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[Giving advice to his children]
“One, remember to look up at the stars and not down at your feet.

Two, never give up work. Work gives you meaning and purpose and life is empty without it.

Three, if you are lucky enough to find love, remember it is there and don’t throw it away.”
Stephen Hawking
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Resumo

Ocorreram muitos avangos no diagnostico e tratamento da doenga, sendo o Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil um exemplo a seguir pela exceléncia
dos cuidados de salide que presta. Neste hospital esta englobado o Servico de Patologia
Clinica, servigo clinico-laboratorial, no qual as andlises clinicas sao fundamentais na rotina
hospitalar e no apoio ao diagndstico, prognostico, tratamentos e monitorizacao do doente
oncolégico.

O principal objetivo deste relatério foi descrever as atividades realizadas durante o
estagio no Servico de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil englobando a rotina laboratorial, os parametros realizados, a sua
metodologia e o controlo de qualidade. O Laboratério é dotado do equipamento mais
recente nas areas da Bioquimica Clinica, Hematologia, Imunologia/Hormonologia e
Microbiologia. Estas areas sao extremamente importantes na pratica laboratorial das Analises
Clinicas e assumem um papel de grande destaque para o clinico.

Neste trabalho dei especial destaque as areas da Bioquimica Clinica e da

Microbiologia, transmitindo, sobretudo, a aplicabilidade destas areas na clinica.

Palavras — chave: Bioquimica Clinica, Microbiologia, Analises Clinicas, Parametros

Bioquimicos, Microrganismos.
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Abstract

There have been many advances in the diagnosis and treatment of the disease, with
the Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil being an example to
follow for the excellence of the health care it provides. In this hospital is included the Service
of Clinical Pathology, clinical-laboratory service, in which clinical analyses are fundamental in
the hospital routine and in the support to the diagnosis, prognosis, treatments and
monitoring of the patient with cancer.

The main objective in this report was to describe the activities carried out during the
internship at the Clinical Pathology Service of the Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra Francisco Gentil, including the laboratory routine, the parameters performed, its
methodology and the quality control. The Laboratory is equipped with the latest equipment
in the areas of Clinical Biochemistry, Hematology, Immunology/Hormonology and
Microbiology. This areas are extremely important in the laboratory practice of Clinical
Analysis and play a major role for the clinician.

In this work | gave special attention to the areas of Clinical Biochemistry and

Microbiology, transmitting, above all, the applicability of these areas in the clinic.

Key words: Clinical Biochemistry, Microbiology, Clinical Analysis, Biochemical

Parameters, Microorganisms.
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l. Introducao

“O cancro é uma das doengas do presente (e do futuro) que para além da
necessidade duma perspetiva clinica multidisciplinar, reclama uma abordagem social
concertada, que se estende para além dos muros das estruturas da satde”.

PORTUGAL Doengas Oncolégicas em Numeros

Direcao-Geral da Salde

Ao iniciar este relatorio de estagio nao quero deixar de referir que trabalhar em
Oncologia é uma prova a que estamos sujeitos diariamente. E preciso um estado de espirito
que o tempo vai moldando, pois a doenga oncolégica em si e tudo o que a envolve é sem
ddvida marcante. Tratando-se duma doenca croénica, o contacto com o doente é uma
constante ao longo do tempo permitindo acompanhar as diversas fases por que passa, quer
nas consequéncias fisicas quer no estado de espirito. E este contacto e a percegio destas
situagoes que nos faz crescer como pessoas e profissionais.

Numa instituicio como o Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco
Gentil (IPOCFG) o doente nao é um numero, mas sim uma pessoa com uma identidade e
comportamentos proprios que tém de ser considerados e respeitados. Conseguir apaziguar
um pouco a dor dos doentes, nem que seja na forma de umas pequenas palavras, é dar-lhes
alguma esperanca. E o IPOCFG também é esperanca.

NO IPOCFG os avangos no rastreio, diagnéstico, principalmente o precoce, e os
tratamentos tém permitido uma evolugao muito favoravel nos resultados obtidos em relagao
a cura, ao intervalo livre de doenca e a qualidade de vida dos doentes.

O Servico de Patologia Clinica (SPC) é um servigo clinico-laboratorial inserido na
estrutura do IPOCFG cuja fungao “major” é a determinagao de parametros analiticos que
permitam auxiliar os clinicos no diagnéstico, prognostico, tratamentos e avaliagao da doenca.
Neste servico varios profissionais de diferentes formagoes de base, trabalham em conjunto
em prol de uma causa com que todos se reveem.

Tive oportunidade de realizar o estagio do mestrado de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) no SPC, local onde trabalho ha
4 anos e onde exergo as fungoes de Técnica Superior de Analises Clinicas e Saude Publica.

No SPC sao atendidos, em média, 370 doentes/dia que se traduzem em milhares de
analises, de maior ou menor complexidade, sujeitas a um controlo de qualidade rigido e

apertado de modo a que o seguimento dos doentes (Follow up) seja o mais preciso. Este esta
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dividido em 5 setores, Bioquimica Clinica, Hematologia, Imunologia/Hormonologia e
Microbiologia.

Neste relatério de estagio irei prestar especial atengao aos setores da Bioquimica
Clinica e da Microbiologia. Dois setores com caracteristicas muito proprias ressaltando logo
o elevado e sofisticado sistema automatico na area da Bioquimica Clinica e ainda o carater
individual que a Microbiologia possui que, sendo o setor menos automatizado, permite uma

observagao e aquisicao de conhecimentos muito relevantes nas analises clinicas.



2. Caracterizacao do Servico de Patologia Clinica

Os primeiros passos para a criagao do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil surgem em 1953 com a aquisicao de uma pequena vivenda, onde o Prof.
Doutor Luis Raposo defendeu a criagao de um centro anticanceroso capaz de dar resposta a
populacao do centro do pais. “Da pequena vivenda até aos nossos dias decorreram cerca de
65 anos. Demolindo velhas estruturas e remodelando outras, modernizando equipamentos e
espagos, a instituicdo nao tem parado de crescer, fiel ao seu mais nobre compromisso: a
exceléncia do bem cuidar o doente oncologico.” (Um caminho com historia — Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil)

Inserido no IPOCFG temos o Servico de Patologia Clinica dirigido pelo Dr. Frederico
Fernando Monteiro Marques Valido, especialista em Patologia Clinica pela ordem dos
médicos. O SPC conta ainda com uma equipa de cerca de 34 elementos com formagoes
diversas, desde Médicos, Técnicos Superiores de Diagnéstico e Terapéutica, Farmacéuticos,
Bioquimicos, Bidlogos, Administrativos e Auxiliares.

No SPC o atendimento do doente é feito na darea administrativa, sendo realizado o
registo das andlises pedidas nas requisicoes médicas, ficando este registo associado ao
processo clinico. O sistema informatico atribui ao doente um numero interno que inclui o
ano, o més, o dia e um numero de ordem sequencial as etiquetas que sao colocadas nas
requisicoes. Apos este registo administrativo os Técnicos de Analises Clinicas imprimem as
etiquetas técnicas para os tubos correspondentes para posterior colheita.

Na sala de espera que o SPC dispoe, é onde o doente aguarda ser chamado para uma
das duas salas de colheitas e recegao de amostras. De salientar que as colheitas de analises

tanto em ambulatério como nas enfermarias sao feitas pelos Técnicos de Analises Clinicas.

2.1. Processo Analitico

- Fase pré-analitica

Previamente a colheita de sangue deve ser feita a correta identificagio dos tubos,
para que nio haja possibilidade de troca ou ma utilizagio da amostra. E também necessario
confirmar todos os pedidos do clinico, pois existem parametros, como é exemplo as
metanefrinas, em que a sua colheita deve ser feita apos 30 minutos em decubito. Nesta fase
€ necessario ter atencao a quantidade de amostra necessaria, pois nos tubos com

anticoagulante deve-se respeitar as proporc¢oes corretas. Nas colheitas efetuadas nas



enfermarias é necessario ter especial atencao a que o sangue nao seja colhido em locais de
acesso venoso com infusao de liquidos, evitando assim a hemodiluigao.

O proprio ato da colheita é importante, pois deve ser evitada a ocorréncia de
hemolise ou formagao de coagulos e as condigoes de transporte/armazenamento devem ser
respeitadas. Todos os procedimentos que compoem a fase pré-analitica sao importantes,

pois € nesta fase que ocorrem a maior parte dos erros em laboratério.

- Fase analitica

No processamento da amostra, o SPC executa as mais diversas analises pedidas pelo
clinico englobadas nos setores a que pertencem, sendo estes a Bioquimica Clinica, a
Hematologia, a Imunologia/Hormonologia e a Microbiologia. Posteriormente, quando a
amostra chega ao respetivo setor, € dada a entrada no sistema informatico e a amostra é

processada.

- Fase pés-analitica
Nesta fase é feita a validagao dos resultados obtidos de forma a perceber se estes se
encontram de acordo com o estado clinico do doente, sendo emitidos relatérios com os

resultados das analises assinados pelo especialista.

