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RESUMO

O presente relatério de estagio tem como objetivo a descricao das atividades
desenvolvidas durante o estagio curricular no ambito da finalizagao do Mestrado em Analises
Clinicas pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

O estagio decorreu na sede e laboratorio central do grupo Germano de Sousa em
Lisboa ao longo de seis meses. A participagao ativa na rotina laboratorial permitiu a
consolidagao dos conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo do curso,
nomeadamente no que concerne os procedimentos pré-analiticos, analiticos e pos-analiticos,
assim como os inerentes a avaliagdo do controlo de qualidade.

Primeiramente é realizada uma caracterizagao do laboratério, seguida de uma
abordagem geral das valéncias analiticas da Imunologia e da Hematologia. Finalmente, as areas
da Bioquimica e da Microbiologia sao descritas em maior profundidade e acompanhadas de
casos clinicos, proporcionando uma maior integragao dos conhecimentos.

O documento inclui o relato dos aspetos técnicos relacionados as atividades
desenvolvidas assim como um foco na aplicagdo dos conhecimentos que permitam o

diagnostico e a monitorizagao das patologias através dos achados laboratoriais.

Palavras-chave: Anilises clinicas, Atividade laboratorial, Bioquimica, Microbiologia,

Germano de Sousa sede e laboratério central.



ABSTRACT

The aim of this internship report is to describe the activities developed during the
curricular internship as part of the completion of the master’s degree in Clinical Analysis at
the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra.

The internship took place at the headquarters and central laboratory of the Germano
de Sousa group in Lisbon over six months. Active participation in the laboratory routine
allowed the consolidation of theoretical and practical knowledge acquired throughout the
course, namely regarding pre-analytical, analytical and post-analytical procedures, as well as
those inherent to the evaluation of quality control.

Firstly, a characterization of the laboratory is carried out, followed by a general
approach to the analytical areas of Immunology and Hematology. Finally, the areas of
Biochemistry and Microbiology are described in greater depth and accompanied by clinical
cases, providing greater integration of knowledge.

The document includes a report on the technical aspects related to the performed
activities, as well as a focus on knowledge application in order to diagnose and monitor various

pathologies through laboratory findings.

Keywords: Clinical analysis, Laboratory activity, Biochemistry, Microbiology, Germano de

Sousa headquarters and central laboratory.
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|.INTRODUCAO

Desde a antiguidade que o Homem procura respostas diante das alteragoes fisiologicas
com que se depara. Registos de individuos que urinavam frequentemente e cuja urina era doce,
atraindo formigas, datam de centenas de anos a.C. Ja no século XVII, a redescoberta do
caracter doce da urina leva ao acrescento do sufixo latino mellitus a designagao da condicao
como a conhecemos hoje, ou seja, denotando a urina ser “doce como o mel”.

Ao longo dos ultimos séculos a comunidade médica reconheceu as anilises clinicas
como uma ferramenta importante, ganhando espagos fisicos e sendo incluida nos meios
hospitalares. Mais tarde, o advento da tecnologia e automatizagao conferiu um avango
tremendo na rapidez e seguranga na obtengao dos resultados, minimizando os erros e
garantindo a sua qualidade. Em suma, elevando as analises como o complemento de exceléncia
tantas vezes solicitado, tal como o é nos dias de hoje.

A formagao tedrica e pratica transmitida ao longo dos dois anos do Mestrado em
Andlises Clinicas culmina agora na realizagio do estagio curricular, tendo em vista a
profissionalizacao através da pratica laboratorial e respetiva descrigao.

O relatorio de estagio tem como objetivo a exposicao das atividades desenvolvidas no
laboratério de anidlises onde o estdgio decorre, assim como relatar a minha atividade no
referido laboratorio. Para este proposito, destaco os principais aspetos da minha experiéncia
e aprendizagem tanto do ponto de vista técnico como da aplicagio dos conhecimentos a
clinica. Ademais, a integragao na rotina laboratorial proporciona a obtencao de competéncias
profissionais inerentes a pratica laboratorial e que decerto perfazem uma vantagem para a
entrada no mercado de trabalho.

O setor das andlises clinicas € composto por profissionais de salde qualificados e que
desempenham um papel ativo na prevencao de doenga, auxilio no diagnostico, tratamento e
monitorizagao patolégica. Com esta finalidade, é importante o envolvimento do analista em
equipas multidisciplinares através do estudo, aplicacao e avaliagao das metodologias analiticas
adequadas, tanto para fins de diagnostico como de rastreio.

Com efeito, o laboratério deve assegurar a garantia da qualidade de todos os
resultados que produz, pois estes condicionam largamente as decisoes clinicas. O sucesso da
atividade laboratorial revé-se no contributo inestimavel para a qualidade de vida das

populagoes assim como na diminuigao de futuros encargos em saude.



2. O LABORATORIO — GERMANO DE SOUSA SEDE E
LABORATORIO CENTRAL

A fundacao do que é atualmente uma rede extensa de laboratérios remonta ao ano de
1975. Ao longo dos anos, teve um crescimento notavel através de parcerias com hospitais e
aquisi¢ao/inclusao de outros laboratoérios no grupo. Nos dias de hoje, para além do laboratério
de Patologia Clinica, vieram também outros juntar-se e reforgar a polivaléncia do grupo
Germano de Sousa no setor da salde: o laboratério de genética e gendmica, o CEDAP — o
laboratorio de Anatomia Patoldgica, e o langamento da Ophiomisc, uma start up para
investigacao cancerigena, testes preditivos e biopsias liquidas.

Primando pela inovagado e modernizagao tecnoldgica, de equipamentos e
procedimentos, e pela qualidade e rigor no seu dia-a-dia, consagra-se como um dos principais
lideres de mercado atualmente, estando sempre a par da demanda crescente num setor que
evolui vertiginosamente e no qual utentes e prescritores se apoiam. A gestao da qualidade, a
melhoria continua e a boa formacao das equipas concorrem para que desenvolva de forma
otimizada e rapida as suas atividades laboratoriais, acompanhando sempre a evolugao e os
desafios da medicina.

No ano de 2005 alcangou a certificagao de qualidade pelas normas NP EN ISO 9001,
em 2006 a certificagio do nucleo de diagnéstico e rastreio pré-natal pela Fetal Medicine
Foundation, em 2008 reconhecido como laboratério de exceléncia em Portugal com o Prémio
6 Sigma e em 2021 gratificado com o Prémio Marcas de Confianga pelo Reader’s Digest.

A rede Germano de Sousa possui cerca de 550 postos de colheita espalhados por todo
o pais de Norte a Sul e nos Agores, realizando ainda, sob pedido, colheitas ao domicilio. Para
além da sede em Lisboa onde decorre o estagio, possui mais 22 laboratérios analiticos e esta
presente em |2 hospitais. O grupo conta ainda com presenca internacional, nomeadamente

em Espanha, Angola e Quénia.

2.1. Estrutura fisica e recursos humanos

O Germano de Sousa Sede e Laboratorio Central (GSSLC) divide-se em 2 edificios. O
edificio principal dispoe de uma area consideravel, sendo constituido por 3 pisos. Os utentes
dao entrada nas instalagoes através do piso 0 onde é realizada a sua admissao. Um espago

agradavel, luminoso, amplo e central do edificio ¢é utilizado como rececao e respetiva sala de



espera. Lateralmente, a existéncia de salas proporciona o rapido encaminhamento dos utentes
aos locais de colheita, dotados da devida privacidade.

Ainda neste piso, existe uma sala de descanso usada para provas mais demoradas em
que idealmente o utente permanece nas instalagoes do laboratério, pelo que o espago dispoe
de conforto e privacidade adequados. Por fim, uma sala de conferéncias onde ocorrem os
momentos de formagao e reuniao compoem a totalidade do piso.

O piso superior é composto pelos gabinetes da direcao, biblioteca e salas dos
patologistas, albergando também algumas valéncias laboratoriais. Aqui encontram-se os
setores da Microbiologia, Auto-imunidade, Patologia Molecular e Imunoserologia.

Por fim, o piso inferior, o maior em termos espaciais, detém a maior parte dos
equipamentos e a respetiva cadeia automatizada. Estao ai presentes os setores da Bioquimica,
Imunologia, Hematologia, Triagem, Imunoalergologia, sala de lavagens e armazém. Da
composicao deste piso fazem parte ainda trés areas refrigeradas: de reagentes, de amostras a
conservar e de congelamento a temperatura média de -20°C.

No edificio vizinho situam-se os setores da Citogenética, Genética Molecular e Pré-
natal. Este edificio é conjunto com outras empresas pelo que todos estes setores enumerados
se encontram no 2° piso, ocupando quase a sua totalidade.

A direcao técnica do laboratério é assumida pelo Professor Dr. Germano de Sousa, a
Professora Dra. Maria José Rego de Sousa pertence a administragao do Grupo, sendo também
responsavel da Qualidade, o Dr. José Germano de Sousa é também administrador e a Dra.

Rita Ribeiro é a técnica superior coordenadora do departamento técnico.

2.2. Aspetos organizacionais e fluxo de trabalho

A entrada das amostras no laboratério, provenientes quer das salas de colheita a este
anexas, quer dos postos de colheita distribuidos um pouco por todo o pais, é realizado no
espago da Triagem. Esta area esta estrategicamente localizada no que toca ao “work flow” do
laboratério, possuindo ligacao diretamente para o exterior e assim otimizando a circulagao
dos estafetas e respetiva entrega das amostras.

Todas as amostras devem estar inequivocamente identificadas através de uma etiqueta
autocolante. Nesta devem constar dados como o cédigo de barras, tipo de produto para
analise, data da colheita e nome completo do utente. Esta identificagao é realizada aquando da

colheita ao utente ainda nos postos de colheita (Figura I).
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Figura | — Cddigo alfanumérico conferido as amostras pelo sistema informatico no GSSLC.

O registo da entrada das amostras em sede laboratorial e a comunicagao com os
equipamentos siao realizados com recurso a uma ferramenta informatica: o programa
APPOLO. Neste programa ficam registados todos os processos aos quais as amostras sao
sujeitas: determinagao de parametros analiticos, entrada e saida das varias secgoes e da cadeia
automatizada, armazenamento e por ultimo, eliminagao. Todo este caminho percorrido pelas
amostras € gravado de forma automatica e sempre acompanhado do técnico responsavel pela
acao. Com efeito, é assegurada a rastreabilidade total das amostras em todos os processos
que compoem a producao dos resultados laboratoriais. Ainda, o programa integra as
informacoes do utente e o seu histérico analitico.

Uma caracteristica flagrante do laboratorio é o seu nivel de automatizagao conseguido,
em grande parte, pela aquisicao da cadeia automatizada anteriormente referida. Nela podem
entrar amostras de soro e urina e é também de salientar que nem todos os setores estio a
ela conectados. Assim, posteriormente a chegada e a triagem das amostras de soro, a sec¢ao
da Triagem é responsavel por encaminhar os tubos de soro que relinam os critérios adequados
para a cadeia.

O processo de pipetagem €& um processo maioritariamente realizado pelos
equipamentos e, portanto, automatico, pelo que é inerentemente influenciado por diversos
fatores suscetiveis de impedir a andlise. A presenca de fibrina, formagao de bolhas ou amostras
de pequeno volume impossibilitam a analise através da cadeia automatizada, requerendo assim
a intervencao manual dos técnicos.

A jornada levada a cabo pelas amostras na cadeia é definida através de um conjunto de
prioridades e fluxos direcionais programados informaticamente (Figura 2). O facto de o
processamento das amostras decorrer de forma automatica e com uma intervengao manual
diminuta, minimiza extensamente os riscos de contaminagao das amostras e concorre para a
seguranc¢a dos operadores.

O sector da Bioquimica é por definicao o prioritario nas determinagoes analiticas. Tal
deve-se a trés grandes motivos: a grande percentagem de amostras com pedidos para este
sector, a urgéncia inerente a determinagao de alguns parametros caracterizados pela

instabilidade destes ao fim de poucas horas e, por outro lado, a rapidez com que os resultados
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Figura 2 — Fluxograma de trabalho no GSSLC. Cor azul assinala equipamentos com conexao a cadeia automatizada.
Cor preta assinala encaminhamento manual pelos técnicos.
sao obtidos, estando a amostra rapidamente disponivel para prosseguir as técnicas
subsequentes.

Igualmente conectada a cadeia esta o sector da Imunologia. As amostras sao para aqui
conduzidas apos serem pipetadas nos equipamentos da Bioquimica, sendo de igual forma
pipetadas e libertas para a circulagao da cadeia comum. Contudo, os processos sao mais
demorados, levando a uma retengao das amostras mais prolongada.

Uma grande vantagem a considerar relativamente a cadeia automatizada é que
terminada a pipetagem as amostras podem ser devolvidas a cadeia enquanto ainda decorre o
método analitico no equipamento e, portanto, diminuindo o tempo que cada amostra
permanece retida numa dada seccdo. Na eventualidade de alguma repeticao ser necessaria,
um simples comando informatico dado pelo técnico é o suficiente para que a amostra volte
aos equipamentos através da cadeia e repita a analise.

Seguidamente, as amostras que possuam outros parametros a determinar dao
continuidade ao processo analitico como exemplificado na Figura 2. As restantes sao
armazenadas no storage, uma unidade frigorifica acoplada a cadeia que arruma de forma
automatizada as amostras de soro, registando inequivocamente a sua posigao.

A cadeia automatizada possui ainda um componente crucial na rotina laboratorial: o
input/output module (IOM). O IOM é um modulo de entrada e saida de amostras da cadeia
automatizada e é util em diversas situagoes. Este equipamento é dividido em 20 pontos de
entrada e de saida, designados linhas, sendo que a maior parte é destinada a saida de amostras.
A cada localizagao esta perfeitamente associada uma caracteristica ou um destino como sao
exemplos o erro na leitura dos codigos de barras das etiquetas, erros de pipetagem, entrada
de tubos de urina ou, por outro lado, a necessidade do encaminhamento do tubo a uma dada
sec¢ao que nao esta acoplada a cadeia.

A partir da primeira sec¢ao nao conectada a cadeia automatizada, instrugdes de
trabalho pré-estabelecidas definem a ordem pela qual as amostras devem passar pelas

diferentes sec¢oes. Com efeito, uma maior organizagao e coordenagao é essencial.



2.3. Seguranca

Todo o pessoal colaborador que em qualquer ponto do desenvolvimento das suas
atividades tenha contato com amostras, equipamentos e espagos associados circula
obrigatoriamente com vestuario de protegao adequado. O uso entre calga e batina ou bata é
opcional, sempre acompanhado do uso de luvas e demais equipamento, quando necessario.
Os espagos sao limpos varias vezes ao dia e os lixos separados consoante sejam residuos nao
perigosos ou residuos perigosos, com contentor verde para os residuos de Nivel Ill e
contentor vermelho para os residuos de Nivel IV, que sao recolhidos e devidamente tratados

por empresa externa certificada.

2.4. Controlo da Qualidade

A gestao da qualidade laboratorial ou controlo da qualidade (CQ) é algo que esta
patente diariamente no laboratério e uma tematica para a qual todos os colaboradores de
alguma forma contribuem ja que acompanham e avaliam o desempenho dos procedimentos e
métodos de forma sistematica. Tendo como maxima o melhoramento continuo, o rigor e a
qualidade na entrega dos seus produtos — os resultados laboratoriais — o laboratorio
implementou um Sistema de Gestao da Qualidade em conformidade com a Norma EN ISO
9001:2015, que Ihe conferiu a certificagao.

Como laboratorio certificado que é, esta dotado de um Sistema de Garantia da
Qualidade onde as atividades se encontram descritas e organizadas. Procedimentos escritos e
instrugoes de trabalho estao disponiveis em papel e em formato eletrénico, disponivel para
consulta pelos colaboradores.

Os equipamentos, materiais e reagentes adquiridos sao avaliados e certificados para os
fins com que sao utilizados. Orientagdes dos fornecedores siao estritamente seguidas
nomeadamente no que toca as manutengoes periddicas a realizar pela marca, assim como
assisténcias por avaria. Todos estes procedimentos ficam registados nos dossiers de qualidade

dos equipamentos.



2.4.1. Calibracoes

As calibragoes das técnicas, contrariamente ao Controlo de Qualidade Interno (CQI),
nao sao realizados rotineiramente. Sao antes agoes a ter em momentos especificos e bem
determinados:

Mudanca de lote dos reagentes;

Calibragao periodica indicada pelo fornecedor do equipamento/reagentes;

Substituicao de pegas no equipamento;

Apos algumas das manutengoes mais aprofundadas do equipamento;

Falha no CQI nao justificada.

2.4.2. Controlo de Qualidade Interno

O CQI é um conjunto de atividades, realizadas na rotina diaria, que visam a obtengao
de resultados laboratoriais fidedignos e que sao transmitidos aos utentes e aos clinicos com
toda a confianca'.

Para atingir este fim, as técnicas sao aferidas
diariamente pelo CQI. Assim, os equipamentos realizam
lavagens e CQI todas as manhas antes da entrada de
amostras para analise. Nalguns casos em que o volume
de trabalho é maior, é executado um segundo CQI no

mesmo dia. Desta forma, assegura-se que o

equipamento continua a ter um desempenho eficaz Figura 3 — Controlo qualidade interno da
velocidade de sedimentagao (setor da
durante toda a jornada de trabalho. Hematologia).
Os CQI estao disponiveis em kits (Figura 3) que sao adquiridos as casas comerciais
cujo conteudo pode ser liquido ou, mais frequentemente, pé liofilizado, requerendo a
reconstitui¢ao antes do uso. A reconstituicao dos CQIl demanda entao um cuidado especial
visto que € uma agao manual e que consequentemente a sua qualidade depende da execugao
do operador. Alguns CQI controlam uma determinada técnica apenas, enquanto outros sao
multiparamétricos. Por norma, sao compostos por dois a trés niveis de concentragao de entre
baixo, normal e alto/patoldgico, variando entre as técnicas. Os CQI sao passados todos os

dias a pelo menos dois niveis de concentragao, obrigatoriamente. Pelo que, se o kit for

composto por trés niveis de controlo, a conduta adotada ¢ alternar os niveis controlados a



cada dia, estando deste modo estipulados quais os dois niveis de controlo a passar consoante
o dia da semana.

Os CQI surgem como pontos numa carta de Levey-Jennings produzida automaticamente
pelos equipamentos. Estas cartas revelam a distribuicio dos valores dos CQI ao longo do
tempo e se se mantém dentro dos trés desvios padrao aceitaveis em torno da média, ambos
automaticamente calculados pelo equipamento e relativos a cada calibragao. Da sua analise
conseguimos perceber também tendéncias de erro e se poderemos estar diante de um
potencial erro aleatdrio ou sistematico. Para este fim, o uso das regras de Westgard torna-se
fundamental. Todos estes fatores integrados possibilitam um aumento da precisao dos

resultados.

2.4.3. Avaliacao Externa da Qualidade

Esta forma de avaliar o desempenho do laboratorio tem como base o escrutinio dos
resultados obtidos nas analises a materiais de controlo, devendo estes ser sujeitos as habituais
condigoes e tratamento das amostras. As entidades, que fabricam e enviam estes materiais
(Figura 4) e conhecem o seu conteudo, comparam os valores obtidos pelo laboratério com
os valores esperados, tratando estatisticamente a informagao. O GSSLC participa em diversos

programas de Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ) sendo eles:

UK-NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Service);

SECQ (Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio);

PNAEQ (Plano Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade) do Instituto Nacional

Ricardo Jorge (INSA).

Esta avaliagao é da maior importancia
pois permite colocar laboratorios diferentes,
mas que usam as mesmas
metodologias/equipamentos, par a par. Logo,
viabiliza-se uma comparacao entre os mesmos
com vista a harmonizagao de resultados,
sempre em busca da qualidade e melhoria

continua. Todas estas vantagens que advém da

participagdo nos programas de AEQ

concorrem para um aumento e garantia da Figura 4 — Avaliagio Externa da Qualidade na secgio
da Bioquimica para o més de fevereiro de 2023 (soro

exatidao nos resultados laboratoriais. e urina).
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3. FASE PRE-ANALITICA

A fase pré-analitica tem inicio muito antes das amostras chegarem ao laboratorio.
Desde a requisicio médica até ao momento em que a amostra esta apta para analise nos
equipamentos, varios degraus devem ser suplantados com sucesso para que se atinja o objetivo
final deste processo intricado e com tantos intervenientes — o bem-estar dos utentes. A Figura

5 caracteriza de forma esquematizada a cronologia da fase pré-analitica.

