograma para micobactérias

O teste de suscetibilidade antimicrobiana para micobactérias é realizado no equipamento
BACTEC MGIT 960. Este aparelho monitoriza o crescimento das micobactérias, mas neste
caso compara o tubo controlo (sem antibiotico) com os tubos que contém antibidticos. Sao
testados antimicrobianos de primeira linha, estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol

e pirazinamida.”
8.3. Parasitologia

As doengas parasitarias sao mais prevalentes em determinadas regidoes do planeta,
principalmente em regides tropicais. Contudo, as alteragoes ambientais e o aumento das
viagens contribuem para uma distribuicao generalizada destas doengas. Além disso, o aumento
de doentes imunocomprometidos tem como consequéncia o aumento da suscetibilidade a
infecoes parasitarias, principalmente por parasitas oportunistas. Todos estes fatores
contribuem para o aumento do estudo das doengas parasitarias.**”*”*

Em parasitologia, o diagnostico laboratorial realiza-se principalmente pela observagao
macroscopica e microscopica das amostras biologicas. Por isso, é essencial o conhecimento
morfolégico das espécies de parasitas possiveis de causar infeao.

A pesquisa de parasitas € realizada em varios tipos de amostras, contudo a mais solicitada

€ a pesquisa de parasitas nas fezes.
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O exame parasitologico de fezes inicia-se com a observagao macroscopica, a fim de
examinar a consisténcia das fezes, bem como a presenca de muco, sangue ou
parasitas/fragmentos de parasitas macroscopicos. De seguida, a amostra é processada através
do kit comercial ParasiTrap®, baseado no método de Ritchie. O sedimento fecal obtido pela
técnica de concentragao € observado ao microscépio para pesquisa de ovos ou quistos. A
visualizagao de apenas uma estrutura parasitaria permite o diagndstico laboratorial.

Alguns dos parasitas que podem provocar infecoes Gl parasitarias podem ser
Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Ascaris lumbricoides, Enterobius
vermicularis, Taenia spp. e Trichuris trichiura.***

O exame parasitolégico sanguineo também é frequentemente realizado no laboratorio.
Alguns dos parasitas patogénicos encontrados no sangue podem ser Leishmania spp.,
Plasmodium spp., Trypanosoma spp., Toxoplasma gondii e Loa loa.**¥

No caso da malaria, o agente patogénico é o Plasmodium spp., nomeadamente Plasmodium
vivax, P.falciparum, P.malariae e P.ovale.®®

No diagnéstico da malaria sao feitas duas preparagoes para observagao microscopica: gota
espessa e esfregaco sanguineo. Ambas as preparagoes sao coradas pela coloragao de Giemsa.
Na gota espessa ha lise de eritrécitos, o que permite um aumento da sensibilidade na detegao
do parasita. No esfregaco sanguineo, a amostra esta integra, e por isso € mais facil identificar

a espécie de Plasmodium spp.. Na Figura 4 sao apresentados alguns exemplos de espécies de

Plasmodium spp. em diferentes estadios de evolugao.

A B C D

Figura 4: A) Gametécito de Plasmodium falciparum; B) Trofozoito de Plasmodium falciparum; C) Trofozoito de
Plasmodium vivax; D) Trofozoito de Plasmodium ovale.

8.4. Micologia

Os fungos sao organismos eucariotas, constituidos por uma parede celular composta
essencialmente por quitina e ergosterol. Os fungos clinicamente relevantes sao classificados
em leveduras, fungos filamentosos e dimorficos. O dimorfismo consiste na manifestagao de
diferentes formas consoante a temperatura, ou seja, os fungos dimorficos patogénicos para o

Homem assumem uma forma leveduriforme quando se encontram no organismo humano
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(37°C), e apresentam uma forma filamentosa num ambiente com uma temperatura mais baixa
(25°C).