2.2. Atividades Desenvolvidas

O SPC esta dividido em setores por uma questio de organizagao funcional
procurando ao maximo a rentabilizacdo dos equipamentos e a especializagio do pessoal. As
amostras mais comuns sao sangue total, soro/plasma e urina. O setor da Microbiologia
apresenta um leque mais variado de amostras. O SPC esta dotado nos diferentes setores de

equipamentos recentes que auxiliam os técnicos na execugao das amostras:



Tabela I - Equipamentos utilizados no SPC (Fotos SPC-IPOCFG)

Bioquimica

Cobas® 6000 Analyser Series
Roche® Diagnostics

- Hidratos de Carbono
- Lipidos e Proteinas
- Compostos azotados
- Eletrélitos e ides
- Enzimas
- Bilirrubina
- Hemoglobina Glicada

Cobas®c311
Roche® Diagnostics

- Hidratos de Carbono
- Lipidos e Proteinas
- Compostos azotados
- Eletrdlitos e ides
- Enzimas
- Bilirrubina

AQT90 FLEX
Radiometer®

- Marcadores Cardiacos

Rapidlab®1265
Siemens

- Gasometria
- lonograma
- pH e gases do sangue

ABL 800 FLEX
Radiometer®

- Calcio ionizado
- pH e gases do sangue

RapidChem™ 744
Bayer®

- lonograma

Reflotron® Plus
Roche® Diagnostics

- Acido Urico, Amilase, ALT,
AST, CK, Bilirribunia Total,
Colesterol, Creatinina,
Fosfatase Alcalina, YGT,
Glicose, Ureia, Triglicerideos

UV 1800
Shimadzu Spectrophotometer

- Ensaios espetrofotométricos
(Cobre e outras técnicas
manuais)

Microbiologia

Cobas u4l |
Roche® Diagnostics
Miditron® ST
Mannheim Boehringer

- Sumaria urina tipo Il com
observacao de sedimento

VITEK® 2 Compact 15
bioMérieux™
VITEK® Systems ATB
Expression
bioMérieux™

- ldentificacao de
microrganismos baseada no
sistema API®

- Teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos
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Tabela I - Equipamentos utilizados no SPC (Fotos SPC-IPOCFG) (Continuagao)

BD Bactec™9050 Blood Culture
System
Becton Dickinson

- Hemoculturas

PCR em tempo real:

GeneXpert® - Clostridium difficile
Cepheid - Micobactérias
- MRSA
- KPCs
Hematologia
- Hemogramas
- Contagem diferencial de
Beckman Coulter® LH 750 leucocitos
Analyzer - Contagem celular em liquidos
organicos

Bel da Alifax® SPA

- Velocidade de Sedimentacao
Globular

Aerospray® 7150 Hematology
Slide
Stainer Cytocentrifuge
WESCOR®

- Coloragao de esfregagos de
sangue periférico e aspirados
de medula 6ssea

ACL TOP® 500 CTS
Instrumentation Laboratory

- Estudos de hemostase

Beckman Coulter® Cytomics™
FC 500
Beckman Coulter® TQ Prep™

- Estudo de
imunofenotipagem por
citometria de fluxo

GeneXpert®
Cepheid

PCR em tempo real:
- BCR-ABL
- Fator V Leiden

Imunologia/Hormonologia

Immulite2000® XPi +
VersaCell™
Siemens

- Marcadores Tumorais
- Anticorpos anti-tiroideus
- Hormonas
- Proteinas

ADVIA Centaur XP
Siemens

- Marcadores Tumorais
- Hormonas
- Anticorpos
- Vitaminas
- Proteinas




Cobas e4! | Analyser®
Roche®

Tabela I - Equipamentos utilizados no SPC (Fotos SPC-IPOCFG) (Continuagao)

- Marcadores Tumorais
- Marcadores de Infegao
- Hormonas
- Vitaminas

BN ProSpec®
Siemens

- Proteinas Inflamatoérias
- Imunoglobulinas

Kryptor®
Brahms™

- Marcadores Tumorais
- Marcadores Inflamatorios
- Hormonas

Viva-E®
Siemens

- Doseamento de farmacos

Liaison®
DiaSorin™

- Marcadores Tumorais
- Marcadores de Infegao

Wallac Wizard 1470 Gamma
Counter
Thermo Fisher Scientific

- Hormonas e metanefrinas
por técnicas manuais
com recurso a radioisétopos

- Ensaios eletroforéticos e de

Hyd ®
);er;:és imunofixagao em gel de
agarose
ImmunoCAP®

Thermo Scientific™

- Autoimunidade







3. Bioquimica Clinica

Este setor estd sob a responsabilidade do Dr. Luis do Espirito Santo Nina, Assistente
Hospitalar Graduado Especialista em Analises Clinicas.

A andlise de amostras como sangue total, soro, urina, entre outros liquidos
bioldgicos, permite determinar os analitos necessarios ao estudo do doente. Além desta
componente clinica nao esquecer também os restantes meios auxiliares de diagnostico, que
no seu conjunto permitem o conhecimento do estado do doente.

A Bioquimica é uma area que auxilia o clinico no diagndstico, mas também na
monitorizagao da terapéutica, sendo que em oncologia, os resultados das analises dos
doentes sao fundamentais para a administragao dos tratamentos de quimioterapia.

Durante a terapéutica, especialmente na administragao de drogas (quimioterapia) o
seguimento do doente permite aferir a eficicia do tratamento. Nestes doentes o controlo é
muito importante uma vez que os tratamentos utilizados afetam bastante o normal
funcionamento de 6rgaos e sistemas.

O setor da Bioquimica clinica esta dotado de equipamentos recentes, que sao alvo de
criteriosa escolha, dado tratar-se de um hospital oncoldgico em que o “follow up” dos

doentes é de extrema importancia.

3.1.  Principios de Instrumentacao

A. Espetrofotometria

A espetrofotometria é a medida de absorgao ou transmissio de radiagao
eletromagnética, por diversas moléculas, quando os seus eletroes se movimentam entre
niveis energéticos. Apos reagoes quimicas que facilitam o doseamento do analito é possivel
medir a sua absor¢ao ou emissao, por espetrofotometria, e estabelecer uma relagio com a
concentracao desses analitos nos fluidos biologicos, através dos espetros caracteristicos
entre o ultravioleta, visivel e o infravermelho.

Um espetrofotometro é um instrumento otico usado para a identificacao visual de
linhas de emissao atomica. A absorvancia da amostra é medida, e a sua concentragao é
determinada usando calculos baseados na Lei de Beer-Lambert. Nesta equagao é estabelecido
um quociente entre a luz incidente e a luz transmitida e o logaritmo deste quociente traduz
a absorvancia, sendo que a absorvancia pode ser diretamente ou inversamente proporcional

a concentracao da substancia a analisar.



A determinacao da concentragao da substancia a analisar envolve a utilizacio de uma
solugao de referéncia, solugao padrao, com diferentes concentragdes que tém ja a sua
absorvancia determinada e conhecida, a qual permite o calculo do coeficiente de extingao
molar que sera utilizado no calculo da concentragao de analito na amostra.

A espetrofotometria é muito importante em bioquimica clinica estando associada a
reagoes colorimétricas, enzimaticas e turbidimétricas ().

Equipamentos do SPC: Cobas® 6000 Analyser Series, Cobas® c311, ambos da Roche®

Diagnostics.

B. Potenciometria

A potenciometria é a técnica utilizada para a medicao da voltagem gerada pela
atividade dos ides. A potenciometria consiste na medicao do potencial gerado entre dois
elétrodos numa célula eletroquimica, sendo esta composta por 2 elétrodos (| elétrodo de
medicao e | elétrodo de referéncia), uma solugao de eletrolito (solugao da amostra) e um
dispositivo de medicao como um voltimetro.

O elétrodo de medigao destina-se a responder a alteragoes na concentragao do iao
que esta a ser medido na solugao de amostra, em que o elétrodo de medigao desenvolve um
potencial de semicélula que estd diretamente relacionado com a concentragao ou a atividade
do iao especifico. O potencial que o sensor mede é na realidade a atividade do iao na
solugao. O elétrodo de referéncia fornece um potencial fixo e inalterado a célula que servira
como comparagao com o potencial gerado pelo elétrodo de medi¢cao. Através da equagao
de Nernst é determinada a concentragao do iao da amostra em causa (2).

Equipamentos do SPC: Cobas® 6000 Analyser Series Roche® Diagnostics, Cobas®
c3l1 Roche® Diagnostics, Rapidlab®1265 Siemens, ABL 800 FLEX Radiometer®,
RapidChem™ 744 Bayer®.

C. Amperometria

A amperometria é utilizada para determinar a quantidade de uma substincia
especifica na solugao, aplicando uma tensao fixa entre dois elétrodos numa célula
eletroquimica, medindo em seguida a corrente gerada como resultado de uma reagao que
produz ou que consome eletroes, respetivamente oxidagao ou redugao.

A corrente medida é diretamente proporcional a concentragio de substincia
(oxidavel ou redutivel) presente na solugao de amostra (2).

Equipamento do SPC: Rapidlab®1265 Siemens.
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D. Refratometria — Quimica Seca

A refratometria é baseada na refragao da luz. Quando esta passa de um meio para o
outro, o feixe de luz muda a sua diregao no limite da superficie se a velocidade de
propagacao da luz no segundo meio for diferente da velocidade de propagagao da luz no
primeiro meio. A refratividade de um liquido depende do comprimento de onda incidente,
da temperatura e da natureza do meio liquido, sendo que a refratividade de uma solugao
permite o doseamento indireto da concentragao do soluto.