Preparacao do

doente
REQUISICAO COLHEITA TRANSPORTE TRIAGEM
Prescric;i_o@ clinico. Obtengﬁ_oamostra Armazenamento e Rece;i(H)Eoratério
Encaminhamento ao bioldgica sob condigoes transporte nas e verificagao da
posto de colheitas. preconizadas de qualidade condigoes qualidade da amostra.

e seguranga. adequadas.

Figura 5 —Cronograma da fase pré-analitica e suas principais caracteristicas.

Um dos fatores criticos € precisamente o primeiro passo desta caminhada dado em
sede de consulta com o clinico. O uso de ferramentas indispensaveis como uma historia clinica
e um exame fisico bem dirigidos irao condicionar a escolha correta do conjunto de parametros
analiticos a investigar, ou seja, aqueles que darao as informagoes mais pertinentes para elucidar
o estado de saude ou de doenga do utente.

No primeiro contacto do utente com o laboratério é da maior relevancia que sejam
comunicadas todas as informagoes consideradas essenciais para a preparagao atempada das
provas pelos utentes, assim como o fornecimento do material necessario e/ou ilustrativo para
o efeito, sendo os panfletos informativos uma o6tima ferramenta no caso de preparagoes
complexas. Todavia, a comunicagao verbal clara, simples e concisa é imprescindivel nestes
momentos.

Precisamente nesta fase da produgao laboratorial € que se da a maior percentagem de
erros. Literatura recente demonstra que entre 46% a 68%, ou até mesmo 70%’ da totalidade
dos erros laboratoriais ocorrem na fase pré-analitica. Torna-se entao fulcral que nesta fase se
debruce toda a atengao pois, partindo de um erro poderemos certamente condicionar o
resultado obtido a posteriori.

O erro pré-analitico pode ocorrer em varios momentos sendo eles aquando da

preparagao do utente, da colheita das amostras ou do seu transporte e acondicionamento até
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a sede laboratorial. A implementagao da norma EN ISO 15189 pode ser uma mais-valia
importante para limitar o erro em terreno laboratorial. A Tabela | exemplifica
detalhadamente os fatores mais comuns causadores de erro pré-analitico segundo Najat?,
devidamente adaptado ao contexto particular do GSSLC. Esta tabela reflete os erros passiveis
de ocorrerem e aos quais os operadores deverao estar alerta. No entanto, nenhum estudo
estatistico foi conduzido para aferir da sua frequéncia no laboratério, sendo meramente uma
informacao indicativa.

A qualidade da amostra ira ser o reflexo da qualidade da fase pré-analitica a que esteve
sujeita. Todavia, existem caracteristicas que inevitavelmente inserem variabilidade nas
amostras obtidas, dividindo-se entre fontes de variabilidade biologicas e ambientais. Algumas
destas variaveis podem ser controladas, no entanto outras sao inerentemente imutaveis, como
por exemplo a idade ou a raca.

Fatores como sexo, género, idade, raga, atividade fisica, se se trata de um fumador, os
niveis de stress, o consumo de cafeina, medicamentos, drogas ou alcool sio tudo
consideragoes a refletir e que potencialmente alteram as concentragdes de um determinado
analito no organismo. Somam-se ainda variaveis como o clima, a altitude, o ritmo circadiano,
a dieta adotada e niveis de hidratagao, estado de gravidez ou fase do ciclo menstrual e postura
durante a colheita.

Em resumo, muitas sao as hipoteses encontradas passiveis de introduzir erro numa
fase ainda anterior a andlise per se. Com a finalidade de as atividades laboratoriais serem vistas
como tendo qualidade, nao poderao ser tidas como um “cavalo de Troia” pela comunidade
clinica, tal como aponta Lippi*. Este proposito é conseguido através da construgio de valores
de referéncia (VR) atendendo as variaveis demograficas de cada regiao e as suas populagoes,
possibilitando a comparagao do que é, na realidade, comparavel.

Outro conceito importante é o de padronizagao dos procedimentos. Utentes
sentados, tempos de garrotagem definidos, abstengao de exercicio intenso nas 24h anteriores
a colheita e cumprimento das |2h de jejum sao exemplos de regras fundamentais a serem
cumpridas, de um modo geral, para qualquer colheita de amostras de sangue venoso. Situagoes
especificas deverao também contar com um conjunto de indicagoes de forma a uniformizar o

processo de colheita e minimizar a introdugao de variaveis de erro.



Tabela | - Fatores que potencialmente possam conduzir a um erro pré-analitico no GSSLC.

Adaptado de Najat™

Erros pré-analiticos
Requisicdo incorreta
Interpretacao do pedido
Orientacdo dos utentes
Tempo de jejum
Capacidade dos utentes
Critérios aceitacdo
Falta de informacio
Hora de colheita
Ordem de colheita
Tubo incorreto
Preenchimento de tubos
Inversao dos tubos
Quantidade insuficiente
Coagulos ou fibrina
Hemolise
Lipémia
Identificacido erronea
Troca de etiquetas
Perdas
Contaminacao
Atraso no transporte
Conservacao
Reagentes expirados

Fluxo incorreto

3.1. Colheitas

Descricdao
Testes analiticos solicitados que nao acrescentam valor.
Requisicao erroneamente transcrita para base informatica.
Comunicagao inadequada levando a preparagao incorreta para o exame.
Certos parametros requerem 8 a 12h de jejum.
Capacidade de concretizagao das tarefas para uma boa preparagao.
Verificagdo de condigGes prévias para aceitar/rejeitar amostras.
Amostras recolhidas pelo utente. Indicagao da medicagao habitual.
Horarios preconizados e registo da hora da colheita.
Contaminagao dos tubos com aditivos dos tubos anteriores.
Colheita em tubo nio adequado para a andlise (aditivo incorreto).
Volumes definidos em tubos com aditivos (respeitar proporgoes).
Critérios do modo de inversao e repouso para cada tubo.
Quantidade de amostra obtida insuficiente para os testes requisitados.
Resultados erréneos. Entupimento das agulhas dos equipamentos.
Estase venosa prolongada. Flebotomia inadequada.
Turvacao leitosa pela alta concentragao de gordura no soro.
Contradigao na identificagao da amostra e formulario de requisicao.
Re-etiquetagem e aliquotagem.
Tubo partido na centrifuga, extravio do contetdo (tampa mal fechada).
Amostra mal vedada, contentor aberto.
Envio de amostras ultrapassa tempo ideal.
Temperaturas adequadas, abrigo da luz, em acido.
Data de validade dos reagentes e materiais a uso ultrapassados.

Envio das amostras entre sec¢oes fora do fluxo predefinido.

As amostras mais comuns a darem entrada no laboratoério sao sangue venoso e urina:
mais concretamente, tubos de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), tubos de soro com
gel separador e contentores/boides de urina. Contudo, uma grande variedade de material de
amostragem é rececionada para analise, tal como retrata a Tabela 2.

No momento da colheita pelo técnico ou da entrega de amostras colhidas pelos
utentes deve ser realizada a verificagao dos dados pessoais do utente e dos parametros
requisitados, assim como a recolha de informagao pertinente para a interpretagao dos

resultados que se venham a obter.



Tabela 2 — Materiais mais utilizados para colheita de amostras na rotina do GSSLC.

Material de amostragem Descricdo e uso

| — Tubo seco. Sem aditivos. Gel
separador. Ativacao do coagulo pela
silica. Obtencao de soro.

2 — Tubo de citrato de sodio.
Vacutay | . ~
b ArTrme Anticoagulante. Obtencao de plasma.

e
¢ 167883 e 5 4mg
B2 = T jir 368856

3 — Tubo de heparina de litio.
Anticoagulante. Obtencao de plasma.

4 — Tubo de EDTA. Anticoagulante.
Sangue total.

e G OEEEE

5 — Contentor para urina das 24h.
6 — Zaragatoa em meio de Amies/Stuart.

7 — Zaragatoa sem meio (seca).

8 — Zaragatoa uretral.

9 - Zaragatoa Amies/Stuart com carvao.
|0 — Contentor seco para fezes.

|1 — Tubo para urina tipo Il.

|2 — Tubo aliquota. Fundo coénico.

|3 — Tubo para colheita de saliva com
rolo de algodao.

3.1.1. Amostras colhidas pelos utentes

Todos os espécimes colhidos pelos utentes, como urina, fezes, e expetoragoes, por
exemplo, deverao chegar ao laboratério em recipientes descartaveis dotados para o efeito e
bem vedados. Recipientes em mau estado que porventura possam ter estado suscetiveis a
fenomenos de contaminagao ou que, por outro lado, ponham em causa a seguranga dos
técnicos operadores, deverao ser inequivocamente rejeitados. Uma nova colheita devera ser

solicitada contemplando a informagao necessaria para o seu sucesso.



A maioria das amostras de urina analisadas sao as da |* urina da manha, mais
precisamente urina assética. Como tal, sao amostras colhidas pelos utentes. Este dado deve
alertar imediatamente para a necessidade da verificagao das condigoes em que a amostra tera
sido colhida: urina do jato intermédio com limpeza genital prévia, neste caso. A amostra é
posteriormente utilizada também para as analises de urinas tipo Il

A amostra de urina de 24h nao sao tao comuns, contemplando diariamente cerca de
cinquenta pedidos a dar entrada no laboratério. Neste tipo de amostra, a colheita podera
tornar-se algo complexa e, como tal, devera ser transmitida com toda a atengao. Escolhendo
um horario de inicio da colheita, deve-se fazer o seu registo e esvaziar a bexiga uma ultima
vez, desprezando o volume. A partir desse momento, o utente faz a colheita de todas as suas
micgoes até ao mesmo horario do dia seguinte, devendo o utente urinar uma ultima vez
quando perfazem as 24h e armazenar junto a restante amostragem, com o registo da hora. O
recipiente contendo a urina das 24h, normalmente com 2 litros de capacidade, é entao
entregue ao laboratério. Durante o periodo da colheita o recipiente devera ser mantido bem
fechado e refrigerado.

As amostras de fezes sio muitas vezes mdltiplas e pedidas em dias separados,
alternados, ou mesmo com um maior espagamento durante um periodo de |0 dias —
especialmente importante para a investigacao parasitolédgica. Assim, dependendo do pedido
clinico, a amostra tera as suas particularidades de colheita pelo que esta informagao deve ser
dada ao utente a priori e cuidadosamente verificada aquando da entrega dos recipientes.

Aquando da solicitacio de colheita de expetoragao, esta € comummente pedida no
formato de 1? amostra da manha. Deste modo, chega ao laboratério em contentores fechados,

devendo estes ser verificados quanto a qualidade da amostra. Amostras com qualidade sao

compostas pelo produto mucoso da expetoragao, na auséncia de saliva.

3.1.2. Amostras colhidas pelo técnico

A colheita de sangue venoso é realizada nas salas de colheita pelo técnico flebotomista.
A implementacao de boas praticas nesta fase € crucial para a obtengao de uma amostra de
qualidade, evitando introduzir uma fonte de erro nos resultados que se venham a obter.

A ordem pela qual a colheita de sangue venoso é efetuada deve ser respeitada com o
objetivo de se evitarem contaminagoes com os aditivos presentes nos tubos. A hemocultura
surge em primeiro lugar de modo a evitar contaminagoes microbioldgicas da amostra que, a

principio, € fisiologicamente estéril. A ordem de colheita preconizada no Manual das Boas
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Praticas Laboratoriais e no Manual de Colheitas € a seguinte: hemoculturas, tubo seco de soro,
tubo de citrato, tubo de heparina e tubo de EDTA.

O volume de sangue a colher para os tubos com anticoagulantes, representado por
uma marca guia nas suas etiquetas, deve ser respeitado. Apods a colheita de sangue para os
tubos necessarios procede-se a sua homogeneizagao por inversao multipla e suave. Estas duas
acoes sao terminantes para o sucesso do restante processamento laboratorial.

Por um lado, o volume de anticoagulante presente em cada tubo esta definido para
um dado volume de sangue a colher, de forma a obter o ratio correto. Por outro, apenas a
homogeneizacao imediata apods a colheita garante que todo o anticoagulante é perfeitamente
misturado com o sangue, e assim evitando a formagao de coagulos sob um efeito
anticoagulante efetivo e que se mantém no tempo. No caso da obtengao de plasma nos tubos
de citrato e heparina, estes devem ser centrifugados por 15 min a 3000 rpm.

A colheita para obtencao de soro é realizada em tubo seco sem aditivos. A silica
presente na superficie interna dos tubos é o agente promotor da ativagao da cascata da
coagulacao aquando do contacto do sangue com as paredes. Deve-se aguardar o tempo da
formacao do codgulo, tipicamente entre |5 e 30 min, para a amostra estar entao apta para a
centrifugagao por 15 min a 3500 rpm. O gel separador migra e, por diferencas de densidade,
cria uma barreira entre o soro, que se situa superiormente, e o coagulo, material celular e
fatores de coagulagao, abaixo.

Amostras de tecidos ou que fazem uso de zaragatoa (Tabela 3) sao colhidas em meio
laboratorial, quer nos postos de colheita, quer nos hospitais associados, sendo depois

devidamente armazenados e encaminhados ao laboratério.

Tabela 3 — Meios de zaragatoa adequados para a colheita consoante critérios da amostra.

Stuart/Amies com

Stuart/Amies Seca
carvao
Pha Direto p 2 de Neisseri
. - — esquisa de Neisseria
Exsudado nasal, orofaringeo, Pesquisa de eosindfilos q

. . - onorrhoeae em qualquer
auricular, ocular e de feridas | Exsudados para Patologia § . U
amostra

Molecular

3.2. Triagem

A fungao da triagem de todas as amostras que dao entrada no laboratério reveste-se

da maior importancia para o sucesso do trabalho laboratorial como um todo. Aqui sao
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rececionados todo o tipo de materiais e é definido o processamento adequado a cada um
deles como sendo: sangue total, soro, plasma, urina, fezes, placas de petri ja semeadas,
zaragatoas de exsudados vaginais, anais, uretrais, nasofaringeos, orofaringeos e de tecidos
purulentos, parasitas isolados previamente, tecidos variados, laminas para observagao ao
microscopio e testes que recorrem ao ar expirado.

A chegada, ¢ verificada a temperatura das amostras, sendo que estas podem estar
congeladas, refrigeradas ou a temperatura ambiente. As amostras identificadas como urgentes
€ dado um seguimento mais célere para que possam ser analisadas o mais rapidamente
possivel. Por norma, as urinas das 24h chegam ao laboratorio ja separadas pelos postos de
colheita em tubos de aliquota, tendo os recipientes sido previamente bem homogeneizados.
Assim sendo, o tubo devera ser forgosamente acompanhado pelo registo do volume total das
micgoes. A Triagem verifica a concordancia entre a inscricao do volume na etiqueta dos tubos
e o registo em sistema informatico.

Procede-se entao a separagao das amostras tendo como critério o tecido em causa,
em recipiente devidamente identificado. A correta identificagao das amostras é verificada,
devendo ser inequivoca pois, caso a informagao nao seja clara ou esteja ausente, a amostra é
desprezada, devendo o utente ser de seguida notificado da necessidade de repeticao.

Um aspeto muito importante na triagem das amostras, especificamente das de soro, é
a verificagao de que foram centrifugadas eficazmente. Apods a colheita de sangue, dever-se-a
aguardar o tempo de retracao do coagulo e s posteriormente se procede a centrifugacao.
Amostras colhidas a escassos momentos nas salas anexas ao laboratério ou de postos
proximos poderao chegar sem terem sido centrifugadas, pelo que dever-se-a proceder a
centrifugagao das mesmas.

Amostras centrifugadas devem ser também triadas de modo a assegurar que possuam
todos os critérios adequados para prosseguirem para a fase analitica, tais como auséncia de
fibrina, correta separagao das células e do soro sobrenadante pelo gel e quantidade suficiente

para analise de todos os parametros requisitados.



4.IMUNOLOGIA

A seccao de Imunologia situa-se no piso inferior do edificio central do laboratoério e é
bastante automatizada, estando conectada a cadeia automatica. Varios técnicos constituem a
equipa cujo coordenador é o técnico superior Luis Sousa. A validagao biopatologica é levada
a cabo por uma equipa de médicos. Devido ao volume de trabalho consideravel a sec¢ao opera
24 horas por dia num continuo apenas quebrado pelas manutengoes diarias dos equipamentos.

O fundamento base das técnicas empregues nesta sec¢do € a determinagao de
parametros analiticos quantitativos e qualitativos dotados de importancia biologica e com base
na detecio da ligagio entre um antigénio e um anticorpo’. Assim, os imunoensaios surgem
como métodos que tiram partido da seletividade e da especificidade dessa ligagao.

Alguns dos marcadores mais Uteis no diagnostico e acompanhamento dos doentes sao
determinados neste setor: quantificagao de hormonas tireoideias, reprodutivas e marcadores
tumorais, de lesao cardiaca e de doencas infectocontagiosas sao exemplos bem patentes na
sua atividade laboratorial diaria.

Dois formatos de imunoensaios sao maioritariamente usados:

Imunoensaio em sanduiche: mistura reacional contendo dois tipos diferentes de

anticorpos com especificidade para um mesmo antigénio/analito, porém para
haptenos diversos, ligando-se em regides distintas. Ocorre em 2 etapas onde
normalmente o |° anticorpo é marcado, por exemplo, com estreptavidina, que se
liga ao antigénio, seguindo-se a adicao do 2° anticorpo ligado a uma fase sélida,
como é o caso comum das particulas paramagnéticas. O complexo forma como
que uma sanduiche e a emissao de sinal, luz ou fluorescéncia, ¢ medido e sera

proporcional a quantidade de analito presente na amostra.

Imunoensaio competitivo: reagente contendo um anticorpo especifico para o

analito a pesquisar e que esta ligado a uma fase solida. Numa 2° etapa a adigao de
um antigénio marcado compete com o antigénio da amostra pelos locais de ligagao
do anticorpo. Quanto mais antigénios na amostra, menos os que estao marcados
(do reagente) se ligam, pelo que o sinal detetado é inversamente proporcional a
quantidade de analito (a particula marcada pode tanto ser o antigénio como o

anticorpo).

Além da secgao-mae de Imunologia, as secgoes da Imunoalergologia e da

Imunoserologia complementam os estudos que tém como base o fundamento da ligagao



antigénio-anticorpo. A Tabela 4 tem como objetivo elucidar da melhor forma os parametros

analiticos e as técnicas utilizadas pelos varios equipamentos existentes.

Tabela 4 — Equipamentos e metodologias realizadas no departamento de Imunologia.

Equipamento e Metodologia Parametro analitico
T T3, FT3, T4, FT4, VBI2, COB, eE2, FOL, TSTII, Ac. para
ADVIA Centaur® competitivo Hepatite B
< XP Imunoensaio AFP, CEA, CA-125, CAI5-3, CAI19-9, Ag+Ac HIV, PSA, FSH,
0 Siemens sanduiche FER, LH, hCG, PRL, TRG, TSH, Ac. e Ag. HBV e HCV
9 Quimioluminescéncia -
g (direta e indireta) Iriimezneere ds
5 captura de Ac. total e IgM HAV
z anticorpo
e ® . .
Immull.te 2000 XPi I.mL’ln.oensa|o Eritropoietina, IGF-1, ACTH, Hormona de crescimento,
Siemens enzimatico em fase ; . )
- . o . Delta-4-androstenionona, anti-tireoglobulina
Quimioluminescéncia solida
VIDAS® 3 Imunoensaio Pro-BNP, Mioglobina, Troponina I, D-dimeros, CK-MB
< BioMérieux sandwich (massa). Confirmacao de HBV, HCV, HIV, e de IgM e IgG
g 8 Fluoroenzimatico para Rubéola, Toxoplasma, Citomegalovirus e EBV
|
g g Cobas e 411 Imunoensaio
T Roche sanduiche Cortisol salivar, Marcadores tumorais como o CYFRA
Quimioluminescéncia
P ®
< Lllglisa(;':)ri):l' Imunoensaio “flash”  IgM e IgG para toxoplasma, CMV, EBYV, rubéola, e avidez
0 8 imiolumi A em fase solida destas IgG; vitamina D, renina.
B 6' Quimioluminescéncia
20  Phadia” 250 . "
=&  Thermo Fisher Imunoensaio em IE total e especificas, IgG
2 Scientific fase solida (cerca de 700 alergénios)

T3= Triiodotironina; FT3= Triiodotironina livre; T4= Tetraiodotironina; FT4= Tetraiodotironina livre; COR=Cortisol; eE2= Estradiol; FOL=
Folato; TSTII= Testosterona total; Ac.= anticorpo; AFP= alfa-fetoproteina; CEA= Antigénio carcinoembrionario; Ag.= Antigénio; PSA=
Antigénio especifico da prostata; FSH= Hormona foliculo-estimulante; LH= Hormona luteinizante; hCG= Gonadotrofina coriénica humana;
PRL= Prolactina; TRG= Tireoglobulina; TSH= Hormona estimulante da tiroide; Ig= Imunoglobulina; IGF-1= Fator de crescimento semelhante
a insulina do tipo |I; ACTH= Hormona corticotréfica; BNP= Péptido Natriurético Cerebral; HAV= Hepatite A; HBV= Hepatite B; HCV=
Hepatite C; HIV= Virus da Imunodeficiéncia Humana; CK-MB= isoenzima MB da Creatina cinase; EBV=Virus Epstein-Barr; CMV=
Citamegalovirus

Durante o estagio pude observar e participar ativamente na manutengao e preparagao
dos equipamentos para as atividades didrias, realizagao de calibragoes e CQI, insergao de
amostras em racks no equipamento manualmente, execugao das técnicas manuais, pesquisa e
insercao de informagao no sistema informatico e validagao técnica.