Atualmente, a maioria das infe¢oes flngicas diagnosticadas no laboratério sao provocadas
por fungos nao patogénicos, em individuos imunocomprometidos,. Uma pequena parte das
infecoes fungicas sao provocadas por fungos patogénicos, como Histoplasma capsulatum.
Contudo, estas infegdes estio restritas a determinadas regides geograficas. ¥

O diagndstico laboratorial de infegoes fungicas implica o isolamento e a identificagao do
fungo responsavel pela patologia. As amostras biologicas, como produtos do trato
respiratério, sangue, LCR, cabelo e unhas, sao inoculadas no meio SGC2. As condigoes de
incubagao das culturas dependem do tipo de amostra e do pedido do clinico, assim sendo,
normalmente a incubagao é feita a 30°C numa estufa com humidade, mas em caso de suspeita
de dermatdfitos o meio de cultura é incubado a 25°C. A maioria dos fungos tem crescimento
lento, e por isso, a duragao da incubagao varia consoante o tipo de fungo, podendo demorar
4 semanas a crescer.”

A identificacao do fungo é feita com base na observagao macroscépica e microscopica das
coldnias. Na observacao macroscopica das coldnias, devem ser consideradas caracteristicas,
como a textura, pigmentagao, tempo de crescimento, entre outras. Para a observagao
microscépica, coloca-se uma porgao da coldonia na lamela com azul de lactofenol, esta
coloragao permite preservar as estruturas e observar morfologia dos esporos, hifas e o tipo
de reproducio assexuada, de modo a auxiliar na identificagido do fungo.*

O fungo isolado nem sempre corresponde ao agente patogénico, pois pode ser um
microrganismo da microbiota normal ou um contaminante. Desta forma, é importante

interligar os resultados obtidos das culturas com a historia clinica.
8.5. Virologia

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatdrios, uma vez que necessitam de infetar as
células para se multiplicarem. A estrutura viral é constituida por uma molécula de acido
nucleico (acido ribonucleico (RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA)), que é envolvida
por uma capside. Além disso, alguns virus sao compostos por um envelope, estes sao mais
sensiveis as condigoes ambientais, contrariamente aos virus nus, que sao mais resistentes por
nio conterem envelope.*

O laboratorio tem um papel fundamental no diagndstico precoce das infegoes virais, o que
é essencial em casos graves e para evitar o uso desnecessario de antibiéticos.*® Atualmente, o

diagnostico de infegoes virais é feito, essencialmente, pela detegao de componentes virais e

de anticorpos antivirais. A pesquisa de componentes virais consiste na dete¢ao de antigénios
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virais através de imunoensaios, e na detecao do genoma viral através de técnicas de biologia
molecular.”

Os métodos de biologia molecular permitem a detegao do genoma viral através da extragao
e amplificagao, utilizando a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real, um
método rapido com elevada sensibilidade e especificidade. A amplificacao e a detegao da
sequéncia de DNA de interesse ocorrem em simultaneo, isto é possivel através da associagao
de um termociclador e um fluorémetro. Quando ocorre amplificagio de DNA, ha emissao de
fluorescéncia. No caso de se tratar de um virus com RNA, utiliza-se, inicialmente, a enzima
Transcriptase Reversa para obter uma cadeia de DNA complementar do segmento de RNA
de interesse. em seguida realiza-se o método de PCR (RT-PCR).*

No laboratorio do HUC, a técnica de PCR em tempo real é realizada nos sistemas
GeneXpert® e VitaPCR™ para a pesquisa de SARS-CoV-2, por exemplo. A técnica de PCR
multiplex, realizada no sistema FilmArray® Torch, permite avaliar a presenca de vérios virus

em simultaneo, como Adenovirus, SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B, entre outros.

8.6. Técnicas de biologia molecular

GeneXpert®
O sistema GeneXpert® baseia-se na técnica de PCR em tempo real. O aparelho realiza

automaticamente a extragao dos acidos nucleicos, amplificagao e detegao da sequéncia alvo.
Este sistema é utilizado na pesquisa dos genes que codificam toxinas de Clostridium difficile,
detecao do RNA do SARS-CoV-2, pesquisa de Streptococcus agalactiae, detegao de genes que
codificam carbapenemases, detecao e diferenciagao de Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae, pesquisa de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, pesquisa de

M.tuberculosis complex e genes de resisténcia a rifampicina, entre outros.””*

VitaPCR™

O sistema VitaPCR™ utiliza a técnica RT-PCR para pesquisa do SARS-CoV-2. O teste é
realizado a partir de amostras de zaragatoas nasofaringeas ou orofaringeas, e em apenas 20
minutos obtém-se o resultado. No VitaPCR™, a pesquisa é direcionada a 3 alvos: o gene da
B-globina humana, o gene codificante da nucleocapside (comum aos virus de tipo SARS), e o
gene especifico do SARS-CoV-2. O resultado do teste é considerado “Detetado” quando ha
amplificagio dos 3 genes.”