No aparelho utilizado no SPC todos os reagentes necessarios para a determinagao
das principais analises bioquimicas estao contidos de forma seca e estavel numa tira de
reagao onde vai ser colocado sangue total ou soro, que provoca uma alteragao de cor na
tira, sendo esta alteragao convertida posteriormente na concentragao do analito em causa.
Este equipamento nao ¢ utilizado em rotina dado ser monocanal, mas é muito importante
para confirmagao de valores que possam suscitar duvidas ao clinico, pois a obtengao de um
resultado ronda em média 150 segundos (I).

Equipamento do SPC: Reflotron®Plus Roche® Diagnostics.

3.2. Parametros Bioquimicos

3.2.1. Metabolismo dos Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono realizam multiplas fungdes. Sao constituintes dos
componentes estruturais do acido ribonucleico e do acido desoxirribonucleico e sao uma
fonte de energia para as células através da glicose (3).

A patologia mais comum consequente dos disturbios no metabolismo dos hidratos de
carbono é a diabetes mellitus, que é um conjunto de doengas onde os niveis de glicose no
sangue se encontram aumentados. Esta doenga crénica € a principal causa de doenga renal
em fase terminal, a causa mais comum de amputagoes nao-traumaticas e a principal causa de
cegueira em adultos (3).

O estudo das alteragoes no metabolismo dos hidratos de carbono é imprescindivel
na clinica. Deste modo, o doseamento da glicose e da hemoglobina glicada é de suma
importante para o diagnostico, para os testes de rotina e para a monitorizagao de diabéticos,

permitindo o controlo dos niveis glicémicos.

A. Glicose
A glicose é o principal hidrato de carbono presente no sangue periférico e a sua

oxidagao constitui a principal fonte de energia celular do organismo. A glicose proveniente
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da dieta é convertida em glicogénio sendo armazenado no figado, ou em acidos gordos
armazenados no tecido adiposo. A concentragao da glicose no sangue é mantida dentro de
limites estreitos por agao de muitas hormonas, sendo a mais importante produzida pelo
pancreas, a insulina. O doseamento da glicose é imprescindivel para o diagnostico e
monitorizagao de doengas provocadas pela alteragao desta hormona.

A diabetes mellitus é a causa mais frequente de hiperglicemia, originada por um défice
da secregao ou da agao da insulina. Varios fatores secundarios contribuem também para a
existéncia de niveis elevados de glicose no sangue. Entre estes incluem-se a pancreatite, a
disfungao da tiroide, a insuficiéncia renal e hepatopatias.

A hipoglicemia observa-se com menos frequéncia, no entanto, sao varias as doengas
que podem originar uma diminuicao dos niveis de glicose no sangue. Entre estas encontra-se
o insulinoma, o hipopituitarismo e a hipoglicemia induzida por insulina.

A determinagao da glicose também pode ser feita na urina e no liquido
cefalorraquidiano. A sua determinagao na urina serve para despiste da diabetes e como
auxiliar na avaliagdo da glicosuria, para detetar defeitos tubulares renais e no controlo da
diabetes mellitus. A determinagao de glicose no liquido cefalorraquidiano é utilizada na
avaliagado da meningite, no envolvimento neoplasico das meninges e de outras perturbagoes

neuroldgicas (3).

B. Prova de tolerancia a glicose oral

No SPC a prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) pode ser feita para diagnodstico
de hiperglicemia intermédia ou para diagnostico de diabetes gestacional.

A prova consiste no doseamento da glicose em jejum, e apos a ingestao de 75 gr de
glicose. No diagndstico de diabetes gestacional o doseamento de glicose é feito | hora e 2
horas apds a ingestao da solugao. No diagnostico de hiperglicemia intermédia o doseamento
de glicose é feito 2 horas apos a ingestao da solugao.

O diagnostico de hiperglicemia intermédia faz-se com base nos seguintes parametros:

% Anomalia da Glicemia de Jejum: glicemia em jejum 2110 e <126 mg/d|;
% Tolerincia Diminuida a Glicose: glicemia as 2h ap6s PTGO = 140 e <200 mg/dl.

Por outro lado, o diagnéstico da diabetes gestacional faz-se com base nos seguintes
valores:

% Glicemia de jejum, na |.* consulta de gravidez 292 mg/dl e <126 mg/d|;
% Se a Glicemia em jejum for <92 mg/dl, realiza-se PTGO, as 24-28 semanas de

gravidez.
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E critério para diagndstico de diabetes gestacional, apés PTGO, a confirmagio de um

ou mais valores dos indicados na tabela Il: (4)

Tabela Il - Diagnostico de Diabetes gestacional apés PTGO.

Tempo (horas) Glicémia
0 2 92 mg/dl
| 2180 mg/dI Diabetes
2 2153 mg/dl Gestacional

C. Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada (HbAlc) resulta de uma reagao nao enzimatica, lenta e
irreversivel (glicagao), entre a glicose que circula no sangue e os grupos amina livres
existentes na hemoglobina dos eritrocitos. A HbAIlc define-se como a hemoglobina
irreversivelmente glicada na porgao N-terminal da valina, em uma ou nas duas cadeias beta
da hemoglobina.

A HbAlc deve ser determinada, por rotina, em todas as pessoas com diabetes
mellitus, para controlo glicémico. Para o diagnéstico da diabetes devera privilegiar-se o valor
tradicional da glicose em jejum no plasma ou os valores da PTGO (5).

A hemoglobina glicada é um indicador de grande utilidade na clinica, pois reflete a
glicemia média nas dltimas 8 a 12 semanas, atendendo a que o tempo médio de vida dos
eritrocitos € de 120 dias, tornando-se assim um parametro eficaz no controlo da glicose no

sangue a longo prazo (6).

3.2.2. Metabolismo dos Lipidos

Os lipidos podem desempenhar diferentes papéis: funcionam como hormonas,
podem ser captados como fonte de energia, auxilam na digestio e atuam como
componentes estruturais nas células.

Além disso, os lipidos e as lipoproteinas estao intimamente envolvidos no
desenvolvimento da aterosclerose, um processo patogénico que € a causa subjacente de
doengas cardiovasculares, como o enfarte do miocardio ou doengas cerebrovasculares.

A analise laboratorial de cada uma das principais classes de lipidos e lipoproteinas

tem um significado clinico muito importante podendo determinar estes fatores de risco (7).
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A. Colesterol total

O colesterol e os triglicerideos sao os lipidos plasmaticos de maior interesse para o
diagnostico e para o tratamento dos transtornos das lipoproteinas.

O colesterol é sintetizado em muitos tipos de tecidos, mas sobretudo no figado e na
parede intestinal. Sendo que cerca de trés quartos do colesterol sao formados por sintese e
apenas um quarto tem origem na dieta alimentar. As determina¢oes do colesterol sao
utilizadas para despiste do risco aterogénico e para diagnostico e tratamento de doengas que

envolvam perturbagoes do metabolismo lipidico (8).

B. Triglicerideos

Os triglicerideos sao ésteres do glicerol-alcool tri-hidratado com 3 acidos gordos de
cadeia longa. Sao parcialmente sintetizados no figado e parcialmente ingeridos com os
alimentos.

A determinagao dos triglicerideos € utilizada no diagnoéstico e tratamento de doentes
com diabetes mellitus, nefrose, obstrucao hepatica, alteragoes do metabolismo dos lipidos e

inlmeras outras doengas endocrinas (8).

C. Colesterol LDL (Low-Density Lipoproteins)

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) derivam das lipoproteinas de muito baixa
densidade - Very Low Density Lipoproteins (VLDL) ricas em triglicerideos, através da agao de
varias enzimas lipoliticas, sintetizadas no figado. A eliminagao das LDL do plasma ocorre
sobretudo através das células do parénquima hepatico pelos recetores especificos das LDL.

Concentragoes elevadas no sangue e o aumento do seu tempo de permanéncia,
associados a um aumento da taxa de modificagao biologica, resultam na destruigao da fungao
endotelial e numa captagao superior do colesterol LDL pelas células do musculo liso nas
paredes dos vasos sanguineos. Deste modo, este tipo de colesterol é apelidado de “mau

I)!

colesterol” pois desempenha um papel fulcral na formagao e desenvolvimento da
aterosclerose e, especialmente, da esclerose coronaria.

No SPC é feito o doseamento do colesterol LDL, por um ensaio colorimétrico
enzimatico e também ¢é feito o cdlculo deste através da féormula de Friedewald:

Triglicerideos

[Colesterol LDL] = (Colesterol total-Colesterol HDL)- z

No entanto, o valor comunicado ao clinico é o colesterol LDL doseado, pois é o

valor mais exato. Este colesterol LDL é o que tem um valor preditivo clinico mais
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importante em relagao a aterosclerose coronaria. Por conseguinte, as terapéuticas que visam
a reducao lipidica tém como principal alvo a redugao do colesterol LDL, que resulta numa
melhoria da fungao endotelial e na prevencao da aterosclerose, reduzindo assim a sua

progressao (8).

D. Colesterol HDL (High-Density Lipoprotein)

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sao responsaveis pelo transporte inverso
do colesterol das células periféricas para o figado. Aqui, o colesterol é transformado em
acidos biliares que sao excretados para os intestinos através das vias biliares.

