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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.

Now is the time to understand more, so that we may fear less.”

Marie Curie
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RESUMO

O presente relatorio é referente ao estagio curricular realizado no laboratério Labeto-Centro
de Analises Bioquimicas, S.A., pertencente ao Grupo Beatriz Godinho em Leiria. O estagio
enquadra-se no plano de estudos do Mestrado de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra, permite aplicar os conceitos adquiridos no mestrado e completa
a minha formagao nesta area de prevencao, diagnostico e terapéutica de varias doengas.

Ao longo do meu percurso no Labeto efetuei colheitas de produtos biologicos no posto de
colheitas da Batalha e desenvolvi varias competéncias e conhecimento no sector de
Microbiologia, Hematologia, Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia, Serologia Infeciosa,
Autoimunidade e Biologia Molecular. Os conceitos adquiridos nas areas de Microbiologia e
Bioquimica sio os mais evidenciados e pormenorizados neste relatério devido ao grande

interesse que me despertam.

Palavra-chave: Anilises Clinicas, Grupo Beatriz Godinho, Laboratério, Microbiologia,

Bioquimica.
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ABSTRACT

This report refers to the curricular internship carried out at the laboratory Labeto-Centro de
Anadlises Bioquimicas, S.A., belonging to the Grupo Beatriz Godinho in Leiria. This internship
is part of the study plan of the Master’s degree in Clinical Analysis at the Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra, which allowed me to apply the concepts acquired in it and
completing my studies in this area, which is essential for the prevention, diagnosis and
treatment of several diseases.

Throughout my journey at Labeto, | collected biological products at the Batalha collection
point and developed various skills and knowledge in the sector of Microbiology, Hematology,
Biochemistry, Endocrinology, Immunology, Infectious Serology, Autoimmunity and Molecular
Biology. The concepts acquired in the areas of Microbiology and Biochemistry is the most

highlighted and detailed in this report due to the interest they arouse in me.

Keyword: Clinical Analysis, Grupo Beatriz Godinho, Laboratory, Microbiology, Biochemistry.
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. INTRODUCAO

As andlises clinicas desempenham um papel crucial na prevengao, diagnostico,
terapéutica e monitorizagao de doengas permitindo avaliar a fungao de diversos érgaos, o
estado metabdlico e infecioso. Com o intuito de aplicar os conceitos teodricos/praticos
fornecidos no Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra e de me transformar numa melhor técnica superior de diagnéstico e terapéutica
realizei um estagio curricular com uma duragao de seis meses no laboratério Labeto-Centro
de Analises Bioquimicas, S.A., pertencente ao Grupo Beatriz Godinho em Leiria.

Ao longo do estagio contactei com a fase pré-analitica, que se inicia com a prescrigao
médica, e efetuei colheitas de diversos produtos biologicos no posto de colheitas da Batalha.

No Labeto efetuei ensaios analiticos nas diversas areas como Microbiologia,
Hematologia, Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia, Serologia Infeciosa, Autoimunidade e
Biologia Molecular.

Neste relatério abordarei varias tematicas essenciais do processo analitico como as
fases que o mesmo inclui, o controlo de qualidade, os equipamentos manuseados e os ensaios
analiticos e a sua relevancia numa determinada patologia. Aprofundarei as areas de analises
clinicas que mais me fascinam e que considero de grande relevancia para a saude publica:
Microbiologia e Bioquimica.

O término do meu estagio ocorreu apdés acompanhar a validagio Biopatologica
efetuada pelos especialistas do laboratério que me forneceram conhecimentos essenciais no

ambito de analises clinicas.

Il. CARACTERIZAGAO DA ENTIDADE DE ESTAGIO

O laboratério Labeto-Centro de Andlises Bioquimicas, S.A., pertencente ao Grupo
Beatriz Godinho Salde, foi fundado em 1974 nos Pousos em Leiria. Com a crescente confianca
nos servigos prestados o laboratério transferiu-se, com novas instalagoes, para a cidade de
Leiria (Avenida Marqués de Pombal) onde prosseguiu o diagnostico laboratorial de exceléncia.

O grupo Beatriz Godinho dispoe de 3 laboratoérios de anilises clinicas (Leiria, Coimbra
e Seia) e de mais de 160 postos de colheitas no centro do pais possuindo como objetivo
principal assegurar a fiabilidade e exceléncia dos servigos prestados no diagnoéstico laboratorial
pelo que a sua atividade é suportada pela utilizagao de controlos internos e corroborada pelo
bom desempenho obtido nos seguintes programas de avaliagao externa da qualidade: PNAEQ
do INSA, Labquality, PSEC de AEFA y AEBM, SEQC, EUROIMMUN Quality Assurance, MBL
Quality Control of Autoantibodies, BIO-DEV e RIQAS.



Desde 2003, o laboratorio possui dupla certificagao do Sistema de Gestao de
Qualidade, de acordo com a norma NP EN ISO 9001 e as Normas para o Laboratério Clinico
da Ordem dos Farmacéuticos, atribuida pela APCER.

Para além do Centro de Analises Bioquimicas o grupo da Beatriz Godinho Saude possui
varias empresas como trés Clinicas Médicas e de Fisioterapia Polidiagnostico (em Leiria,
Marinheiros, Marinha Grande e Fatima), duas Clinicas de Imagiologia e Cardiologia (Clinica
Luis Lourengo e Centro de Radiologia de Alcanena), Laboratério Tomaz e Farmacias.

A crescente evolucao deste grupo deve-se aos seus impulsionadores, Dr. Amado
Tomaz e Dra. Beatriz Godinho, e a segunda geracao da familia que integra a administragao do

mesmo.



Ill. FASES DOS EXAMES LABORATORIAIS

A realizagao dos exames laboratoriais compoe-se em trés fases: fase pré-analitica, fase
analitica e fase pos-analitica. Com o intuito de obter resultados mais fidedignos e confiaveis
possiveis todas as fases deverao ser sujeitas a rigorosos controlos de qualidade para detegao
e prevencao de erros (1). O laboratorio devera reger-se por um manual de boas praticas
assegurando resultados de qualidade no menor intervalo de tempo possivel e com o menor

custo associado.

3.1. Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica inicia-se com a prescricao médica de uma analise clinica e conclui-
se quando a amostra esta preparada para ser analisada. A fase pré-analitica é a fase mais sujeita
a erros verificando-se que a maioria dos erros do diagnéstico laboratorial sao cometidos nesta
fase (1) devido ao facto de existirem inUmeras variaveis, muitas das quais nao conseguimos
controlar pois dependem do préprio utente. Existem instrugoes de colheitas que os utentes
deverao cumprir. O incumprimento das mesmas compromete a qualidade das amostras e,
consequentemente, dos resultados.

Nos postos de colheitas os utentes retiram uma senha para serem atendidos a vez na
rececdo. Na rececao procede-se a introdugao dos parametros a analisar no sistema
informatico perguntando aos utentes questoes que auxiliam na interpretagao dos resultados
laboratoriais. As etiquetas, com codigos especificos para cada tubo e com a identificagao dos
utentes, sao impressas e entregues ao técnico que realizara a colheita ou que identificara as
amostras recolhidas pelo préprio utente.

O técnico encaminha o utente para a sala de colheitas e confirma a identidade do
mesmo assim como os requisitos necessarios para a realizagao da colheita, seguindo-se a
preparagao do material a utilizar.

Antes de efetuar a colheita os técnicos deverao utilizar os EPI e ap6s a colheita todo
o material utilizado contaminado com sangue ou secrec¢oes devera ser descartado para um

contentor de risco bioldgico especifico.

Colheita de Fezes

Para se executar andlises as fezes (exame coprolégico e parasitoldgico) os utentes
deverao colher amostras de fezes (do tamanho idéntico ao de uma noz) em dias consecutivos
para um contentor estéril (excegao para pesquisa de Giardia sp. que devera ser realizada em

dias alternados). Nos exames parasitologicos as fezes poder-se-ao armazenar no frio por 3
3



dias. Para amostras de fezes para pesquisa de bactérias recomenda-se a entrega no laboratério
no proprio dia para que a viabilidade das mesmas seja assegurada. Para realizar a pesquisa de
sangue oculto nas fezes o utente devera colher uma por¢ao das fezes, com o coletor do kit
fornecido no posto de colheitas, preenchendo as duas concavidades do mesmo com material

fecal, em dias consecutivos e podera refrigerar as mesmas no prazo maximo de | semana.

Colheita de Sangue

Para efetuar colheitas de sangue utilizam-se varios sistemas: seringa e agulha ou vacuo.
O sangue é colhido para os tubos com uma ordem correta: 1* Tubo de citrato, 2° Tubo de

Soro e 3° Tubo de EDTA.

Tabela |- Tubos mais frequentemente utilizados para recolha de sangue, anticoagulante presente, uso pretendido e a
amostra a ser utilizada para testes laboratoriais. (2)

Tubo utilizado Anticoagulante Uso pretendido Amostra utilizada
Tampa Azul Citrato de Sédio Testes de Coagulagio Plasma
Tampa Vermelha Sem anticoagulante Quimica, Imunologia e Soro
(gel separador) Serologia
Tampa Lilas EDTA Hematologia Sangue total

Colheita de Urina

A amostra para anadlise sumaria de urina deve ser a primeira
urina da manha ou, pelo menos, a ultima micgao ter sido ha mais de '
2 horas.
Para a realizagao da urocultura o utente devera proceder a
correta higienizagao da zona intima, desperdicar o primeiro jato da
manhi e colher a restante urina para um frasco estéril. Figura |- Frasco de urina com

indicagdes para uma colheita
As urinas (andlise sumaria da urina e pesquisa de correta e tubo para o qual a

mesma ¢ transferida para

microalbuminudria) entregues nos postos de colheitas sdo Posterior andlise nos aparelhos.

transferidas para tubos corretamente identificados (Figura |) para posterior analise nos
equipamentos.

A andlise de urina recolhida em 24 horas é entregue no posto de colheitas num

recipiente, geralmente volumétrico, e regista-se o volume urindrio transferindo-se

posteriormente uma aliquota de urina para o tubo que ira para o laboratério.



Colheita de Exsudados

No posto de colheitas da Batalha realizam-se colheitas de exsudados vaginais, oculares,
faringeos, entre outros. No meu estagio efetuei a colheita de exsudados vaginais para pesquisa
de Streptococcus agalactiae em gravidas recolhendo o exsudado com uma zaragatoa, na zona
vaginal e na zona retal (1/3 externo da vagina e zona ano rectal). As zaragatoas sao colocadas
no meio de transporte para posterior envio ao laboratério. Para esta colheita, a utente nao
deve realizar a higiene matinal, nao deve estar a tomar/aplicar antibidticos ou pomadas locais

e nao deve ter relagoes sexuais antes da colheita.

Colheita para pesquisa de Helicobacter pylori

Ao longo do meu estagio observei a colheita do - »
Indicador iltro de reatividade

teste respiratorio para pesquisa de Helicobacter \

pylori. O utente devera estar em jejum de pelo Bocal
Saida de ar

™
menos 6 horas. Para a realizagao do teste o utente A
ingere uma capsula de ureia e apds dez minutos
sopra suavemente para a abertura do Breathcard Figura 2- Caracterizagio de Breathcard utilizada no
. ] o teste respiratorio de pesquisa de Helicobacter pylori.
(Figura 2) até o indicador do mesmo mudar de Fonte: Bula de HELIPROBE® SYSTEM de Kibion.
“cor-de-laranja” para amarelo. De seguida o Breathcard, devidamente identificado, € inserido

num envelope que sera entregue ao laboratério.

No laboratério procede-se a triagem das amostras nos setores correspondentes.

Sempre que as amostras nao possuam qualidade/identificacao terao de ser rejeitadas.

3.2. Fase Analitica

A fase analitica é constituida por varios processos como a manutengao e preparagao
dos equipamentos, controlo de qualidade, realizagao das analises dos produtos biologicos e o
registo dos resultados obtidos.

Previamente a realizagao das andlises nos equipamentos efetua-se o controlo de
qualidade interno nos mesmos. Este controlo consiste no ensaio analitico de amostras de
controlo com valores conhecidos permitindo avaliar a precisao e desempenho dos
procedimentos analiticos. Os resultados obtidos pelo controlo de qualidade interno sao
interpretados pelas Regras de Westgard, por exemplo, permitindo aceitar a corrida analitica

ou auxiliando na descoberta da causa de um problema.



Apos a verificagao dos controlos de qualidade internos nos varios equipamentos inicia-
se o trabalho didrio com as analises dos produtos biolégicos respetivos. No Labeto a grande
maioria das analises sao automatizadas e o sector de microbiologia é a valéncia analitica onde
se efetuam mais ensaios manuais.

O Labeto participa em varios programas de avaliagao externa da qualidade.

3.3. Fase Pos-Analitica

A fase pés-analitica corresponde a validagao biopatoldgica dos resultados obtidos e a
entrega do boletim de resultados ao respetivo destinatario.