A amostra mais utilizada é o soro, sendo que a maior parte das metodologias se
concentram nos ADVIA Centaur®. Menos frequentemente, alguns parimetros sio realizados
no plasma como é estipulado para os D-Dimeros, ou mesmo na urina e saliva, como sao
exemplos o cortisol urinario e cortisol salivar.

O setor da Imunoserologia contempla as técnicas manuais de pesquisa de anticorpos
ou antigénios no soro (Tabela 5), testes estes que auxiliam no diagnostico de algumas doengas

infeciosas. Para isto dispoe de kits comerciais que contém os reagentes, controlos e bulas
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necessarios para a execucao dos ensaios. Devido a manipulagao do operador inerente a estes
procedimentos € de extrema importancia a definicio de um método de trabalho organizado
e eficaz que concorra duplamente para a minimizagao do erro humano e para o tratamento

das amostras em tempo util.

Tabela 5 — Metodologias manuais realizadas no departamento de Imunoselorogia.

Metodologia Método Resultado Diagnostico sugestivo
VDRL/PRP Floculagao QL/sQT Sifilis
TPHA Micro-aglutinagao QL/sQT Sifilis
RA teste (Waaler Rose) Aglutinagao QL/sQT Artrite Reumatoide
Reac¢io de Paul-Bunnel Aglutinagio QL/sQT Mononucleose Infeciosa
Reacdo de Rosa Bengala Aglutinagao QL/sQT Brucella spp.
Reacdo de Widal Aglutinagio QL/sQT Salmonella spp.
Influenza A+B Imunocromatografico QL Virus Influenza A e B
Virus Zika IgG/IgM Imunocromatografico QL Virus Zika

Reacdo de Weil-Felix

Proteus OxK/Ox2/Ox 19 Aglutinagao QL/sQL Rickettsiae spp.

Presenca de hemoglobina

Sangue oculto nas fezes Imunocromatografico QL . .
Sangramento trato intestinal
Blot HCV Imunoblot QL Hepatite C
Blot HIV Imunoblot QL Virus da Imunodeficiéncia Humana

QL= Qualitativo; sQT= Semi-quantitativo

A aglutinagao é o método mais frequentemente encontrado nestas técnicas manuais
(Figura 6) e, para todos os casos neste estagio, € possivel realizar nao s6 a determinagao
qualitativa (QL), mas também a obtengao de titulos de infegao, possibilitando um resultado
semi-quantitativo (sQT).

O VIDAS® 3 BioMérieux esta igualmente sobre a algada da Imunoserologia, sendo que
este equipamento ¢ utilizado pelas restantes sec¢oes da Imunologia quando é necessario um

teste confirmatorio de alguns parametros pré-definidos.

] 8

Figura 6 — Exemplo de procedimento manual na secgao de Imunoserologia.
Técnica do VDRL: pogo 6 e 8 positivos, pogo 7 negativo.



5.HEMATOLOGIA

Este setor é coordenado pela técnica superior Estela Martins e localiza-se no piso
inferior do edificio central em duas salas segregadas, pelo que nao esta conectado a cadeia
automatizada. Uma equipa de médicos e farmacéuticos especialistas asseguram a validagao
biopatolégica dos resultados laboratoriais. O volume de trabalho é consideravel pois a
requisicao do hemograma € quase transversal nos pedidos laboratoriais.

As atividades laboratoriais da secgao visam o estudo das células sanguineas e das
propriedades deste tecido, englobando parametros obtidos de forma automatizada, semi-

automatizada (Tabela 6) e por meio de técnicas manuais.

Tabela 6 — Equipamentos e metodologias do setor da Hematologia do GSSLC.

Equipamento Metodologia Parametro analitico = Amostra
4 moédulos XN-10 Hemograma com
Citometria de fluxo fluorescente plaquetas Sangue total em
Impedancia com foco hidrodinamico Formula leucocitaria tubo de EDTA
XN-9100™-40| Sulfato laurel de sodio, livre de cianeto Reticulécitos
Sysmex Solugdo integrada de
I médulo DI-60 preparagao e coloragao = Sangue total em

Tecnologia automatizada e padronizada de laminas e analise digital tubo de EDTA
da morfologia celular

Hb NEXT Sangue total em
A. Menarini HPLC de troca catidnica de fase reversa HbAIc gule to
. . tubo de EDTA
Diagnostic
CS-5100 Turbidimetria ' ~ Plasma em tubo de
. . Perfil de coagulagao . g
Sysmex Método cromogéneo citrato de sédio
Ves-Matic Cube 30
Touch Sangue total em

Método de Westergren modificado VS

A. Menarini tubo de EDTA

Diagnostics
HPLC= Cromatografia liquida de alta performance; HbAlc= Hemoglobina glicada; VS= Velocidade de sedimentagio; EDTA= acido
etilenodiamino tetra-acético.

O estagio na Hematologia permitiu um contato estreito com esta area laboratorial na
medida em que pude participar na preparagao diaria dos equipamentos, calibragoes e CQI,
carregamento de amostras para andlise nos equipamentos automatizados e semi-
automatizados, execucao de técnicas manuais e coloracdes, validacio analitica e
procedimentos de armazenamento e eliminagao de amostras.

O hemograma, contagem de plaquetas e reticulocitos, leucograma e execugao de
laminas de esfregaco de sangue periférico sao realizados por um sistema modular de cinco
equipamentos dispostos lado a lado, partilhando uma cadeia comum que os conecta®. No XN-

9100™ os ensaios decorrem da pipetagem do mesmo tubo de EDTA.



A determinagao da hemoglobina glicada (HbAIc) é executada pelos quatro
equipamentos Hb NEXT a partir do tubo de EDTA. A medicao da HbAlc em amostras com
pouca quantidade decorre apds um passo de diluigao que antecede o ensaio, realizado com
diluente apropriado e fornecido pela casa comercial.

A velocidade de sedimentagao (VS) é determinada no Ves-Matic Cube 30 Touch ou na
sua versao anterior, o Ves-Matic Cube 30 através de método perfeitamente correlacionado
com o método de referéncia de Westergren. Todavia, amostras com uma quantidade menor
de volume, amostras cujo resultado no equipamento é >50 e em que o utente tem diagnéstico
de gamapatia monoclonal conhecido sao analisadas com recurso a procedimento manual.
Neste, a VS é determinada por visualizagao da marca superior da camada formada pela
sedimentagao das hemacias em tubo graduado, ao fim de | hora.

O perfil de coagulagao é realizado no CS-5100 onde a amostra indicada para o efeito
é o plasma anticoagulado com citrato de sédio. As determinagoes efetuadas diariamente sao:
tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT), fibrinogénio, razio Normalizada
Internacional (INR) e tempo de trombina. Alguns parametros sao analisados duas vezes por
semana devido a sua especificidade e menor volume de requisi¢ao: proteina C e fator VIl da
cascata da coagulagao.

As técnicas manuais mais frequentemente realizadas na Hematologia sao:

Pesquisa de células LE, util no diagnéstico de Lupus Eritematoso. Amostra de soro pelo

método de aglutinagao.

Titulagao de crioaglutininas, habitualmente auto-anticorpos imunoglobulina (Ig) M

contra o antigénio | das hemacias, num fenédmeno desencadeado a baixas temperaturas

(<37°C) levando a uma potencial anemia hemolitica auto-imune. Amostra de soro

colhido e transportado a quente pelo método de aglutinagao.

Prova de fragilidade osmotica dos eritrocitos, concentragoes crescentes de NaCl de

modo a fragilizar a membrana dos eritrécitos levando a hemdlise e libertagio da

hemoglobina. Determinagao por espetrofotometria — transmitancia a 540nm, de 50%

de hemolise (Figura 7). Amostra de sangue total em heparina de litio.

Alguns dos esfregacos de sangue periférico e medula ossea e respetiva coloragao com

May Griinwald Giemsa (MGG) e Perls;

Prova de falsiformagao experimental. Sangue total colhido em heparina de litio.

Figura 7 — Cuvetes para leitura espetrofotométrica no ambito da prova da fragilidade osmotica.
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6. BIOQUIMICA

O departamento da Bioquimica é coordenado pelo técnico superior Luis Sousa e a
validagdo biopatologica dos boletins é realizada por uma equipa de médicos. Devido ao
numero elevado de amostras a analisar a secgao funciona quase 24h, suspendendo os
processos analiticos apenas para dar lugar as manutengoes diarias preconizadas.

A seccgao é altamente automatizada pois esta ligada a cadeia de distribui¢do dos tubos.
Além das raras excegoes onde é necessaria uma intervengao manual do operador, as amostras
circulam e sao analisadas de forma automatizada. Os equipamentos da Bioquimica estao
definidos como prioritarios no fluxo de trabalho programado eletronicamente pelo que € o
primeiro local para onde a track encaminha as amostras.

No decorrer do estagio tive oportunidade de preparar os equipamentos para o dia de
trabalho repondo as solugoes reagentes e auxiliares, reconstituindo as solugoes que assim o
exigissem e realizando as calibragoes necessarias e CQI para todos os parametros. Pude
também participar ativamente na fase analitica através da colocagao manual de amostras nos
equipamentos e da realizagao de aliquotas e de diluigdes manuais. Por fim, foram-me
transmitidas todas as ferramentas para melhor compreender a validagao técnica pelo que
também tive a oportunidade de a realizar com a devida supervisao.

A Bioquimica estuda as moléculas e as reagoes quimicas com importancia bioldgica e
com o objetivo de melhor entender o metabolismo dos seres vivos, tao importante para o
seu bem-estar e, no limite, para a sua sobrevivéncia. Com efeito, assenta na pesquisa de
marcadores metabdlicos e reflete acerca das suas alteragoes, quer fisioldgicas, quer
reveladoras de um estado patologico’. A fim de obter um diagnéstico ou de fazer a
monitorizagdo dos doentes, emprega os VR apropriados a cada individuo®. As amostras mais

utilizadas para tal sao o soro e a urina.

6.1. ADVIA® Chemistry XPT

Os procedimentos laboratoriais da Bioquimica sao realizados praticamente na sua
totalidade nos dois ADVIA® Chemistry XPT que a sec¢do possui (Figura 8). Apesar de os
ensaios serem realizados num curto espago de tempo, a duplicidade dos equipamentos é

justificada pela elevada afluéncia de amostras neste departamento.
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Figura 8 — Registos fotograficos do equipamento ADVIA® Chemistry XPT. A — Vista superior e interface
informatico. B — Bandeja para colocagao de controlo de qualidade interno e amostras manualmente pelo operador.
C — Bandeja dos reagentes. D — Vista lateral com identificagdo do equipamento.

O ADVIA® Chemistry XPT’ é um analisador de quimica clinica concebido para ser
altamente automatizado, operado em continuo e utilizado em laboratérios de elevada
demanda. Assim, apresenta um rendimento de mais de dois milhares de ensaios por hora e
dispoe de conectividade instantanea, sendo os resultados prontamente transmitidos para o
APPOLO. Ademais, a sua produtividade resulta da implementacio de um conjunto de
tecnologias avancadas que permitem a célere obtengao de resultados e um fluxo de trabalho
melhorado. Estes fatores, no seu conjunto, encurtam o chamado “turnaround time” para cada
amostra.

A capacidade de trabalhar com volumes micro através de uma pipetagem eficaz e limpa
permite que sejam utilizados volumes infimos de amostra para a realizagao dos ensaios,
concomitantemente com um menor desperdicio de reagentes. O uso mais eficiente da
amostra toma relevancia nos casos de amostras colhidas a criangas ou resultantes de colheitas
dificeis, em que o volume disponivel para anadlise é diminuto, ou ainda no caso de pedidos de
analises extensos.

Outra das tecnologias de grande utilidade que o equipamento possui € a retengao das
aliquotas que executa até que os resultados estejam disponiveis. Isto &, quando o equipamento

pipeta uma amostra, a aliquota resultante mantém-se a bordo do equipamento caso sejam
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necessarias novas agoes como sendo repetigoes ou diluigoes automaticas, enquanto a amostra
é libertada para a cadeia automatizada, dando continuagao ao workflow analitico.

Consequentemente, a validagao técnica das amostras flui de forma mais harmoniosa ja
que o proprio equipamento deteta erros e limitagoes nos ensaios e comanda a sua repeticao,
quer por falha no processo de pipetagem, presenca de bolhas ou fibrina, quer quando o analito
ultrapassa o limite de quantificagao (LoQ) superior do ensaio e seja necessaria uma repeticao
com recurso a diluigao. Os novos inputs relacionados com estes fatores e transmitidos as
aliquotas a bordo do equipamento tomam sempre prioridade em relagao a chegada de novos
tubos pela cadeia.

O equipamento é composto por trés bandejas incrustadas destinadas a serem
manipuladas e repostas manualmente pelo operador. Os CQI, calibradores e seus diluentes
localizam-se em posigoes predefinidas e dotadas de refrigeracao (6 — 13°C), mantendo os CQI
nas melhores condicoes de estabilidade ao longo do dia, vidveis para utilizagdo num 2°
momento de CQI diario. Na insercao manual de amostras, o tubo deve ser colocado de forma
que o cédigo de barras fique voltado para o exterior onde a sua leitura possa ser executada
pelo leitor de infravermelhos embutido e através da rotagao da bandeja.

As outras duas bandejas que fazem parte da constituicao do equipamento albergam os
reagentes necessarios para as reagoes quimicas. Em ensaios que decorrem apenas com |
reagente, este é colocado na bandeja numero |, designada por Reagent Turntable Tray (RTT)
I, enquanto as técnicas que ocorrem pela agao de 2 reagentes tém o primeiro reagente na
bandeja RTTI e o reagente secundario na RTT2, sendo ambas as localizagoes refrigeradas. A
existéncia de um leitor de codigos de barra permite a identificagdo dos reagentes, pelo que
podem gozar de qualquer posicao na bandeja.

O prato reacional do equipamento onde se dao as reagoes quimicas Uteis na
quantificagao dos analitos encontra-se mergulhado inferiormente num banho reacional,
possibilitando que as reagoes ocorram a temperatura ideal de 37°C. O ionograma, mais
precisamente a determinagao do potassio, sodio e cloreto, esta segregado a esquerda dos
restantes componentes a bordo e é realizado por elétrodos seletivos de ices (ISE).

O ADVIA® Chemistry XPT verifica qualitativamente parimetros como a hemodlise,
lipémia e ictericia das amostras sendo crucial para uma avaliagao objetiva destes critérios. Com
efeito, a validagao analitica faz uso destas determinagoes, auxiliando na valorizagao dos achados

bioquimicos.
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As tecnologias empregues nos procedimentos sao a
potenciometria, a fotometria e a turbidimetria. O fotometro trabalha
em |4 comprimentos de onda fixos entre 340nm e 884nm,
fornecidos por lampada de halogénio (Figura 9).

A visualizacao das curvas de calibracao e dos resultados do
CQI podem ser realizadas diretamente no monitor do equipamento,

assim como os respetivos graficos de Levey-Jennings.

Figura 9 — Registo fotografico da lampada de halogénio
do ADVIA® Chemistry XPT aquando da sua substituicio.

6.1.1. Ordem de trabalhos

Na parte inferior do equipamento estao localizadas solugoes consumiveis (Figura 10)
que devem ser repostas no inicio de cada jornada de trabalho:

Soro fisiologico, para efetuar diluicoes das amostras;

Agua purificada, utilizada nas lavagens;

ISE Baseline Solution, solugao de referéncia que afere os elétrodos entre ensaios;

ISE Buffer 2, tamponamento das reagoes ISE;

Reaction Bath Oil, banho reacional de 37°C;

Cuvette conditioner and detergent, ciclos de lavagem de cuvetes de reagao.

Figura 10 — Solugdes consumiveis do ADVIA® Chemistry XPT.

De seguida, deve-se verificar os RTT’s quanto a necessidade de reposicao de reagentes
que acabaram, que possuam um numero baixo de testes, ou que o prazo de validade ou da
estabilidade a bordo esteja a caducar. Efetivamente, a interface informatica alerta para estas

acoes assim como fornece o inventario dos reagentes que contém.
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Adicionalmente, a agua destilada, o soro fisiologico estéril e os detergentes de lavagem
das sondas devem ser repostos em cada RTT. Finalizando esta operagao, realiza-se o scan dos
reagentes. Esta operagao identifica cada reagente através dos codigos de barra impressos nas
suas lombadas, assim como mede os volumes, calculando a respetiva quantidade de testes
disponiveis.

Concluido o scan com sucesso, iniciam-se as calibragoes necessarias e CQI (Figura I 1).
O CQI do ionograma ocorre pela insergao de solugoes de CQI para soro e urina, cada uma
com nivel alto e baixo. Adiciona-se também o detergente ISE. Para as restantes técnicas,
primeiramente, passam-se as calibragoes necessarias e verifica-se o seu sucesso. No caso
afirmativo, estamos aptos para iniciar os CQI. A Tabela 7 elucida quanto a alternancia diaria

dos niveis dos CQI, mediante o dia da semana.

Tabela 7 — Distribuicao dos niveis de controlo de qualidade interno nos dias da semana.

Dia da semana Nivel | Nivel 2 Nivel 3
Segunda-feira X X
Terca-feira X X
Quarta-feira X X
Quinta-feira X X
Sexta-feira X X
Sabado X X

Todas as tarefas descritas devem ser realizadas em duplicado para os dois analisadores
com o objetivo de preparar os equipamentos com tudo o que possa ser necessario para um

dia completo de trabalho, evitando interrupgoes no workflow.

Figura || — Controlos de qualidade internos dos ADVIA® Chemistry XPT. A — Niveis 1,2 e 3 de Multiqual. B —
Niveis |, 2 e 3 de Immunology. C — Niveis | e 2 para urina. D — Niveis | e 2 para microalbuminuria. E — Niveis
2 e 3 para marcadores cardiacos.

6.1.2. Métodos

Os métodos utilizados pelos ADVIA® Chemistry XPT sio os descritos abaixo.

Potenciometria: usada nas determinacdes das concentracdes dos eletrolitos'® nas

amostras, ou seja, das reagoes ISE ou ionograma. Dispositivo composto por elétrodo

de referéncia (que deve manter o seu potencial constante) e elétrodo
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indicador/seletivo de ido (sensivel ao ido de interesse) para Na*, K" e CI. Contatam
com a amostra e estao interligados por voltimetro, perfazendo a célula galvanica. A
diferenga de potencial elétrico entre os elétrodos € medida na auséncia de corrente
elétrica significativa. Com base na equagao de Nernst, o potencial é calculado e sera
diretamente proporcional & concentragio do ido''.

Fotometria: define-se como a quantidade de luz absorvida por uma dada solugao numa
gama alargada do espetro da luz — do infravermelho ao ultravioleta, passando pelo
visivel. A lampada de halogénio ¢ a fonte do feixe de luz que incide na amostra. O feixe
resultante incide sobre o detetor, que o converte num sinal elétrico proporcional a
concentracio do analito de interesse na amostra'>. Recurso a
transmitancia/absorvancia encontradas e a lei de Lambert-Beer.

Turbidimetria: composto por um sistema o6tico semelhante ao da fotometria que mede
a atenuagao da intensidade de um feixe de luz que incidiu previamente num meio com
particulas insollveis (suspensao). A luz do feixe pode ser absorvida, refletida, dispersa
e transmitida em fungao do tipo e quantidade de particulas de interesse presentes no

meio reacional."