E clinicamente importante monitorizar o colesterol HDL no soro, pois existe uma
correlacao inversa entre as concentragoes séricas deste colesterol e o risco de doenca
aterosclerotica. Concentragoes elevadas de colesterol HDL sao protetoras contra as
doengas corondrias, enquanto concentragoes reduzidas deste colesterol, especialmente em
conjunto com triglicerideos elevados, aumentam o risco cardiovascular, sendo este apelidado

de “bom colesterol”, devido ao seu efeito cardioprotetor (9,10).

3.2.3. Funcao Renal

Ureia, creatinina, e acido Urico sao compostos nitrogenados removidos do corpo
pelo rim apos filtragao glomerular. Medigoes das concentragoes séricas destes metabolitos
sao comumente usadas como indicadores da fungao renal (I1).

A interpretacao adequada destes parametros bioquimicos é muito importante pois a
doenga renal é uma das principais sequelas de distirbios comuns, como a diabetes e a

hipertensao.

A. Ureia

A ureia é um composto sintetizado pelo figado a partir do amoniaco e metabolito
final do catabolismo proteico exdgeno e endogeno. A ureia é degradada nos intestinos por
acao bacteriana, pode ser excretada pelo suor, em quantidades minimas, no entanto, mais de
90% da ureia é excretada na urina. A determinagao do azoto ureico no sangue quando
utilizado em conjunto com as determinagoes séricas de creatinina, pode auxiliar no

diagnostico diferencial dos trés tipos de azotemia: pré-renal, renal e pos-renal, descritas na

tabela Il (I1).
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Tabela Il - Diferentes causas e exame laboratorial de Azotemia.

Azotemia pré-renal Azotemia Renal Azotemia pos-renal
Causas
Perfusao renal inadequada Nefrite crénica
Choque Nefrosclerose
Diminuicao do volume Necrose tubular Obstrucao aparelho urinario

sanguineo Nefrite glomerular

Exame Laboratorial

Excesso de proteinas Proteindria
Aumento do catabolismo Diminuicao da taxa de
proteico filtragdo glomerular Grande aumento da ureia em
Aumento de creatinina e Perda da capacidade de relagdo a creatinina
ureia séricas concentrar urina

- Azoto ureico/ BUN:
O Azoto ureico é determinado pela concentragao da ureia aplicada a equagao:

BUN = [Ureia]
UN= 313 mg/dL

B. Creatinina

A quantidade de creatinina produzida estd relacionado com a massa muscular. Em
condicbes normais é produzida e libertada a uma taxa constante, sendo os valores
plasmaticos mantidos dentro de valores muito estreitos. Assim a depuragao renal da
creatinina € um bom indicador da taxa de filtragao glomerular (I1).

A sua determinagao no SPC é muito importante no diagndstico e monotorizagao de
diversas doengas renais crénicas e agudas (glomerulonefrites, pielonefrites, infecao urinaria,
calculo renal, entre outras) estando intimamente ligada a patologias como obesidade,

hipertensao, diabetes, utilizagao de farmacos entre outras.

- Clearance da Creatinina

Os niveis séricos de creatinina nao sao marcadores sensiveis da fungao renal em
doenga renal croénica, pois existem caracteristicas proprias do individuo, como a massa
muscular, que podem interferir no resultado final da creatinina. Assim sendo a clearance da
creatinina tem sido mais sensivel para detegao de disfungdes renais do que a medida da
creatinina plasmatica. No entanto, esta determinagao requer uma colheita de urina

temporizada, de quatro, doze ou vinte e quatro horas (I1).
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O calculo da clearance da creatinina é determinado através da seguinte formula:

Creatinuria x Débito urinario (mL/min)

Clearance creatinina = —
Creatinémia

C. Acido Urico

O acido drico é o produto final do metabolismo das purinas no organismo humano.
As determinagoes de acido Urico no soro sao usadas no diagnostico e tratamento de
diversas perturbagoes renais e metabolicas, incluindo insuficiéncia renal, gota, subnutrigao e

de doentes a receber terapéuticas citostaticas (follow up) (11).

D. Amoénia

A amonia é gerada principalmente no trato gastrintestinal através do metabolismo
dos compostos com azoto. O excesso de amonia pode ser toxico para o sistema nervoso
central, sendo que o ciclo da ureia constitui uma forma de eliminar a amonia através da sua
metabolizagao em ureia, no figado.

Os niveis elevados de amoénia podem ser um auxilio no diagnostico de insuficiéncia
hepatica ou de encefalopatia hepatica com origem em doencas hepaticas avangadas, como ¢é

o caso da hepatite viral ou da cirrose.

E. Microalbumindria

A microalbumindria é a presenga de albumina na urina acima do nivel normal. A
albumina é uma proteina de baixo peso molecular, e quando ha lesao renal é uma das
primeiras proteinas detetadas na urina.

Considera-se existir microalbumindria quando a taxa de excregao urinaria de
albumina for superior a 20 pg/min ou 30 mg/24h e igual ou inferior a 200 pg/min ou 300
mg/24h, sendo um indicador de inicio de dano glomerular (12). Na presenga de valores
superiores a 300 mg/24h temos presente proteinuria.

As alteragoes na fungao e estrutura renais ocorrem precocemente na Diabetes,
sendo possivel, atualmente, fazer-se o diagnodstico precoce da nefropatia diabética pela

detecao da microalbuminuria.

3.2.4. Funcao Hepatica

O figado é o maior e mais complexo 6rgao do trato gastrointestinal. A sua avaliagao

pode ser feita pela determinagao de uma série de analitos no soro, conhecidos como testes
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da fungao hepatica, muitos dos quais nao sao exclusivos do figado, mas quando avaliados em

conjunto permitem um diagnodstico preciso de alteragoes da fungao hepatica.

A. Aspartato aminotransferase

As patologias do figado sao a causa mais importante do aumento das transaminases,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), no soro. A AST esta
amplamente distribuida pelos tecidos, nomeadamente pelo tecido hepatico, cardiaco,
muscular e renal, encontrando-se em niveis elevados na presenga de determinadas doencgas
envolvendo estes mesmos. No momento seguinte a um enfarte do miocardio a AST sérica
aumenta, sendo que 2 dias apos o enfarte atinge o seu valor maximo.

Os niveis séricos de AST podem também estar aumentados nas doengas

hepatobiliares como a cirrose, o carcinoma metastatico e a hepatite viral (13).

B. Alanina aminotransferase

A alanina aminotransferase encontra-se em maior quantidade no figado sendo por
isso utilizada no diagnéstico de doencas hepaticas como hepatite, cirrose, ictericia
obstrutiva, carcinoma do figado e no abuso crénico de alcool. Embora ambas as enzimas
AST e ALT fiquem elevadas quando os processos patoldgicos afetam a integridade celular
hepatica, a ALT é a enzima mais especifica do figado persistindo um aumento da sua

atividade durante mais tempo do que a atividade da AST (13).

C. Gama glutamil transferase

A gama glutamil transferase (yGT) presente no soro advém principalmente do
sistema hepatobiliar, sendo por esta razao um dos marcadores mais sensiveis no diagnostico
e monitorizacao das doencas hepatobiliares. Esta enzima também apresenta alteragao

precoce com os excessos alimentares, medicamentos e alcool (13).

D. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) esta presente na maioria dos 6rgaos do corpo, estando
localizada nas superficies celulares e membranares da mucosa do intestino delgado, nos
tubulos renais, no osso (osteoclastos), no figado (hepatocitos), na placenta e nos leucocitos.

A ALP é determinada no diagnostico e controlo de patologias hepaticas, osseas e
intestinais. Apresenta-se elevada em todas as formas de colestase, particularmente na

ictericia obstrutiva. Esta enzima também se encontra elevada na doenga de Paget,
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hiperparatiroidismo, raquitismo e osteomalacia, assim como nas fraturas e nos tumores
malignos. No entanto, é necessaria uma atengao especial, pois em criangas e adolescentes e
nas mulheres pés-menopausa € normal os valores encontrarem-se acima do normal: nas
criangas e adolescentes devido ao aumento da atividade dos osteoblastos a seguir a um

crescimento 6sseo acelerado e nas mulheres pos-menopausa devido a osteoporose (13).

E. Lactato Desidrogenase

O aumento da enzima lactato desidrogenase (LDH) pode ser observado na doenga
hepatica, mas esse aumento nao € tao sensivel como o aumento das transaminases.

A LDH esta amplamente distribuida pelos tecidos, principalmente no figado, coragao,
musculo e rim. No soro pode ser separada em cinco isoenzimas diferentes com base na sua
mobilidade eletroforética, sendo que a elevagdo da isoenzima LD5 esta associada a
metastases hepaticas.

Os niveis mais elevados de LDH observam-se em doentes com anemia
megaloblastica, enfarte do miocardio, carcinoma disseminado, leucemia e traumatismos.
Aumentos ligeiros estao relacionados com hepatite, cirrose, anemias hemoliticas, distrofia

muscular e sindrome nefrotico (13).

F. Estudo das Proteinas Plasmaticas — Proteinas Totais

As proteinas plasmaticas sao sintetizadas sobretudo no figado, mas também podem
ser sintetizadas nas células plasmaticas, ganglios linfaticos, bago e medula 6ssea. As proteinas
que integram esse conjunto sao: a albumina, as globulinas e ainda o fibrinogénio no caso do
plasma. Em diversas patologias, tanto a concentragao de proteinas totais como a
percentagem representada por fragoes individuais, podem apresentar desvios dos valores
normais.