FilmArray® Torch
O sistema FilmArray permite detetar, simultaneamente, sequéncias de acidos nucleicos de

multiplos agentes patogénicos, através de PCR multiplex nested. Este aparelho permite a

preparagao da amostra, amplificagao e detegao das sequéncias de acidos nucleicos num sistema
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fechado, reduzindo, assim, a contaminagao cruzada entre amostras e produtos amplificados.
O método de PCR nested engloba a realizagao de dois PCR. O primeiro PCR utiliza primers
externos, e o segundo PCR utiliza primers internos. A amplificagao é detetada através da
fluorescéncia emitida pela sonda LCGreen®.*”’

Este sistema utiliza painéis especificos para a pesquisa de agentes patogénicos. Cada painel

permite a pesquisa de um grupo de microrganismos provaveis de causar a infecao, de acordo

com a sintomatologia do paciente. Os painéis utilizados no sistema estao resumidos no Anexo

V.
8.7. Serologia

A serologia estuda as reagdes entre antigénios e anticorpos no soro, o que permite o

diagnostico de doencas infeciosas e avaliar o estado de imunidade do hospedeiro, através da
: ~ .re ~ . 47
determinagao e quantificagao de anticorpos.

A presenca de um agente patogénico num individuo imunocompetente desencadeia uma
resposta imune humoral, ou seja, ocorre a produgao de anticorpos. Os primeiros anticorpos
a surgirem sao as imunoglobulinas M (IgM), e posteriormente surgem as imunoglobulinas G
(IgG). Posto isto, a presenga de IgM no soro sugerem uma infecao aguda ou recente, enquanto

. . . ~ . . ~ 47
que a presenga de IgG no soro indicam uma infegao passada ou imunizagao.

O estudo da cinética de anticorpos requer pelo menos 2 amostras de soro com um
intervalo de 2 a 3 semanas. Desta forma, é possivel monitorizar a produgao de anticorpos e

interpretar a evolugao da doenga.
8.7.1. Métodos de Serologia

A quantificagao e a determinagao do tipo de anticorpos é feita a partir de imunoensaios.

De seguida, vou descrever os métodos utilizados no laboratério de serologia.

a) Imunoensaio por quimioluminescéncia (CLIA)

CLIA é baseado no principio de quimioluminescéncia. A amostra de soro é incubada com
as microparticulas magnéticas revestidas com antigénios recombinantes especificos, e os
anticorpos presentes na amostra ligam-se aos antigénios. De seguida, adiciona-se o conjugado
(anticorpo anti-imunoglobulina humana com isoluminol), que se liga aos anticorpos existentes
no soro. Apos a incubagao, é adicionado o reagente para iniciar a reagao de
quimioluminescéncia, a qual resulta na emissao de luz. A medi¢ao do sinal luminoso é feita em
unidades relativas de luz (RLU), que é diretamente proporcional a quantidade de anticorpos
presentes na amostra.”®

Este método é utilizado no doseamento dos anticorpos anti-Parotidite (IgG e IgM).
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b) Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA)

No método de ELISA, o antigénio especifico encontra-se adsorvido na superficie da placa
onde decorre a reagao. Na presenca de anticorpos na amostra, ha formagcao de complexos
antigénio-anticorpo. A detegao dos imunocomplexo é feita através de uma reagao enzimatica.
A adigao do anticorpo anti-imunoglobulina humana marcado com uma enzima e a adigao do
substrato resulta numa reagao enzimatica com formagao de um produto colorido. A
intensidade de cor medida, é proporcional a concentragio de anticorpos da amostra.”

Este método ¢ utilizado para a determinagao de anticorpos anti-Leptospira (IgG e IgM).

c) Ensaio de fluorescéncia enzimatica (ELFA)

ELFA é um teste imunoenzimatico, semelhante ao método de ELISA. A diferenca resume-
se a forma de detegao do complexo antigénio-anticorpo formado. O imunocomplexo é
detetado através de uma reagao de hidrolise que resulta num produto fluorescente. A reagao
ocorre apos a adigao do anticorpo anti-imunoglobulina humana marcado com fosfatase alcalina
e a adicao do substrato. A fluorescéncia emitida € medida a 450nm, sendo também
proporcional & concentragio de anticorpos presentes na amostra.”