A validagao biopatologica consiste na andlise detalhada do boletim de resultados.
Verifica-se a identidade, a idade e o sexo do utente, a coeréncia dos resultados obtidos com
as diferentes analises realizadas, com o historial clinico, com as patologias documentadas, com
a medicagao referida, entre outros parametros.

No caso de valores criticos, disponibilizados em tabelas no Labeto, os médicos e/ou
os utentes sao contactados, dependendo das situagoes clinicas.

Apos a anilise criteriosa do boletim de resultados o mesmo é enviado ao utente.



IV. MICROBIOLOGIA

Selecionei o sector de microbiologia para aprofundar no meu estagio pois é a area que
sempre me fascinou e cativou mais. E uma 4rea em constante evolugio e, como é pouco
automatizada, necessita de muita dedicagao e concentragao por parte dos técnicos.

Na sala de microbiologia existem os equipamentos necessarios a execucao de analises
para pesquisa de microrganismos como estufas, frigorificos, microscépios oticos, camara de
fluxo laminar, entre outros. A este sector sao entregues para analise amostras bioldgicas como
urina, fezes, unhas, exsudados, expetoragoes, entre outros.

Com o objetivo de pesquisar quais os agentes etiologicos responsaveis pelas infegoes,
as amostras deverao ser corretamente colhidas, conservadas e transportadas. Efetua-se o
isolamento de bactérias e/ou fungos patogénicos, realiza-se a sua identificacao e, no caso de
infecoes bacterianas, a sensibilidade a antibioticos. No caso de suspeita de parasitas observam-
-se as amostras ao microscopio otico identificando o género e/ou espécie responsavel pela

infecao.

4.1. Coloracoes

Em microbiologia recorre-se a varias coloragdes com o intuito de auxiliar na
identificagdo dos agentes etiologicos da infecao. As coloragoes sao automatizadas pelo
aparelho Mirastainer®System (Merck).

A preparagao a fresco com KOH é utilizada para pesquisa de fungos (exame micologico

direto).

Coloracao de Gram: A coloragao de Gram é a coloracao mais utilizada e permite
diferenciar bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo devido a diferentes estruturas da
parede celular. As bactérias de Gram-positivo coram de roxo devido a espessa camada de
peptidoglicano e ao solvente que desidrata a parede celular contraindo os poros do
peptidoglicano promovendo a retengao do corante cristal violeta. Como as bactérias de
Gram-negativo apresentam uma membrana externa e uma camada de peptidoglicano mais fina
nao retém tanto corante aquando das descolora¢oes com o solvente (desintegra a membrana
externa e dilata os poros na parede) apresentando assim a coloragao do corante adicionado
posteriormente (fucsina), cor rosa (3). A observacao microscopica de laminas coradas com
esta coloragao é util para a visualizagao da forma morfoldgica das bactérias (cocos, bacilos,

cocobacilos e entre outras) auxiliando na identificagao bacteriana.



Coloraciao de Ziehl-Neelsen: A coloracao de Ziehl-Neelsen é utilizada para corar
bacilos acido-dlcool-resistentes, ou seja, bactérias que resistem fortemente a descoloragao
devido a presenca de acidos micdlicos, como por exemplo Mycobacterium sp. As células sao
coradas com Fucsina fenicada e apresentam uma coloragao vermelha, no entanto, apos
descoloragiao s6 os BAAR preservam esta coloragao. Recorre-se ao azul de metileno para
corar de azul as restantes estruturas celulares contrastando com a coloracao vermelha dos

BAAR (4).

4.2. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados no sector de microbiologia sao essenciais para permitir
o isolamento e crescimento de determinados microrganismos.

Recorre-se a meios de enriquecimento nao seletivos para estimular o crescimento da
maioria dos microrganismos, a meios de isolamento seletivos, que permitem a recuperagao
de organismos especificos inibindo o crescimento de outros e a meios de isolamento eletivos
que favorecem o crescimento de microrganismos especificos (4). A BioMérieux é a empresa

que fornece a maioria dos meios utlizados no Labeto.

Gelose ChromID™ CPS® Elite: Meio utilizado nas uroculturas que permite o
isolamento, contagem e identificagdo direta ou presuntiva de bactérias. A identificagio é
conseguida através da presenga de substratos cromogénicos na gelose que face as enzimas
bacterianas presentes produzem um produto cromogéneo que confere coloragao as colonias.
Permite a identificagdo: direta de Escherichia coli produtoras de P-glucuronidase e/ou f-
galactosidase através do crescimento de colonias num tom vermelho a carmim; a identificagao
presuntiva de Enterococcus através do crescimento de coldnias num tom turquesa em estirpes
produtoras de B-glucosidase; a identificacao presuntiva de Klebsiella, Enterobacter, Serratia e
Citrobacter em coldnicas com um tom azul a verde de estirpes produtoras de B-glucosidase; a
identificagao presuntiva de Proteus, Providencia e Morganella sp. através do crescimento de

coldnias com coloragao num tom castanho de estirpes produtoras de desaminase.

Gelose Sangue (COS): Gelose Columbia mais 5% de sangue de carneiro muito
nutritiva que permite o crescimento e isolamento de bactérias exigentes assim como detegao
de hemolise. As bactérias produtoras de a hemolise (hemdlise incompleta) apresentam
coloragao esverdeada ao redor da coldnica (Ex: Streptococcus pneumoniae) e produtoras de f3
hemolise (hemolise completa) apresentam uma zona clara ao redor ou por baixo das colonias

(Ex: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae).



BHI e Nutriente agar: Meios nutritivos utilizados para cultura de varios
microrganismos nao fastidiosos.

Agar entérico de Hektoen: E um meio seletivo para isolamento e diferenciagio de
patogénicos da familia Enterobacteriaceae nas fezes e noutros produtos bioldgicos,
especialmente Shigella sp. e Salmonella sp. E constituido por sais biliares que inibem o
crescimento de bactérias de Gram positivo (meio seletivo), por indicador de pH (fucsina acida
e azul de bromotimol), por compostos de carbono (lactose, sacarose e salicina) e citrato de
amonia férrico e tiossulfato de sédio. As bactérias nao fermentadoras destes hidratos de
carbono nao provocam a alteragao da cor do sistema de pH ao contrario das bactérias que
fermentam pelo menos um destes carboidratos alterando a coloragdio do meio de amarelo
para cor-de-laranja/salmao. Bactérias que possuem a tiossulfatase redutase convertem o
tiossulfato de sédio em H,S que ao reduzir o citrato de amonia férrico produz um precipitado
preto. Deste modo, colonias de Escherichia coli apresentam uma coloragao salmao e as colonias
de Shigella sp. e Salmonella sp. apresentam-se incolores sendo que esta ultima se diferencia

pela formagao de um precipitado negro.

Gelose ChromID ® Salmonella Elite (SALM): Meio cromogénico para isolamento
seletivo e identificagao de Salmonella sp. através do crescimento de colonias com coloragao

malva.

Gelose MacConkey: Meio seletivo que permite o isolamento de enterobactérias
através da presenga de cristal violeta e sais biliares que inibem crescimento de bactérias de
Gram positivo, do indicador de pH (vermelho neutro) e da lactose. A fermentagao deste
hidrato de carbono confere a coloragao vermelha as colonias (Ex: Escherichia coli, Klebsiella sp.
e Enterobacter sp.) e as bactérias que nao o fermentam permanecem incolores (Ex: Salmonella

sp. e Shigella sp.).

Gelose Chapman (MSA): Gelose destinada ao isolamento de estafilococos e
detecao de Staphylococcus aureus. Devido ao seu elevado teor em cloreto de sodio € um meio
seletivo pois limita o desenvolvimento de bactérias que nao sejam estafilococos. Ao contrario
da grande maioria das bactérias, os estafilococos apresentam a capacidade de crescerem neste
meio pois sao halotolerantes. A presenca de manitol na gelose permite a detegao de
Staphylococcus aureus que ao fermentar este agucar produz colonias amarelas (das bactérias

estudadas sé o S. aureus fermenta o manitol).

Gelose Chocolate + PolyViteX™ VCAT (VCA): Gelose seletiva que permite o
isolamento de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis através da base nutritiva

enriquecida com fatores X (hemina), fornecido pela hemoglobina, e V (NAD) e pelo
9



PolyViteX™. A seletividade é conseguida com recurso a antibiéticos e a antiflingicos que
inibem a maioria das restantes bactérias e leveduras. Este meio é incubado em atmosfera

apropriada com CO, (crescimento capnofilico).

Gelose Chocolate Haemophilus (HAE): Meio seletivo para Haemophilus sp.
inibindo o crescimento de bactérias de Gram positivo e de leveduras devido a associagao de
antibioticos e antifungicos. O crescimento de Haemobphilus sp. é obtido devido a base nutritiva
rica em fatores X (hemina) e V (NAD). O crescimento de Haemophilus sp. exige a presenca
destes fatores (ex: H. influenzae necessita dos dois fatores para crescer neste meio enquanto
o H. ducreyi necessita apenas do fator X). Este meio € incubado em atmosfera apropriada com

CO, (crescimento capnofilico).

Gelose ChromID™ Candida (CAN): Meio cromogéneo que permite o isolamento

seletivo de leveduras e identificagao direta de Candida albicans com colénias azuladas.

Meio Sabouraud Gentamicina e Cloranfenicol: Meio seletivo para cultura de
leveduras e fungos filamentosos. A presenca de gentamicina inibe o crescimento de bactérias.
Para evitar a multiplicagao de bactérias resistentes a este antibiotico (Ex: Streptococcus sp. e

Proteus sp.) recorre-se a cloranfenicol, melhorando assim a seletividade do meio.

Meio Sabouraud Actidiona e Cloranfenicol: Meio seletivo recomendado para a
cultura de algumas espécies de fungos filamentosos, principalmente dermatofitos.
Cloranfenicol inibe a proliferagao bacteriana e a actidiona inibe algumas espécies de fungos

filamentosos e leveduras.

Meio Sabouraud Liquido: Permite a cultura ou a repicagem de leveduras e bolores

rico em peptonas e glucose.

Meio Sabouraud Simples (Sabouraud Dextrox Agar): Meio para cultura,

isolamento e identificacao de leveduras e bolores.

Caldo Todd-Hewitt + Antibioticos: Caldo de enriquecimento seletivo para
estreptococos do grupo B. A seletividade é conseguida com o recurso a antibidticos que

inibbem a maioria das bactérias de Gram-negativo.

Caldo Tetrationato: Meio liquido de enriquecimento seletivo para Salmonella sp.
Possui sais biliares que inibem o crescimento de bactérias de Gram positivo e tetrationato que
permite a multiplicagcao das bactérias que reduzem este composto (Ex: Salmonella sp. e Proteus
sp.) em detrimento das restantes. O isolamento de Salmonella sp. é conseguido recorrendo-

se a novobiocina que inibe o desenvolvimento de Proteus sp.
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Meio CHROMID® Strepto B (STRB): Meio cromogénico seletivo para rastreio de
estreptococos do grupo B (Streptococcus agalactiae) em mulheres gravidas que contém na sua
composicao peptonas, antibioticos e substratos cromogénicos que alteram a coloragao das

coldnias desta espécie para rosa palido a vermelho.

Gelose Granada™: Meio cromogénico seletivo para identificacio de estreptococos
do grupo B (Streptococcus agalactiae) através da alteracao da coloragao das respetivas coldnias

para um pigmento laranja a vermelho.

Meio Lowenstein-Jensen: Meio seletivo para crescimento e isolamento de

micobactérias apresentando colénias com formato caracteristico.

Meio Extrato de Malte: Meio de cultura para leveduras e fungos filamentosos

favorecendo a esporulagao dos mesmos.

4.3. Produtos biolégicos
4.3.1. Urina

A urina, produto liquido e estéril, é secretada pelos rins, armazenada na bexiga e
excretada pela uretra. A urina é constituida, na sua grande maioria, por agua e apresenta na
sua composicio metabolitos azotados toxicos. E produzida apés filtragio renal, reabsorcio e
secrecao.

A andlise da urina permite auxiliar no diagndstico de ITU, doencgas renais,

monotorizagao de DM e entre outras patologias.

a) Analise sumaria da urina (Urina tipo Il)

A andlise sumaria da urina engloba dois tipos de determinagoes: analise semi-

quantitativa de alguns parametros quimicos da urina (cor, acetona, esterase leucocitaria,

Omg/dL
15leu/ul

proteinas, urobilinogénio, pH, nitritos, e

Omg/dL

glicose, corpos  cetonicos,  acido s

Normal Nomal |
omg/at |
100mg/dL
Omg/dL
1.010 1.010

3 0.6mg/dL

6.5 6.5

ascorbico, densidade e sangue) e o

sedimento urindrio (estimativa semi-

v
1

quantitativa de numero de elementos

Cor Amber

Turvacao Ciaro

figurados como eritrocitos, leucocitos,
Figura 3- Aparelho SEDIMAX e UNAMAX e tira reagente obtida

células de descamagao, entre outros) (8). neste ultimo.



A andlise dos parametros bioquimicos é realizada pelo aparelho UNAMAX recorrendo
a utilizacao de tiras reagentes e colorimetria. Nas ITU é frequente o aparecimento de
eritrocitos, leucocitos e nitritos.