A hipoproteinémia pode ser causada por cirrose hepatica, mas também esta presente
em outras patologias e perturbagoes, tais como a perda de sangue, queimaduras graves,
sindrome de retengao de sal e sindrome nefrotico. Por outro lado pode-se observar
hiperproteinémia em casos de desidratagao grave e no mieloma multiplo.

As determinagoes das proteinas totais sao utilizadas no diagnostico e no tratamento

de uma variedade de doengas que envolvam o figado, os rins ou a medula ossea (14).
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G. Albumina

A albumina é a proteina mais importante do organismo. Devido a sua elevada
concentragao plasmatica e ao seu baixo peso molecular é também a proteina mais abundante
no fluido extracelular. A principal fungao da albumina é a manutengao da pressao oncotica
do plasma e o transporte de uma grande variedade de substancias, tais como a bilirrubina, o
calcio, os acidos gordos, ides metalicos toxicos e um grande numero de farmacos.

O aumento da concentragao de albumina esta presente em situagoes de desidratagao
aguda e nao tem significado clinico. Por outro lado, a hipoalbuminémia tem como causa
diversos fatores: sintese comprometida devido a doenga hepatica ou em consequéncia de
uma captagao proteica reduzida, catabolismo elevado provocado por lesoes tissulares
(queimaduras graves) ou inflamagao, ma-absorgao de aminoacidos, (doenga de Crohn),
proteindria em consequéncia de sindrome nefrotico e a perda de proteinas através das fezes

(doenca neoplasica) (14,15).

3.2.5. Funcao Excretora - Derivados do Catabolismo da Hemoglobina

A. Bilirrubinas

A bilirrubina forma-se no sistema reticuloendotelial pela degradagao dos eritrocitos
envelhecidos. Durante este processo, a porgao heme da hemoglobina e de outras proteinas
que contém o heme, sao removidas e metabolizadas em bilirrubina. Essa bilirrubina recém-
formada circula no sangue ligada a albumina sérica (forma nio-conjugada). E transportada
pelo sistema porta até ao figado, onde é conjugada com o acido glucorodnico (forma
conjugada). A bilirrubina conjugada é excretada pelo figado e acumula-se na vesicula biliar.
Com a expulsao por parte da vesicula, esta bilirrubina alcanga o trato intestinal, duodeno,
sendo reduzida posteriormente no coélon, onde é metabolizada pelas bactérias da flora
intestinal. Assim é formado o urobilinogénio, que é maioritariamente oxidado no intestino
criando a urobilina, que é excretada nas fezes. Outra parte € reabsorvida no sangue e
excretada novamente na bilis, sendo que s6 uma pequena quantidade é excretada pelos rins.

Existem portanto dois tipos de bilirrubina em circulagao: a nao conjugada, também
chamada de bilirrubina indireta, e a conjugada, chamada de bilirrubina direta. As doengas que
através de processos hemoliticos produzem a bilirrubina mais rapidamente do que o figado a
consegue metabolizar, a imaturidade hepatica e outras doengas onde os mecanismos de
conjugacao estejam alterados fazem com que os niveis de bilirrubina indireta aumentem em

circulagao.
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A obstrugao do canal biliar e as lesoes da estrutura hepatocelular sao responsaveis
por aumentos em circulagao, tanto da bilirrubina direta como da bilirrubina indireta. Nas
situagoes de obstrucao do canal biliar a bilirrubina conjugada regressa ao sangue e deposita-
se na pele, nas membranas mucosas e na esclerdtica, dando origem a um sinal clinico
designado por ictericia, a excregao urinaria aumenta e a urina torna-se escura enquanto as

fezes ficam claras, devido ao aumento da bilirrubina direta no sangue (16,17,18).

3.2.6. Funcao Pancreatica

A Pancreatite é uma inflamagdo do pancreas causada por lesao das suas células
devido a ativagao de enzimas digestivas no parénquima pancredtico. As manifestagoes de
patologias pancredticas sao altamente varidveis, sendo de extrema importancia o
doseamento da Amilase e da Lipase como suporte para o diagndstico e como apoio aos

sinais clinicos.

A. Amilase
As a-amilases catalisam a hidrodlise dos hidratos de carbono poliméricos mediante

clivagem das ligagoes |,4-a-glicosidicas. Existem dois tipos de d-amilases: a de tipo
pancreatico (tipo P) e a de tipo salivar (tipo S). A de tipo P pode ser atribuida quase em
exclusivo ao pancreas e, por isso, é especifica do 6rgao. Por outro lado, a de tipo S tem
origem em varios locais, para além da saliva pode ser encontrada nas lagrimas, no suor, no
leite materno, no liquido amnidtico, nos pulmoes, nos testiculos e no epitélio das trompas
de Falépio.

As doengas pancredticas apresentam poucos sintomas clinicos especificos, sendo a
determinagao da amilase muito importante no diagndstico das doengas pancreaticas. Esta
determinagao é utilizada sobretudo no diagndstico e monitorizagdo terapéutica da
pancreatite aguda e na fase inflamatéria da pancreatite cronica. Pode ser observado uma
hiperamilasémia em casos de insuficiéncia renal (como resultado de filtragio glomerular
reduzida), bem como nos tumores dos pulmoes ou dos ovarios, inflamagao pulmonar,
doengas das glandulas salivares, cetoacidose diabética, traumatismo craniano e intervengoes
cirdrgicas.

No entanto, para confirmar a especificidade pancredtica € aconselhavel a
determinagao de outra enzima que seja especifica do pancreas, como a lipase ou a a-amilase

pancreatica (13,19,20).
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B. Lipase

O pancreas é a principal fonte de lipase sérica. A lipase pancreatica é uma
glicoproteina e nio esta presente nas glandulas salivares. E definida como uma hidrolase de
triglicerideos que catalisa a clivagem dos triglicerideos para diglicerideos, com a formacgao
subsequente de monoglicerideos e acidos gordos.

A determinagao da atividade da lipase pancredtica tem uma elevada especificidade e
resposta rapida, sendo um dos parametros mais importantes para o diagnostico diferencial
de patologias do pancreas.

Apos uma pancreatite aguda, a atividade da lipase aumenta no espago de 4 a 8 horas,
atinge um pico apos 24 horas e diminui de 8 a 14 dias (consultar Figura 1), sendo que

aumentos prolongados sugerem um mau prognostico ou um quisto pancreatico (13,20).

200 r-.' Lipose
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100 -\
50 Reference Range
Ll T R
1,000 Amylose
800 F\ (lu/L)
e e S b
208 e Figura | - Diferenca entre a atividade da
5 10 15 20 25 30 35 40 Amilase e da Lipase na Pancreatite (retirada de
DAYS TIETZ Fundamentals of Clinical Chemistry).

3.2.7. Funcao Cardiaca e Muscular

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, no diagnodstico de Enfarte Agudo do

Miocardio é necessaria a observagao de pelo menos dois dos seguintes critérios: histéria de
dor toracica, alteragoes no eletrocardiograma e/ou elevagoes dos marcadores cardiacos.

Um marcador cardiaco é definido como um teste clinico util principalmente no
Enfarte Agudo do Miocardio, sendo que a sua utilidade esta diretamente relacionada com a
sensibilidade e especificidade do teste. Para que um marcador seja clinicamente (til ele deve

ser sensivel e especifico. Deve também ser libertado rapidamente na circulagao (diagnéstico

precoce) e ai persistir por varios dias (semivida longa) (21).
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A. Creatina Cinase

A enzima creatina cinase (CK) é um dimero composto de subunidades derivadas do
musculo (M) ou do cérebro (B), sendo identificadas trés isoenzimas: MM, MB, e BB. A CK
sérica é predominantemente constituida pela isoenzima CK-MM.

Podem encontrar-se niveis séricos elevados de CK em doengas musculo-esqueléticas
como a distrofia muscular, a isquemia cerebral, doenga vascular cerebral e traumatismo
craniano. Elevagoes significativas podem ser observadas apos esforgo fisico intenso, nos pos-
operatorios e queimaduras.

A utilizagao do doseamento da CK normal em paralelo com a fragao MB da creatina
cinase (CK-MB), no diagnostico de enfarte do miocardio, é a aplicagao mais importante da

determinagao da CK em quimica clinica (21).

B. Fracao MB da Creatina Cinase

A CK-MB encontra-se principalmente no musculo do miocardio, dai ser de extrema
importancia o seu doseamento quando se suspeita de Enfarte do Miocardio, tendo esta uma
especificidade superior a da CK. Os valores de CK-MB sao geralmente detetados a partir de
4 a 6 horas apos um enfarte, atingem o seu pico entre as |12 e as 24 horas e retomam por
fim ao seu valor normal entre 42 a 72 horas (21,22). (Figura 2)

Além disso, a CK-MB tem utilidade no diagnostico precoce de reenfarte, o que é

muito frequente nos 7 a 14 dias seguintes ao enfarte.