6.1.3. Parametros analiticos determinados

A Tabela 8 pretende descrever os parametros analiticos usualmente determinados na
secgdo da Bioquimica, assim como as metodologias empregues pelo ADVIA® Chemistry XPT

para esse fim. A informagao é complementada pelos VR para o soro.

Tabela 8 — Pardmetros analiticos determinados no ADVIA® Chemistry XPT, metodologias
associadas a amostra de soro e valores de referéncia para o individuo adulto.

Parametro analitico Método Valores de Referéncia (soro)
Acido Urico Espetrofotometria — M. Enzimatico H: 3,7 =92 mg/dL
M: 3,1 - 7,8 mg/dL
Albumina Espetrofotometria - Colorimetria 32-48g/dL
Aldolase Espetrofotometria — M. Cinético <7,6 U/L
Alanina aminotransferase Espetrofotometria — M. Cinético 10 — 49 U/L
Amilase Espetrofotometria — M. Enzimatico 30— 118 U/L
Amilase Pancreatica Espetrofotometria — M. Enzimatico 25 - 125 U/L
.Aspartato Espetrofotometria — M. Cinético <34 U/L
aminotransferase
Bilirrubina total Espetrofotometria - Colorimetria 0,3 - 1,2 mg/dL
Bilirrubina direta Espetrofotometria - Colorimetria <0,3 mg/L
Complemento 3 Imunoturbidimetria com PEG 90 — 180 mg/dL
Complemento 4 Imunoturbidimetria com PEG 16 — 38 mg/dL
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Parametro analitico
Caz+

Creatina cinase total

CO;
Colesterol total
Colesterol-LDL
Colesterol-HDL

Creatinina

Etanol
Fator Reumatoide

Ferro

Fosfatase alcalina
y-glutamil transferase
Glucose
Imunoglobulina A
Imunoglobulina G
Imunoglobulina M

K+
lonograma Na*
Cl-
Lactato Desidrogenase
Lipase
Mgz
Proteina C reativa
Proteinas Totais

Transferrina

Triglicéridos
Ureia

Método
Espetrofotometria - colorimetria

Espetrofotometria — m. cinético

Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — m. enzimatico

Espetrofotometria — m. cinético

Espetrofotometria — m. enzimatico
Imunoturbidimetria com latex

Espetrofotometria - colorimetria

Espetrofotometria - colorimetria
Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — m. enzimatico

Imunoturbidimetria com latex
Imunoturbidimetria com latex
Imunoturbidimetria com latex

Potenciometria com elétrodo
seletivo de ioes

Espetrofotometria — m. cinético
Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — colorimetria
Imunoturbidimetria com latex
Espetrofotometria — colorimetria

Imunoturbidimetria com PEG

Espetrofotometria — m. enzimatico
Espetrofotometria — m. cinético

Valores de Referéncia (soro)

8,7 — 10,4 mg/dL
H: 32 -294 U/L
M:33-211 U/L
10 — 40 mmol/L
<190 mg/dL
<110 mg/dL
45 — 65 mg/dL
H: 0,7 — 1,30 mg/dL
M: 0,5 - I, mg/dL
10 — 500 mg/dL
<14 IU/mL
H: 65— 175 pg/dL
M: 50 — 170 pg/dL

46 — 116 U/L
<38 U/L
70 — 110 mg/dL

40 — 350 mg/dL
650 — 1600 mg/dL
50 — 300 mg/dL

3,5 -15,5 mmol/L
132 — 146 mmol/L
99 — 109 mmol/L
120 — 246 U/L
12 -53 U/L
1,3 -2,7 mg/dL
0 - 0,05 mg/dL
5,7-8,2 g/dL

H: 215 — 365 mg/dL
M: 250 — 380 mg/dL
<150 mg/dL
<50 mg/dL

LDL= Lipoproteina de baixa densidade; HDL= Lipoproteina de alta densidade; m= Método; H= Homem; M=Mulher; PEG=

Polietienoglicol;

6.1.4. Validacdo analitica

Apos executadas as determinagoes analiticas, os resultados sao automaticamente

transferidos para a bolsa informatica de validagao no programa APPOLO. Os técnicos da

seccao sao responsaveis pela sua validagao analitica, assim como por uma pré-validagao

biopatoldgica. A correta interpretagao dos resultados assenta na comparagao com os VR

adaptados a idade, sexo, raga, e demografia da populagao que o laboratoério serve.

Os técnicos recorrem a aplicagao dos seus vastos conhecimentos tedricos e praticos

para assim realizarem um escrutinio das amostras a repetir. Adicionalmente, os achados

contendo valores considerados como criticos sao imediatamente reportados aos patologistas

responsaveis, assegurando uma maior urgéncia na gestao destas amostras.
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Quando deparados com um resultado dubio, ou que pela sua magnitude justificam uma
repeticao, lancam a ordem no sistema obtendo-se a confirmacao dos resultados em apenas
alguns minutos. O conhecimento das situagoes em que uma repeticao é necessaria € essencial,
assim como a aplicacao das respetivas medidas corretivas, se aplicaveis. As motivagoes mais
frequentes para a realizagao de uma repeticao sao:

Parametros mais afetados pela hemolise, lipémia e ictericia;

Determinagoes que fogem ao LoQ, quer superior, quer inferiormente;

Analitos instaveis e afetados por fatores externos (temperatura e humidade);

Historico clinico discordante com os achados atuais;

Incongruéncias aparentes nos resultados.

6.2. Setor das Urinas tipo Il - Exame sumario de urina

Este setor pertencente a Bioquimica tem como fungao a realizagao das metodologias
da urina tipo Il, incluindo a observagao dos sedimentos urinarios, assim como realizar testes
imunocromatograficos a drogas e de gravidez na urina.

As atividades laboratoriais desta secgao sao realizadas em quatro equipamentos: trés
UNAMAX e pelo SediMAX conTRUST PRO (Figura 12). A sua combinagao cria uma solugao
totalmente automatizada para a anadlise das urinas de elevado rendimento analitico. A sumaria
de urina permite fazer uma avaliagao qualitativa e semi-quantitativa de parametros quimicos e
da presenca ou auséncia de certos elementos biologicos.

A jornada de trabalho € iniciada pela manutengao e lavagem dos equipamentos. Dever-
se-a repor os contentores de agua destilada e esvaziar os reservatorios de residuos. Uma
limpeza manual dos componentes internos dos equipamentos & também necessaria. Os
consumiveis que os equipamentos utilizam deverao ser repostos, sendo exemplo as tiras teste
utilizadas nas analises pelo UNAMAX.

Posteriormente, os equipamentos estao aptos a realizar os CQI. Matrizes adquiridas
nas casas comerciais mimetizam amostras cujos resultados sao conhecidos, e como tal os
valores obtidos no CQI devem ser idénticos. Os procedimentos de manutengao e CQI

encontram-se na sua maioria automatizados.
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Figura 12 — UNAMAX (a direita) e SediMAX conTRUST PRO (a esquerda) conectados em cadeia. A.
Menarini Diagnostics.

6.2.1. UNAMAX

Os UNAMAX entregam resultados quimicos e fisicos para cerca de trés centenas de
amostras por hora e para tal utilizam tiras-teste LabUSticks |1F (Figura 13). A deposicao
precisa de urina em cada drea teste da tira permite a reagao dos seus constituintes com a
amostra, originando a mudanca da coloragao, que é entao detetada pelo fotometro.

Cada equipamento tem implementado um leitor de cédigos de barras identificadores
das amostras, mas também um leitor de reconhecimento de racks para uma total
rastreabilidade das mesmas. Adicionalmente, conta com um ecra policromatico que exibe a
imagem real das tiras apds reagao a temperatura controlada, proporcionando a revisao e
validagao dos resultados (Figura 14).

As tecnologias que emprega sao as seguintes:

Fotometria de refletancia a cinco comprimentos de onda distintos;

Gravidade especifica pelo método do refratomero;

Turvagao pelo método da dispersao;

Cor pela medigao da transmissao de luz. ~

FJUStiCkS[]]] ;"”

Test Strips
0 ‘or Urine

Os parametros que avalia sao: acido ascoérbico
(Asc.), leucocitos (Leu.), corpos cetonicos (Ket.),
nitritos (Nit.), urobilinogénio (Uro.), bilirrubina (Bil.),

proteinas  (Pro.), glucose (Glu.), gravidade

especifica/densidade  (S.G.), sangue (Blo.), pH,

gravidade especifica, cor e turvagao'.

Figura |3 — Tiras teste LabUSticks | | F usadas
para urianalise no UNAMAX.
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Codigo de Barras  Rack Tubo Hora * lhem Cédigo de Bam fem

QCURIOL 255 1 17-03-2023 08:48:45
QCURI02 55 2 17-03-2023 08:48:57
NOREAD 255 3 17-03-2023 08:49:09

Cor i Amarlo claro |

4 Turvagao Claro i S Torvacao Claio

Figura 14 — Controlo de qualidade interno da andlise quimica e fisica a urina pelo UNAMAX. Nivel normal (a
esquerda), nivel patolodgico (a direita).

6.2.2. SediMAX conTRUST PRO

Sistema automatizado que avalia e reporta os achados da urianalise em ecra. Aspira e
centrifuga a amostra a bordo para a obten¢ao do sedimento urinario. Na pratica, captura
imagens dos campos de visualizagao (Figura |5) que seriam observados por um operador ao
microscépio, porém com maior rapidez, seguranga e precisao.

A tecnologia patente no equipamento € a microscopia de campo claro e de contraste
de fase aplicadas num Unico sistema otico. A camara digital incorporada possui uma técnica de
focagem dupla, captando quinze imagens representativas dos detalhes morfologicos da
amostra. Estas s3o sujeitas a avaliagao pelo sistema informatico que executa uma pré-
identificacdo das estruturas presentes'.

O técnico valida os resultados de cada amostra através da visualizagao das imagens
captadas. Fazendo uso de espirito critico, interpreta rigorosamente as contagens dos
elementos e a presungao da identificagao dos mesmos pelo sistema. Paralelamente, é possivel

observar a morfologia bacteriana predominante (cocos e bacilos).

i
i
il

N
i

Figura 15 — Imagens captadas pelo SediMAX conTRUST PRO a amostras de urina. Cursor com zoom
dindmico. A — Cristais de acido Urico (agrupado em roseta); B — Cristais de oxalato de calcio. C — Cristal de
acido urico (romboide); D — Identificagao pelo sistema de eritrocito e leucocito; E — Cristal de fosfato triplo.
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6.2.3. Testes imunocromatograficos

Os testes imunocromatograficos realizados nesta sec¢ao sao de cariz manual e com
recurso a cassetes de fluxo lateral. Tratam-se de testes rapidos para detecao qualitativa de

drogas ou estado de gravidez.

O operador deposita a urina no local predefinido e aguarda o

o
i | tempo recomendado pela casa comercial para a leitura dos resultados.
)

i% ll A presenca da linha do controlo afere quanto a validade do teste. A
presenca da linha teste indica um resultado positivo enquanto a sua

- - auséncia identifica um resultado negativo.
L —1 Sempre que requeridos ao abrigo da lei, os testes a drogas devem
DE][:] ser guardados por um longo periodo de tempo, como é o caso do

| steot.0i0 | exemplo da Figura 6.
=

Figura 16 — Teste imunocromatografico para detegdo qualitativa de drogas: cocaina,
opioides e tetrahidrocanabinol. Teste positivo para consumo de cocaina e opidides.

6.3. Avaliacdao da funcao hepatobiliar

O tecido hepatico tem um papel fulcral no organismo ao desempenhar importantes
fungoes como sintese proteica, excregao, metabolizagao e desintoxicagao. Aquando da sua
lesao, os hepatocitos ou as células dos ductos biliares sao destruidas e libertam o seu contetdo
para a circulagao, pelo que podemos aferir da ocorréncia destes processos necroticos através
da pesquisa de alteragoes analiticas.

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sao duas
enzimas que se podem encontrar elevadas na corrente sanguinea quando ocorre lesao
hepatica. No entanto, estas sao enzimas que se encontram distribuidas pelo corpo em tecidos
como o rim e musculos cardiaco e esquelético. Efetivamente, podem e devem ser utilizadas
na avaliagao do dano hepatico, porém associadas de outros parametros que validem, no seu
conjunto, a especificidade do local da lesao.

Adicionalmente, a ALT detém maior expressao neste tecido e, portanto, confere maior
seguranga na associagao a lesao hepatica. Por outro lado, a AST é uma enzima indutivel pelo
que a presenca de certos xenobioticos que estimulam os fenédmenos de metabolizagao
hepatica farao aumentar a sua concentragao, independentemente da existéncia de dano

tecidular.
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Dado que o local primordial da sintese das proteinas é o figado, a potencial falha nos
processos sintéticos e, consequentemente, um certo nivel de extensao da lesao é validada pela
diminuigao da albumina e pelo aumento do tempo de protrombina.

Igualmente, um olhar atento sobre os parametros relacionados a bilirrubina pode ser
de grande utilidade. A bilirrubina, insoluvel, origina-se nos processos de destruicao dos
eritrocitos, sendo conjugada no hepatocito a bilirrubina direta, mais hidrossoluvel e apta para
excregao. O aumento da bilirrubina total pode ter como causas o aumento da sua produgao
ou a diminuicao da sua conjugacao. A interpretacao da relagao entre bilirrubina indireta e
direta pode ajudar a esclarecer a etiologia da situacao, sendo que, se a elevagao for da
bilirrubina indireta, isto reflete uma incapacidade de conjugacgao pelo figado, compativel com
dano hepatico.

As fungoes metabolicas do figado sao tantas que a sua lesao pode levar a imensas
repercussoes. Homeostasia anormal da glucose associada a falha na gluconeogénese,
manifestada por hipoglicémias ou alteragoes no metabolismo dos lipidos € um dos exemplos.
O aumento do colesterol e dos triglicéridos (TG) é justificivel dado que é o figado o
responsavel pela produgao das lipoproteinas.

Contrariamente, uma elevacao das enzimas fosfatase alcalina e gama-glutamil
transferase (GGT) apontam para lesao nos ductos biliares. A fosfatase alcalina existe em
grandes concentragoes niao sO nestes canais, como também no osso. Situagoes de elevado
turnover 6sseo como € o caso de criangas em fase de crescimento ou tumores levam a uma
subida deste parametro. A GGT ¢ mais um caso de enzima inespecifica, sendo inerentemente
indutivel aquando do aumento da necessidade de metabolizagao hepatica. A associagao da
subida destas duas ultimas com niveis aumentados de bilirrubina, principalmente de bilirrubina

direta, direciona a um diagndstico de colestase.'*™"®

6.4. Avaliacao da funcao renal e hidro-eletrolitica

O rim, diante do seu pequenissimo volume, é um 6rgao que detém inumeras fungoes.
Para além da filtragao de todo o volume sanguineo, intervém na homeostasia dos sais e ioes,
proporcionando o equilibrio hidro-eletrolitico e acido-base e, portanto, determinando a
composicao dos fluidos corporais. Adicionalmente, tem uma importante fungao endocrina
traduzida na secregao da renina, vitamina D e eritropoietina. Mais, é o fator chave na excregao

da ureia, creatinina, acido Urico e xenobidticos.

32



A taxa de filtracao glomerular, normalmente determinada pela clearance da creatinina,
€ um dos parametros mais solicitados para avaliar o rim, mais propriamente a idoneidade do
glomérulo. Na lesao renal, este parametro pode diminuir acentuadamente.

A creatinina e a ureia refletem satisfatoriamente a capacidade funcional do rim. A
creatinina € mais especifica do tecido renal, visto que a ureia pode elevar-se por um simples
aumento do consumo de purinas. Todavia, aquando da instalagao do dano renal, a ureia € um
parametro mais sensivel de detegao dos seus estadios iniciais.

Em casos de anemias com etiologia desconhecida pode ser util realizar o diagnodstico
diferencial incluindo a avaliagao renal com pesquisa de uma potencial diminuigao da produgao
de eritropoietina. Do mesmo modo, a hipocalcemia pode ter a sua origem na diminuta
secrecao do calcitriol.

Finalmente, o ionograma é uma excelente ferramenta na avaliagao dos doentes com
lesdo renal ja algo pronunciada. No entanto, cuidados devem ser tidos: a elevagio do K" deve
sempre ser validada tendo em consideragao os indices de hemolise. Tratando-se de um catiao
maioritariamente intracelular e largamente presente nos eritrocitos, o seu aumento pode estar
apenas relacionado com a lise das referidas células. A lesao renal pode ainda causar
desequilibrios osméticos, afetando a composicao dos fluidos celulares, pelo que se devem
valorizar as altera¢ées do pH assim como do Na* e do CI-.

No que concerne a analise da urina tipo Il, critérios como a presenga de glicosuria,
proteinuria, hematdria, Na* e fosfatase alcalina — muito presente nos tubulos renais, que ao
serem destruidos, libertam-na — sao de extrema relevancia para complementar os achados na

circulagio sanguinea.'>?

6.5. Avaliacdao da fung¢ao pancreatica

O pancreas € um 6rgao que intercede no bem-estar metabdlico de forma tnica. Tem
funcoes endocrinas e exocrinas ao secretar respetivamente hormonas — insulina, glucagon,
somatostatina e gastrina - pelas ilhas de Langerhans e o suco pancreatico, rico em enzimas
fundamentais para a digestao, nas glandulas acinares.

A amilase secretada pelas glandulas exécrinas do pancreas atua no bolo alimentar
quebrando as ligagoes |,4-glicosidicas do amido e glicogénio, facilitando a sua absorc¢ao. A
enzima é produzida em alguns tecidos no organismo, porém o laboratério adota uma técnica
para a quantificacdo especifica da amilase pancredtica através de um passo inicial de inibigao

das restantes isoformas. Peritonite ou pancreatite aguda podem traduzir-se num valor
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aumentado da enzima, enquanto a insuficiéncia pancreatica leva a uma redugao do parametro.
A amilase total pode, no entanto, também ser alvo de quantificagao para assim se poder
realizar o diagndstico diferencial com lesdes em locais onde esta enzima também seja
produzida, como os pulmoes ou as glandulas salivares.

A lipase também ¢ aqui produzida para ser libertada no duodeno, o que é crucial na
hidrolise dos TG. Quando aumentada em circulagao é importante considerar a hipotese de
lesao pancredtica pois trata-se de um parametro mais especifico que a amilase total e que
permanece mais tempo em circulagao. Ademais, a determinagao conjunta dos dois parametros
confere uma maior confianga no diagndstico de dano pancreatico.

Finalmente, desordens na homeostasia da glucose podem refletir uma degradacao das
células das ilhas de Langerhans, afetando a produgao de insulina e glucagon. Défices da
producao destas hormonas podem traduzir-se também em disfungdes no metabolismo dos
hidratos de carbono, gorduras e proteinas. As alteracoes na glucose serao em seguida

descortinadas no ambito da avaliacio do metabolismo dos hidratos de carbono.'”?!

6.6. Avaliacao do metabolismo dos hidratos de carbono

A avaliagao da glicémia em jejum é certamente uma das determinagoes analiticas mais
solicitadas laboratorialmente. O despiste de patologias relacionadas com hipo e hiperglicémias
€ o principal objetivo, sendo a prevengao e a monitorizagao de utentes com Diabetes mellitus
tipo 2 a motivagao mais usual na andlise deste parametro.

Adicionalmente, a realizagao da prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) é muito
requisitada, sendo realizada no acompanhamento pré-natal e também por utentes que
justifiquem uma pesquisa mais aprofundada do metabolismo glucidico. Esta prova consiste em
ingerir 75g de glucose e avaliar a mesma em circulagao as Oh, 60 e 120 minutos, habitualmente.
A prova devera fornecer uma curva em arco cujo valor de pico é aos 60 min, assegurando a
correta identificagao dos tubos pela sua ordem de colheita.

A HbAIc, determinada na Hematologia, € um critério essencial no acompanhamento
da disfungao da homeostase da glicose. A membrana dos eritrocitos é permeavel a glicose,
pelo que ela consegue penetra-los e ligar-se covalentemente a hemoglobina. Esta ligacao
ocorre com uma magnitude proporcional as concentragoes de glucose no plasma. A HbAlc
reflete os niveis médios de glicose nos ultimos trés meses aproximadamente, correspondendo

a vida média do eritrocito.?
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Os critérios da Diregao-Geral de Salde para o diagnostico da diabetes na populagao
em geral em plasma venoso sao glicemia em jejum 2 126 mg/dL, glicemia ocasional = 200
mg/dL acompanhada de sintoma classico, glicemia 2 200mg/dL aos 120 minutos da PTGO ou
uma HblAc 2 6,5%. Os critérios para o diagnostico da diabetes gestacional diferem dos
descritos, pelo que devem ser devidamente aplicados. Sempre que necessario, o diagndstico

devera ser confirmado num segundo momento de analise.”?