O sedimento urinario é realizado pelo aparelho SEDIMAX s %
que possui um microscépico no seu interior que projeta as imagens -
capturadas num computador onde serao alvo de posterior andlise
por parte do técnico superior. Os dois aparelhos estao acoplados
para permitir uma maior produtividade do processo (Figura 3). O Q

SEDIMAX projeta as imagens no computador assim como a

Figura 4- Sedimento urinario
obtido pelo aparelho
SEDIMAX de uma amostra de
urina com cristais de oxalato
de célcio e cristais de acido
urico.

contagem de leucocitos, eritrocitos, cristais, leveduras, entre
outros (Figura 4).

Apos a obtengao dos resultados por estes aparelhos realiza-
se a validagao das urinas verificando se a informagao obtida pelo
UNAMAX e SEDIMAX é coerente. Se existir informagao pouco coerente realiza-se a

confirmagao da andlise manualmente nas tiras testes e/ou no microscopico otico.

b) Urocultura

As ITU sao das infegoes mais comuns o que resulta numa maior procura de diagnostico
e de tratamento nas unidades de sadde. A urina presente na bexiga € estéril porém quando a
mesma apresenta colonizagao de microrganismos patogenos estamos perante uma ITU (5).
Os microrganismos podem colonizar qualquer nivel do aparelho urinario, desde a uretra
(uretrite), bexiga (cistite), ureteres (ureterites) ao parénquima renal (pielonefrite).

As ITU encontram-se em todos os grupos etarios no entanto, apresentam maior
incidéncia em mulheres devido a alguns fatores intrinsecos como a distancia mais curta entre
a uretra e o anus (predispoe a colonizagao da vagina e da uretra por patégenos da flora
intestinal), uretra mais curta e o periodo pds-menopausa, que devido a diminuicao do
estrogénio e dos lactobacilos vaginais as mulheres apresentam maior suscetibilidade para a
ocorréncia destas infegoes (6).

Os microrganismos, mais frequentes, responsaveis pelas ITU s3ao bactérias
provenientes da microbiota intestinal, sendo a Escherichia coli responsavel por 70% a 90% dos
casos, seguida do Staphylococcus saprophyticus (em 10% a 20% dos casos). Outras bactérias
patogénicas que também colonizam o aparelho urinario sao Staphylococcus aureus, Streptococcus
dos grupos B e D, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp., Proteus sp. e

Pseudomonas sp (7) e entre outras.
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Devido a resisténcia crescente aos antibidticos, tanto no meio hospitalar como na
comunidade, é de extrema importancia o diagnéstico do agente infecioso e o conhecimento
do antibiograma.

A urocultura permite a quantificagao e identificacao da

= pestal-
bactéria responsavel pela ITU. o e——
As urinas sao semeadas em placas, com as devidas = - o
identificacdes, com meio ChromID™ CPS® Elite com a utilizacio Tt o o %
; Y -
de ansas com volume de 10 yl. Com a ansa, contendo o inéculo, T
—

efetua-se uma estria na vertical e semeia-se a amostra

. . . B . . Figura 5- Exemplo de placa de
desenhando-se estrias horizontais apertadas até ao fim da caixa petri com sementeira de urina

X em meio ChromID™ CPS® Elite
(Flgura 5) contendo colénias de Escherichia

I
As placas semeadas sao incubadas a 37°C por 16-24 horas o

e verifica-se a presenca ou nio de crescimento bacteriano. A presenca de 10’ e/ou 10*
organismos no meio indicam uma provavel contaminagao e um nimero superior a |0° indica
uma infegao provavel. Colonias de tom vermelho permitem a identificagao direta de Escherichia
coli. Coldnias suspeitas de estreptococos do grupo B em mulheres gravidas sao repicadas para
meio Granada permitindo a identificagao direta destes cocos. Nas colonias castanhas suspeitas
de Proteus mirabilis realiza-se o teste do indol (indol negativo) e do TDA (TDA positivo)
permitindo a identificagao desta espécie. A coloragao de Gram é efetuada em casos de duvidas
e de presenca de leucécitos e/ou eritrécitos superiores a |5 para excluir infegao por bactérias
que nao apresentam capacidade de crescimento no meio utilizado. Também se realiza a
coloragao de Ziehl-Neelsen quando no sedimento urinario se excede os 30 eritrocitos e/ou
30 leucocitos, com auséncia de crescimento, para excluir possivel tuberculose renal.

A identificagao quando necessadria, e o antibiograma das bactérias isoladas, é realizada

no aparelho VITEK® 2.

4.3.2. Fezes
a) Pesquisa de sangue oculto

A presenca de sangue nas fezes pode ser devida a ulceras, colite, neoplasias e outras
causas.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes é importante para o rastreio do cancro
colorretal pois permite a redugao da mortalidade associada ao mesmo (9).

Esta andlise é realizada pelo aparelho HM-JACK que recorre a particulas de latex

revestidas com anticorpos policlonais para a hemoglobina humana. Através da aglutinagao do
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reagente com a hemoglobina presente nas fezes o aparelho quantifica a concentragao de

hemoglobina fecal por turbidimetria.

b) Coprocultura

As infe¢oes intestinais bacterianas sio comuns e podem ser graves e fatais devido a
diarreia que promove a perda de fluidos e eletrdlitos do organismo. A diarreia de origem
bacteriana ocorre devido a capacidade das bactérias produzirem toxinas que danificam o
epitélio intestinal, que provoca um desequilibrio de absorgao e de secregao de ides e solutos,
promovendo a entrada de agua para o intestino de modo a restabelecer a concentragao ionica
normal (10). Deste modo, a identificagao do agente patogénico responsavel pela infegao pode
ser essencial para instituir a terapéutica (se necessaria).

A coprocultura consiste na cultura de fezes em meios especificos com o objetivo de
se identificar o agente patogénico bacteriano responsavel pela infe¢ao realizando-se a pesquisa
de Salmonella sp, Escherichia coli e Shigella sp. Com o intuito de se proceder a cultura das fezes
é efetuada uma suspensiao das mesmas em soro fisiolégico que se semeia em meio Hektoen,
pela técnica de esgotamento do produto por extensao a superficie de um meio solido (Figura
6) e em caldo de enriquecimento Tetrationato (apés 24 horas é
semeado no meio Hektoen e no meio SALM). Se as fezes forem
diarreicas também se realiza a sementeira em meio MSA, para
pesquisa de S. aureus, e em CAN, pesquisa de leveduras. Se forem

de utentes com idade inferior a 2 anos, semeia-se também em

MacConkey e posteriormente repica-se as colonias suspeitas para

. ~ . - . Figura 6- Coldnias incolores e
nutriente agar e sao efetuados testes de aglutinagdo para pesquisa com precipitado negro em meio

- Hecktoen suspeitas de Salmonella
de EPEC. Realiza-se o esfregaco da suspensao de fezes numa lamina
para ser sujeita a coloragao de Gram.

Bactérias que alteram a coloragio do meio Hektoen para salmao podem indicar
presenca de Escherichia coli e as que nao promovem esta alteragao poderao corresponder a
Shigella sp. e Salmonella sp. Coldnias incolores com precipitado negro em Hecktoen sao
sugestivas de Salmonella sp. assim como colonias malva em meio SALM.

As colonias suspeitas, tanto de Shigella sp. como Salmonella sp., sao repicadas para
nutriente agar e sujeitas a testes de aglutinagao. As identificagoes obtidas nos testes de

aglutinagio sio confirmadas no equipamento VITEK® 2, no qual também se efetuam os

antibiogramas.



Procede-se a pesquisa de Campylobacter sp. através de um kit rapido de

imunocromatografico (lateral flow assay) da RIDA®QUICK.

c) Exames parasitologicos

As infecoes intestinais provocadas por helmintas e

protozodrios estao entre as parasitoses mais prevalentes em paises em l

FATTY PLUG = sl

desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos, a maioria das infegoes
SUPERNATANT ——>

parasitarias sao provocadas por protozoarios (I 1). seomenT—3 W

O agente patogénico responsavel pela parasitose € identificado
Figura 7- Kit utilizado para

através da andlise macroscopica das fezes, para pesquisa de larvas e pesquisa de parasitas nas
fezes. Fonte: Bula de Mini

outras estruturas parasitarias, e de observacao microscépica de larvas Parasep © SF Faecal Parasite
Concentrator.

e ovos de helmintas e de quistos e ooquistos de protozoarios. Um kit
de concentragao é utilizado para a preparagao das fezes com vista a observagao microscoépica.
Com a colher do kit (Figura 7) recolhe-se uma porg¢ao de fezes e insere-se no Mini Parasep
com fixador e agita-se no vortex para emulsionar. Realiza-se a centrifugagao do Mini Parasep
invertido e como possui um filtro (impede a passagem de particulas de maior tamanho isolando
os parasitas e componentes de menores dimensoes) forma-se um sedimento no cone de
sedimentacao que permite a observagao microscépica de parasitas. Decanta-se o liquido
sobrenadante e pipeta-se uma gota do sedimento numa lamina para ser alvo de observagao ao
microscopico otico com a objetiva de 10x (visualizar ovos) e depois com 40x (visualizar
quistos).

Os parasitas presentes nas fezes que
sao encontrados com maior frequéncia, apos

observagao microscépica, no Labeto sao °

]

Enterobius vermiculares (Figura 8), quistos de

Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Figura‘8- A esguerqa ob‘ser\{agfio microscopica de ovos de
Enterobius vermicularis e a direita de verme adulto deste

Endolimax nana e de Giardia lamblia parasita contendo os ovos no seu interior.



4.3.3. Exsudados
a) Pesquisa de Streptococcus do Grupo B

A bactéria Streptococcus agalactiae, também designada Streptococcus
do grupo B, é a causa mais comum de infegao bacteriana neonatal (12) g * W
e pode provocar meningite neonatal e ser fatal (13). ] |
Como prevengao desta infecao esta recomendado o rastreio da

colonizagao desta bactéria na zona vaginal e retal entre as 35 e as 37

semanas de gravidez para ser possivel iniciar a terapéutica antes do _. . _
Figura 9- Colonias suspeitas de

S. agalactiae isoladas da zona
vaginal e retal em Gelose
d CHROMID®Strepto B.

parto.

Inocula-se as zaragatoas, da zona vaginal e retal, em caldo Tod
Hewitt que ird a incubar na estufa a 37°C e depois sera semeado em Gelose STRB. Colodnias
com coloragao rosa palido/vermelho suspeitas de S. agalactiae
(Figura 9) sao confirmadas por teste de aglutinagio da

PASTOREX™ STREP da BIO-RAD (Figura 10) uma vez que o

antigénio das coldnias extraido é identificado utilizando particulas Figura 10- Aglutinacio a
esquerda que indica presenga

em latex revestidas com anticorpos homoélogos especificos do de $- agalactiae.

grupo.

b) Exsudado vaginal

A microbiota vaginal (conjunto de microrganismos que coabitam num determinado
local) é composta, na sua grande maioria, por Lactobacillus sp. (bacilos de Gram-positivo) e
desempenha um papel essencial para a prevencgao de infegoes urogenitais. Deste modo, um
desequilibrio da microbiota vaginal promove uma maior suscetibilidade de colonizagao por

organismos patogénicos responsaveis por infe¢oes flngicas, infecoes do trato urinario,

\ .
=

vaginose bacteriana e infegoes sexualmente transmissiveis (14).

\\
; g s
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Vérios agentes patogénicos podem ser responsaveis por

vaginose bacteriana e verifica-se uma diminuicdo do nimero de
g _
. . . - 4
Lactobacillus sp. e um aumento de Gardnerella vaginalis e de outras \

bactérias (Figura 6). A vaginose bacteriana é caracterizada por um 4
corrimento vaginal abundante, aquoso e esbranquicado acompanhado

de um odor forte (“peixe podre”), intensificado com o teste de KOH, Figura 11-  Observacio
microscépica de exsudado

e se nao tratada corretamente pode evoluir para doenga inflamatoria  vaginal com predomindncia de
bactérias de Gram negativo,

pélvica que aumenta o risco de esterilidade (I3). alguns Lactobacillus sp. e clue
cells sugestivo de vaginose

bacteriana.
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A infecao fungica mais frequente na zona genital é a candidiase. A candidiase é
provocada por uma levedura que coloniza a vagina, Candida albicans é a mais comum, e é
caracterizada por prurido intenso, ardor na zona genital e corrimento esbranquigado espesso
(13).

A anilise do exsudado vaginal permite auxiliar na identificagdo destas infe¢coes assim
como de doengas sexualmente transmissiveis provocadas por Trichomonas vaginalis e N.
gonorrhoeae. Para a realizagao deste exsudado introduz-se 2 zaragatoas, uma seca, com gotas
de soro, e outra que sera transportada em meio com carvao, até ao colo do Gtero com o
auxilio de um espéculo.

Com a zaragatoa seca, realiza-se a medi¢ao do pH e a coloragao de Gram e de Azul
de Metileno.