C. Mioglobina

A mioglobina é uma proteina que se localiza no citoplasma das células do miocardio e
nas células da musculatura esquelética, nao tendo especificidade cardiaca. Tem um baixo
peso molecular e a sua localizagao no citoplasma faz com que a sua libertagao para a
circulagao ocorra logo apds a lesao do miocardio, mais rapidamente do que a CK-MB e as
troponinas. Normalmente o pico de mioglobina apés um enfarte do miocardio ocorre entre
6 a 12 horas, sendo que apos 24 horas os seus valores regressam a niveis normais. (Figura 2)

Embora a mioglobina possa oferecer alguma vantagem na detegao precoce de danos
do miocardio, torna-se limitada pela falta de especificidade. Uma vez que a concentragao
desta proteina no plasma pode aumentar nao s6 na lesio do miocardio, mas também em
lesoes do musculo-esquelético e na insuficiéncia renal, por redugao da sua clearance, que

ocorre neste orgao (21,22).
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D. Troponina l

A troponina é uma proteina estrutural que forma o complexo contratil regulador dos
musculos esquelético e cardiaco. Encontra-se ao longo do filamento espesso das miofibrilas
em conjunto com a tropomiosina. O seu complexo é constituido por trés componentes
polipeptidicos: Troponina-C, que se liga ao calcio, Troponina-l, que inibe as contragoes de
actina-miosina na auséncia de calcio e a Troponina-T, que facilita a contragao por ligagao a
tropomiosina. Isoformas de troponina C sao expressas nos musculos esquelético e
miocardico, em contraste com as troponinas | e T que estao presentes unicamente nas
células do miocardio.

Uma vez interrompido o fluxo sanguineo em qualquer ponto do miocardio, da-se a
lise das fibras musculares e aumenta a concentragao sérica dos polipeptideos que compoem
a troponina, elevando-se esta de 4 a 6 horas apos a lesao, atingindo um pico entreas |2 e |6
horas. A quebra continua do complexo das miofibrilas, provocado pela isquemia, leva a uma
elevagao prolongada da concentragao de troponina no plasma, mantendo-se assim entre 7 a
|4 dias. (Figura 2)

Por este motivo o doseamento das troponinas, no caso do SPC, da troponina |, é
atualmente o melhor marcador para o diagnéstico de Enfarte Agudo do Miocardio pois é
mais especifica e sensivel do que as enzimas cardiacas tradicionais, como a CK ou a CK-MB
(21,22,23,24).
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f,f CK-MB isoform ratio

Transaminase, total CK,
or CK-MB
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Figura 2 - Representagao da cinética dos diferentes marcadores cardiacos apoés um enfarte agudo
do miocardio. (Retirada de HENRY’S Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods, 22°Ed., 2011, p. 252).
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3.2.8. Metabolismo do Ferro

A. Ferro

O ferro é um componente essencial da hemoglobina, da mioglobina (nas células
musculares) e de certas enzimas (da maioria das células do corpo).

O ferro ingerido é essencialmente assimilado na forma de Fe** no duodeno e no
jejuno superior, no entanto para ser absorvido tem de estar na forma reduzida ou ferrosa, a
forma trivalente Fe’.

Depois de alcangar as células das mucosas, os ides de Fe* ligam-se as substincias de
transporte e antes de atravessarem para o plasma, os ides sao oxidados pela ceruloplasmina
a Fe’* e ligados a transferrina. O transporte de ides de ferro no plasma sanguineo ocorre
através dos complexos transferrina-ferro, sendo assimilado diariamente cerca de Img de
ferro e apenas é possivel o transporte de um maximo de 2 ides de Fe’* por cada molécula
de proteina.

O ferro sérico liga-se quase na totalidade a transferrina, sendo portanto esta que leva
o ferro sérico até aos locais de armazenamento e a medula ossea.

A diminuicao do ferro sérico pode dever-se a perda por hemorragia, nefrose,
caréncia dietética, infe¢coes, tumores malignos, artrite reumatoide, entre outros. As
determinagoes do ferro sao de grande importancia para o diagndstico e tratamento de
doengas como a anemia por deficiéncia de ferro, anemia microcitica, anemia macrocitica,
anemia normocitica, doengas da medula 6ssea, lesao toxica da medula éssea e nas doengas
renais cronicas.

Por outro lado as situagoes clinicas que podem provocar aumento das concentragoes
de ferro sao a anemia hemolitica, a intoxicagdo por chumbo, a necrose aguda de células

hepaticas e a hemocromatose e siderose por transfusao (16,25).

B. Capacidade Total de Fixacdao do Ferro

O ferro total do organismo humano é cerca de 3 a 3,5 g. Desta quantidade apenas
cerca de 2,5g se encontra nos eritrocitos ou nos respetivos percursores da medula ossea,
sendo que o plasma contém apenas cerca de 2,5 mg de ferro.

O ferro no plasma é transportado sob a forma de Fe™, ligado a transferrina. Em
situagoes normais apenas um ter¢o dos locais de ligagao da transferrina estio ocupados por
Fe’*. A quantidade adicional de ferro que pode ser ligada é a capacidade latente ou nio
saturada de ligagao do ferro (UIBC). A soma do ferro sérico com a UIBC representa a

capacidade total de fixagao do ferro (TIBC).
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A TIBC é portanto uma medicao da concentragao maxima de ferro que pode ser
ligado e transportado pela transferrina. A TIBC varia nas perturbagoes do metabolismo do
ferro. Na anemia por deficiéncia de ferro a TIBC encontra-se elevada e a saturagao de
transferrina baixa para 15% ou menos.

Valores baixos de ferro sérico associados a TIBC baixo sao caracteristicos de anemia
por doengas cronicas, tumores malignos e infe¢oes (16).

O TIBC é calculado através da seguinte formula:

TIBC = [Ferro Sérico] + UIBC (26)

C. % Saturacao da Transferrina
Coeficiente importante na diferenciagao dos diferentes tipos de anemia, mais Util que

a determinagao isolada do ferro, calculada da seguinte maneira:

[Ferro Sérico]

% Saturagao da Transferrina = TBC X 100 (16)

3.2.9. Metabolismo 6sseo

As principais fungoes dos ossos sao: mecanicas, de protegao e metabdlicas. O osso
humano é metabolicamente ativo e sofre um processo continuo de remodelagao ao longo da
vida. Essa remodelacao é necessaria tanto para manter a integridade estrutural do esqueleto
como para cumprir as suas fungoes de armazenamento de cilcio e fosforo. A concentragao
plasmatica de calcio, fosforo e magnésio é dependente do balango entre a deposicao e a

reabsorgao mineral ossea, absor¢ao intestinal e excregao renal (27).

A. Cilcio total

O cilcio é o 5° elemento mais abundante, e o catiao mais prevalente no organismo
humano, encontrando-se maioritariamente nos ossos sob a forma de hidroxiapatite. O
restante calcio encontra-se distribuido pelos varios tecidos e liquidos extracelulares, onde
desempenha um papel crucial em muitos processos de manutengao da vida. Entre essas
fungoes do cilcio destaca-se o seu envolvimento na coagulagdo sanguinea, na condugao
neuromuscular, na excitabilidade do musculo cardiaco e esquelético, na ativagao enzimatica e
na conservagao da integridade e permeabilidade da membrana celular.

Os niveis séricos de cilcio e, consequentemente, o teor deste mineral no organismo

sao controlados pela hormona da paratiréide (PTH), pela calcitonina e pela vitamina D.
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Aumentos da PTH ou da vitamina D siao normalmente responsaveis por
hipercalcémia. Também se pode observar niveis séricos de cdlcio aumentados no mieloma
multiplo e noutras doencgas neoplasicas.

Por outro lado, a hipocalcémia pode ser observada em casos de hipoparatiroidismo,

nefrose e pancreatite (27).

B. Calcio ionizado

O ciélcio ionizado (Ca®") é a forma fisiologicamente ativa de célcio e compreende
cerca de 45% do calcio total do plasma. O Ca®> é essencial para a contractilidade da
musculatura vascular lisa, desempenha um papel vital na fungao cardiovascular, na fungao
muscular, na funcao nervosa e na ossificagcao. Constitui também um cofator em muitas
reagoes enzimaticas e hormonais.

No SPC é de extrema importincia o doseamento do Ca** devido ao diagnostico e
seguimento de patologias da tiroide. Para além destas patologias o seu doseamento é
também importante nos desequilibrios da vitamina D, doenga renal, pancreatite, efeitos de
medicamentos, anomalias de magnésio ou fosforo, malignidade ou sarcoidose. Uma
diminuigido extrema de Ca** podera causar sintomas neuromusculares, tetania, alteragdes do

estado mental, apoplexias, arritmias e colapso cardiaco (27).

C. Fosforo

O fosforo, na forma organica e inorganica, € um elemento muito importante e esta
amplamente distribuido no organismo. Este encontra-se na sua maioria no osso sob a forma
de hidroxiapatite, no entanto pode encontrar-se também ligado a proteinas, complexado
com o sédio, célcio, magnésio e encontra-se em menor quantidade na sua forma livre.

Na maioria das células, o fésforo é organico e esta envolvido no metabolismo
intermédio dos hidratos de carbono, incorporado nos acidos nucleicos e ATP. A diminuta
quantidade de fésforo organico extracelular encontra-se quase exclusivamente sob a forma
de fosfolipidos. No sangue o fosforo encontra-se sob a forma de fosfato inorganico e de
acido fosforico organicamente ligado.