6.7. Avaliacao do risco cardiovascular

A avaliagao cardiovascular contempla o estudo dos fatores que concorrem para o
aumento do risco da incidéncia de doengas cardiovasculares (DCV). As DCV sao, nos dias de
hoje, a principal causa de mortalidade em Portugal®. A hipertensio, sedentarismo, obesidade,
diabetes, tabagismo, consumo de alcool e as dislipidemias sao fatores de risco que se
potenciam mutuamente, tendo um efeito sinérgico e nefasto nos doentes®.

Os lipidos desempenham fungoes Unicas e essenciais para a sobrevivéncia dos
organismos: participam na composicao e estrutura celulares, sao parte crucial do sistema
enddcrino, da formagao dos acidos biliares, da vitamina D e sao uma importante fonte de
energia. No entanto, fatores genéticos e estilos de vida pouco saudaveis dao lugar a uma
desregulagao do metabolismo lipidico — as dislipidemias. Estas traduzem-se num risco
aumentado de instalagao dos processos ateroscleroticos, caracterizados por acumulagao de
gordura e estado inflamatério crénico da intima das artérias, o que pode culminar no enfarte
agudo do miocardio (EAM) ou no acidente vascular cerebral, com consequente encargo na
morbilidade e mortalidade das populagdes®.

Os lipidos sofrem transporte na corrente sanguinea associados a complexos proteicos
denominados de lipoproteinas, classificadas consoante o seu conteldo, densidade e tamanho.
Sao elas os quilomicron, as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL).

O colesterol provém fundamentalmente da sintese endogena pelo figado, mecanismo
regulado e operado pela hidroxi-metil-glutamil-CoenzimaA redutase e em menor grau da
dieta. Os TG tém como principal fonte a alimentagao, entrando na circulagao sob a forma de
quilomicron e sao também mobilizados das reservas no tecido adiposo, transportados pelas
VLDL.

A avaliacao do perfil lipidico consiste na determinagao dos TG, colesterol-HDL,

colesterol-LDL e colesterol total. O tempo de jejum ideal € de 10h a |12h, ja que principalmente
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a concentragao dos TG se altera bastante no soro no periodo pés-prandial. Contudo,
alteragoes lipidicas podem ser encontradas na doenga renal, hipotireoidismo, sindrome
metabdlico e colestase.

O colesterol-HDL é um colesterol “protetor” na medida em que a sua fungao é
capturar e encaminhar o colesterol dos tecidos periféricos e da circulagao, através do
transporte reverso, para ser utilizado no figado. A sua concentragao no sangue € por norma
inversamente proporcional ao risco de DCV.

Contrariamente, niveis elevados de colesterol-LDL aumentam a probabilidade de
estabelecimento de DCV devido as suas propriedades ateroscleroticas visto que a sua fungao
é levar o colesterol aos tecidos. O bom funcionamento dos recetores especificos que
reconhecem as LDL determinam a correta utilizagao pelas células periféricas e evitam a sua
acumulacido em circulacio. Os niveis elevados de colesterol total e de TG -
hipercolestorolémia e hipertrigliceridémia, respetivamente — correlacionam-se positivamente
com o risco de DCV.”

A determinagao da lipoproteina (a) e das LDL oxidadas pode auxiliar bastante na

caracterizagao do risco de DCV, apesar de ainda pouco requisitadas pelos clinicos.

6.8. Avaliacao do metabolismo do ferro

O ferro é um elemento quimico que intervém em processos metabolicos importantes,
desde o transporte e fixagao do oxigénio aos tecidos pela hemoglobina e mioglobina, a
participagao nas reagoes de metabolismo de oxidagao e redugao celular.

O iao provém da dieta e da reciclagem do grupo porfirina eritrocitario. Todavia, o
organismo nao possui mecanismos de excregao ativa do ferro em excesso assim como o seu
armazenamento pode tornar-se toxico. Efetivamente, o principal mecanismo que contribui
para a homeostasia é a regulagio da absorcio a nivel intestinal®®.

A transferrina é uma glicoproteina que transporta o ferro na circulagao através dos
dois locais de ligagao que possui. Encaminha-o a medula 6ssea para participar na eritropoiese
assim como faz a sua entrega a ferritina, que atua como reservatério do iao. Geralmente,
encontra-se elevada nas deficiéncias de ferro e diminuida quando ha sobrecargas deste. No
decurso da inflamagao encontra-se diminuida, visto tratar-se de uma proteina de fase aguda
negativa.

A deficiéncia em ferro, comum na infancia, anemias e gravidez, aumenta nao sé os niveis

de transferrina em circulagao, mas também a capacidade total de fixagao de ferro. A anemia

36



ferropénica € um dos exemplos mais flagrantes, quer por défice de ingestao ou de absorgao,
quer decorrente de processos hemorragicos.

A ferritina é uma glicoproteina que armazena o ferro no meio intracelular, protegendo
o organismo dos potenciais efeitos toxicos do ferro. Fa-lo no figado, bago e medula 6ssea. O
seu doseamento é util na suspeita de anemia ferropénica, onde se encontra diminuida e
igualmente na anemia hemolitica ou hemocromatose onde o seu valor aparece elevado. Esta
proteina é também caracterizada por ser uma proteina de fase aguda positiva da inflamagao,

encontrando-se elevada nestes estados patoldgicos.'®?’

6.9. Marcadores de inflamacao e lise celular

A proteina C reativa é uma proteina de fase aguda positiva da inflamagao, elevando-se
nestes processos. A subida em relagao aos VR ocorre também nos processos cancerigenos,
infeciosos e na aterosclerose. Tal como a VS, é caracterizada por ser inespecifica quanto ao
tecido ou etiologia da sua origem, porém fornece dados essenciais que auxiliam o diagnostico
e a monitorizagao dos doentes.

A creatina cinase (CK) é uma enzima presente em tecidos com uma elevada demanda
energética e que possui varias isoformas. A determinagao da CK-total constata a destruigao
muscular (a isoforma cerebral nao tem capacidade de ultrapassar a barreira
hematoencefélica)'’. No entanto, nio especifica se o dano é no musculo cardiaco ou no
musculo esquelético. Exercicio fisico intenso, traumas musculares ou crises convulsivas, entre
outros, podem aumentar este parametro de forma exponencial. A isoforma CK-MB ¢é a
prevalente no musculo cardiaco, pelo que deve ser doseada na suspeita de EAM.*

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima intracelular amplamente distribuida em
todos os tecidos gragas a intervengao no metabolismo energético, necessario em qualquer
célula’’. Fisiologicamente, as concentragdes presentes no plasma advém maioritariamente do
metabolismo celular dos eritrocitos e das plaquetas. Em situagoes patologicas de lise, como é
o caso do EAM ou do trauma muscular, o contetdo celular é libertado e o seu valor aumenta
em circulagao. De notar que uma amostra hemolisada tera um valor de LDH superior ao VR
devido a destruicio dos eritrécitos, assim como também um aumento de K*%. Espirito critico
e uma atenta validagao dos resultados sao da maior importancia para o devido escrutinio dos
achados.”

O fator reumatoide é realizado no laboratério tanto por requisi¢ao direta como para

confirmagao da prova de Waaler Rose realizada primeiramente pela imunoserologia. Trata-se
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habitualmente de IgM reativas contra o dominio constante das IgG humanas. Embora possam
ocorrer reagoes cruzadas e, portanto, o teste carega de especificidade, o seu valor preditivo
positivo é elevado pois um doente que sofra de artrite reumatoide tem uma grande

probabilidade de ter um teste positivo.*

6.10. Caso Clinico - Nimesulida como indutora de morte por
insuficiéncia hepatica aguda

Derivado da limitagao de casos que surgiram na rotina laboratorial durante o estagio,
seleciono uma tematica relevante descrita na literatura para assim fazer um escrutinio
aprofundado dos conhecimentos que adquiri. Assim, segue-se a descrigao e respetiva reflexao

acerca do caso relatado por Nogueira-Sousa et al.’'

Introducio

A nimesulida é um farmaco pertencente a classe dos anti-inflamatérios nao esteroides
(AINEs), compostos quimicos que travam a cascata da inflamagao através da inibicao da
formacao das prostaglandinas, que medeiam o mecanismo inflamatorio. Com efeito, exibe uma
marcada atividade analgésica, anti-inflamatéria e anti-pirética®.

Em Portugal, as suas formulagoes orais sio medicamentos sujeitos a receita médica e,
portanto, apenas utilizados sob o regime de prescricao. Deve ser contemplada como
terapéutica de segunda linha e apds avaliagao individualizada. A distinta predisposi¢ao para a
toxicidade induzida pela nimesulida obedece a aspetos inter-individuais, caracterizando-se por
uma etiologia idiossincratica.’** Aconselha-se que a duracio do tratamento seja curta, até um
méaximo de 15 dias®.

A toma esta contraindicada em individuos com compromisso hepatico ja instalado, na
coadministragio com outros farmacos de risco hepatotdxico ou que sofram de alcoolismo™.
A terapéutica tem sido associada ao longo dos anos a casos de lesio hepatica grave,
consagrando-se como um dos AINEs que mais eventos hepaticos tem associados.

Trabalhos experimentais demonstram que a nimesulida contribui para a hiperplasia das
células dos ductos biliares e promove a formacgiao de espécies reativas que, para além de
estabelecerem ligagoes covalentes a proteinas, induzem stress oxidativo e dano mitocondrial.
Em ultima instancia, da-se a morte celular induzida pela redugao do consumo de glutationa. O
aumento do stress oxidativo leva ao desacoplamento da cadeia oxidativa e fosforilativa
mitocondriais, assim como a alteragao na permeabilidade transitéria, tornando a célula incapaz

de produzir energia e, portanto, de sobreviver.*
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Descricao do caso

Uma mulher de 81 anos com fung¢oes renal e hepatica anteriormente normais e sem
historico de reagoes adversas a medicamentos recorreu ao Servico de Urgéncias relatando
episodios de hematémese e epistaxis com duracao de 2 dias. Aquando da sua hospitalizagao
revelou a toma de nimesulida, | vez por dia, por 6 dias.

No exame fisico verificou-se grande quantidade de hematomas difusos, epistaxis
bilateral e melenas. Apresentava-se hipotensa (80 x 40 mmHg), com um ritmo cardiaco de 70
batimentos por minuto, frequéncia respiratoria de 26 ciclos respiratorios por minuto e
sudorética. Realizaram-se os testes laboratoriais considerados adequados na admissao e as

I8h de hospitalizagao, cujos resultados se encontram na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados laboratoriais na admissao (Oh) e as 18h de hospitalizagao.

Parametro analitico Resultados Oh | Resultados 18h | Valores de Referéncia
Eritrécitos 2,3 3.0 3,9 —5,0 x 108 cél/uL
Peri Hemoglobina 9,0 10.8 12— 15,5 g/dL
Hematologico Hematocrito 26,7 314 35 -45%
Leucécitos 19700 16500 4000 — 10000 cél/pL
Plaquetas 96000 51000 150000 — 400000 cél/pL
Tempo de Protrombina 35,6 36.9 70-100%
Coagulacio APTT 37.0 39.0 26 — 37 segundos
Raziao Normalizada Internacional | 2.10 2.04 08-1.2
Fibrinogénio 64 95 150 — 500 mg/dL
pH 722 727 7.350 — 7.450
pO2 49.5 91.8 80 — 110 mm/Hg
Gasimetria Pco2 31.6 30.0 35 — 45 mm/Hg
sanguinea HCOs3 12.4 13.3 23 — 26 mEq/L
Excesso de base -14.0 -12.2 2a2
CO: total 13.3 14.3 22 — 28 mmol/L
) Ureia 75 88 15— 38 mg/dL
Perfil Renal Creatinina 1.32 1.59 0.6 — 1.3 mg/dL
Aspartato Transaminase 300 1159 10-31 U/L
Alanina Transaminase 60 166 30-65U/L
Perfil Bilirrubina Total 3,96 5.24 0 - | mg/dL
L. Bilirrubina Direta 3,57 3.70 0 - 0.3 mg/dL
Hepatico — - -
Bilirrubina Indireta 0.39 1.54 <0,7 mg/dL
Gama-glutamil transferase - 537 5-55 U/L
Fosfatase Alcalina - 260 50-136 U/L
Lactato 7.86 5.76 0.4 — 2 mmol/L
Outros . -
Proteina C reativa 92.3 93.1 <3mg/L

APTT= Tempo de Tromboplastina Parcial ativada; pO2= Pressao parcial de O2; pCO>= Pressio parcial de CO>

Discussao
A populagao que apresenta maior suscetibilidade para o dano hepatotoxico induzido
pela nimesulida sao as mulheres com mais de 50 anos de idade, comummente com
agravamento rapido mesmo com a cessacio da terapéutica’'. No caso, a posologia adotada é

de curta duragao, tal como aconselhado pelas autoridades competentes™.
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A interpretagao dos resultados laboratoriais obtidos demonstra acidose metabdlica
como se pode constatar pelo valor de pH, iao bicarbonato, pressao parcial de CO, e acido
lactico. Contudo, uma alcalose respiratéria compensatodria esta ja instalada e patente num
certo grau de hiperventilagio de 26 ciclos respiratorios (VR: 12-20).

O perfil hematologico indica presenca de leucocitose, parametro que se eleva aquando
fenomenos inflamatérios, infeciosos, cancerigenos, e de lesao tecidular. Mais, a proteina C
reativa, biomarcador de inflamagao, tem um aumento pronunciado.

Outra observagao a atentar é a possivel toxicidade hematologica na linha vermelha
sustentada pelos baixos niveis de hemoglobina e diminuicao da contagem de eritrécitos e
hematocrito. Até a data nao existem na literatura muitos exemplos desta associagao, porém,
o farmaco foi ja apontado como agente etioldgico de anemia hemolitica®. Esta hipétese nao
seria de descartar uma vez que os niveis de bilirrubina estao elevados, o que é compativel com
um aumento da degradagio eritrocitaria'®.

A funcao renal esta visivelmente afetada com elevacao simultinea da ureia e da
creatinina, uma dupla alteragao que confere especificidade a lesao renal. A inibicao das
cicloxigenases e consequente diminuicado na producao de prostaglandinas levam a
vasoconstri¢ao na circulagao geral, mas também ao nivel do rim, pelo que a perfusao é afetada,
traduzindo-se em isquemia. Uma filtragao deficiente evidente na diminuicao da TFG leva ao
acumulo de diversos compostos que sio eliminados a menor velocidade. "

O rim é um 6rgao bastante suscetivel a lesao visto que demanda uma enorme
quantidade de energia para o cumprimento de todas as suas fungoes. Por conseguinte, as suas
mitocondrias tém de produzir ATP de modo a suplantar as necessidades. A produgao de
espécies reativas e consequente stress oxidativo aquando da metabolizagio da nimesulida®
interferem no bem-estar bioenergético mitocondrial. Uma vez afetada a permeabilidade
mitocondrial e/ou a cadeia fosforilativa os niveis de ATP caem, ha desacoplamento
mitocondrial e a célula, sem energia, morre®'*. O mesmo podera acontecer nos hepatdcitos,
principalmente devido a stress oxidativo. A deficiente capacidade renal é também refletida na
afecio do controlo hidro-eletrolitico'*”.

O perfil hepatico inicial caracteriza-se por uma ALT normal e uma AST 10 vezes
superior aos VR. No entanto, um aumento das transaminases nao garante a existéncia de lesao
hepatica'®. O aumento isolado da AST serd uma provavel consequéncia da estimulagio hepatica
adicional na tentativa de metabolizar o xenobidtico.

Os dados laboratoriais as 18h evidenciam uma deterioragao hepatica com aumento da

ALT e da bilirrubina indiretas, antes dentro da normalidade. Verificou-se auséncia de infecao
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pelos virus da hepatite B e C, todavia, a pesquisa da GGT e da fosfatase alcalina resultou em
valores aumentados para os dois parametros.

Na admissao, apenas a bilirrubina total e bilirrubina direta se encontram acima dos VR.
Uma bilirrubina indireta normal vem demonstrar que a fungao metabdlica de conjugagao da
bilirrubina se mantém, evitando a acumulacao da forma insoltvel. A determinacao inicial da
GGT e da fosfatase alcalina teria sido de grande utilidade por forma a excluir uma
hiperbilirrubinémia pos-hepatica. Com efeito, a colestase é comumente referida na literatura
entre os danos hepaticos infligidos pela nimesulida®'.

Apds 18h de hospitalizagao deteta-se o aumento da bilirrubina indireta e
consequentemente algum nivel de comprometimento do hepatocito. Concomitantemente, a
AST sofre um forte aumento e a ALT esta de igual forma elevada. A ALT, nao sendo uma
enzima indutivel como a AST, complementado pelo aumento sincrénico dos varios parametros
confere uma grande especificidade para a assungao segura de dano hepatico.

O perfil da coagulacio revela similarmente alteragdes em varios parametros.
Diminuicao de proteinas como o fibrinogénio e protrombina acarreta deficiéncia na via
extrinseca e comum da cascata da coagulacio. A deficiente capacidade de coagulacao
encontrada corrobora a grande extensao da lesao hepatica acometida a utente, ja que o figado
é a grande fabrica de sintese dos fatores de coagulagao'®. Este fator e o aumento de produgio
do lactato sio ambas caracteristicas da toxicidade da nimesulida®'.

A presenca de melenas, hematémese, epistaxis, hipotensiao, sudorese, perfil
hematologico alterado e bilirrubina aumentada levam a suspeita de hemorragia no trato
gastrointestinal superior, pelo que foi submetida a uma endoscopia gastrointestinal alta.
Durante a hospitalizagao a utente foi também acompanhada pelo servigo de oncologia onde
alguns marcadores tumorais se apresentaram elevados.

O estado de saude da utente deteriora-se culminando em obito. A investigagao
necroscopica conclui hepatite aguda com infiltrado inflamatério, necrose coagulativa e colapso
hepatocelular, ocorréncias descritas anteriormente na administragio do firmaco®**.
Confirma-se ainda a presenga de adenocarcinoma hepatico.

Diante de um caso em que a toxicidade ocorre em varios sistemas de orgaos torna-se
quase que uma imposi¢ao a implementagao de ferramentas que previnam desfechos como
este. Desta forma, o doente devera ser acompanhado laboratorialmente com biomarcadores
de inicio de lesao, os chamados biomarcadores de previsao. Diversos marcadores encontram-
se em investigacao para os diferentes sistemas de 6rgao. Arginase-|, desidrogenase glutamica
e a-glutationa-S-transferase sao hoje os mais pesquisados na suspeita de lesao hepatica

enquanto a Clearance da cistatina C e a microalbuminuria das 24h sao excelentes métodos
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para avaliar o comprometimento glomerular recente. Deve o clinico optar pela determinagao

dos parametros que assegurem a prevencao de doenga para cada caso particular.

Conclusdo

Nesta ocorréncia comprova-se o dano hepatico bioquimica e histologicamente. Uma
maior suscetibilidade a dano hepatico pela nimesulida e o tumor ai alojado, afetando
seguramente a 6tima fun¢ao do tecido, contribuiram seguramente para um desfecho fatal.

A administragao da nimesulida deve ser reservada a situagoes em que se assegure a
relagao risco/beneficio para cada doente, fruto de ponderagao cuidada e individualizada.

Nos casos em que a terapéutica € instituida, € da maior importancia a monitorizagao
clinica do doente através da determinagao de biomarcadores de previsao de forma a garantir
a seguran¢a do mesmo ao longo de todo o processo farmacolégico, mesmo apos a cessagao
do farmaco. Deste modo, a perturbagao no o6rgao seria detetada muito cedo, evitando-se

lesao.

42



7. MICROBIOLOGIA

O sector que compreende as andlises microbioldgicas situa-se no 2° piso do
laboratorio e é coordenado pela técnica superior Vania Pereira. O elevado volume, variedade
e complexidade no tratamento das amostras que aqui chegam justificam a existéncia de uma
equipa robusta e bem qualificada, tanto teoricamente como na componente mais pratica e
manual inerente a estes procedimentos.

A microbiologia define-se como o estudo dos microrganismos (MO) — seres
unicelulares, acelulares e multicelulares — largas vezes impercetiveis a olho nu, e do modo
como se relacionam com o ambiente e com os restantes seres vivos®. Assim, as praticas
laboratoriais surgem associadas as bactérias, fungos, parasitas, virus e protozoarios.