A pesquisa do trofozoito do parasita Trichomonas vaginalis é efetuada através de um
exame a fresco com soro fisiologico previamente aquecido a 37°C recorrendo-se a zaragatoa
seca armazenada na estufa. O parasita vivo é observado ao microscopico ético visualizando-

se a sua mobilidade tipica.

SRy,

x

A sementeira efetua-se com a zaragatoa em meio de e
g

A
RN
transporte com carvao em COS, CAN e em VCA. A presenga de

uma colénia dominante em COS pode indicar infegao e desequilibrio

da microbiota e devera ser identificada. L
Crescimento flngico em CAN pode permitir a identificagao R

direta de Candida albicans (Figura 12) ou a identificagdo da espécie do Figura 12- Colonias azuladas
que permitem a identificagdo
género Candida pelo aparelho VITEK® 2. direta de C. albicans em CAN.
Coldnias presentes em gelose VCA poderao ser indicativas de
Neisseria sp., assim como diplococos de Gram negativo visualizados na coloragao de Gram, e
deverio ser identificadas no VITEK® 2.
Se a utente for uma mulher gravida realiza-se o enriquecimento em caldo Todd e

sementeira em Gelose STRB para pesquisa de S. agalactiae. Os meios e caldos sao incubados

de acordo com as respetivas bulas.

c) Exsudado uretral

O exsudado uretral permite identificar bactérias causadoras de infegoes e é realizado
maioritariamente no género masculino através da introdugao de 2 zaragatoas na uretra, uma

seca e outra que sera transportada em meio com carvao.



Com a zaragatoa seca, com gotas de soro, realiza-se a coloragio de Gram e de Azul
de Metileno e o exame direto (a fresco) para pesquisa de Trichomonas vaginalis.

Com a zaragatoa em meio de transporte com carvao procede-se a sementeira em

COS, MSA, CAN, MacConkey, VCA e no caso de o utente ser do género masculino

em gelose de chocolate para pesquisa de Haemophilus sp.. De seguida, meios sao

incubados e coldnias suspeitas sao identificadas.

d) Exsudado orofaringeo

A orofaringe é colonizada por diversos microrganismos e as faringites sao das infegoes
do trato respiratério superior mais frequentes sendo a sua causa bacteriana mais comum o
Streptococcus beta-hemolitico do Grupo A (3).

Para pesquisa do agente etioldgico da infecao efetua-se a

coloracao de Gram e sementeira em COS, MSA, CAN e em caldo
Todd com uma zaragatoa introduzida na orofaringe e amigdalas. Se ‘4
em COS (Figura 13) crescer alguma colénia dominante a mesma |
devera ser identificada para determinar a etiologia da infegao, assim
como colonias suspeitas nos restantes meios. O meio COS auxilia a

Figura 13- Gelose de sangue

identificagdo do microrganismo presente através da auséncia ou com hemélise completa sendo
sugestiva de coldnias de S.

presenga de hemolise (hemolise incompleta ou completa). aureus, S. pyogenes ou
. , S. agalactiae.
A pesquisa de Streptococcus do Grupo A também pode ser

efetuada através de um teste rapido imunocromatografico (“lateral flow assay”’) da Biosynex.

e) Exsudado ocular

Uma diversidade de microrganismos podem ser responsaveis por infecoes oculares
entre eles o género Neisseria, Haemophilus, S. aureus, entre outras.

Nestes exsudados procede-se a coloragao de Gram e a sementeira em COS, MSA,
CAN, MacConkey, HAE e em BHI. Se se tratar de um recém-nascido também se semeia em

VCA para pesquisa de Neisseria sp.

f) Exsudado auricular

O exsudado auricular permite a identificagio do agente etiologico de varias infegoes
auriculares, como a otite que é provocada, na grande maioria das vezes, por S. pneumonia e

H. influenzae (3).
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Realiza-se a coloragao de Gram e a sementeira em COS, MSA, CAN, MacConkey,

HAE e em Sabouraud simples. Colonias suspeitas deverao ser identificadas.

g) Exsudado purulentos (feridas e secrecoes)

Nos exsudados purulentos, como feridas, é frequente isolar-se S. aureus e P. aeruginosa.
A coloragao de Gram é efetuada, com a zaragatoa inoculada na zona da ferida, limpa
com soro, assim como a sementeira em COS, MSA, CAN e MacConkey. Colodnias suspeitas

deverao ser identificadas.

4.3.4. Expetoracdo

A expetoragao permite identificar o agente patogénico responsavel por infe¢oes do
trato respiratorio inferior. As bactérias que se associam mais a este tipo de infe¢oes sao o
Mycoplasma pneumoniae, S. pneumonia e H. influenzae. Embora seja menos frequente a
Mycobacterium tuberculosis, agente responsavel pela tuberculose, também podera ser
identificada.

Na camara de fluxo laminar realiza-se a sementeira em COS, MSA, CAN, MacConkey,
HAE e Sabouraud simples e esfregacos em laminas para coloragao
de Gram, avaliar a flora microbiana, e de Ziehl-Neelsen (direto
e apos concentragao), para pesquisa de Mycobacterium sp.
(Figura 14). Coldnias suspeitas presentes nos meios deverao
ser identificadas.

Se for requisitado o exame cultural de micobactérias
procede-se a descontaminagao e concentragao da expetoragao e

posterior sementeira em meio Lowenstein-Jensen incubando- _. -
Figura 14- Observagao ao

microscépico de  amostra  de
expetoragao com coloragio de Ziehl-
Neelsen apresentando bacilos que
coram de vermelho (BAAR sugestivo
de micobactérias).

se até 60 dias. Quando se verifica crescimento sugestivo de
micobactérias (aspeto de “couve-flor”) a cultura é enviada
para um laboratorio de referéncia que procedera a sua

identificagao e antibiograma.

4.3.5. Exame micologicos de faneras

O Labeto realiza pesquisa de fungos nao leveduriformes e leveduriformes com maior
frequéncia nas unhas e no cabelo mas também noutros locais como na pele. Procede-se a

realizacao de uma lamina com as faneras com KOH para exame microscopico direto e
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sementeira em meio  Sabouraud  Gentamicina/Cloranfenicol, em  Sabouraud
Actidiona/Cloranfenicol e em Sabouraud Simples que ficam a incubar até 30 dias.

Os fungos filamentosos que cresgam nestes meios sio repicados para o meio Extrato
de Malte. A identificagao dos fungos filamentosos é efetuada pelas suas colonias ou pela
observagao microscépia da sua morfologia.

Os fungos leveduriformes sao repicados para meio CAN e, se necessario, identificados

no aparelho VITEK® 2.

4.3.6. ldentificacao de microrganismos e antibiograma

A maioria das bactérias e leveduras isoladas sio identificadas pelo aparelho VITEK® 2
da Biomérieux. Este aparelho utiliza cartas de identificacido e de antibiogramas através de
suspensoes de coldnias puras com densidades estipuladas na escala de McFarland (recorre a
testes bioquimicos e a substratos que medem a utilizagdo de fonte de carbono, atividade
enzimatica e resisténcia). As coldnias que nao se encontram puras deverao ser repicadas para
posterior identificagao das mesmas no equipamento.

Existem varios testes que orientam o técnico a selecionar a melhor carta de
identificagdo como o teste da catalase, teste da oxidase e testes de aglutinagao. O teste da
catalase, da Bio-Rad, permite distinguir Staphylococcus sp. (catalase positivo) de Streptococcus
sp. (catalase negativo). Este teste consiste na conversao peréxido de hidrogénio em oxigénio
(forma bolhas quando ¢é libertado) e agua através da catalase produzida por estafilococos. O
teste da oxidase, da BioMérieux, consiste na alteragio de um composto incolor para azul na

presenca de citocromo oxidase (identificagao

, o e | 111 T RTRILITIII ——
presuntiva de Neisseria sp. e Pseudomonas sp.). ... .. - -

, -, . A . . .
14 .5 .

A identificacio no equipamento VITEK®2 é
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conseguida através da medigao, apos incubagao, da *
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turbidez ou dos produtos coloridos do metabolismo

dos substratos presentes nas cartas. Os resultados

] . Figura 15- Carta de identificagdo para bactérias
dos diferentes testes bioquimicos sao analisados pelo de Gram negativo contendo pogos com diferentes

i substratos.
aparelho através da sua base de dados e
posteriormente sao fornecidas as percentagens da probabilidade de se tratar de determinado
microrganismo.

As cartas de antibiograma possuem varias concentragoes de antibioticos e permitem

.....
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qual nao se verifica crescimento bacteriano, apresentando o resultado como sensivel,

intermédio ou resistente segundo as normas do EUCAST.

Tabela 2- Cartas de identificagao e de antibiograma consoante o tipo de microrganismo isolado nos meios de cultura.

Tipo de microrganismo isolado Carta de ldentificacdo Carta de suscetibilidade aos
antibioticos
Bacilos de Gram negativo GN AST-N426
Bactérias de Gram negativo aerdbias GN AST-N427
mais resistentes como Pseudomonas
sp.
AST-P648 (Staphylococcus sp.)
Cocos de Gram positivo AST-P586 (Enterococcus sp. e S.
agalactiae)
GP AST-STO3 (S. pneumoniae, S.viridans e

estreptococos do grupo B
hemoliticos)

Leveduras YST
Neisseria sp. e Haemophilus sp. NH

O antibiograma de Haemophilus sp. e Moraxella Catarrhalis é efetuado manualmente

através de um sistema de galerias recorrendo ao R ———
(Yi @ @ s X g OFL ?r A TEr™ eV TEP® LEV®

mesmo principio de medicio que o VITEK® 2. @®

. o S )
Os sistemas de galerias também sao utilizados

Figura 16- Exemplo de sistema de galeria para identificagao

para antibiograma e identificacdo de Ureaplasma Ureaplasma sp.

sp. (Figura 16) e Micoplasma sp.

4.3.7. Espermograma

No Labeto também se analisa o sémen para investigagao de infertilidade masculina
através da avaliagao do tempo de liquefagao, viscosidade, pH, mobilidade, vitalidade, contagem

e morfologia dos espermatozoides.

4.3.8. CASO CLINICO BACTERIOLOGIA

Uma mulher de 43 anos, numa cadeira de rodas, deslocou-se a um posto de colheitas
do Labeto para efetuar o exsudado de uma lesao cutanea na perna. A ferida foi limpa com
soro fisiologico e recolheu-se o material bioldgico, presente na mesma, com uma zaragatoa
que foi entregue ao laboratorio. Procedeu-se a coloragao de Gram e observou-se raros cocos
de Gram positivo e raros bacilos de Gram negativo. Efetuou-se a sementeira em meio
MacConkey, CAN, COS e MSA. Apés 24 horas realizou-se a leitura das placas e no meio CAN

nao se observou desenvolvimento micolégico. No meio MacConkey observou-se colonias
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sugestivas de Pseudomonas aeruginosa devido ao seu odor caracteristico e realizou-se o teste
da oxidase (oxidase positiva). O teste da oxidase positiva permite uma identificagao presuntiva
desta bactéria, no entanto, a identificacio definitiva é efetuada no aparelho VITEK® 2
recorrendo-se a carta de identificagdo GN e a AST-N427 para determinar a suscetibilidade
desta estirpe aos antibioticos.

No meio COS verificou-se hemolise da gelose de sangue e no meio MSA observou-se
alteragao da coloragao do meio de rosa para amarelo ao redor das colonias que cresceram.
Incubou-se o meio MSA e CAN mais 24 horas verificando-se, apos 48 horas, que no meio
CAN nao se registou crescimento e no meio MSA a placa encontrava-se com o meio
totalmente amarelo sugestivo de Staphylococcus aureus (Figura 17). Para confirmar o
crescimento de S. aureus em MSA recorreu-se ao teste da catalase (catalase positivo). Com o
intuito de corroborar a hipotese de se encontrar esta bactéria presente na ferida realizou-se
um teste de aglutinagao (kit Pastorex Staph Plus) de antigénios de S. aureus (IgG revestidos com
particulas de latex especificos de antigénio de afinidade do fibrinogénio, proteina A e
polissacarideos capsulares) verificando-se uma aglutinagao positiva (Figura 18) permitindo a
identificagao definitiva desta bactéria. Repicou-se a colonia de S. aureus presente no meio MSA
para o meio CPSE para se realizar uma suspensao obtendo-se o antibiograma com a carta
AST-P648 no aparelho VITEK®2. O mesmo se efetuou nas coldnicas sugestivas de P.

aeruginosa presentes no meio MacConkey (Figura 19).

R 7MY b 7
N
<

Figura 17- Placa com meio MSA Figura 18- Resultado Figura 19- Placa com meio CPSE
incubada por 48 horas contendo positivo em teste de resultante da repicagem de 2 colénias:
crescimento de colénias de S. aureus aglutinagio de pesquisa de uma do meio MacConkey, sugestivo de
que alteraram a coloragio do meio de antigénios de S. aureus do P. aeruginosa, e outra do meio MSA
rosa para amarelo. Kit Pastorex Staph Plus. identificadas como S. aureus.

O VITEK® 2 identificou a bactéria oxidase positiva como P. aeruginosa corroborando a
presenca de duas bactérias patogénicas na ferida.