Na hiperfosfatémia, um aumento do nivel de fésforo provoca uma redugao do nivel
de calcio, sendo este mecanismo influenciado por interagoes entre a paratormona e a
vitamina D. A hiperfosfatémia pode ser provocada pelo hipoparatiroidismo, intoxicagao por
vitamina D e insuficiéncia renal associada a uma redugao da taxa de filtragcao glomerular.

A hipofosfatémia ocorre no raquitismo, hiperparatiroidismo e sindrome de Fanconi

27).
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D. Magnésio

O magnésio (Mg”") é o quarto elemento mais abundante no corpo humano e é
cofator de muitos sistemas enzimaticos, sendo que todas as reagdes enzimaticas que
dependem de ATP requerem Mg** como cofator do complexo ATP-magnésio.

Cerca de 55% estd presente nos ossos associado ao calcio e ao fosforo e no fluido
extracelular s6 se encontra uma pequena quantidade. O magnésio ingerido é absorvido no
intestino e a quantidade absorvida é inversamente proporcional a quantidade total de
magnésio ingerida. Os rins controlam eficazmente a homeostasia do magnésio através da
reabsorgao tubular, que conserva o magnésio quando a ingestao € baixa e excreta o excesso
quando a ingestao ¢ alta.

Aumentos nas concentragoes de magnésio sao observados na insuficiéncia renal
aguda e cronica, na acidose diabética aguda e desidratagao. A hipermagnesémia tem um
efeito depressor a nivel do sistema nervoso central, causando apatia e insuficiéncia
respiratoria.

A hipomagnesémia pode ser observada no alcoolismo cronico, na ma absorg¢ao, na
diarreia grave, na pancreatite aguda, na terapéutica diurética, na terapéutica com fluidos
parentéricos prolongada sem suplementagao de magnésio, em doencas renais como a
glomerulonefrite e deficiéncias da reabsor¢ao tubular. A diminuicao das concentragoes

séricas de magnésio pode ter como resultado tetania, convulsoes e arritmias cardiacas (27).

3.2.10. Equilibrio Hidro-eletrolitico

A funcio dos quatro eletrélitos principais, sodio (Na®), potassio (K*), cloro (CI) e
bicarbonato (HCO3’) é a manuten¢ao da pressao osmoética e a distribuicao da agua nos
varios compartimentos corporais.

Além da homeostase da agua, esses eletrolitos desempenham um papel importante na
manutengao do pH, na manutencao da fun¢ao cardiaca e muscular, em reagoes de oxidagao-
reducdo e como cofatores para enzimas. Deste modo, concentragoes anormais destes
eletrolitos podem ser a causa ou consequéncia de uma grande variedade de disturbios, dai a

sua avaliagao ser muito importante em quimica clinica (28).

A. Sédio
O sédio é o catido mais abundante nos espagos extracelulares e principal
determinante da regulagao osmotica extracelular, desempenhando um papel importante na

determinagao do volume de liquido corporal.
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Os rins sao os principais reguladores do sodio e, consequentemente, do volume de
agua. Existem duas hormonas reguladoras, a aldosterona e a hormona antidiurética (ADH),
que regulam a fungao renal e, por sua vez, o equilibrio de sédio.

A aldosterona estimula os rins a reabsorverem o sodio, por outro lado, a ADH
estimula os rins a reabsorverem a agua.

As concentracoes alteradas de Na® resultam de diversas condicdes clinicas, tais
como, colapso cardiaco congestivo, doenga do figado (cirrose), doenca renal, distirbios
neuropsiquidtricos (que causam uma ingestao anormal de fluidos), terapia intravenosa com
fluidos, perda excessiva de fluidos (vomitos, diarreia, insolagao), terapia com medicamentos
(diuréticos), diabetes mellitus (diurese osmética) e disfungao de hormonas como a ADH.
Uma concentragio extremamente anormal de Na* no plasma podera ser responsivel por
alteragoes do estado mental, letargia, coma, apoplexia, conduzindo a hemorragia cerebral ou

mesmo a morte (28).

B. Potassio

O potassio € o principal catiao intracelular e desempenha um papel de extrema
importancia na manutengao do potencial de membrana celular no tecido neuromuscular.

A maior parte do K* é excretada pelo rim, este é responsivel por excretar 90% do
K" ingerido, sendo o restante eliminado através das fezes.

As concentragdes elevadas de K sdo geralmente causadas por insuficiéncia ou falha
renal, reposicao excessiva de potassio e como efeito de medicamentos diuréticos que inibem
a eliminagao do potassio.

As concentragdes baixas de K sio causadas por perda gastrointestinal, insuficiéncia

dietética ou efeito de medicamentos, como a maioria dos diuréticos (28).

C. Cloro

O cloro € o principal aniao extracelular do organismo e desempenha um importante
papel na manutengao da neutralidade elétrica e na osmolalidade normal bem como participa
na regulagao do equilibrio acido-base.

Os rins sao os principais reguladores de cloro no organismo e os niveis séricos de
cloro refletem normalmente aumentos e redugdes de sodio.

A hipoclorémia deve-se a uma perda excessiva de cloro como acontece nas perdas
gastrointestinais, na cetoacidose diabética e nas doengas renais que cursam com perda de

sodio. A hiperclorémia pode resultar da acidose metabdlica, por perda excessiva de

bicarbonato (28).
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3.2.11. pH e Gases do sangue

A determinagao dos gases sanguineos desempenha um papel fundamental na detegao
de desequilibrios acido-base e na monitorizagao da terapéutica. O tratamento clinico de
distirbios respiratérios e metabodlicos depende de medigoes rapidas e precisas do pH,

dioxido de carbono (CO,) e oxigénio (O,) (28).

A. pH

O pH expressa a atividade dos ides de hidrogénio numa solugao como o logaritmo
negativo da concentragao hidrogenionica. Sendo o iao hidrogénio o elemento determinante
da acidez do sangue ou do plasma, o pH é clinicamente significativo como uma forma de se
determinar os distlrbios acido-base.

O metabolismo celular normal necessita de um ambiente exigente onde a
concentragao hidrogenionica devera ser mantida dentro de limites rigorosos, variando o
intervalo normal de pH do sangue humano entre 7,35 e 7,45. A equagao de Henderson-

Hasselbalch descreve a forma como o pH expressa a interagao do acido e da base no sangue:

base
pH =pK+ log (

écido)

A acidose (pH baixo) é causada por falha respiratoria (pCO, elevada) ou por causas
metabdlicas, como a cetoacidose, acidose lactica, uremia, diarreia grave, hipoaldosteronismo,
doenga renal tubular, efeitos de medicamentos e envenenamento por varios agentes
especificos. A alcalose (pH elevado) é causada pela hiperventilagao (pCO, baixa) ou por
causas metabodlicas, como vomitos excessivos, lavagem gastrica, efeitos de alguns

medicamentos, hiperadrenocorticismo e esgotamento de potassio (28).

B. Tensdo de Dioxido de Carbono

O didxido de carbono é produzido durante o metabolismo celular normal e é
libertado para a corrente sanguinea onde é transportado até aos rins e pulmoes para ser
excretado. O CO, é transportado pelo sangue sob a forma de bicarbonato (HCOjy), CO,
dissolvido e acido carbénico (H,CO,).

Os niveis de HCO,, H,CO, e CO, dissolvido tém um papel muito importante na
manutengao do pH do sangue sendo que a melhor forma para descrever esta relagao é

através da equagao de Henderson-Hasselbalch.
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Em conjunto, o pH e a pCO,, sao a melhor ferramenta de diagnostico para a
avaliagao da fungao respiratéria. Um aumento no valor de tensao de didoxido de carbono
(pCO,) e uma redugao no pH indica uma acidose respiratoria (o CO, é retido nos pulmoes).
Uma redugao no valor de pCO, com aumento do pH indica alcalose respiratoria (pulmoes a

expirar demasiado CO, em relagao a quantidade produzida) (28).

C. Tensao de Oxigénio

O oxigénio ¢ essencial para o metabolismo de células e tecidos no organismo, sendo
o sistema cardiopulmonar responsavel pelo transporte de oxigénio para as células. A
avaliagao da pO, reflete a capacidade dos pulmoes em fornecer oxigénio ao sangue. Em
casos de respiragao adequada ocorrem situagoes de hipéxia (O, baixo) devido a doengas
pulmonares parenquimatosas como pneumonia, asma, edema pulmonar e fibrose pulmonar
causadas por shunting pulmonar no sangue. Situagdes de tensao de oxigénio (pO,)

extremamente baixa é um estado potencialmente fatal e deve ser tratado imediatamente

(28).

D. Gasometria

Por gasometria entende-se a determinagao de gases no sangue arterial, sendo util
para a avaliagao do equilibro acido-base. Utiliza como amostra sangue arterial e no IPOCFG
as amostras sao colhidas nas enfermarias do hospital por um Médico, em seringas
heparinizadas e enviadas ao laboratério, no menor tempo possivel, sendo os doseamentos
efetuados no gasometro.

Trata-se de uma analise com uma interpretagao exigente, estando os seus resultados

relacionados com diversas patologias. Como é exemplo a tabela abaixo indicada:

Tabela IV - Alteragcées do equilibrio acido-base.