O método de ELFA é utilizado na determinagao dos anticorpos anti-Toxoplasma gondii (IgG

e IgM) e no teste de avidez da IgG.

d) Imunofluorescéncia indireta (1Fl)

O método de imunofluorescéncia indireta utiliza uma lamina que contém um antigénio
especifico, adsorvido na sua superficie. Os anticorpos presentes na amostra ligam-se ao
antigénio, formando complexos antigénio-anticorpo. A adicdo de um anticorpo anti-
imunoglobulina humana marcado com fluoresceina permite detetar os imunocomplexos
através da observacao das laminas com um microscopio de fluorescéncia. A intensidade de
fluorescéncia observada é proporcional a concentragio de anticorpos.?

A pesquisa de anticorpos (IgG) anti-Ricketsia conorii e anti-Coxiella burnetii é realizada pelo

método IFI.

e) Rosa de Bengala

Rosa de Bengala é um teste de screening rapido e sensivel, baseado na reagao de aglutinagao.
Este teste permite detetar a presenca de anticorpos (IgM e IgG) especificos para Brucella
abortus no soro e no LCR. O teste consiste na mistura da amostra do paciente com uma
suspensao tamponada de Brucella abortus 99 inativada e corada de Rosa de Bengala. Se ocorrer

aglutinagao, é considerado positivo, e deve ser feito o Teste de Wright.
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f) Reacdao de Wright

A reagao de Wright apenas é executada apos um teste Rosa de Bengala positivo. Este teste
é semi-quantitativo, pois permite quantificar o titulo de anticorpo na amostra. A reagao de
Wright baseia-se na reacao de aglutinagao entre a amostra e uma suspensao tamponada de
Brucella abortus inativada. A partir de diluigoes sucessivas da amostra, é possivel definir o titulo
de anticorpo presente na amostra. O resultado é considerado positivo com um titulo igual ou

superiora |:80.

g) Rapid Plasma Reagin (RPR)

O RPR é um teste semi-quantitativo baseado na reagao de aglutinagao, o que permite a
deteciao de reaginas. As reaginas sao anticorpos sintetizados quando o organismo esta em
contacto com o Treponema pallidum. A realizagdo do teste consiste na mistura da amostra
com o reagente (cardiolipina-lectina-colesterol) que atua como antigénio. A aglutinagao indica
um resultado positivo.

O RPR é um teste nao treponémico, por isso € sempre necessario confirmar o resultado
por um teste treponémico. Os pacientes diagnosticados com sifilis sao monitorizados através

destes testes ndo treponémicos para avaliar a evolugio da doenca.”’

h) Treponema Passive Particle Agglutination (TP-PA)

O TP-PA é baseado na reagao de aglutinagao com diluicdes sucessivas em pogos. Cada
pogo contém uma suspensao de particulas de gelatina sensibilizadas com o antigénio de
Treponema pallidum. As amostras sao adicionadas aos pogos e apos a incubagao verifica-se as
reagoes de aglutinagao. Os anticorpos anti-Treponema pallidum presentes na amostra ligam-se

ao antigénio e forma-se aglutinagao.
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9. Casos Clinicos
Caso clinico |

Doente do género feminino, com 68 anos transferida de outro hospital, por suspeita de
hepatite toxica por ingestio de cogumelos. A entrada do HUC apresentava um quadro de
nauseas, vomitos, dejegoes diarreicas aquosas muito frequentes associadas a colica abdominal,
e sem febre.

As andlises realizadas estao apresentadas no Anexo V, Tabela IX.

Os valores elevados de AST e ALT sugerem a ocorréncia de lesao hepatocelular. A lactato
desidrogenase (LDH) encontra-se elevada, o que é indicativo de lesao celular. A
hiperbilirrubinémia também se deve a lesao hepatocelular, devido a perda da capacidade
hepatica da biotransformagao da bilirrubina.

A alteragao das provas de coagulagao pode estar associada a falha da sintese hepatica. O
figado é responsavel pela sintese de fatores de coagulacao, e por isso, na presenca de falha
hepatica, verifica-se uma diminuicao dos fatores de coagulagao (fator I, Il, V, VIl e X) e
consequentemente um aumento do tempo de protrombina. A perda da capacidade de sintese
hepatica também se verifica pela diminuicao das proteinas totais e pelo valor de albumina
proximo do limite inferior do intervalo de referéncia.