Obteve-se o antibiograma anexado na tabela 3.
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Tabela 3- Antibiograma obtido pelo VITEK® 2 para as duas estirpes isoladas.

Antibiograma para S. aureus

Antibiograma para P. aeruginosa

Sensivel Intermédios Resistente Sensivel Intermédios Naturalmente resistente
Oxacilina, Ciprofloxacina | Penicilina G | Amicacina e Piperacilina+ Ampicilina,
Meticilina, e e Acido Tobramicina. Tazobactam, Amoxicilina+Acido
Amoxicilina Levofloxacina. | Fusidico. Ceftazidima, clavulanico, Cefazolina,
+Acido Cefepima, Cefuroxima, Cefotaxima,
Clavulanico, Aztreonam, Ceftriaxona,
Imipenem, Imipenem, Ertapeneme, Tigeciclina

Moxifloxacina,
Gentamicina,
Tetraciclina,
Eritromicina,
Daptomicina,
Clindamicina e
Cotrimoxazol.

Ciprofloxacina
e
Levofloxacina.

e Cotrimoxazol.

Uma vez que a P. aeruginosa apresenta bastantes resisténcias o clinico devera ser

criterioso na terapéutica implementada. Numa infecao por duas bactérias o ideal seria

administrar um Unico antibiético com capacidade de erradicagao das duas. No entanto, uma

vez que neste caso a P. aeruginosa nao apresenta sensibilidade aos mesmos antibioticos que S.

aureus, o mais indicado, no caso de infegao, sera uma terapéutica com recurso a dois

antibidticos. No entanto, antes da administragao desta terapéutica seria recomendado a

analise do historial clinico da doente e de outros exames laboratoriais assim como o

doseamento da PCR e quantificagao de leucocitos de modo a verificar se o crescimento destas

bactérias se deve a uma infe¢ao ou a uma colonizagao.
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V. HEMATOLOGIA

No sector de hematologia efetuam-se hemogramas, andlise de esfregacos sanguineos,

determinacao da velocidade de sedimentagio, testes de coagulagao, eletroforese de

hemoglobina e quantificagao de HbA | c que, embora seja um teste 13 BT
bioquimico, por gestao de amostras, realiza-se no setor de J\ S J 8 ~
@ %S (" N
& )’f\, & -
hematologia. o N D¢ J
, . . .. Q& ¢ /‘ 2 L3
O hemograma é uma das analises mais requisitadas '; -y AL )
.. . . - . ;- ﬂ (‘\‘gﬁ, - ¥ - ’{, \k(,
pelos clinicos pois a quantificagao e estudo da morfologia /7/( Yo QOO “a28
. : ; : FOC @0V = “a
das células sanguineas e das células precursoras imaturas \C3 - D‘;g.r"?: OOVO =
2, UV o B Voo, O
. - . ;. . . . ,<‘%/.\,(@' —(( »
permite auxiliar no diagnéstico e monitorizar diversas O @ o SO
patologias como anemias, talassemias, leucemias, entre 'a, o9
outras. Figura 20- Esfregaco sanguineo periférico

, , . . corado com a coloragio de May-Griinwald-
As células sanguineas circulantes derivam de Giemsa observando-se agregados plaquetarias

responsaveis por uma
células estaminais pluripotentes que, por agao de fatores pseudotrombocitopenia.

de crescimento, se diferenciam em trés tipos principais de

células com diferentes fungoes: Eritrocitos, Plaquetas e Leucécitos (15).

O hemograma consiste na quantificacao de elementos figurados no sangue, incluindo
o eritrograma (quantificagao de eritrécitos, de hemoglobina, do hematocrito, de reticulocitos,
VCM, HCM, CHCM, RDW), leucograma (quantificacdo absoluta e relativa de leucocitos,
neutrofilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos) e plaquetograma (MPV e PDW).

As amostras sanguineas sao colhidas para tubos de EDTA (utilizagao de sangue total)
identificados com codigos de barras que sao lidos pelo aparelho Sysmex XN-1000™. Este
equipamento faz o hemograma por citometria de fluxo fluorescente. Hemogramas com
resultados anormais implicam a realizacao de esfregagos de sangue periférico com a coloragao
de May-Griinwald-Giemsa de forma automatizada. O Sysmex XN-1000™ também permite
efetuar a quantificagao opcional de reticulocitos (eritrocitos imaturos).

O resultado do hemograma ¢ enviado para o
sistema informatico assim como as fotografias digitais
capturadas da lamina com o esfregaco de sangue

periférico (Figura 20).

O programa EPU de Sysmex permite a

Figura 21- Imagem de esfregaco sanguineo
visualizacao das laminas e categoriza as células obtida e selecionada pelo aparelho onde se
visualizam neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos.

capturadas auxiliando a sua identificagao (Figura 21).
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A interpretacao dos resultados obtidos é realizada com base na observagao de
alteragoes de morfologia das células da linhagem linfoide e mieloide e os resultados do
hemograma, leucograma e plaquetograma.

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria, (velocidade de sedimentagao de hemacias
num tubo vertical) utilizada para avaliar processo inflamatério, neoplasico ou infeciosos (16) é
realizada no aparelho TEST| e valida-se o resultado obtido comparando-se o mesmo com o
historial do utente assim como a existéncia de patologias documentadas e o resultado de
outras analises.

A eletroforese das hemoglobinas, realizada pelo aparelho Capillarys Tera 3, pelo
método de capilaridade (12 capilares), permite a quantificagao das diferentes hemoglobinas
assim como possiveis variantes auxiliando o diagnéstico de talassemia e anemia falciforme.

Os testes de coagulagio sio efetuados no aparelho Sysmex® CS-5100 e sio
quantificados no plasma (colheita em tubo com coagulante citrato de sodio) os niveis de
Fibrinogénio, de Antitrombina Ill, Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT), Tempo
de protrombina, D dimeros e Anticoagulante Lupico.

A determinagao dos grupos sanguineos do ¢ ; R A A
sistema ABO e sistema Rh baseia-se em técnicas
imunolodgicas. Esta andlise realiza-se no sector de
hematologia devido a gestdo de amostras. E efetuada

no aparelho Grifols Wadiana que possui cards com

oito microtubos contendo anticorpos Figura 22- Cards utilizados para determinagao de

grupo sanguineo do sistema ABO e sistema Rh para
duas amostras verificando-se aglutinagdo na zona
superior dos microtubos. Primeira amostra grupo
sanguineo A+ e segunda amostra grupo sanguineo
0+.

mononucleares especificos (anti-A, anti-B e anti-D) e
controlo. A aglutinagao dos antigénios presentes nos
eritrécitos no soro do paciente com o
correspondente anticorpo permite a determinagao do grupo sanguineo (prova globular).

O teste de Coombs direto permite a pesquisa de anticorpos ligados aos eritrocitos e
responsaveis por hemolises imunoldgicas, mais frequentemente autoanticorpos. Esta analise é
feita no sangue total (tubo com anticoagulante EDTA). O teste de Coombs indireto pesquisa
anticorpos no soro do utente (17). Os testes de Coombs sao realizados no aparelho Wadiana

da Grifols.
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VI. BIOQUIMICA

O sector de bioquimica estd interligado com o sector de imunologia/endocrinologia
visto que alguns aparelhos utilizados para determinagao de parametros bioquimicos se
encontram em cadeia com alguns equipamentos que analisam parametros de
imunologia/endocrinologia.

O Labeto possui no Corelab uma cadeia automatizada da APTIO que é constituida
por um modulo de entrada de amostras (soro e urina), um descapsulador, um aliquotador de
amostras, dois aparelhos Advia 2400 (sistema de quimica clinica), trés equipamentos Advia
Centaur (sistema de imunoensaio para analises imunologia/endocrinologia), um aparelho
Sysmex® CS-5100 (coagulagdao), um sistema de selagem dos tubos e um sistema de
armazenamento de amostras refrigerado.

O aparelho RAPIDLab® permite a quantificagio de célcio ionizado por potenciometria.

A pesquisa de drogas de abuso na urina como Cannabis (THC), Cocaina, Opidides
(Morfina), Benzodiazepina e Anfetaminas sao efetuadas através de testes rapidos por

imunocromatografia (lateral flow assay) nao automatizados.

Tabela 4- Aparelhos utilizados no sector de Bioquimica e Imunologia/Endocrinologia, principios de medicao dos mesmos e

analitos quantificados.

Aparelho utilizado Principios de Medicio Pariametros de Bioquimica e
Imunologia/Endocrinologia quantificados

ADVIA 2400 Potenciometria Sodio, Potassio e Cloreto.

(Quimica clinica)

Espetrofotometria ALT, AST, Amilase, Lipase, CK, Cilcio, Creatinina, Colesterol
(Total, HDL e LDL), Bilirrubina (Total e Direta), Fosfatase
alcalina, Gama-GT, Glicose, Fosforo inorginico, LDH,
Magnesio, Proteina Total, Albumina, Capacidade Total de
Ligagdo do Ferro, Ferro, Ureia, Triglicéridos e Acido urico.

Imunoturbidimetria Alfa- | -Antitripsina, Transferrina, B2-Microglobulina,
Complemento (C3 e C4), PCR, Imunoglobulinas (IgA, IgM e
1gG), Fator reumatoide e Microalbuminuria.

Imunoensaio competitivo Carbamazepina e Acido Valproico.
ADVIA Centaur Quimioluminescéncia de Cortisol, Estradiol, Folato, T3 e T4 (Livre e Total),
(Imunologia/Endocrinelogia) | imunoensaio competitivo Progesterona, Testosterona Total, Vitamina B2, Vitamina D

25(OH) Total, Anti-Tg e Hepatite A (anticorpos totais).

Quimioluminescéncia de Alfa-fetoproteina, Ferritina, TSH, FSH, Insulina, PTH intacta,
ELISA em “sanduiche” LH, FSH, Prolactina e hCG total, Anti-Tg, CEA, CAI[9%, CAI25
e CAI53, IgG e IgM anti Toxoplasmose, Rubéola e
Citomegalovirus, Hepatite A (IgM), Hepatite B (anticorpos HBc
IgM e totais, anticorpos anti-HBs e anti-HBe, antigénio HBs e
antigenio HBe), Hepatite C (anticorpo IgG) e HIV (antigénio
p24 e anticorpo).

Capillarys 3 Octa Eletroforese (capilaridade) | Albumina, a-l-globulina (Q-1 glicoproteina acida e a-I-
antitripsina), a-2-globulina (haptoglobina e a-2-
macroglobulina), B-1-globulina (hemopexina e transferrina), -
2-globulina (complemento) e y-globulina (imunoglobulinas IgA,
1gM e 1gG).
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Immulite 2000 Quimioluminescéncia de ACTH, Androstenediona, DHEA, H. pylori IgG, Tiroglobulina e

imunoensaio Homocisteina.
Phadia Prime 250 Imunoensaio Calprotectina  fecal, anti-Transglutaminase IgA, anti-
fluoroenzimatico Transglutaminase IgG, anti-Gliadina IgA e anti-Gliadina IgG e IgE

totais e especificos para alergénios (rastreio de alergias
alimentares e respiratorias).

VIDAS ELFA CKMB, Troponina | e Pré-BN, virus Epstein-Barr IgM anti-VCA
e IgG anti-VCA e confirmacbes dos resultados obtidos
relativamente ao diagndstico de infe¢io por Citomegalovirus,
HIV e Hepatite B.

Maglumi X3 Quimioluminescéncia de Testosterona livre, Peptideo C, Aldosterona (do soro e

imunoensalo urinaria), IGF, Renina direta, 17-OH Progesterona, AMH,

anticorpos TRAb, Anti-dsDNA e ENA.