Estudos apontam que o ser humano alberga entre 10 a 100 trilices de microbios, numa
espécie de comum acordo vantajoso a que chamamos simbiose®, ou apenas com proveito
unilateral, o comensalismo. Diversas vezes a relagao é benéfica para ambos e essencial para a
sobrevivéncia!, porém, em certas situagoes, estas entidades podem vir a causar dano e
consequentemente desencadear um estado patoldgico.

A microbiologia aplicada a clinica reveste-se de uma enorme importancia ao investigar
a etiologia e a melhor forma de cessar uma infecao estabelecida devido a processos de invasao
ou de proliferagao anormal destes micrébios*. No diagndstico microbiolégico sio utilizadas
ferramentas como o exame microscopico e cultural, as provas complementares de
identificacdo, os métodos e equipamentos para identificar e executar os testes de
suscetibilidade e os testes imunocromatograficos.

O estagio permitiu-me participar nas atividades laboratoriais microbioldgicas ao
desempenhar a manuteng¢ao dos equipamentos, preparagao de amostras, inoculagao em meios
de cultura, realizacao de sementeiras, testes de suscetibilidade, visualizacao macro e
microscopica, realizagio de coloragao manual, andlise e validagao de resultados. Como
laboratério de rotina e de apoio a comunidade que é, reflete as necessidades da populagao

que serve, pelo que os casos sao na sua maioria de etiologia bacteriana.

7.1. Exame microscopico

O exame microscopico direto das amostras € essencial para a identificagao de um MO.

A observagao do esfregago entre lamina e lamela do produto biolégico fresco € muitas vezes
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o primeiro passo do processo da identificagao, possibilitando a visualizagao das estruturas tal
como elas se apresentam no local de infegao.

A verificacao da morfologia e elementos celulares associados permite a orientagao da
pesquisa do MO assim como a identificagao presuntiva, em alguns casos. Este dado pode ser
particularmente importante na presen¢a de MO fastidiosos ou de crescimento lento. Mais
ainda, esta observagao permite aferir quanto a qualidade das amostras.

O exame microscopico a fresco é executado nao so6 diretamente da amostra biologica
mas também a partir de meios de cultura liquidos e solidos, utilizando a objetiva de 40x, com
o condensador em baixo e o diafragma ligeiramente fechado para melhor visualizagao da lamina
nao corada.

Com a finalidade de melhor distinguir a morfologia dos achados empregam-se
coloragdes as laminas das amostras, aumentando o contraste das estruturas. A coloragao mais
comummente utilizada é a de Gram que cora as bactérias de forma diversa consoante a
composicao das suas paredes celulares. As diferencas na estrutura e na permeabilidade
permitem que estas adquiram tonalidades distintas, ficando as de Gram positivo (Gr+) coradas
de roxo e as de Gram negativo (Gr-) coradas de rosa. A coloragao de Gram das laminas é
automatizada através do PREVI® Color Gram da BioMérieux.

Outra das coloragoes utilizadas no dia-a-dia laboratorial é a de Ziehl-Neelsen,
empregue na pesquisa de bacilos acido-dlcool resistentes. A técnica cora os bacilos de

vermelho, que nitidamente se destacam do fundo azul.®

7.2. Meios de cultura

A informagao do tipo de amostra, nomeadamente a localizagao do tecido colhido, fatos
clinicos relevantes como sintomas e exame fisico, assim como as observacoes do exame
microscopico direto permitem realizar a escolha adequada dos meios de cultura a utilizar quer
para a conservagao, isolamento, identificagao ou contagem microbioldgica.

De forma geral, os meios contém compostos essenciais para o crescimento
microbiologico como nutrientes e fatores de crescimento, sendo que cada meio tera
particularidades mais adequadas aos MO para os quais foi concebido.

Em resumo, sao utilizados meios de isolamento que permitem a obtenc¢ao de culturas
puras com recurso a técnica de esgotamento do produto por extensiao a superficie de um
meio solido. Isto é conseguido através de:

meios basais onde crescem MO pouco exigentes — meio de Kliger;
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meios seletivos que ao conter substancias inibidoras favorecem o crescimento de uns

em detrimento de outros em amostra polimicrobiana — gelose de Hektoen (HEKT);

meios diferenciais que possibilitam a distingao de MO presentes na amostra através da
adicao de substratos e observacao do aspeto desigual das colonias — ChromID CPS
elite (CPSE);

meios que sao simultaneamente seletivos e diferenciais — gelose de Chapman e gelose

de MacConkey (MCK)

meios enriquecidos solidos para favorecimento de espécies de interesse que tenham

uma concentragao baixa na amostra e que sejam nutricionalmente exigentes, sao meios

basais adicionados de produtos biologicos ricos em nutrientes como o sangue, soro
ou ovo — gelose de sangue, gelose de chocolate.

meios liquidos de enriquecimento cujo objetivo é favorecer o crescimento de

determinados MO relativamente a outros. Apos o enriquecimento, ¢ feita a passagem

para meio solido adequado e de modo a obter culturas puras — caldo de Todd Hewitt

+ antibioticos (TODDH-T).

A Tabela 10 elucida quanto aos meios mais utilizados. A fim de proporcionar as
condigoes adequadas de crescimento existem estufas com controlo de temperatura a 35+2°C,
jarros Gaspak com recurso a vela e saquetas isoladoras para a colocagao de geradores de
atmosfera, apropriados a criagao de atmosfera anaerobia (auséncia de O,), microaerdfila (5 a

10% de O,) e capnofilica (3 a 10% de CO,).*

Tabela 10 — Meios de cultura utilizados no GSSLC.

Meios Liquidos

Caldo Todd-Hewit + Meio de enriquecimento e isolamento seletivo de Streptococcus do Grupo
Antibiéticos B de Lancefield. Antibioticos como gentamicina e acido nalidixico inibem
TODDH-T crescimento de Gr-.
Meio de enriquecimento e isolamento seletivo que, ao inibir bactérias de
Caldo Selenito Gr+ e algumas de Gr-, permite o crescimento dos géneros Salmonella

spp. e Shigella spp
Meio de enriquecimento para crescimento de varias bactérias, fungos e
leveduras. Especialmente adaptado para microrganismos aerébios
exigentes.

Caldo Cérebro-coracio
BHI-T

Meios Solidos

Meio de isolamento seletivo e diferencial de Enterobacteriaceae, incluindo

(el el dseil ey Escherichia coli. Sais biliares e cristal violeta inibem Gr+. Detecio da

MCK ~
fermentacdo da lactose.
Meio de isolamento seletivo e diferencial de Salmonella spp. e Shigella spp.
Gelose de Hektoen a partir de amostras de fezes. Sais biliares, azul de bromotimol e fucsina
HEKT acida inibem Gr+. Detecao da fermentacio da lactose, sacarose e salicina.

Detegao de formagao de H,S.
Meio de isolamento seletivo e diferencial de Staphylococcus spp. e
Gelose de Manitol Salgado orientagao da identificagdo de Staphylococcus aureus. Presenca de cloreto
MSA2 de sodio inibe a maioria dos Gr- e Gr+. Detegao da fermentagao do
manitol.
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Meios Solidos

Gelose de Chocolate
PoliVitex
PVX

Meio de isolamento para a recuperagao de Haemophilus spp., Neisseria
spp. e Streptococcus pneumoniae (microrganismos fastidiosos). Contém
Fator X e Fator V.

Gelose de Chocolate
PoliVitex + VCAT3
VCA3

Meio de isolamento seletivo de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis. Contém Factor X e Factor V. Presenca de antimicrobianos e
antifingicos inibe varios microrganismos.

Gelose de Sabouraud
Gentamicina Cloranfenicol
2
SGC2

Meio de isolamento seletivo de leveduras e fungos filamentosos. Presenga
de gentamicina, cloranfenicol e pH acido inibe a maioria dos Gr+ e Gr-.

Gelose de Columbia + 5%
de Sangue de Carneiro

Meio de isolamento e recuperagao de microrganismos exigentes.
Detecido de hemolise.

COoSs
Gelose ChromID CPS Elite | Meio de isolamento cromogéneo, identificagdo presuntiva e contagem de
CPSE microrganismos presentes na urina.

Gelose de Columbia ANC +
5% Sangue de Carneiro

Meio de isolamento seletivo de Gr+, especialmente para o crescimento
de estafilococos e estreptococos. Adequado para bactérias fastidiosas.

CNA Acido nalidixico e colimicina inibem Gr-. Detecio de hemélise.
Meio de Lowenstein-Jensen Meio de isolamento seletivo de Mycobacterium spp. Inibigao bacteriana
L)-T pelo verde de malaquite.

Gelose Seletiva para
Campylobacter

Meio de isolamento seletivo e cromogéneo de Campylobacter spp. em
amostra de fezes.

CASA
Gelose de Granada Meio de isolamento seletivo e cromogéneo de Streptococcus agalactiae a
GRAN partir de amostras vaginal e anal. Detecao e identificagdo presuntiva.

Gelose de Chocolate de
Haemophilus 2

Isolamento seletivo de Haemophilus spp. em amostras do trato urinario e
respiratorio. Contém Fator V e Fator X. Antimicrobianos e antifingicos

HAEM inibem outros microrganismos.
Gelose de Mueller Hinton E | Meio para estudo da suscetibilidade antimicrobiana por difusao através de
MHE discos ou de E-test.

Gelose de Mueller Hinton +
5% de sangue de cavalo +20
mg/L B-NAD
MHF

Meio para estudo da suscetibilidade antimicrobiana por difusao através de
discos ou de E-test. Microrganismos fastidiosos como alguns
estreptococos, Haemophilus spp. e Moraxella spp.

Gr-= Gram negativo; Gr+= Gram positivo;

7.3. Identificacao microbiana e testes de sensibilidade antimicrobiana

Apos a obtengao de culturas puras num isolamento bem-sucedido dos MO de interesse
estamos aptos a proceder a sua identificagdo e aos respetivos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA). A identificacao das espécies apoia-se nas suas caracteristicas
morfoldgicas, culturais, bioquimicas e antigénicas ao passo que os TSA baseiam-se nos padroes
de inibicao e resisténcia aos antimicrobianos.

As metodologias a utilizar vao depender dos achados microscépicos e culturais, assim
como da valorizagao clinica das estirpes isoladas consoante o local anatomico e critérios
patoldgicos associados. Seguidamente, realiza-se o TSA que é especialmente importante nos
casos em que a suscetibilidade para dado MO nao é previsivel, quando a espécie é capaz de

exibir resisténcias ou em patologia grave e recidivante.®
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7.3.1. Provas complementares de diagndstico

Apesar da crescente automatizagao dos processos, algumas provas de caracter mais
manual contribuem ainda para a identificagao dos MO. Os procedimentos mais comuns na
rotina do setor encontram-se a seguir descritos.

Pesquisa de catalase: utilizada na identificacao de cocos de Gr+, mais precisamente

para a distingao entre os géneros de Staphylococcus e Streptococcus. As bactérias que
possuem a enzima catalase sao capazes de consumir os peroxidos formados nas suas
reacdes de oxidacio metabdlicas, convertendo-os em O, e dgua*. Em lamina, coloca-
se uma coldnia isolada em contacto com H,0,. Se ocorrer efervescéncia — libertacao
de O, — a bactéria é catalase positiva, se nao ocorrer a formagao de bolhas a prova é
negativa. Os estreptococos sao catalase negativos enquanto os estafilococos sao

catalase positivos.

Teste da oxidase: algumas bactérias possuem a enzima citocromo oxidase que catalisa
o Ultimo passo da cadeia respiratoria através da oxidagio do citocromo c¥. Na
presenca do citocromo c oxidado e da enzima citocromo oxidase, o composto
tetrametil-p-fenilenodiamina da tira reagente ¢é oxidado, observando-se o
desenvolvimento de uma coloragao azul-roxo escura para as colonias oxidase positivas.
Bactérias dos géneros Pseudomonas e Neisseria sao oxidase positivas, enquanto as
Enterobacterias sao tipicamente oxidase negativas.

Prova da filamentagao ou blastese: Candida albicans e Candida dubliniensis sao espécies

dimérficas, apresentando-se nas formas leveduriforme ou filamentosa consoante

condi¢des de crescimento como a temperatura e acesso nutricional®

. O procedimento
é inocular uma colénia pura em 0,5mL de soro humano fresco. As leveduras destas
espécies sao capazes de emitir tubos germinativos, sem constri¢ao (Figura 17), quando
incubadas a 37°C entre 2 a 3h.

Prova de sensibilidade a optoquina: Streptococcus pneumoniae é sensivel ao antibiético

optoquina em baixas concentragdes, enquanto os restantes Streptococcus spp. alfa-
hemoliticos sio resistentes®. Para a realizacio desta prova, uma suspensio de uma
coldénia pura em soro fisiolégico com densidade de 0,5 na escala de McFarland é
inoculada em gelose de Mueller-Hinton onde é colocado um disco de difusao de
optoquina 0,5pg. Aguarda-se o crescimento bacteriano (18 a 24h), em atmosfera
capnofilica a 35+2°C, e mede-se o respetivo halo de inibicao. A amostra sera positiva

para S. pneumoniae caso o halo=14mm.
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Figura 17 — Visualizagao microscopica da prova da blastese.
Presenca de filamentagao a direita e auséncia a esquerda.

7.3.2. Métodos automatizados

Os métodos utilizados para a identificagdo e TSA das estirpes microbianas sao na sua
maioria os automatizados, permitindo a obtencao de um diagndstico definitivo, rapido e
seguro, complementado pelo auxilio ao clinico na escolha da antibioterapia mais adequada ao
doente. Em consequéncia, um tratamento eficaz e introduzido nas fases mais iniciais da
patologia conduzira ao melhor prognostico. O advento da automatizagio na microbiologia
reveste-se da maior importancia ja que as amostras processadas pelos métodos classicos
levariam dias para serem conhecidos os seus resultados™.

Apods o apoio na identificagao conferido pelas fases anteriormente descritas, o
departamento conta com trés equipamentos para prosseguir a identificagao microbiana e o
TSA. A distribuicao das amostras a analisar é realizada consoante as necessidades associadas

a cada amostra a luz das caracteristicas dos equipamentos.

7.3.2.1. Vitek® 2 XL

O Vitek® 2 XL da BioMérieux executa a identificacio de bactérias e leveduras, os
respetivos TSA e deteta ainda os potenciais mecanismos de resisténcia destes MO. O
equipamento é amplamente utilizado e a primeira escolha para confirmar a identificagao de
Escherishia coli apos exames microscopico e cultural apontando a sua presenga.

Para a identificagao e TSA utilizam-se cartas da casa comercial constituidas por
micropogcos contendo substratos necessarios a identificagdo (Tabela |1) ou agentes
antimicrobianos em concentragoes definidas — cartas de TSA. A partir dos achados obtidos
anteriormente devem-se escolher as cartas corretas, sendo que cada carta reline os substratos

e os antimicrobianos adequados para cada tipo de MO a testar.
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Tabela | | — Cartas de identificagao microbiana utilizadas no setor da Microbiologia.

Identificacao microbiana

Nomenclatura das Cartas Densidade Aplicacao
GPID 0,50 - 0,63 Identificacao de bactérias de Gram positivo
GN ID 0,50 - 0,63 Identificacao de bactérias de Gram negativo
YSTID 1,80 — 2,20 Identificacdo de leveduras

Os fatores avaliados para identificar os MO sao as fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas e a atividade enzimatica enquanto os TSA s3o obtidos através da capacidade de
inibicao de crescimento na presenga de antimicrobianos e pela determinagao das
concentragoes minimas inibitorias (CMI).

Partindo do MO isolado, o procedimento inicia-se com a preparagao de uma suspensao
do inéculo em 2,5mL de uma solugao de cloreto de sédio a 0,45%, que deve ser ajustada a
uma determinada densidade da escala de McFarland com o auxilio de densitometro.
Contaminagoes podem ocorrer sobretudo aqui, ja que as cartas sao seladas.

A leitura das cartas de identificagao é obtida por fluorescéncia e a leitura das cartas de
TSA por turbidimetria. O sistema informatico combina os resultados obtidos das CMIs com
os VR das normas do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST),
classificando as estirpes como sensiveis, intermédias ou resistentes. Ademais, o Advanced
Expert System™ implementado valida os resultados automaticamente e afere quanto a
possiveis incongruéncias entre o TSA resultante e o MO identificado, proporcionando um

perfil fenotipico preciso de resisténcias.”'

7.3.2.2. Vitek® MS

O Vitek® MS é um equipamento cuja fungio é a identificagio microbiana sendo a sua
metodologia de andlise a espetrometria de massa com recurso a tecnologia de dessorgao e
ionizagao por laser e assistida por matriz, e na qual se mede o tempo que os ioes, depois de
acelerados, demoram a chegar ao detetor — o chamado time of flight™.

A detegao e identificagio de proteinas por determinacao do peso molecular de
fragmentos especificos, Gnicos e representativos de um dado MO’**’; assim como a associagao
a algoritmos de analise de dados informatizados culminam numa identificagao rapida e muito
fiavel das espécies.

Na prética, o equipamento faz a detecio de biomarcadores de espécie®® aquando da
incidéncia do laser nas amostras, que ioniza o seu material proteico. Uma corrente elétrica

acelera os ides resultantes, sendo feito o registo do seu tempo de chegada ao detetor e de
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onde resultam espetros que representam o perfil proteico caracteristico de cada MO*2. Ao
resultado obtido é atribuido um valor de confianga dado através da correspondéncia da
comparagio com os espetros da base de dados.**

Um dispositivo de ponta descartavel é usado para colocar uma pequena quantidade de
inoculo puro num dos 48 pogos da cassete de analise, ao qual se junta 0,5uL da solugao matriz.
A estirpe de referéncia Escherichia coli K12 (genotipo GM48) é usada como estirpe padrao de
calibragao e CQ da identificacao, pelo que é colocada em pogos especificos da cassete.
Quando a cassete tem os pogos de amostra e de referéncia completos, deve-se deixar secar
ao ar antes da sua inser¢ao no equipamento.

Uma vantagem clara da implementagao deste equipamento é a redugao do turnaround
time para a obtencao de resultados, fazendo dele a escolha 6bvia quando uma identificagao
microbiologica é urgente.

Os resultados obtidos pelo Vitek® MS e pelo Vitek® 2 XL sio combinados numa base
de dados Unica da BioMérieux, o Myla®, que fornece relatérios em tempo real e integra a

identificacao dos MO e TSA, mesmo que realizada em equipamentos diferentes.

7.3.2.3. MicroScan WalkAway 96 Plus

O WalkAway vem colmatar a elevada afluéncia de amostras, apoiando o fluxo
laboratorial nas identificagdes, mas sobretudo nos TSAs. Este equipamento da Beckman
Coulter tem como fundamento a avaliagao do perfil bioquimico através da utilizagao de
substratos de modo a obter a identificagao do MO na amostra. Na mesma placa de 96 pogos
sao dispostos os antimicrobianos e as suas diluigoes para aferir o perfil de inibicao assim como

obter as respetivas CMils.

7.3.3. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos - técnica manual

Os antibiogramas ocorrem maioritariamente nos equipamentos acima descritos,
porém, em situagdes em que nao exista um painel de antimicrobianos definido
automaticamente, como por exemplo nas amostras veterinarias, ou quando os resultados do

TSA sao inconsistentes, surge a necessidade de recorrer a técnica manual.

50



A realizagao do antibiograma compreende a escolha criteriosa dos antibioticos a testar
para uma dada bactéria, a luz da patogenia e local anatomico da infegao. O método
preconizado é o teste de Kirby-Bauer ou método de difusao em disco.

Partindo de colonias isoladas de uma cultura pura, faz-se uma suspensao em soro
fisiologico com densidade de 0,5 na escala de McFarland, ajustando a concentragao de inéculo
com o auxilio do densitometro. Com uma zaragatoa estéril e descartavel procede-se a
inoculagao total e uniforme da gelose de Mueller-Hinton ou de Mueller-Hinton fastidioso, com
recurso ao método da sementeira em tolha. O meio vai permitir tanto o crescimento
bacteriano como a difusao dos antibidticos. Apds a inoculagao colocam-se os discos dos
antibiéticos com concentragoes definidas na superficie da gelose, tendo o cuidado de os afastar
adequadamente das paredes e uns dos outros. Devem-se de seguida proporcionar as
condigoes ideias de crescimento de 35+2°C por 18 a 24h.