A diminuicao da albumina é mais acentuada em situagoes de doencgas hepaticas croénicas.
Neste caso, como € uma lesao hepatica aguda, a albumina apresenta um valor dentro do
intervalo de referéncia, contudo com uma ligeira diminuicao. A diminuigao das proteinas totais
pode confirmar a origem hepatica da alteragao das provas de coagulagao. Desta forma, a
diminuicao das proteinas totais e o aumento do tempo de protrombina é sugestivo da perda
da capacidade da sintese hepatica.

A andlise bioquimica é concordante com o diagnéstico de hepatite toxica associada a uma
coagulopatia resultante da perda da sintese hepatica.

As anilises serologicas realizadas estao apresentadas no Anexo V, Tabela X. O estudo
serolégico da hepatite B (HB), hepatite C (HC) e da infecao por virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) permite excluir o diagndstico de hepatite viral.

O estudo seroldgico da hepatite B consiste na determinagao dos anticorpos Anti-HBc
(anticorpos totais (IgM e IgG) para o antigénio do core do virus da HB) e Anti-HBs (anticorpo
para o antigénio de superficie do virus da HB). Também se realiza a determinagao do
antigénio HBs (antigénio de superficie do virus da HB). Os resultados obtidos do estudo
seroldgico da HB concluiram que apenas o anticorpo Anti-HBs obteve o resultado “reativo”,

o que é compativel com uma imunizagao por vacina.
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O teste de screening para hepatite C consiste na determinagao dos anticorpos totais Anti-
HCYV (IgM e IgG), para o qual se obteve um resultado “nao reativo”.

O rastreio laboratorial da infecao por HIV consiste na determinagao do antigénio p24 e
dos anticorpos totais Anti-HIV (IgM e IgG). Em ambos os testes o resultado obtido foi “nao
reativo”, o que confirma que nao ha infegao por HIV.

Desta forma, conclui-se que o quadro clinico apresentado pela paciente nao resulta de uma
hepatite viral provocada pela infegao do virus da HB, virus da HC ou HIV.

Além disso, foi realizada a andlise microbiologica pela pesquisa rapida de microrganismos
através do painel gastrointestinal no sistema FilmArray® Torch. Os resultados obtidos foram
negativos para todos os microrganismos (Anexo V, Tabela XI).

O diagndstico definitivo foi uma hepatite toxica por uma toxina do cogumelo, com

insuficiéncia hepatica aguda e coagulopatia.
Caso clinico 2

Doente do género feminino, com 65 anos recorre ao servico de urgéncia do HUC por
apresentar dispneia, cansaco e febre. Durante o internamento, sofreu uma convulsao, o que
levou a suspeita de meningite.

Procedeu-se a colheita de LCR por punc¢iao lombar, para o diagnostico laboratorial de
meningite, o que engloba analise microbioldgica, analise bioquimica e analise citologica.

Na analise bioquimica, o LCR apresentou um aumento de proteinas, devido ao metabolismo
bacteriano, e uma diminuigao da concentragao de glicose, que esta associada ao aumento do
consumo de glicose por parte das bactérias. Na analise citologica foi detetado o predominio
de células polimorfonucleares, o que esta associado a infegoes por bactérias (Anexo VI, Tabela
XIl). Estes resultados sao compativeis com uma meningite bacteriana.

A amostra de LCR foi separada em dois tubos. Um tubo para realizar a pesquisa do agente
patogénico utilizando o painel do sistema FilmArray® Torch mais adequado a sintomatologia,
neste caso o painel meningite/encefalite. E o outro tubo para a inoculagao das primoculturas
e observagao microscopica.

Numa emergéncia médica, utilizam-se técnicas de biologia molecular para acelerar o
processo laboratorial e confirmar o diagnostico. Desta forma, realizou-se a pesquisa de
microrganismos provaveis de causar meningites e/ou encefalites através do painel
meningite/encefalite do sistema FilmArray® Torch. Este sistema detetou a presenca de Listeria
monocytogenes no LCR (Anexo VI, Tabela XIII).