6.1 Principios de medicao dos equipamentos
a) Potenciometria

A potenciometria € um método eletroanalitico que consiste na medicao das
propriedades elétricas de uma espécie quimica em solugao. Desta forma a potenciometria, ao
utilizar elétrodos, permite a medi¢ao do potencial de uma célula eletroquimica na auséncia de
corrente no sistema. Recorre-se a um elétrodo de referéncia com potencial conhecido
(independente da concentragao do analito) e a um elétrodo indicador que desenvolve um
potencial dependente da concentragao do analito na amostra (18). A diferenca de potencial

dos elétrodos fornece a concentragao do analito na amostra.
b) Espetrofotometria

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer baseando-se na medida
de absorgao de radiagao por amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas regices
ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético (19). Esta técnica permite a
medicao da concentracao de analitos presentes nas amostras através da comparagao da
medida da energia radiante que é absorvida por uma solugao amostra e a que é absorvida por
uma ou varias solugoes-padrao uma vez que a concentragao de um analito relaciona-se com a
intensidade de absorgao de um produto formado a partir do mesmo. As concentragoes da
maioria das enzimas, como Lipase, Amilase, Transaminases, Fosfatase alcalina e Gama-GT, sao
doseadas através da absorvancia de produtos formados por reagdes quimicas através da

atividade destas enzimas.
c) Imunoturbidimetria

No Labeto recorre-se a imunoensaios para determinar a concentragao de

determinados analitos. Estes imunoensaios consistem na adigao de um anticorpo (proteina
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produzida pelo sistema imunitario em resposta a uma molécula estranha designada antigénio)
para detetar o analito de interesse (20). O anticorpo adicionado reconhece o antigénio
especifico ocorrendo a formagao de um complexo antigénio-anticorpo (21). Este complexo
provoca um incremento da turbidez da amostra que é medida como a quantidade de luz
absorvida, num determinado comprimento de onda (quanto maior a concentragao do analito
maior sera a turbidez e consequentemente a absorvancia). A concentragao do analito é
determinada recorrendo-se a uma curva de calibragao construida a partir da absorvancia de
calibradores. Nalguns ensaios recorre-se ao uso de particulas de latex revestidas com
anticorpos especificos permitindo uma rapida aglutinagao formando-se agregados que

aumentam a sensibilidade da reacao.
d) Imunoensaio competitivo

O imunoensaio competitivo consiste na adicao de uma concentragao conhecida de
antigénio, marcado com enzimas, que compete com o antigeno livre na amostra (analito) pelo
um numero limitado de anticorpos imobilizados. Deste modo, a probabilidade do antigénio
marcado se ligar ao anticorpo é inversamente proporcional a concentragao do antigénio nao
marcado pelo que a concentragao de antigénio marcado ligado é inversamente proporcional

a concentragao do analito (20).
e) Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia é um tipo de luminescéncia que se baseia na emissio de
radiacao por uma espécie excitada formada durante uma reagao quimica (18) recorrendo-se
a marcagao com compostos quimioluminescentes. Nos imunoensaios competitivos o antigénio
adicionado é marcado por compostos quimioluminescentes como éster de acridinio e nalguns
ensaios o anticorpo especifico do analito na fase soélida encontra-se marcado com
estreptavidina. Nos imunoensaios de ELISA em sanduiche o primeiro anticorpo que se ligara
ao antigénio/analito a ser mensurado é marcado com éster de acridinio e nalguns ensaios o

segundo anticorpo ¢€ biotinilado e ligado a estreptavidina.
f) Imunoensaio fluoroenzimatico

O EliA consiste no revestimento de pogos com anticorpos monoclonais especificos
para os analitos a determinar que, se presentes na amostra do paciente, se ligam aos mesmos.
Apods remogao de compostos nao ligados adiciona-se anticorpos especificos dos analitos
marcados com enzimas (Conjugado) para formar um complexo analito-conjugado. Apos
lavagens, a fluorescéncia na mistura da reagao é medida e quanto maior o valor da resposta,

maior a concentragao do analito na amostra sendo a resposta da amostra do paciente
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comparada diretamente a resposta de calibradores. Se o analito a determinar for um anticorpo
os pogos sao revestidos com peptideos sintéticos de antigénio especifico para o mesmo. Se
presentes na amostra do paciente, os anticorpos ligam-se ao seu antigeno especifico e de
seguida recorre-se a anticorpos marcados por enzima contra o analito/anticorpo humano
(Conjugado) formando um complexo anticorpo-conjugado que é medido através da

fluorescéncia.

g) Eletroforese das proteinas por capilaridade |

Albumin ‘

1

|

A eletroforese de proteinas consiste na separagao 1

, . i

das proteinas no soro submetendo-as a um campo elétrico.

As proteinas em meio basico adquirem uma carga negativa ’
z
|

e devido ao campo elétrico migram do catodo para o anodo

| \
de acordo com a sua densidade de carga. Deste modo i / \\

Alphal-Acid Glycoprotein |

ocorre a separagao de cinco fragoes (Figura 23). A prabumio | ;1 .
| LI_{Complement
|

. . 4 . 7. Alphal-Antitrypsin | !
eletroforese por capilaridade é mais rapida do que a e
upluglcbmt -

Alpha2-Macroglobulin

eletroforese convencional e necessita de um menor volume
. o ~ Figura 23- Padrio normal das proteinas
de amostra e como possui detetores quantitativos N3ao séricas obtidas por eletroforese capilar. (22)

necessita de coloragoes posteriores (18).

6.2 Metabolismo dos Lipidos

Os lipidos, insoluveis em agua, correspondem a um grupo de moléculas com estruturas
muito diversas e com fungoes varidveis. Os mesmos sao transportados no plasma por
lipoproteinas e as dislipidemias, associadas a um efeito muito prejudicial a satide, caracterizam-
se por alteragoes na concentragao lipidica. As lipoproteinas sao estruturas esféricas que
possuem uma superficie hidrofilica (fosfolipidos, apoproteinas e colesterol livre) que envolve
um core hidrofobico que contem triglicéridos e colesterol esterificado.

As classes de lipoproteinas que estao presentes no organismo siao (organizadas por ordem

crescente de densidade): Quilomicrons, VLDL, IDL, LDL, HDL e Lp(a).
a) Colesterol total

O colesterol é um esteroide com varias funcionalidades no organismo pois permite a
estabilidade das membranas, percursor de sais biliares, precursor de hormonas esteroides,
entre outras fungoes. A hipercolesterolemia (fator de risco para aterosclerose) esta associada

a uma maior incidéncia de doengas cardiovasculares isquémicas pelo que a monitorizagao dos
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niveis de colesterol sanguineo desempenha uma medida de prevencao contra estas patologias

e permite prever o risco cardiovascular.

b) Colesterol-LDL

As LDL transportam a maioria do colesterol. Estas lipoproteinas expressam a
apoproteina apoB-100 na sua superficie e, ao se ligarem a recetores, sao internalizadas por
endocitose. O lisossoma permite a hidrolise dos componentes da LDL libertando-se
aminoacidos, acidos gordos e colesterol livre. Desta forma o colesterol livre pode
desempenhar as fungdes anteriormente referidas ou ser esterificado pela enzima Acil-CoA
colesterol aciltransferase.

O aumento dos niveis de LDL (transportam 60% do colesterol) corresponde a um
fator de risco para aterosclerose devido a sua acumulagao na intima das artérias e posterior
oxidagao das mesmas promovendo a formagao de placas que podem provocar isquemia
(interrupgao do fluxo sanguineo) e tromboses (23). A hipercolesterolemia familiar (mutagao
nos genes que codificam os recetores de LDL) e a hiperlipidémia familiar combinada (aumento
da sintese de apoB-100) podem ser responsaveis pelo aumento do colesterol das LDL. O
colesterol das LDL pode ser quantificado diretamente ou indiretamente pela formula de

Friedwald.
c) Colesterol-HDL

As HDL expressam a superficie a apoproteina apoE e a apoA-l que permite a
esterificagao do colesterol para o interior da lipoproteina. As HDL desempenham um papel
antiaterogénico (l7) pois permitem o transporte reverso do colesterol (transportam o
colesterol dos tecidos periféricos para o figado), sao anti-oxidantes (diminuem as LDL
oxidadas), retiram colesterol dos macroéfagos (diminuem a formagao de células espumosas

prevenindo a lesao primaria de aterosclerose), anti-tromboticas e anti-apoptoticas.
d) Triglicéridos

Os triglicéridos (glicerol esterificado e acidos gordos) podem ter origem exogena
(dieta) e enddgena (sintetizados pelo figado) e circulam na corrente sanguinea através de
lipoproteinas (quilomicrons transportam os que derivam da dieta e as VLDL os que sao
produzidos no figado). Os triglicéridos sao armazenados no tecido adiposo para fornecer
energia através dos acidos gordos quando necessario.

As hipertrigliceridémias podem ser do tipo | (exdgena) devido ao defeito da atividade
da lipoproteina lipase (converte os triglicéridos presentes nas lipoproteinas em acidos gordos

livres e glicerol que sao capturados pelo tecido muscular e adiposo), do tipo IV (endogena)
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devido a uma hiperprodugao de VLDL, do tipo V (rara) devido a um excesso de VLDL e
quilomicrons. O aumento dos triglicéridos também se pode verificar em utentes com
hiperlipidémia familiar combinada de tipo IIB e com DM desequilibrada, pancreatites,
alcoolismo agudo e com sindrome nefrotica (17). A acumulagao de triglicéridos no figado pode

provocar esteatose hepatica.

6.3 Metabolismo dos Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono provenientes da dieta sio convertidos em monossacarideos
no intestino e sao, de seguida, absorvidos para a corrente sanguinea (24). A glicose é o
monossacarideo mais abundante sendo uma fonte essencial de obtengao de energia e de
carbono para a sintese da maioria dos outros compostos. No periodo pos-prandial os niveis
de glicose na corrente sanguinea aumentam ocorrendo uma estimulagao da produgao de
insulina pelo pancreas que promove o armazenamento da glicose no figado sobre a forma de
glicogénio (glicogénese). Nos periodos de jejum os niveis de glicose diminuem e ocorre a
estimulagao da produgao de glucagina pelo pancreas que ativa processos catabdlicos como a
glicogendlise no figado (quebra da molécula de glicogénio aumentando os niveis de glicose) e
promove a neoglicogénese (formacao de moléculas de glicose através de glicerol, aminoacidos

e lactato) (24).
a) Glicose

Como referido anteriormente a concentragao de glicose no sangue €, em situagoes
normais, mantida num intervalo estreito devido a agdao da insulina e da glucagina (20) e é
doseada através do método de Slein que utiliza enzimas hexoquinase e G6PD.

A glicémia é das analises mais solicitadas para despiste de Diabetes mellitus que é o
disturbio endocrino mais comum que, quando nao tratado, pode acarretar complicagoes
severas. Esta patologia caracteriza-se por hiperglicemia, que podera ser acompanhada por
alteragdo do metabolismo lipidico e proteico, geralmente devido a resisténcia a agao da
insulina (DM tipo Il) ou decréscimo da concentragao desta hormona (DM tipo 1) (24). A
Diabetes mellitus pode ser secundaria a outras patologias como por exemplo ao sindrome de
Cushing. Segundo a Direcao-Geral de Saude, 2 valores de glicémia em jejum superior a 126
mg/dl (na auséncia de patologia aguda simultanea), uma prova de PTGO com um valor, apos
as 2 horas, superior a 200 mg/dl e/ou uma HbAlc 2 6,5% fazem o diagndstico de DM. A prova
de PTGO é essencial para diagndstico de diabetes gestacional nas mulheres gravidas. A
hipoglicémia também ¢é tida em conta principalmente se se tratar de um individuo diabético
(17). A prova de PTGO na gravida realiza-se através do doseamento de glicémia em 3 tempos
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(jejum, | hora e 2 horas apos ingestao de solugao com 75g de glicose diluida em 300ml de
agua). Em mulheres nao gravidas e em homens a glicémia é medida em jejum e 2 horas apés a
ingestao da solugao (se a glicémia em jejum nao for inferior a 160mg/dl o utente nao devera

realizar a prova).

b) HbAlc

A hemoglobina é uma proteina presente nos eritrocitos que possui quatro cadeias e
grupo heme. Num adulto saudavel a hemoglobina presente em maior quantidade é a HbAI,
de seguida a HbA2 em menor percentagem e uma fragao residual HbF (25).

A andlise da hemoglobina glicada (HbA | ¢), produto da reagao nao-enzimatica de glicose
com a hemoglobina presente nos eritrocitos, € realizada no aparelho Capillarys Tera 3 (12
capilares) por eletroforese capilar. Este doseamento permite a monitorizagao e diagnostico
de DM pois as HbA | c sao tanto mais elevadas quanto mais frequentes tenham sido os periodos

de hiperglicemia durante os ultimos 3 meses (17).
) Insulina

A insulina, segregada nas células dos ilhéus de Langerhans pancredticos, é a principal
hormona que regula os niveis de glicose no sangue devido ao seu efeito hipoglicemiante (24).
Este doseamento é efetuado com o intuito de distinguir DM tipo | (concentragao de insulina

diminuida) de DM tipo Il (concentragao normal ou elevada) (17).

6.4 Metabolismo das Proteinas
a) Eletroforese das proteinas séricas

As proteinas desempenham variadas fungdes no organismo como fungiao enzimatica,
resposta imune (imunoglobulinas), transporte, sinalizagao celular, hemostase (fatores de
coagulagao), hormonal, estrutural e entre outras.

A eletroforese das proteinas séricas permite detetar anormalidades quantitativas
(aumento ou diminuicao de fragoes) e/ou qualitativas (presenga de picos e de destorgoes).
Esta analise permite a confirmagao de inflamagoes (aumento das a-1-globulina e sobretudo da
a-2-globulina), hepatites, cirroses (hipoalbuminemia e bloco B y) ou perfil nefrético
(hipoalbuminemia, incremento da a-2-globulinas e decréscimo das y-globulinas) quando
associada a outros parametros. Esta eletroforese é util para identificar a presenga de
imunoglobulinas monoclonais (quando existe suspeita de mieloma mdltiplo), para inferir
infecoes (hipergamaglobulinemia com aumento difuso/policlonal) e para monitorizar a

evolugao de doengas malignas e a eficcia de tratamentos com imunossupressores (17).
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b) Proteinas Totais

A maioria das proteinas sao produzidas pelo figado e a proteina presente em maior
quantidade no plasma ¢ a albumina seguida de globulinas.