A difusao dos antibioticos cria um gradiente de concentragao do disco para a periferia
observando-se crescimento bacteriano até a bactéria encontrar uma dada concentracao de
antibiético a partir da qual nao consegue mais crescer — formacao do halo de inibicao. Mede-
se rigorosamente o diametro limpo do halo de inibicao em mm e determina-se a sensibilidade
ou resisténcia com base nas tabelas do EUCAST.

As tiras E-test sao outro método manual no qual podemos ler diretamente a CMI de
um dado antibidtico — método quantitativo. As geloses e a sua preparagao sao idénticas,

colocando-se uma tira de E-test por placa. Lé-se a CMI na base da elipse de inibicao.*

7.3.4. Testes imunocromatograficos

As reagoes com fundamento imunolodgico aplicam-se a area da microbiologia na medida
em que antigénios de um dado MO sao pesquisados nas amostras biologicas ou, por outro
lado, detetam-se anticorpos formados aquando da resposta imunologica do doente, ambos
com vista ao diagndstico de infe¢ao por um determinado agente patogénico. De modo a
atempar os resultados e providenciar um tratamento rapido estes testes de determinagao
qualitativa sao muito utilizados, sendo técnicas simples e rapidas.

Os testes imunocromatograficos sao realizados em cassetes onde o produto biologico
liquido a testar é colocado no pogo designado. A fase liquida percorre o filtro da cassete por
difusao, onde encontra uma linha controlo e pelo menos uma linha teste. O teste é validado

quando a linha de controlo é nitida. Os testes mais utilizados sio os que se seguem:*
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Pha direto: é utilizado na pesquisa do antigénio de estreptococos do grupo A de
Lancefield beta-hemoliticos, em amostra do exsudado tonsilar e parte posterior da
faringe, sem tocar na Uvula, colhida em zaragatoa seca. A sua requisicao surge na
suspeita de amigdalite bacteriana por este agente.

Pesquisa de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli: antigénio determinado em

amostras de fezes ou da sua cultura, na presenca de fezes diarreicas.

Pesquisa de Giardia lamblia: detegao do antigénio do parasita em amostra de fezes.

Pesquisa de producao de carbapenemases: detegao de cinco mecanismos de

resisténcia, nomeadamente das Enterobactérias, a partir das suas culturas. Mutagoes

genéticas originam estirpes com sensibilidade antibiotica diversa.

7.4. Marcha geral dos produtos biolégicos
7.4.1. Urocultura

As infecoes no trato urinario estao entre as infegoes mais comuns no Homem, pelo
que a urina é um dos produtos biologicos mais solicitados para o estudo microbiologico. A
infecao aguda por via ascendente a partir da microbiota intestinal saprofita, que invade a uretra,
€ a principal causa da patologia. O agente etiologico mais frequente no individuo nao
imunocomprometido sao as Enterobactérias, nomeadamente Escherichia coli.

A amostra preconizada é a primeira urina da manha, colhendo o jato intermédio,
também chamada de urina assética (anteriormente descrita). Em criangas incapazes de
controlar a micgao, deve-se realizar a colheita em saco coletor apés a devida higienizagao.

A urina é homogeneizada e semeada diretamente em meio de cultura apropriado, com
recurso a ansa calibrada de 10 pL, e de seguida incubado (aerobiose, 37°C, 24h). O meio
utilizado é a gelose cromogénea ChromID CPS elite (CPSE) que, contendo substratos
especificos, deteta atividades enzimaticas particulares ao conferir diferentes coloragdes as
coldénias. A cultura com crescimento positivo permite fazer a identificagio presuntiva
observando-se o aspeto das coldnias e a quantificagao através da densidade destas.

O laboratorio identifica presuntivamente Escherichia coli — coldnias com coloragao rosa
velho, normalmente pequenas e mucosas — fazendo a confirmagao em equipamento
automatizado e respetivo TSA.

No que concerne a quantificagao, a urocultura é considerada positiva quando estao

presentes um ou dois agentes patogénicos significativos e com uma densidade das colonias
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210° unidades formadoras de colénia (UFC) por mL. Aquando resultados entre 10’ e 10°
UFC/mL, a informagao é reportada ao clinico que valoriza a infegao a luz dos sintomas
associados. Crescimento <10 UFC/mL é considerado como urocultura negativa, na qual
houve contaminagao pela microbiota local aquando da colheita, normalmente acompanhada
por elevada quantidade de células epiteliais no sedimento urinario. Culturas com trés ou mais
MO foram também provavelmente alvo de contaminagao uma vez que as infegoes urinarias
tém raramente mais que um agente etiologico.

A fim de consolidar as informagdes dadas pela urocultura devem-se consultar os
resultados obtidos na analise da sumaria de urina, especialmente os de pesquisa de leucocitos,

eritrocitos, células epiteliais, bactérias, leveduras e parasitas.®

7.4.2. Exsudado vaginal

Os exsudados genitais permitem a pesquisa de doengas sexualmente transmissiveis e
de outras patologias causadas por MO. A microbiota vaginal é abundante, proporcionando um
ambiente hostil a invasao e colonizagao por agentes patogénicos e oportunistas. Para isto
contribui tanto a ocupagdao por Lactobacillis como o seu metabolismo anaerébio do qual
resulta o acido lactico que mantém o pH vaginal acido, frequentemente abaixo dos 4,5.

A colheita deve ser executada do exsudado das paredes vaginais e em zaragatoa em
meio de carvao de modo a garantir a sobrevivéncia de Neisseria spp. e destinada ao exame
cultural, e em zaragatoa seca para o esfregaco a visualizar no exame microscopico.

O exame microscopico € realizado a fresco e através da coloragao de Gram. O exame
a fresco de amostras recentes é especialmente importante no diagnostico de Trichomonas
vaginalis pois a observagao do movimento caracteristico do trofozoito permite o diagnostico.
Este parasita € um protozoario flagelado responsavel por infegoes sintomaticas na mulher
(vaginites e cervicites).

A coloragao de Gram permite observar a microbiota bacteriana predominante e a sua
morfologia. A lamina corada é especialmente util para a identificagao das “clue cells”, células
epiteliais de contornos difusos pois estao recobertas de bactérias de Gr-. Gardenerella vaginalis
€ a espécie mais frequentemente encontrada que, em conjunto com os sintomas
caracteristicos como o aspeto acinzentado e odor do corrimento, que é abundante, auxiliam
o clinico no diagnéstico de vaginose bacteriana®’. A coloragio facilita também a observagio
dos bacilos Doderlein ou Lactobacillus spp., que devem ser abundantes, fisiologicamente, e que

no desequilibrio da microbiota estao diminuidos.
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Numa primeira fase para o exame cultural cultivam-se as geloses de sangue de
Columbia enriquecida com 5% de sangue de carneiro (COS) (CO,, 37°C, 24 a 48h). Este meio
permite que bactérias exigentes e fastidiosas cresgam, assim como possibilita a visualizagao do
fenomeno hemolitico efetuado por alguns agentes que lisam os eritrocitos presentes,
descolorando a gelose ao redor das suas colonias. Cultiva-se ainda em meio seletivo para o
isolamento de leveduras e fungos filamentosos, complementado com substancias inibidoras do
crescimento bacteriano: a gelose de Sabouraud com gentamicina e cloranfenicol 2 (SGC2)
(aerobiose, 37°C, 24h). Resultados destes procedimentos indicam a trajetoria diagnostica a
prosseguir ou o resultado a dar, a luz da valorizagao em conjunto com os dados do exame
microscopico.

O cultivo em gelose de SGC2 revela muitas vezes, quando o crescimento € positivo, a
presenca de pequenas colonias mucosas e brancas. Assim sendo, procede-se a prova de
filamentagao para averiguar a presenca de Candida albicans. Se positiva, o diagnostico €
definitivo, se negativa, dever-se-a seguir com a identificagao em equipamento automatizado da
levedura em questao.

Na pesquisa orientada de Neisseria gonorrhoeae cultiva-se o exsudato em gelose de
chocolate PolyViteX (PVX) + VCAT3. O meio de PVX contém nicotinamida adenina di-
nucleétido (NAD/fator V) e hemina (fator X), fatores de crescimento essenciais para esta
espécie. Adicionalmente, a designacao VCAT3 faz referéncia a presenca de antimicrobianos e
antifungicos que proporcionam um aumento de seletividade do meio para que este MO
fastidioso possa crescer em detrimento de outros numa amostra intrinsecamente
polimicrobina. Coldnias pequenas e transparentes apds o primeiro dia de incubagao (CO,,
37°C), que se tornam mais opacas € maiores com o aumento do tempo para o crescimento
denunciam uma possivel positividade. A visualizagao microscopica com coloragao de Gram
revela diplococos de Gr- com morfologia caracteristica e teste da oxidase e catalase

positivos.>®

7.4.2.1. Pesquisa de Streptococcus agalactiae

A pesquisa de Streptococcus agalactiae do grupo B de Lancefield, cocos de Gr+, é
realizada em gravidas aquando das 35 a 37 semanas de gestagao através da colheita em
zaragatoa do exsudado vaginal e retal, ambas em meio de transporte de Amies/Stuart. Esta

analise prende-se com o facto de a infegao no recém-nascido poder ter lugar no momento do
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parto e respetiva passagem pelo canal vaginal colonizado, contactando também com a
microbiota retal.

Visto que a presenga deste MO ¢ assintomatica e relativamente comum na idade adulta,
a sua pesquisa no pré-natal é obrigatéria pois nos recém-nascidos apresenta-se como uma
infecao grave que pode culminar em meningite, pneumonia ou sepsis. Assim, em mulheres
gravidas que testem positivo, deve fazer-se uma antibioterapia intraparto como profilaxia da
transmissao materna ao feto.”

O procedimento inicia-se com a inoculagao das duas zaragatoas no mesmo meio de
enriquecimento de TODDH-T, meio este desenhado para o crescimento rapido e seletivo de
bactérias fastidiosas do género Streptococcus (aerobiose, 37°C, 24h).

No dia seguinte, 10 pL do «caldo de
enriquecimento, deslocados em ansa graduada, sao
semeados no meio solido de Granada™. Esta gelose é
um meio cromogéneo seletivo para a pesquisa e
identificacao direta de estreptococos do grupo B, em que
as coldnias positivas tém coloragao laranja (Figura 18). A

Figura 18 — Gelose cromogénea de gelose é semeada (CO,, a 37°C, 48h), sendo as placas
Granada apresentando colénias laranja —
identificagdo presuntiva de Streptococcus
agalactiae.

observadas as 24h de incubagao de modo a antecipar a
libertacao de resultados de amostras francamente
positivas. As 48h sio lancados os resultados definitivos, quer positivos, quer negativos. As
coldnias positivas apresentam a coloragao laranja devido a produgao de fosfatase, enquanto
outras bactérias potencialmente presentes hidrolisam substratos adicionais, adquirindo

coloragao azul, verde, branca ou transparente.

7.5.3. Exsudado uretral

A inflamagao da uretra ou uretrite € uma infecao do trato urinario inferior, mais
comum nos homens, e que esta fortemente associada a presenca de doengas sexualmente
transmissiveis embora possam também ocorrer por trauma mecanico ou fatores que
provoquem irritagao local. Os MO mais comuns sao Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia
trachomatis, surgindo também casos associados a presenga de Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis, Herpes simplex virus e Adenovirus®*®.

Um dos sintomas mais comuns é a descarga uretral purulenta. Quer esteja presente

ou nao, a colheita deve ser realizada com recurso a zaragatoa estéril antes da primeira micgao
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ou |h apos a ultima. Deve-se limpar a mucosa circundante com gaze esterilizada e introduzir
zaragatoa flexivel e fina na uretra a cerca de |cm de profundidade com movimento de rotagao.
Para o exame microscopico € necessaria colheita em zaragatoa seca e para o exame cultural
a amostra deve ser colhida para meio de transporte contendo carvao, a fim de viabilizar o
cultivo de Neisseria gonorrhoeae.

O exame microscopico a fresco segue os mesmos pressupostos descritos para o
exsudado vaginal no que toca a pesquisa de Trichomonas vaginalis. A lamina corada com Gram
auxilia na visualizacao de leucocitos, bactérias, células, eritrécitos e elementos leveduriformes.
A observagao de diplococos intracelulares de Gr- no homem fazem diagnostico definitivo de
Neisseria gonorrhoeae, todavia na mulher o exame microscépico tem fraca sensibilidade®.

Para o exame cultural semeia-se a gelose de PVX + VCAT3 (CO,, 37°C, 24h a 48h)
também para a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae. No caso de o exame microscépico revelar

elementos leveduriformes, deve-se proceder ao cultivo em gelose de SCG2.

71.5.3.1. Pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum

Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum sao micobactérias comensais dos tratos
genito-urinarios. No entanto, a sua proliferagio pode desencadear um processo infecioso,
estando associadas a patologias como a uretrite ou o aborto espontineo®"®’. A pesquisa destes
agentes etioldgicos a partir da zaragatoa uretral seca é realizada com recurso a galeria de
identificagao Mycoplasma IST2 da BioMérieux, que combina a detegao destas duas espécies, a
sua semi-quantificagao e o respetivo TSA, num Unico passo.

A zaragatoa € inoculada no reagente fornecido que € posteriormente dispensado nas
cupulas da galeria. Cada cupula é recoberta com parafina para possibilitar as reagoes que

ocorrem em anaerobiose (37°C, 48h). A leitura da galeria é colorimétrica e de facil
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Figura 19 - Galeria de identificagao Mycoplasma IST2. Em cima,
pesquisa negativa; em baixo, identificagao presuntiva de Mycoplasma

hominis.
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7.5.4. Exsudados do trato respiratorio superior

O sistema respiratério tem a nobre fungao de assegurar as trocas gasosas, garantindo
assim a sobrevivéncia. As afecoes deste trato, que vai desde a cavidade nasal ou orofaringe até
aos pulmoes, possuem gravidade varidvel, porém infegoes graves tém um impacto importante
na morbilidade e mortalidade das populagdes®.

Inimeros fatores formam em conjunto uma barreira a infe¢ao tal como a presenca de
muco e pélos nasais, secre¢ao de diversos produtos com atividade antimicrobiana como a IgA
ou lisozima, ou a coloniza¢io por microbiota protetora®*.

Devido aos diferentes nichos de agentes que habitam cada localizagao anatomica do
trato®, a colheita deve ser realizada nas regides anatomicas devidas, evitando contaminagio e
sendo representativa da diversidade nesse tecido especifico.

No entanto, a valorizacao da infecao deve ser realizada a luz de diversos fatores como
a idade, estado clinico e imunolégico do doente ja que o isolamento de alguns MO pode
representar uma colonizagdo e nao uma infecao. Com efeito, algumas espécies, quando
presentes, sao sempre patogénicas, como Mycobacterium tuberculosis, enquanto outras, como
Streptococcus pneumoniae, podem ser potencialmente patogénicas, pelo que cada situagao
carece de avaliacao individualizada.

A fisiopatologia da infecao do trato respiratorio superior inicia-se por contato direto
com superficies e objetos contaminados ou por emissao de aerossois, sendo a faringite a
infecdo mais comum, seguindo-se a laringite, epiglotite, sinusite, otites média e externa, a
angina/amigdalite e tosse convulsa. Os MO mais comuns sao: Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis,
Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis.®’

O exsudado orofaringeo é colhido em zaragatoa com meio de Stuart. De forma a
assegurar a auséncia de contaminagao pelas estruturas adjacentes e pela saliva, o doente deve
abrir bem a boca e a sua lingua deve ser deprimida com a ajuda de uma espatula, passando a
zaragatoa vigorosamente na zona visivelmente inflamada ao nivel das amigdalas e porgao
posterior da faringe sem tocar na lingua, Uvula e mucosas laterais.

O exame microscopico é dispensavel ja que a microbiota € abundante, impossibilitando
a valorizagao dos achados. O material biologico é entao semeado em gelose de Columbia
CNA + 5% de sangue de carneiro (CNA) (CO2, 37°C, 24 a 48h). O CNA é um meio seletivo
utilizado para o isolamento de bactérias de Gr+, especialmente para o crescimento de
estafilococos e estreptococos. O sangue de carneiro permite a detegao de reagoes hemoliticas

como acontece na presenca de Streptococcus pyogenes, bactéria que é a causa mais comum de
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faringite, para além dos agentes virais, e que realiza B-hemolise, deixando zonas claras em
redor ou debaixo das coldnias que forma (Figura 20). Ademais, as colonias desta bactéria sao
caracteristicamente pequenas e de coloragao branca a acinzentada. Nao raras vezes, a
requisicao solicita o exame imunocromatografico do Pha direto tanto como complemento
como em substituicao ao exame cultural.

O exsudado nasal é colhido através da
introdugao da zaragatoa na fossa nasal até encontrar
resisténcia da cartilagem, rodando-a suavemente
contra a mucosa nasal, e colocado em meio de
transporte de Stuart. Tal como para o exsudado
orofaringeo, também aqui o exame microscopico
esta dispensado, fazendo-se apenas a sementeira em
COS (aerobiose, 37°C, 24 a 48h). Deve-se verificar

a eventual presenca de hemolise e realizar os testes

complementares de identificagao aplicaveis. A

Figura 20 — Zaragatoa orofaringea semeada em
gelose de CNA - identificagao presuntiva de S.
pyogenes.

amostra é também utilizada para o diagnostico da
infecao pelo virus SARS-CoV-2, sendo a técnica
realizada no departamento de biologia molecular através do método da transcriptase reversa
seguida de reagao em cadeia da polimerase — RT-PCR.

O exsudado auricular na presenga de otite externa e média é colhido em zaragatoa
estéril e transportado em meio de Stuart. Na presenca de pus deve-se cultivar primeiramente
em meio liquido de enriquecimento de caldo cérebro-coragao (BHI). Realiza-se o cultivo da
gelose de CNA para averiguar a presenga de Streptococcus pneumoniae, que apresenta a-
hemolise, e de Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, ambas com B-hemolise. Na
gelose de PVX pesquisa-se etiologia infeciosa por Haemophilus influenzae, muito prevalente na
infecao deste tecido. Finalmente, em gelose MCK, procuram-se agentes etiologicos menos
comuns como sendo as bactérias de Gr- Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Proteus
mirabilis que tém alguma expressao na otite externa cronica, por exemplo. Os meios de CNA
e PVXincubam-se em atmosfera capnofilica (37°C, 24 a 48h) e o de MCK em aerobiose (37°C,
24h).
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7.4.5. Expetoracao, secrecoes e lavados bronquicos

O trato respiratério inferior, que se inicia na laringe abaixo das cordas vocais e se
prolonga até aos alvéolos pulmonares®* pode contrair infecio através da inalagio de aerossois
contendo MO que invadem o trato respiratorio superior, superando as suas barreiras a
infecao, por aspiragao acidental do conteldo oral ou gastrico e menos frequentemente por
difusao hematogénea.

As patologias mais comuns sao a bronquite, bronquiolite, pneumonia adquirida na
comunidade ou nosocomial, por aspiragao, cronica e empiema. A etiologia viral tem um grande
peso nas afe¢oes dos bronquios e na pneumonia da comunidade em criangas, assim como a
pneumonia cronica se deve muitas vezes a presenca de micobactérias e fungos. A valorizacao
dos achados microbiologicos deve ser sempre realizada no ambito da historia clinica do doente
assegurando que o elevado potencial de contaminagao pela microbiota da orofaringe nao
interfere nos resultados.”

Para garantir que o grau de contaminagao das amostras é minimo, a colheita é um passo
crucial para o sucesso analitico. A expetoracao € o produto biolégico mais solicitado devido
a maior facilidade na sua obtencao, tendo no entanto maior risco de contaminagao. Deve ser
colhida a primeira expetoragao da manha apos gargarejar e realizar higiene oral com agua e
através de tosse profunda, evitando-se saliva.

Todavia, uma avaliagao macroscopica e microscopica da amostra deve ser levada a cabo
pelo técnico pois amostras sem qualidade devem ser desprezadas, dando lugar a repeticao de
colheita. A avaliagao da qualidade microscopica passa por observar uma lamina do esfregago
da expetoragao corada com Gram, com objetiva de 10x, e fazer a contagem de células epiteliais
e de leucocitos, segundo os critérios de Murray e Washington. Uma boa amostra devera ter
poucas células epiteliais (<25 células/campo de observagao), e maior nimero de leucécitos
(>25) para ser considerada uma amostra representativa do sistema respiratério inferior®.
Outras amostras menos suscetiveis a contaminagao das vias respiratorias superiores sao as
secre¢oes bronquicas, obtidas por aspiragao e os lavados bronquicos colhidos por
broncoscopia ou bidpsia do pulmao.