A amostra de LCR foi inoculada nos meios GS e PVX para pesquisa e isolamento do agente

patogénico, e também foi realizado um esfregaco em lamina para coloragao de Gram. As
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primoculturas foram incubadas a 37°C durante cerca de 48h. A observagao microscopica da
amina, representada na Figura 5, revelou a presenca de bacilos Gram positivo, sugestivos de
I tad F 5 | de bacilos G t t d
isteria mon nes. Apos o periodo de incubacao, observaram-se as colénias pequenas, lisas
Listeria monocytogenes. A dod b b I |

e branco-acinzentadas, como demonstrado na Figura 6.

Figura 5: Exame microscépico do LCR. Observaram-se Figura 6: Crescimento bacteriano em cultura de GS.
bacilos Gram positivo, sugestivos de Listeria monocytogenes.

Apos a identificagdo da bactéria, realizou-se o antibiograma manual para Listeria
monocytogenes, utilizando o meio MH-F, de acordo com as recomendagoes das normas

descritas no EUCAST. Na Figura 7 sao apresentados os antibiogramas realizados.

Figura 7: Antibiograma em disco para Listeria monocytogenes.

Os resultados do antibiograma concluiram que a bactéria apresenta sensibilidade para
ampicilina, eritromicina, penicilina, trimetoprim /sulfametoxazol e meropeneno.

Inicialmente, a terapéutica empirica administrada foi ceftriaxone e ampicilina. Apds a
identificacao e realizacao do TSA, a terapéutica foi ajustada, mantendo apenas a ampicilina,

uma vez que a Listeria monocytogenes é intrinsecamente resistente ao ceftriaxone.
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10. Conclusao

A realizagao do estagio foi uma experiéncia muito enriquecedora, tanto a nivel profissional
como pessoal. Estagiar no CHUC deu-me a oportunidade de conhecer a realidade de um
laboratério clinico num hospital de referéncia, e de trabalhar com uma equipa multidisciplinar,
que me transmitiu todos os conhecimentos possiveis. Este estagio possibilitou-me consolidar
os conhecimentos teoricos adquiridos ao longo do Mestrado em Andlises Clinicas, e aplica-

los na pratica laboratorial.
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Anexo | — Metodologias utilizadas no setor de Imunologia e respetivos exemplos.

Metodologia
Exemplos de parametros pesquisados/doseados
utilizada

Anticorpos antinucleares e citoplasmaticos (ANA);
Imunofluorescéncia  Anticorpos Anti-Citoplasma de Neutréfilo (ANCAs)
indireta (IFI) Anticorpos Anti-dsDNA;

Anticorpos Anti-Supra-Renal.

Radioimunoensaio  Anticorpos Anti-dsDNA;

(RIA) Anticorpos Anti-insulina.

Anti-antigénios nucleares ENA7: SSA (Ro60, Ro52), SSB, Sm, RNP, Scl-
Imunoensaio 70, Jo-1;
quimioluminescente  Anticorpos Anti-DFS70;

Anticorpos Anti-membrana basal glomerular (GBM).

ELISA Anticorpos anti-fator intrinseco; Anti-cardiolipina;
Anti B2- glicoproteina; Anti-histonas; Anti-TNFa; Elastase.

Anticorpos para estudo da fungao hepatica (Anti-Gp210; Anti-Sp 100);
) Anticorpos IgG dirigidos a antigénios neuronais;
Immunoblotting
Anticorpos para estudo de miosite;

Anticorpos Anti-membrana basal glomerular (GBM).

Triptase; IgE especifica e IgG especifica para alergénios;
. Anti-Transglutaminase (IgA e IgG); Anti-Gliadina (IgA e IgG);
Imunoensaio
Anticorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO);
fluroenzimatico (FEIA)
Anticorpos Anti-Proteinase 3 (PR3);

Anticorpos Anti-dsDNA.

Fator reumatoide; Subclasses IgG; Subclasses IgA; IgD; IgG em LCR;
Nefelometria Cisteina; Cl q; Cl i; Pré-albumina; Albumina; Crioglobulinas;

Cadeias leves na urina; B2-globulina na urina.

IgG; IgM; IgA; Cadeias leves kappa; Cadeias leves lambda;
C3; C4; CH50.

Turbidimetria

Imunodifusao radial C2; C5.



Anexo Il — Exemplos de equipamentos utilizados no laboratério de Bioquimica do CHUC e

respetivas metodologias e parametros.