O incremento de proteinas totais pode ser devido a desidratagao,
hipergamaglobulinemia, paraproteina, entre outras causas. A diminuicido das mesmas pode
estar associada a alteragoes da sintese como insuficiéncia hepatica, catabolismo ou perdas,
sobre hidratacao e desnutricao ou mal-absorgao.

A albumina é responsavel pelo transporte de diversas moléculas lipossollveis na
corrente sanguinea assim como permitir a manutengao da pressao oncotica (passagem de
fluido intersticial para o extracelular evitando edemas) e apresenta capacidade tampao (24). A
hipoalbuminemia pode ser causada por uma distribuicao anormal visto que é uma proteina de
fase aguda (aquando da fase aguda verifica-se um aumento da permeabilidade de capilar),
sintese diminuida (ma nutricdo, ma absor¢ao ou insuficiéncia hepatica), diluigao por
hiperhidratagao e catabolismo excessivo (sindrome nefrético, enteropatias, queimaduras,
entre outras causas). A hiperalbuminemia pode estar associada a dietas hiperproteicas e a

desidratacao.

6.5 Metabolismo Mineral

O metabolismo mineral envolve a homeostasia de calcio, fosfato e magnésio pela PTH
e vitamina D com a agao de diversos 6rgaos como o rim, intestinos, ossos e a paratiroide.
Deste modo o doseamento destes minerais pode refletir o funcionamento dos orgaos

referidos anteriormente.
a) Calcio

A grande maioria do célcio encontra-se no esqueleto (99%) mas a sua concentragao
baixa no plasma continua a ser essencial para intervir como efector de numerosas enzimas. O
calcio plasmatico existe sob a forma nao difundivel (ligado a proteinas plasmaticas) e na forma
difundivel (a maioria na forma ionizada e fisiologicamente ativa) (17).

A concentragao plasmatica de cilcio depende da agao de PTH (promove diretamente
a reabsorcgao de calcio nos rins e nos ossos e indiretamente a absorcao intestinal de calcio
por induzir sintese de vitamina D no rim) e de vitamina D (promove a absor¢ao intestinal de
calcio). Deste modo o aumento de PTH (sintetizada nas glandulas paratirdides) e vitamina D

(forma ativa produzida no rim) incrementam a concentragao plasmatica de calcio.
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Uma hipocalcemia pode ser causada por hipoalbuminemia (albumina é a proteina
predominante no transporte de calcio no plasma), por insuficiéncia renal (diminui sintese de
vitamina D e agao de PTH), por deficiéncia de magnésio (é importante para a secre¢ao de
PTH logo o seu défice promove uma diminui¢ao desta hormona), por hipoparatiroidismo
(défice de PTH), pancreatite aguda (precipitagao de cilcio no intestino), por deficiéncia de
vitamina D ou por rapida mineralizacao 6ssea por osteoblastos.

Uma hipercalcemia pode ser devida a um hiperparatiroidismo ou a uma neoplasia

ossea.
b) Fosfato

O fosfato é um aniao abundante no corpo possuindo varios fungoes como a capacidade
tampao. A concentragao plasmatica de fosfato depende da agao de PTH (diminui reabsorc¢ao
de fosfato no rim e aumenta a sua reabsorgao no intestino).

A hiperfosfatémia pode dever-se a uma insuficiéncia renal cronica (diminui excregao
renal), a acromegalia (a hormona do crescimento aumenta a reabsorgao tubular de fosfato), a
hipoparatiroidismo, ao aumento da ingestio e a saida de fosfato das células (quimioterapia,
graves rabdomidlises e hemolise).

A hipofosfatemia pode ser causada por perda renal (hiperparatiroidismo), diminuigao
da absorgao intestinal, entrada nas células (pico de insulina ou alcalose respiratoria) ou por

alcoolismo agudo.
c) Magnésio

O magnésio é o quarto catido mais abundante no organismo e encontra-se
principalmente nos ossos.

As hipermagnesemias surgem nas insuficiéncias renais, que diminuem a excregao
urinaria do catido, e na utilizagdo exagerada de antiacidos que contém magnésio. As
hipomagnesemias podem resultar de uma caréncia alimentar, de perdas digestivas (diarreia,
ma absorcao, entre outras), de medicamentos que diminuem a reabsorcao tubular do catiao

e provocam perdas urinarias e de alcoolismo.
d) Vitamina D

Vitamina D é obtida pela dieta e sintetizada na pele através de raios UV,
posteriormente sofre uma hidroxilagao no figado resultando em 25-hidroxicolecalciferol que
é sujeita a uma segunda hidroxilagao nos rins formando-se a forma ativa de vitamina D. Como
foi referido anteriormente esta vitamina é essencial para a absorcao intestinal de calcio e

fosforo logo é necessaria para o crescimento e reparagao dos ossos. O défice de vitamina D
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pode ser devido a deficiéncia da mesma na alimentagao, pouca exposi¢ao solar, doenga renal

crénica, entre outras causas.

6.6 Avaliacdao Pancreatica

O pancreas desempenha uma fungao endodcrina (produgao de hormonas) e exocrina
(produgao de suco pancredtico com enzimas permitindo a digestio de moléculas). Aquando
de uma patologia pancreatica a porgao exocrina € a primeira a ser alterada. Com o intuito de

auxiliar no diagnodstico de pancreatite aguda o laboratorio doseia a lipase e a amilase.
a) Lipase

A lipase é uma enzima produzida pelo pancreas e desempenha uma fungao essencial ao
hidrolisar os ésteres de glicerol (na presenga de co-lipase e sais biliares) e ao permitir a
digestao de gorduras. Uma lipasémia aumentada, trés vezes superior ao limite superior da
normalidade, na auséncia de lesao renal, pode ser sugestiva de uma pancreatite aguda (17).
Uma vez que a lipase é predominantemente produzida pelo pancreas esta enzima é bastante

especifica de patologias neste orgao (especifica e sensivel).
b) Amilase

A amilase é uma enzima produzida pelo pancreas e pelas glandulas salivares responsavel
pela digestao do amido. Uma vez que esta enzima é maioritariamente produzida pelas glandulas
salivares nao é especifica de lesao pancredtica, no entanto, quando associada a uma elevada

lipasemia pode ser indicativa de pancreatite aguda (17).

6.7 Avaliacao Renal

Os rins desempenham fung¢oes essenciais 2 homeostasia do organismo como regular o
volume de agua e eletrdlitos, sintetizar hormonas (eritropoietina, forma ativa de vitamina D e
renina), eliminar compostos toxicos, permitir o equilibrio acido-base e a manutengao do
volume e composicao do fluido vascular. Para se realizar o estudo da fungao renal avalia-se a
fungao glomerular (capacidade de filtragao e integridade da barreira de filtragao glomerular) e
a fungao tubular (capacidade de secregiao e de reabsorgao). Existem varias patologias renais
como sindrome nefritica, necrose tubular aguda, insuficiéncia renal e entre outras. A
insuficiéncia renal aguda caracteriza-se por perda de fungao renal de forma subita (redugao da
taxa de filtracio glomerular) e a insuficiéncia renal crénica por destruicio progressiva do

tecido renal (irreversivel) e se, nao tratada por dialise ou transplante, podera ser fatal.
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a) Creatinina

A creatinina resulta do catabolismo da creatina muscular sendo eliminada
exclusivamente pelo rim por filtragao, nao sendo nem secretada nem reabsorvida no tubulo.
O doseamento da concentragao de creatinina no sangue auxilia na avaliagao da filtragao
glomerular, uma vez que quando esta se encontra comprometida a concentragao deste
catabolito no sangue aumenta. E doseada através da absorvancia do composto formado pela
reagao quimica de creatinina com acido picrico.

A creatinina pode-se elevar em casos de insuficiéncia renal crénica ou aguda assim
como em casos de rabdomidlise. A clearance da creatinina, obtida pela formula de Cockcroft-
Gault, permite avaliar a taxa de filtragao glomerular possibilitando a monitorizagao de doentes

com insuficiéncia renal.
b) Ureia

A ureia é produzida essencialmente pelo figado como resultado do catabolismo de
proteinas sendo eliminada pelo rim e reabsorvida passivamente no tubulo. A ureia é pouco
especifica no entanto pode-se verificar um aumento da sua concentragao sérica em casos de
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatocelular, aumento de ingestio proteica, estado

hipercatabolico e desidratagao.
b) Acido urico

O 4acido urico é proveniente do catabolismo das purinas de origem alimentar, de
sintese endogena ou de catabolismo de acidos nucleicos sendo eliminado maioritariamente
pelo rim. A hiperuricemia pode se verificar em casos de insuficiéncia renal (pouco sensivel e
pouco especifico), de hiperproducao metabolica (dieta, leucemias e sindrome de Lesch e
Nyhan) e alcoolismo. A hiperuricemia é um fator de risco para desenvolver gota (doenga
metabolica caracterizada por precipitagao de cristais de urato). A hipouricemia pode se dever

a uma doenga hepatocelular severa, ao aumento da eliminagao renal, ao tratamento

farmacolégico prolongado e a deficiéncia da atividade de xantina-oxidase.
c) Microalbuminduria

A microalbumindria consiste na presenga de pequenas quantidades de albumina na
urina (inferior ao nivel de detecao nas tiras reagentes), ou seja, quando existe um valor de
albuminuria de 300mg/dia. Um valor superior a 30mg/dia de albumina na urina é patoldgico
logo o seu doseamento auxilia no diagnostico de nefropatia em estagios inicias (lesao

glomerular), particularmente nos diabéticos.
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6.8 Avaliacao Hepatica

O figado desempenha fungdes de sintese, funcao de excreciao, fungao de
desintoxicagao e fungao metabdlica (metabolismo de hidratos de carbono e manutencao de
glicemia).

Com o intuito de avaliar a fungao de sintese doseia-se a concentragao de albumina e o
tempo de protrombina (fatores de coagulagao dependem de capacidade de sintese do figado).
Para investigar possivel lesao hepatocelular doseiam-se as transaminases e para investigar

possivel colestase (interrupgao do fluxo biliar) doseia-se a fosfatase alcalina e a gama GT.

a) Transaminases

As transaminases sao enzimas que migram para o soro em caso de lise hepatica ou
muscular (17). No Labeto avaliamos a atividade da ALT (GPT), que se encontra presente no
figado, e da AST (GOT), presente no coragao e em menores quantidades no figado.

As transaminases podem estar elevadas em caso hepatites virais, hepatites
medicamentosas, hepatite alcodlica, hepatite cronica, esteatose hepatica, enfarto do

miocardio, entre outras patologias.
b) Bilirrubina

A bilirrubina é uma substancia/pigmento que se liberta para a corrente sanguinea
quando ocorre destruicao de hemoglobina. A bilirrubina nao conjugada (indireta),
transportada no plasma ligada a albumina, sofre uma glicuroconjugagao no figado (bilirrubina
conjugada/ direta) sendo posteriormente excretada nas vias biliares e no intestino é convertida
em urobilinogénio e estercobilinogénio que sao oxidados em urobilina e estercobilina e sao
eliminadas na urina e nas fezes (a maior parte). A bilirrubina conjugada é doseada através da
absorvancia da biliverdina resultante da reagao da bilirrubina conjugada com vanadato.

As hiperbilirrubinemias nao conjugadas podem ser resultantes de hemolise e de defeito
na glicuroconjugacao (doenga de Gilbert). As hiperbilirrubinemias conjugadas associam-se a
colestase por obstrugao biliar extra-hepatica ou intra-hepatica verificando-se normalmente

niveis mais elevados de urobilinogénio na urina (17).
c) Fosfatase Alcalina

As isoenzimas de fosfatase alcalina circulantes provém maioritariamente do figado e
dos ossos. Verifica-se o incremento desta enzima na corrente sanguinea em situagoes de
lesoes hepaticas como colestase (acompanhada por elevagao de gama-GT) ou de lesGes 6sseas

como raquitismo, osteoporose e entre outras patologias.
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d) Gama-GT

A gama-GT é uma glicoproteina presente em varios 6rgaos e em menor quantidade no
figado (pouco especifica). A gama-GT encontra-se muito elevada em casos de colestase
hepatica, nos carcinomas hepatocelulares e nas metastases hepaticas. O incremento da
concentragao plasmatica desta enzima também pode ser devido a alcoolismo assim como a

terapéutica com determinados farmacos.