O exame microscopico realiza-se através da lamina corada com Gram obtida por
estiramento e através da selegao de uma porg¢ao purulenta da amostra. Seguidamente a
avaliagao da qualidade anteriormente referida, prossegue-se com a observagao da morfologia
bacteriana presente e determinagao das formas predominantes. Esta avaliagao auxilia a
conduzir o restante processo de identificagao, especialmente nas situagdoes menos comuns

como é o caso da infegao por fungos.
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N Adicionalmente, o laboratério preconiza a

realizacao de uma lamina corada com a coloracao de

Ziehl-Neelsen para despiste de infecao por bacilos

acido-dlcool resistentes. A tuberculose, resultante da

infecao por Mycobacterium tuberculosis € um importante

Q problema mundial de salde publica devido a sua
| habilidade em estabelecer infecao croénica na forma de

Figura 2| — Esfregaco em limina de pneumonia e cuja incidéncia tem vindo a aumentar nos
amostra de expetoragio denotando

presenca de bacilos corados de vermelho
— bacilos acido-alcool resistentes. As bactérias do género Mycobacterium sio ricas

ultimos anos.

em 4cidos micélicos que tornam as suas paredes pouco permedveis as coloragdes usuais®.
Sujeitando as amostras ao calor e a uma solugao corante fenolada, os bacilos acido-alcool
resistentes adquirem a coloragao vermelha (Figura 21). Seguidamente, a lamina é descolorada
pela agao do alcool e acido, mas os bacilos de Mycobacterium spp. nao perdem a coloragao.
Os restantes elementos celulares sao posteriormente corados pelo azul de metileno.

Caso a pesquisa seja positiva ou haja uma requisicao direta pelo clinico, prossegue-se
com a pesquisa cultural em meio de Lowenstein-Jensen que, através da adicao do verde de
malaquite, faz a selecio do crescimento das micobactérias em detrimento da restante
microbiota comensal. A incubacao é realizada por 60 dias (aerobiose, 37°C) pois o seu
crescimento € lento, resultando em colonias com aspeto de couve-flor.

O exame cultural passa por semear as geloses de COS (CO,, 37°C, 48h), MCK
(aerobiose, 37°C, 24 a 48h) e gelose de chocolate Haemophilus 2 (HAEM) (CO,, 37°C, 24 a
48h). A sementeira em COS é realizada colocando um disco de difusao de optoquina,
antibidtico que inibe seletivamente o crescimento de Streptococcus pneumoniae, permitindo
assim o seu diagnostico presuntivo. Nesta gelose deve-se ainda atentar a presenga de hemolise,
podendo uma a-hemodlise indicar suspeita de infecao por
Sreptococcus  pneumoniae, enquanto a PB-hemolise &
caracteristica de Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus
(Figura 22).

A gelose HAEM é seletiva para o crescimento e
isolamento de Haemophilus influenzae, um dos agentes

etiologicos mais comuns da patologia infeciosa respiratoria.

o ‘3

- @ B

- 2 9 ,
Figura 22 — Cultura em COS de
lavado bronco-alveolar com necessita de fatores estimulantes do crescimento, sendo eles

presenca de Staphylococcus aureus — .
B-hemolise. O fator V e o fator X, que estao presentes no meio de HAEM.

Haemobphilus influenzae é um bacilo de Gr- fastidioso que
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A seletividade do meio permite o seu crescimento em detrimento da restante microbiota
presente na amostra — fator da maior relevancia ja que em outros meios o seu crescimento é
muitas vezes obscurecido pelas restantes estirpes.

O cultivo de gelose de MCK tem como obijetivo o isolamento de bacilos aerdbios de

Gr-, também uma fonte importante da infegao.

7.5.6. Exames cutaneos

A pele é a primeira linha de defesa do Homem. A sua capacidade protetora advém de
inimeros fatores quimicos e fisicos, em muito devidos a forte colonizagao por bactérias,
fungos e virus residentes a sua superficie. A quebra da sua integridade por trauma, ulceragao
ou inflamagao leva ao desequilibrio da microbiota e permite que os agentes patogénicos
consigam ter acesso a uma porta de entrada, invadindo e proliferando nos tecidos, o que leva
ao estabelecimento do processo infecioso.

As afecoes da pele podem ter origem em processos primarios, secundarios a dano pré-
existente ou manifestagcoes de etiologia sistémica, pelo que a avaliagao individualizada da
historia clinica, do estado imunolégico e da localizagao anatomica e modo de colheita sao
crucias para a correta valorizagio dos achados laboratoriais.*

O exsudado de feridas e pus é colhido em zaragatoa estéril seca para o exame
microscopico, e transportado em meio de Stuart para o exame cultural. O exame
microscopico recorre a coloragao de Gram e pode constituir um elemento de diagnostico
importante ao permitir a visualizagao da morfologia predominante e, portanto, a realizagao de
um diagnostico presuntivo. Ademais, proporciona a visualizagao de células inflamatorias e é
uma ferramenta util na pesquisa de MO anaerdbios.

O exame cultural nas geloses de CNA (CO,, 37°C, 48h) e MCK (aerobiose, 37°C, 24h)
serve a pesquisa das bactérias mais frequentemente presentes nas lesOes cutdneas.
Staphylococcus aureus e Sreptococcus pyogenes crescem no meio de CNA, demonstrando
atividade B-hemolitica, sendo que o meio apoia o crescimento de outras bactérias de Gr+
eventualmente presentes. A gelose de MCK isola seletivamente bactérias de Gr-.

Nas feridas antigas ha dano nas estruturas mais profundas nas quais a presenga de
anaerobios aumenta. Amostras de lesGes fechadas sao colhidas através de aspiragao ou pungao
com seringa. O exame microscopico € idéntico ao da zaragatoa de lesao superficial acima
descrito, porém com a adicao de esfregago corado por Ziehl-Neelsen para averiguagao de

micobactérias. Todo o material purulento obtido por pungao é inoculado em meio de
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enriquecimento de BHI a 37°C. O exame cultural é realizado em duplicado, tanto a partir do
material purulento nao tratado como seguidamente ao crescimento bacteriano proporcionado
pelo caldo de enriquecimento. Utilizam-se as geloses de PVX (anaerobiose, CO2, 37°C, 48h),
CNA (CO,, 37°C, 48h) e MCK (aerobiose, 37°C, 24h).

Este tipo de amostras sao frequentemente polimicrobianas, pelo que se deve atentar a
existéncia de infecoes mistas com mais de um MO em multiplicagao a causar dano, nao
descurando, no entanto, a elevada probabilidade de contaminacao das amostras. O exame
cultural deve ser interpretado a luz do exame microscopico e restantes dados clinicos,
realizando o diagnodstico presuntivo ou seguindo a marcha de identificagado com recurso a
equipamento automatizado e/ou testes adicionais. O TSA deve ser realizado na presenga de
isolados com suscetibilidade variavel.

No laboratério as analises micologicas sio menos frequentes. Amostras de cabelos,
faneros e pele sao avaliadas por exame microscépico, quando aplicavel, como é o caso do
diagnostico de infegao por Malassezia furfur na pele, cuja morfologia ao microscépico perfaz o
diagnostico definitivo. As amostras sao semeadas em SCG2 (aerobiose, 37°C, 24h), sendo
realizada a identificagao pela visualizagdo ao microscopio da morfologia ou através dos
equipamentos automatizados. O antifungigrama é realizado manualmente através de discos de

difusao de antifingicos ou num dos equipamentos disponiveis.

1.5.7. Coprocultura

As afegoes intestinais sao muito comuns na populagao e podem ter etiologia infeciosa
ou ser fruto de terapéuticas farmacologicas, doenga tumoral, sindromes de ma absorgao ou
intolerancia alimentar. Quando provocadas por MO, estes tanto podem ser bactérias como
fungos, virus ou parasitas que tém acesso a mucosa intestinal a partir da ingestao de agua ou
alimentos contaminados. Por norma, o individuo imunocompetente apresenta um episodio
autolimitado. No entanto, fatores como a infancia e a velhice, um sistema imunitario debilitado,
a toma de antibioterapia e o contacto com uma dose infetante elevada fragilizam a mucosa
intestinal e contribuem para a manifestagao sintomatica grave, com possiveis implicagoes na
morbilidade e mortalidade.

Deste modo, para a correta avaliagao da infegao gastrointestinal e da intoxicagao
alimentar deve-se conhecer a historia clinica do doente, avaliagao clinica e farmacologica, o

seu exame fisico, historial de viagens, diario alimentar recente e possiveis contatos de risco
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de transmissao fecal-oral. Isto permite direcionar o diagnostico diante das varias causas
possiveis, atendendo simultaneamente aos custos econdémicos inerentes.

Tal como nos tecidos abordados anteriormente, também o sistema digestivo possui
caracteristicas que atuam como uma barreira contra a infegao. Fatores quimicos como o pH
acido gastrico, fisicos como a presenga de motilidade ou a colonizagao por uma densa
microbiota comensal impedem a fixagao de MO invasores. Contudo, através das suas
propriedades invasoras, toxicas, de emissao de toxinas ou de enfraquecimento da microbiota
estes agentes iniciam um processo infecioso.*’

A colheita das fezes deve ser realizada em trés dias nao consecutivos e colocada em
recipiente estéril e bem fechado. Segmentos representativos da amostra onde
macroscopicamente se evidencie a presen¢a de sangue, muco, pus ou parasitas devem ser
escolhidos para a analise pois denunciam muitas vezes a etiologia infeciosa. No exame
macroscopico observa-se ainda a cor e consisténcia das fezes.

A atividade laboratorial inicia-se com a realizagao de uma suspensao do material fecal
para visualizagao microscopica a fresco e com coloragao de Gram. O exame a fresco permite
ter uma ideia do estado do ecossistema intestinal microbiano, que fisiologicamente é rico em
bacilos e detritos e numa infecao estabelecida fica visualmente empobrecido. A coloragao de
Gram permite constatar quanto a morfologia das bactérias predominantes, havendo
normalmente uma propor¢ao mais elevada de Gr-.

O exame cultural inicia-se com a inoculagao de uma suspensao das fezes em MCK
(aerobiose, 37°C, 24h) para a pesquisa de Enterobactérias e outras familias de Gr-.
Simultaneamente, realiza-se a inoculagao do material fecal em caldo de enriquecimento de
selenito (aerobiose, 37°C, 24h), um meio liquido de isolamento seletivo que, ao inibir bactérias
de Gr+ e algumas de Gr-, permite o crescimento dos géneros Salmonella spp. e Shigella spp.,
que se encontram nas fezes em quantidade diminuta. Pertencentes as Enterobacteriaceae, sao
o agente etiologico mais comum das diarreias infeciosas.

Apods o tempo de incubagao, o caldo de selenito é homogeneizado e semeado em
gelose de HEKT (aerobiose, 37°C, 24h). O HEKT é um meio de isolamento seletivo e
diferencial uma vez que possui sais biliares, azul de bromotimol e fucsina acida que inibem o
crescimento da maioria das bactérias de Gr+ e de algumas de Gr-, assim como agucares para
averiguar a fermentagao bacteriana (mudanga de cor do meio de verde para salmao nas
fermentadoras). As colonias de interesse de Salmonella spp. e Shigella spp. sao nao

fermentadoras, pelo que as coldnias que formam sao azuis ou esverdeadas, sem alteragao da
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cor do meio. Coldnias com centro negro (Figura 23)
também sao valorizaveis uma vez que a formagao de
sulfureto de hidrogénio ocorre em Salmonella spp.

A pesquisa de Campylobacter spp. € uma pesquisa
orientada, que quando necessiaria é especificamente
requisitada pelo clinico, nao se incluindo na marcha geral da

coprocultura. Sao bactérias iméveis de Gr- em forma de

w. & bastonetes curvos, em espiral ou em S, cuja pesquisa é da
Figura 23 — Coprocultura em HEKT

apresentando coldnias com centro
negro, tipico de Salmonella spp. de

maior importancia visto serem das causas mais frequentes
gastroenterites bacterianas, especialmente
Campylobacter jejuni.

Uma suspensao das fezes é semeada na
gelose seletiva de Campylobacter, um meio

A\ D

cromogéneo para o isolamento e enumeragao das

espécies do género, sendo outros MO inibidos
através da presenca de reagentes adicionados. As
coldnias de interesse (Figura 24) surgem com uma
coloragao vermelho-tijolo (microaerdfilia, 37 ou ‘?i

42°C, 24h a 48h), sendo os testes da oxidase e da Figura 24 — Gelose seletiva de Campylobacter

. apresentando coldnias vermelho-tijolo, tipicas
catalase ambos positivos. do género.

71.5.8. Exame parasitologico de fezes

As parasitoses acometem a espécie humana desde a sua origem com uma transmissao
que esta intimamente ligada aos costumes e comportamentos das populagoes. Os parasitas
sao maioritariamente zoonoticos, pelo que a disseminagao ocorre do reservatério animal.
Fatores como falta de condigoes de higiene, a inexisténcia de saneamento basico, praticas
inadequadas de pecuaria e agricultura, a globalizagao e as crescentes mudangas climaticas
proporcionam o aumento da incidéncia de infegao®’*.

A colheita para o exame aos parasitas deve ser realizada em 3 dias alternados, ao longo
de 10. O exame macroscopico é efetuado a semelhanga da coprocultura (averiguar presenga

sangue, pus ou muco), sendo que as formas parasitarias de maiores dimensoes podem ser

percetiveis ao olho nu.
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O exame microscoépico € indispensavel na pesquisa de parasitas visto que o diagnostico
é realizado a partir da observagao de estruturas parasitarias nas fezes como quistos, ovos,
trofozoitos e larvas. Para tal, é efetuada a observagao direta a fresco de uma suspensao de
fezes para pesquisa das formas flageladas e amebas.

Seguidamente, € realizado um passo de concentragao por sedimentagao das estruturas
parasitarias e eliminacao dos detritos fecais através de um kit comercial. O método utilizado
pelo kit é o método de Ritchie modificado em que o emprego de formalina a 10% conserva as
estruturas parasitarias e o éter proporciona a separagao entre o material fecal e as estruturas
de interesse. Os tubos constantes do kit estao equipados com sistema de filtragao para
retencao das particulas maiores e consequente concentracdo das formas parasitarias no
sedimento apos centrifugagao (1500 rpm, 10 minutos). Observa-se uma gota do sedimento
juntamente com uma gota de soluto de lugol, com objetiva de 10x (pesquisa de ovos e larvas)

e de 40x (pesquisa de quistos).

7.5.9. Hemocultura

A bacteriémia define-se como a presenca de bactérias na corrente sanguinea, um tecido
que é fisiologicamente estéril. Ocorre por introducao direta na circulagio por processos
invasivos ou por fonte extravascular, através de infe¢oes nao tratadas noutros locais, como é
o caso de agentes que acedem a circulagao ap6s procedimentos dentarios.

Situagoes autolimitadas e transitorias podem ocorrer, cessando rapidamente pela agao
do sistema imunoldgico. Contudo, estados imunitarios deficientes poderao dar aso ao
estabelecimento de um processo infecioso, culminando na infegao de tecidos importantes
como nos casos de meningite, endocardite ou pericardite ou em choque sético, com elevado
comprometimento da sobrevivéncia.”’

A colheita para hemocultura deve ser realizada em veia periférica, garantindo elevadas
condigoes de assepsia de forma a evitar a contaminagao pela microbiota cutanea, sendo
sempre a primeira a colher de entre as analises cuja amostra seja o sangue. O volume de
sangue a colher é definido pela casa comercial para adultos e criangas e este é distribuido
entre os frascos de hemocultura da BD BACTEC™, aerobio e litico anaerébio (Figura 25),
meios enriquecidos que suportam o crescimento bacteriano a 37°C.

Diariamente, observa-se a turvagao, hemolise, formagao de pelicula ou a formagao de

colénias nos fracos de hemocultura. Caso haja suspeita de positividade, é efetuado um
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esfregagco com coloragao de Gram do conteldo da garrafa e a sua
inoculagao em gelose de COS (aerdbia, CO,, 37°C, 24 a 48h), e
PVX (microaerofila e anaerobia, CO,, 37°C, 24-48h). A observagao
do esfregago permite observar com rapidez a morfologia bacteriana,
pelo que o clinico deve ser informado de imediato em razao da

urgéncia inerente a esta situagao. LyticH0 Anaerobic

Culture Vials

Miuon, r
g .,,lm;f-m i ]

Figura 25 — Garrafas de
hemocultura anaerébia e aerébia.

71.5.10. Liquidos de cavidades serosas

Os liquidos de cavidades serosas sao fisiologicamente estéreis, pelo que qualquer MO
ai detetado deve ser valorizado®”. O laboratério atua segundo instrugdes de trabalho que
preconizam o tratamento das amostras de liquido pleural, ascitico, peritoneal, sinovial e
pericardico.

A colheita é efetuada através de técnica asséptica. O procedimento laboratorial inicia-
se com o exame macroscopico do aspeto do liquido. A presenca de turvagao indica uma
potencial infecao pelo que as amostras sao diretamente inoculadas nos meios de cultura de
PVX (CO,, 37°C, 24 a 48h), COS (CO,, 37°C, 24 a 48h) e MCK (aerobiose, 37°C, 24h). Caso
a amostra se apresente limpida utiliza-se o sedimento obtido por centrifugagcao para o exame
cultural e para o exame microscopico. O exame microscopico compreende a realizagao de
esfregaco em lamina corada por coloragao de Gram e de Ziehl-Neelsen.

O exame cultural é ainda complementado pela inoculagao do liquido seroso no caldo
de BHI a 37°C por tempos determinados consoante o local anatdomico. Seguidamente, o caldo

€ semeado nos mesmos meios e condigoes que as amostras iniciais.

7.6. Caso Clinico - Streptococcus agalactiae: sensibilidade na detecao

O caso clinico que se apresenta mais nao é do que o relato de uma situagao em que o
espirito critico dos técnicos superiores de andlises foi crucial para a resolugio de uma
problematica apresentada por uma utente.

Na posse de uma requisigao clinica, a jovem adulta nao gravida dirigiu-se ao laboratorio

para colheita de zaragatoa vaginal e anal no contexto duplo de andlise ao exsudado vaginal e
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pesquisa orientada de Streptococcus do grupo B de Lancefield. Perante um resultado negativo
no exsudado vaginal para qualquer MO e positivo na pesquisa de Streptococcus, a utente
solicitou esclarecimentos.

Efetivamente, foi-lhe explicado que a pesquisa de Streptococcus do grupo B é realizada
também em zaragatoa anal, sendo a inoculagao realizada através das duas zaragatoas colocadas
no mesmo meio, pelo que a bactéria poderia estar apenas no canal anal. Por outro lado, a
pesquisa dos estreptococos ¢é realizada com recurso ao caldo de enriquecimento de TODDH-
T que possibilita detetar a bactéria, mesmo quando presente em quantidades diminutas. A
pesquisa nao orientada na gelose de COS, preconizada no exsudado vaginal, nao permite o
isolamento seletivo destas bactérias diante da vastissima microbiota vaginal. Carecendo de

sensibilidade, o resultado pode ser negativo.
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8. CONCLUSAO

A experiéncia de estagio foi bastante enriquecedora na medida em que proporcionou
um contato direto com o ambiente profissional laboratorial, que antes desconhecia. A elevada
demanda conferida pelo fluxo de trabalho didrio foi um desafio interessante e no qual pude
participar como parte integrante de uma equipa técnica qualificada e em que todos
colaboravam para um sé bem-comum: a produgao de resultados de qualidade.

Ao longo do estagio beneficiei do apoio e da transmissao dos conhecimentos inerentes
as atividades desempenhadas, onde tive oportunidade de contactar com novas técnicas e com
um método de trabalho bastante automatizado. Contudo, é clara a importancia dos técnicos
superiores de saide mesmo num ambiente automatizado pois sao eles que, fazendo uso do
pensamento critico e experiéncia pratica adquirida, sio capazes de descortinar as varias
problematicas da rotina, garantindo o bem-estar dos doentes. Com efeito, o diagnostico e
tratamento rapidos e adequados, que advém do sucesso das andlises clinicas, terao
inevitavelmente impacto no progndstico dos doentes.

Por todas estas razoes considero que o objetivo educacional do estagio foi cumprido,
nomeadamente a aplicagao e consolidagao dos conhecimentos adquiridos na minha formagao
superior, a integracao no meio profissional e o contacto e cooperagao multidisciplinar com

outros profissionais de salde.
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