Equipamento Método

Espetrofotometria

Alinity c
Turbidimetria
Potenciometria
Alinity i
Imunoensaios
quimioluminescentes
Liaison
AutionMax Técnicas fotométricas
. Observacao automatica ao
SediMax ¢ L.
microscopio
Espetrofotometria absorcao
Analyst 800 P - ¢
atomica
Teste imunoquimico que
SetiFit identifica a hemoglobina

humana

Medigao osmolalidade por
Osmometro  crioscopia através do ponto
de congelagao

Gasometria de sangue
arterial

Rapid Point 500

Variant [l D100 HPLC

Eletroforese capilar de Hb

Minicap Sebia glicada

Parametros

Azoto ureico; Creatinina; Acido drico; Albumina;
Glicose; Bilirrubina; Amonia; AST; ALT; GGT;
ALP; Amilase; Colinesteras; Colesterol;
Triglicéridos; LDL; HDL; CK; CM-MB; Proteina
total; Calcio; Magnésio; LDH; Lactato.

Microalbuminuria; Proteinuria; Lp(a); ApoAl;
ApoB; PCR; Transferrina; a- | -antitripsina; B-2-
microglobulina.

lonograma (Na+, K+, CI).

Mioglobina; BNP; NT-pro BNP; hsTnl;
Procalcitonina; Vitamina B12; Homocisteina;
Andlises serolégicas;

Farmacos imunossupressores.

Vitamina D; Renina; Aldosterona;
Analises serologicas.

Sumaria de urina.

Sedimento urinario.

Litio; Cobre; Zinco; Aluminio.

Detecao sangue oculto nas fezes.

Osmolalidade.

pH; pCOy; pOy; sOy; HCOs3; Nat; K+; Cat; Cl;
Glucose; Lactato; Hemoglobina.

Hemoglobina glicada.

Pesquisa de variantes de hemoglobina (HbA, HbA,,
HbS, HbF).



Anexo 1l

Tabela VII: Caracteristicas das diferentes lipoproteinas.

Densidade Principal Principal Diametro
Lipoproteina
(g/mL) Componente Apolipoproteina (nm)
Quilomicron <0,95 Triglicéridos ApoB48 80— 100
VLDL 0,95 - 1,006 Triglicéridos ApoB100 30-80
Triglicéridos e
IDL 1,006 - 1,019 ApoB100 25-30
Colesterol
LDL 1,019 - 1,063 Colesterol ApoB100 20-25
HDL 1,063 - 1,210 Proteinas ApoAl 5-13

Tabela VII: Painéis de antibiéticos utilizados no MicroScan WalkAway (TSA automatico), de

acordo com os microrganismos.

Painéis de antibioticos

Microrganismos

ENS52
SAT36
E37
NF50

Bactérias GN

Staphylococcus e géneros relacionados

Streptococcaceae

Bactérias GN nao fermentadoras



Anexo IV — Painéis utilizados no FilmArray de acordo com os microrganismos.

Painel FilmArray Microrganismos

Adenovirus; Coronavirus HKU |; Coronavirus NL63; Coronavirus 229E;
Coronavirus OC43; SARS-CoV-2; Rinovirus humano; Enterovirus;
Influenza A; Influenza A / HI; Influenza A / H3; Influenza A / HI1-2009;
Influenza B; Virus da Parainfluenza |; Virus da Parainfluenza 2; Virus da
Parainfluenza 3; Virus da Parainfluenza 4; Virus Sincicial Respiratorio;
Bordetella pertussis; Chlamydia pneumoniae; Mycoplasma pneumoniae.

Painel Respiratério

Adenovirus F 40/41; Astrovirus; Norovirus; Rotavirus A; Sapovirus (I, II, IV
e V); Campylobacter spp.; Clostridium difficile (toxina A / B); Plesiomonas
shigelloides; Salmonella; Yersinia enterocolitica; Vibrio cholerae; Escherichia coli

Painel
enteroagregativa (EAEC); E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli

Gastrointestinal o . . .
enterotoxigénica (ETEC); E. coli produtora de toxina semelhante a Shiga

(STEC); E. coli O157; E. coli enteroinvasiva (EIEC); Shigella; Cryptosporidium;
Cyclospora cayetanensis; Entamoeba histolytica; Giardia lamblia.