6.9 Equilibrio Hidro-eletrolitico
a) Saédio

O sodio € um catiao que se encontra maioritariamente no plasma e as variagoes da sua
concentragdo promovem movimentos hidricos. Deste modo a quantidade de sédio no
compartimento extracelular determina o seu volume. A hiponatremia (concentragao de sédio
no sangue reduzida) é responsavel por uma osmolalidade plasmatica baixa e pode ser devida
a um défice de sédio ou a uma sobrecarga hidrica do meio extracelular, ou seja, sobre
hidratagao. As hiponatremias associadas a diminuigao de sodio podem estar relacionadas com
perdas urinarias, com perdas digestivas, transpiragao excessiva, doenga renal,
hipoaldosteronismo, diurese osmotica provocada por diabetes mellitus e entre outras causas.
A hipernatremia (concentragao de sédio na corrente sanguinea elevada) pode estar associada
a um fornecimento excessivo de sédio ou a desidratagao e pode verificar-se em casos de
insuficiéncia cardiaca (estimula a aldosterona a promover a reabsorc¢ao de sodio), de doenga

hepatica e de doenga renal.
b) Cloreto

O cloro é um dos anides mais importantes no plasma. O aumento da concentragao de
cloro no plasma associa-se geralmente a hipernatremias uma vez que este aniao é o contraiao
do sédio. A hipercloremia também se pode associar a alcalose respiratoria e a acidose
metabolica. As hipocloremias associam-se a hiponatremias, a acidose respiratoria e a acidose

metabolica.
d) Potassio

O potassio € o principal catiao intracelular, intervém em varios processos bioquimicos
da célula e é essencial na manutengao da pressao oncotica celular. As hipercaliemia podem-se
verificar quando ocorre um excesso de ingestao de potassio, insuficiéncia renal (diminuigao da
excrecao deste ia0), acidose respiratorias e metabdlicas, deficiéncia de aldosterona (doenga

de Addison) e lesao tecidular. As hipocaliemias podem resultar de deficiéncias dietéticas,
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perdas gastrointestinais, diuréticos, perda renal, alcalose, aldosteronismo e sindrome de

Cushing.

6.10 CASO CLINICO BIOQUIMICA

Um homem de 66 anos deslocou-se a um posto de colheitas na Beatriz Godinho para
realizar uma colheita sanguinea. O utente inferiu que se encontrava medicado para DM,
hipertensao arterial, acido Urico e anticoagulante.

O utente foi diagnosticado em 2011 com DM uma vez que apresentava uma HbAIc de
8,6% e uma glicémia de 188 mg/dL acompanhada de glicosuria. Apresentava histérico, desde
2016, de anemia e de niveis elevados de ureia e creatinina. Os valores obtidos do hemograma
e quimica clinica encontram-se na tabela em anexo (Tabela 5). O leucograma nao apresentava

alteragoes assim como a contagem de plaquetas.

Tabela 5- Dados laboratoriais obtidos do utente.

Eritrograma RESULTADO OBTIDO | VALORES DE REFERENCIA | UNIDADES DE MEDIDA
Eritrocitos 423 43| -6,40 x [012/L
Hemoglobina 12,30 13,60 - 18,00 g/dL
Hematocrito 0,37 0,40 - 0,52 /L
VGM 88,20 80,00 - 97,00 fL
HGM 29,10 26,00 - 34,00 pg
CHGM 33,00 32,00 - 36,00 g/dL
RDW 13,40 11,50 - 15,00 %
Quimica clinica

Ureia 108 19— 49 mg/dL
Creatinina 2,74 0,70 - 1,30 mg/dL
Acido trico 9,2 3,7-92 mg/dL
Glicémia 178 70-110 mg/dL
Endocrinologia

Paratormona — hPTH 310,6 18,4 — 80,1 pg/ml
lonograma

Sodio 142 132 - 146 mmol/L
Potassio 48 3,5-55 mmol/L
Cloretos 104 99-109 mmol/L
Quimica Clinica

Urindria

Proteintria 16l I - 14 mg/dL
Urina Tipo 1l

Glicose I+

Proteinas 3+

Com estes resultados verificamos que a fungao renal esta comprometida através dos
elevados niveis de ureia e creatinina no plasma (diminui¢ao de taxa de filtracao glomerular) e

de proteindria (perda de integridade de barreira de filtragao glomerular), correspondendo
39



esta situagao a uma insuficiéncia renal. Uma vez que este historico se regista ha mais de 3
meses (7 anos), o utente apresenta um diagnostico de insuficiéncia renal cronica.

Como o rim é responsavel pela produgao de eritropoietina, hormona que promove a
produgao de eritrécitos, numa insuficiéncia renal verifica-se a diminuicao da mesma
provocando uma anemia corroborada pelos niveis reduzidos obtidos de hemoglobina (anemia
normocitica normocroémica).

Uma vez que o rim é responsavel pela produgao da vitamina D ativa, a falha de
funcionalidade deste 6rgao promove a diminui¢ao desta vitamina (responsavel por induzir a
absor¢ao de cilcio no intestino). Deste modo, é habitual verificar-se uma diminuigao de
absorcao de cilcio intestinal ocorrendo uma diminuigao de calcio ionizado e total no plasma.

Como mecanismo de feedback de manutengao de concentragiao de calcio no plasma
liberta-se a hormona PTH com o intuito de promover a reabsor¢ao de calcio no rim e nos
ossos. O rim encontra-se incapaz de o reabsorver, no entanto a PTH continua a ser produzida
e libertada em elevadas quantidades, como se pode verificar nos resultados obtidos,
promovendo a mobilizagao de cilcio dos ossos. A longo prazo, a mobilizagao exacerbada de
calcio na estrutura 6ssea podera provocar lesoes osseas que se relacionam com o incremento
de fosfatase alcalina na corrente sanguinea.

Existem varias causas de insuficiéncia renal, como DM nao controlada e hipertensao, e
neste caso clinico é evidente a relagao da funcao renal com o metabolismo mineral, com a

populagao de eritrocitos e com a endocrinologia.
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VII. IMUNOLOGIA / ENDOCRINOLOGIA

Como foi referido anteriormente, os aparelhos utilizados para realizar as analises
imunoldégicas/endocrinolégicas (ADVIA Centaur) estao integrados na cadeia do Corelab. Os
restantes equipamentos, assim como os analitos quantificados e o principio de medigao, estao

referidos na Tabela 4.

Tl

No Labeto realizam-se testes imunologicos de gravidez na urina ou no sangue através
da técnica de “lateral flow assay” para pesquisa da hormona hCG. A presenca desta hormona
é revelada com o aparecimento de 2 bandas coloridas e a sua auséncia com | banda (apenas

a de controlo).

Alergologia

No aparelho Phadia™ 250 procede-se a pesquisa de IgE totais e IgE especificos para

alergénios permitindo o rastreio de variadas alergias alimentares e respiratorias.

Serologia infeciosa

Antigénios e anticorpos produzidos pela resposta imunologica contra os virus da
Hepatite A, Hepatite B, Hepatite C, HIV, Citomegalovirus e Rubéola sao determinados no
aparelho ADVIA Centaur assim como os anticorpos produzidos contra o parasita Toxoplasma
gondii. Os anticorpos produzidos contra a capside do virus Epstein-Barr (IgM anti-VCA e IgG
anti-VCA) sao doseados no aparelho VIDAS (Tabela 4).

O rastreio da Sifilis, infegdo sexualmente transmissivel provocada pela bactéria
Treponema pallidum, é efetuada por testes nao treponémicos
(VDRL) e/ou testes treponémicos (pesquisa de anticorpos
especificos no aparelho Immulite ou por imunofluorescéncia

indireta/ FTA-ABS). O teste de VDRL (Figura 24) baseia-se na

el -

Figura 24- Resultado positivo a
adicdo da amostra a uma suspensio com antigénio cardiolipidico esquerda de teste VDRL e

negativo a direita.
contendo microparticulas de carvao que aglutinara com a reagina
no soro de um paciente infetado (em casos positivos realiza-se a titulagao).
No sector de imunologia efetuam-se outras técnicas nao automatizadas como Rosa de
Bengala (suspensiao bacteriana para pesquisa de anticorpos anti-Brucella), Reagao de Widal

(antigénios bacterianos para pesquisa de anticorpos anti-Salmonella), Reagao de Wright
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(pesquisa de anticorpos anti-Brucella), Reacao de Weil-Félix (pesquisa de anticorpos anti-
Rickettsias) e Reagao de Paul-Bunnell (particulas de litex revestidas com antigénio para
pesquisa de anticorpo heterofilo associado a infegao pelo virus Epstein-Barr que provoca

mononucleose infeciosa).

Autoimunidade

No sector de imunologia realiza-se o teste Waaler Rose para pesquisa do
autoanticorpo Fator Reumatodide (eritrocitos revestidos com anticorpos para pesquisa de
fator reumatoide).

No Labeto efetua-se, entre outras andlises, a pesquisa de autoanticorpos como por
exemplo, ANA, ASMA e ANCA responsaveis por patologias autoimunes através de técnica
de imunofluorescéncia indireta por visualizagao no microscopio de fluorescéncia.

Como foi referido anteriormente (Tabela 4), a detecao de anticorpos TRAb, Anti-

dsDNA e ENA é realizada no aparelho Maglumi X3.

Avaliacio da Funcio Tiroidea

A TSH é produzida pela adenohipofise, em resposta a TRH produzida pelo hipotalamo,
e estimula a tiroide. O hipotiroidismo consiste na diminuicido das hormonas tiroideias,
principalmente a T4 livre, e pode estar associado a um problema na tiroide (elevagao de TSH)
ou a uma patologia na hipofise ou nos recetores (diminuicao de TSH). Uma das causas mais
frequentes de hipotiroidismo ¢é a Tiroidite de Hashimoto (doenga autoimune cronica com
producao de anticorpos anti-TPO e anti-Tg).

O hipertiroidismo consiste na produgao excessiva de T3 e T4 pela tiroide e pode ser
devido a uma patologia neste 6rgao (diminui¢cao de TSH), como no caso de Doenga de Graves
(doenc¢a autoimune com produgao de anticorpos Trabs ativadores) ou a um problema
secundario (TSH elevada ou normal). Um adenoma téxico e um bécio multinodular toxico
podem ser também responsaveis por esta elevagio de hormonas tiroideias. Lesoes

inflamatorias ou tumorais na tirdide podem elevar o nivel de tiroglobulina.

Avaliacio Gastrointestinal

a) Helicobacter pylori

A H. pylori é um bacilo de Gram-negativo responsavel por ulceras gastricas e duodenais

provocando uma reagao inflamatoéria da mucosa que pode evoluir para carcinoma.
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A pesquisa de infecao por esta bactéria pode se realizar através de serologia no aparelho
Immulite 2000 (detecao de IgG e IgA), através da ureia marcada com Carbono-14 utilizando
breathcards (teste consiste na analise do ar expirado apos a ingestio de uma capsula com
carbono marcado, a ureia marcada é rapidamente hidrolisada pela urease da bactéria
produzindo-se dioxido de carbono marcado que é detetado no aparelho Heliprobe) e através

da pesquisa de antigénio desta bactéria nas fezes pelo um kit rapido de “lateral flow assay”.

b) Doenca celiaca

A doenga celiaca caracteriza-se como uma enteropatia autoimune multifatorial
proveniente da ingestao de uma proteina, o gliten (26). Nos doentes celiacos ha produgao de
autoanticorpos contra a gliadina (péptido do gluten) e/ou transglutaminase (converte
glutamina em acido glutamico) ocorrendo atrofia das vilosidades intestinais (menor absorgao),
hiperplasia das cristas e infiltragio linfocitaria. A presenca de autoanticorpos anti-
Transglutaminase IgA, anti-Transglutaminase IgG, anti-Gliadina IgA e anti-Gliadina IgG auxiliam

no diagnodstico desta doenga.

c) Calprotectina fecal

A calprotectina é uma proteina existente no interior de leucécitos que, aquando
patologias inflamatorias, que aumentam a permeabilidade da mucosa induzindo a migragao de
leucocitos para a corrente sanguinea, € libertada dos mesmos elevando-se a sua concentragao
no plasma. Deste modo, a calprotectina fecal, embora seja pouco especifica, eleva-se nas fezes
em patologias como Doenca de Chron e Colite ulcerosa podendo auxiliar no diagnostico das

mesmas.

VIiIl. BIOLOGIA MOLECULAR

No sector de Biologia Molecular realiza-se a pesquisa de RNA do virus SARS-CoV-2
pela técnica de PCR assim como a detegao do antigénio HLA B27 que auxilia no diagnostico

de espondilite anquilosante.
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IX. CONCLUSAO

O estagio curricular do Mestrado de Analises Clinicas foi essencial para completar a
minha formag¢ao como técnica superior de diagnostico e terapéutica uma vez que me permitiu
visualizar e compreender varios processos analiticos de diversas areas.

Com este estagio curricular no Labeto tive a oportunidade de adquirir competéncias
tanto na fase pré-analitica e analitica como na poés-analitica.

O Labeto acompanha a crescente evolugao das técnicas de analises clinicas através da
aquisicao de diversos aparelhos automatizados que permitem resultados mais rapidos, com
menor erro associado e formagao continua qualificada dos técnicos envolvidos em todos os
processos.

Esta excelente oportunidade concedeu-me uma evolugao como pessoa e como
profissional de saude enriquecendo o meu conhecimento previamente aprendido nas aulas
lecionadas ao longo do mestrado pelo que nao poderia estar mais grata.

O presente relatério é o resultado de todo o trabalho e esforgo desenvolvido ao longo
de 6 meses de estagio no Labeto e a conclusao de um capitulo trabalhoso, arduo e emotivo
mas que com a minha dedicagao, persisténcia e resiliéncia me permite sentir realizada e

completa.
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