Citomegalovirus (CMV); Enterovirus (EV); Virus Herpes simplex |; Virus
Painel Herpes simplex 2; Herpesvirus humano 6; Parecovirus humano (HPeV);
L . Virus varicela-zoster; Escherichia coli; Haemophilus influenzae;
Meningite/encefalite L o - .

Listeria monocytogenes; Neisseria meningitidis; Streptococcus agalactiae;

Streptococcus pneumoniae; Cryptococcus neoformans/gattii.

Staphylococcus aureus; Haemophilus influenza; Neisseria meningitidis;
Painel Streptococcus pyogenes; S. agalactiae; S. pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa,
E.coli; complexo Acinetobacter baumannii; Staphylococcus coagulase negativa;

Enterococcus spp.; Streptococcus spp.; Enterobacter spp.;

Klebsiella pneumoniae; K. oxytoca, Candida spp.; C. albicans.

Hematologico

Vi



Anexo V — Caso clinico |

Tabela IX: Andlises efetuadas na admissdo hospitalar.

Parametro Resultado Valores de Referéncia
Hemoglobina 13,6 11,8—- 15,8 g/dL
VGM 86,2 80 — 100 fL
HCM 29,4 27 — 34 pg

Ht (hematocrito) 39,9 37-49 %
Leucocitos 10,5 3,6 — 10,5 x 109/L
Plaquetas 258 140 — 385 x109/L
Tempo de protrombina 17,1 9,4 — 12,5 segundos
Glicose 193 60 — 109 mg/dL
Azoto ureico 12 7,9 — 20,9 mg/dL
Creatinina 0,69 0,72 — 1,18 mg/dL
Na* 136 136 — 146 mmol/L
K* 3,9 3,5 -5,1 mmol/L
cr 11 101 — 109 mmol/L
Proteinas totais 5,7 6,6 — 8,3 g/dL
Albumina 3,6 3,5-52g/dL
LDH 562 <248 U/L
AST 405 <45 U/L
ALT 416 <35 U/L

FA 74 30 - 120 U/L
GGT 16 <55 U/L
Bilirrubina total 2,4 0,2 - 1,2 mg/dL
Bilirrubina direta 1,2 <0,5 mg/dL
CK 45 <|71 U/L
PCR 0,05 <0,5 mg/dL

Vi



Tabela X: Andlises serolégicas.

Hepatite B

Hepatite C

HIV

Parametros
Ag HBs
Ac HBc
Ac HBs
Ac anti-HCV (IgG/IgM)
Ag/Ac

Tabela XI: Resultados obtidos por FilmArray (Painel Gastrointestinal)

Vil

Microrganismo

Campylobacter spp.

Clostridium difficile, toxina A/B

Plesiomonas shigelloides
Salmonella

Vibrio

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica
EAEC

EPEC

ETEC

EIEC

Cryptosporidium
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia
Adenovirus F 40/41
Astrovirus

Norovirus GI/GlI
Rotavirus A

Sapovirus

Resultado
Nao reativo
Nao reativo
534 mUI/mL
Nao reativo

Nao reativo

Resultado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado

Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado
Nao detetado

Nao detetado



Anexo VI - Caso clinico 2

Tabela XlI: Andlises bioquimicas e citolégicas do LCR.

Parametros Resultado Valores de referéncia
(o]
E Proteinas 628 |5 — 40 mg/dL
=]
o
2 Glicose <5 40 — 70 mg/dL
Leucocitos 143 <3 /mm3
!
o) o L
o Eritrocitos Incontaveis
5
Predominio Polimorfonucleares

Tabela XllI: Resultados obtidos por FilmArray (Painel meningite/encefalite)

Microrganismo Resultado

Virus Herpes Simplex | (HSVI) Nao detetado
Virus Herpes Simplex 2 (HSV2) Nao detetado
Enterovirus Nao detetado
Virus Varicela zoster (VZV) Nao detetado
Virus Herpes Humano 6 (HHV-6) Nao detetado
Parechovirus Humano (HPev) Nao detetado
Citomegalovirus (CMV) Nao detetado
Neisseria meningitidis Nao detetado
Streptococcus pneumoniae Nao detetado
Hemophilus influenza Nao detetado
Escherichia coli K1 Nao detetado
Streptococcus agalactiae Nao detetado
Listeria monocytogenes Detetado

Cryptococcus neoformans/gattii Nao detetado