Alteraciao Caréncia primaria pH HCO:s- pCO;
Acidose Metabdlica HCO3- ¢ ¢
Alcalose Metabdlica HCO3-

Alcalose Respiratoria CO,

v

o I
Acidose Respiratéria CO, ¢ f ?

t v v
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3.3. Técnicas Manuais

No SPC siao executados os seguintes testes manuais de aglutinagio baseados numa

reagao antigénio-anticorpo:

A. Reacdo de Weil-Félix
Teste de aglutinagdo em que os antigénios febris inativos de Proteus (Proteus OX19)
aglutinam com anticorpos especificos que se desenvolvem durante algumas infe¢oes febris

como a Rickettsiose (29).

B. Reacao de Widal
Teste de aglutinagao que utiliza varias suspensoes de Salmonellas inativas, com os
antigénios somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi) de Salmonella typhi e Salmonella

paratyphi que aglutinam na presenga do anticorpo homologo quando presente nas amostras

(30).

C. Reacdao de Waaler-Rose

Os fatores reumatoides sao imunoglobulinas presentes no soro de pessoas com
poliartrite reumatoide e que aglutinam os gldbulos vermelhos de carneiro cobertos com IgG
de coelho, pois os fatores reumatoides sao auto anticorpos dirigidos contra o fragmento Fc
das IgG de humanos e animais.

A reacdo de Woaaler-Rose pesquisa o fator reumatdide por uma reagio de
aglutinagao, na presenca de fatores reumatoides de hemacias de carneiro, estabilizadas e
sensibilizadas com Yy — globulinas de coelho, contra hemacias de carneiro, isto &, como
antigénio utilizam-se as IgG de coelho que revestem globulos vermelhos de carneiro (31,

32).

D. LE Teste

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenga inflamatéria de origem autoimune,
sendo que os anticorpos mais associados com o Lupus sao os dirigidos contra a
desoxirribonucleoproteina (DNP). O LE é um teste de aglutinagao para a detegao presuntiva

de Lapus Eritematoso Sistémico no soro humano, que deteta e quantifica os anticorpos anti-

DNA de cadeia dupla (33).
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E. Teste rapido para Mononucleose Infeciosa

Teste semi-quantitativo para a dete¢ao de anticorpos heterofilos presentes na
mononucleose infeciosa. Esta envolve os tecidos reticuloendoteliais e é causada pelo virus
do Epstein Barr. O teste baseia-se na aglutinagao dos anticorpos heterofilos do doente com

as particulas de latex do reagente sensibilizado com o antigénio da mononucleose (34).

F. Brucellacapt

A brucelose humana é uma zoonose presente em reservatorios de animais
domésticos e selvagens e causada por bactérias do género Brucella. O Brucellacapt é um
teste de aglutinagao para a detecao de anticorpos aglutinantes e também anticorpos
incompletos ou nio aglutinantes. E constituido por microplacas com tiras que tém pogos
revestidos com imunoglobulinas anti-imunoglobulinas humanas, que permitem detetar os

anticorpos anti-Brucella (35).

G. Serodiagnostico da Sifilis — RPR

A infecao sifilitica causada pelo Treponema pallidum conduz ao aparecimento de
anticorpos designados por reaginas. O RPR-nosticon® é um teste de floculagio nio
treponémico macroscopico e € utilizado para detetar as reaginas. Quando estes anticorpos
sao detetados no soro ou no plasma é necessario proceder a confirmagao da Sifilis por um

método treponémico (36).
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4. Microbiologia

Uma das principais preocupagoes na area da salde ¢ a alta incidéncia de infegoes
nosocomiais, infegoes adquiridas em ambiente hospitalar, durante o internamento ou apos a
alta do doente quando este esteve hospitalizado ou foi submetido a procedimentos médicos.

Os principais agentes responsaveis por infegoes nosocomiais sao as bactérias, e em
segundo lugar os fungos. Ambos podem fazer parte da flora humana normal e em individuos
saudaveis nao traduzir risco, no entanto, podem-se tornar oportunistas e causar infe¢goes em
individuos com compromisso imunitario (37).

O setor de microbiologia do SPC esta sob a responsabilidade da Dra. Maria
Alexandre Vaz Mendes, Técnica Superior de Saude Especialista em Analises Clinicas. Este
setor processa todos os produtos bioldégicos em que se pretende uma avaliagao
microbioldgica, de acordo com o pedido do clinico. A sua grande maioria sao estudos
bacterioldgicos das mais variadas proveniéncias, em menor numeros os estudos micologicos
e apenas um numero residual de estudos parasitologicos.

Em fungao da amostra, o seu processamento sofre ligeiras alteragoes com o objetivo
final de identificar o microrganismo em causa e determinar o seu Teste de Suscetibilidade

aos Antimicrobianos (TSA), no menor tempo possivel.

4.1 Exame Macroscopico, Microscopico e Cultural de Produtos

Biologicos

A. Exame Macroscopico

Quando as amostras chegam ao laboratoério de microbiologia é importante o exame
macroscopico, uma vez que em certas amostras podem-se observar caracteristicas que
levam a sua rejeicao, como por exemplo na expetoragao em que amostras de saliva, sem
muco, nao sao representativas. Trata-se de um exame em que se visualiza e valoriza o
aspeto do produto enviado — cor, consisténcia, presenca de sangue, cheiro, etc. Este tem

grande importancia em alguns produtos como expetoragao, urina, pus, entre outros.

B. Exame Direto a Fresco
O Exame Direto a Fresco consiste na observacao direta da amostra, entre lamina e
lamela ao microscopio otico, sem fixacdo ou coloragao, permitindo a observacio de

microrganismos vivos, preservando a sua morfologia e mobilidade. Também se observam
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outras caracteristicas, como o tipo de agrupamento das bactérias, ou a presenga de outros

elementos celulares.

C. Coloracao de Gram

A coloragao pela técnica de Gram, descrita na tabela V, pode ser feita através de
esfregaco direto do produto ou a partir do resultado da cultura. Permite diferenciar as
bactérias com base na diferente composicao da parede celular, a qual é formada por um
complexo macromolecular denominado peptidoglicano e uma membrana plasmatica. As
bactérias de gram positivo tém uma parede relativamente simples, composta por uma
espessa camada de peptidoglicano, em que as moléculas se encontram ligadas por ligagoes
cruzadas, formando uma rede rigida e solida. Por outro lado, as bactérias gram negativas tém
uma quantidade mais pequena de peptidoglicano e a sua parede celular nao é tao espessa,
mas a sua estrutura € mais complexa devido a presenca de uma membrana externa,
constituida por lipoproteinas, polissacarideos e fosfolipidos.

Nas bactérias Gram positivo, o violeta de genciana penetra na parede bacteriana e,
ap6s a adigao do soluto de lugol, forma um complexo com o iodo desta solugao. Quando é
aplicado o diferenciador (alcool-acetona), os complexos formados ficam retidos no interior
da espessa camada de peptidoglicano, caracteristica das bactérias de Gram positivo. Por este
motivo nao sao facilmente descoradas e retém este primeiro corante, adquirindo uma cor
roxa.

Relativamente as bactérias de Gram negativo, com a fina camada de peptidoglicano,
os complexos de violeta de genciana e iodo sao removidos quando se aplica o diferenciador,
e adquirem a cor rosa pela retengao do segundo corante, a fucsina diluida (38).

Apos fixagao, a observagao do esfregaco ao microscopio otico permite fazer a
distingao entre bactérias Gram positivo e Gram negativo e ainda visualizar a forma das

bactérias (cocos e bacilos), bem como o tipo de agrupamento, pares, em cacho ou cadeia,

caso exista.
Tabela V - Técnica de coloragao de Gram.

Etapa Tempo
I° Corante Violeta de Genciana | minuto
Mordente Soluto de Lugol 30 segundos

Diferenciador Alcool-acetona Gota a gota até descorar
Lavar em agua corrente

2° Corante Fucsina Diluida 30 segundos

Lavar e Secar
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D. Coloracao de Kinyoun

A coloragao pela técnica de Kinyoun, descrita na tabela VI, é a coloragao usada para
observagao de Mycobacterium sp. e Nocardia sp..

Nestas bactérias a estrutura da parede celular é semelhante as bactérias Gram
positivo, mas possuem uma membrana externa constituida por acidos micolicos, que as
impermeabiliza aos corantes aquosos utilizados na coloragao de Gram. Sendo que os
corantes utilizados na coloragao de Kinyoun tém grupos fenol, o que lhes permite transpor a
membrana externa e a parede celular das micobactérias (38). As micobactérias retém o
corante, devido a esta caracteristica especifica e a sua morfologia de bacilos sao designadas

por bacilos acido-alcool resistentes (BAAR).

Tabela VI - Técnica de coloragao de Kinyoun.

Etapa Tempo
I1° Corante Carbolfucsina 4 minutos
Lavar em 4gua corrente
Descorante Acido-alcool 5 segundos
Lavar em agua corrente
2° Corante Verde-brilhante 30 segundos

Lavar e Secar

E. Meios de Cultura

Os meios de cultura podem ser liquidos, soélidos (com 1,5% de agar) ou semissolidos
(com 0,5% de agar).

Estes meios podem ser seletivos, destinados a recuperagao de microrganismos que
podem estar presentes numa amostra polimicrobiana, sendo suplementados com inibidores
que suprimem o crescimento dos microrganismos nao desejados (ex. CNA, Hektoen), nao
seletivos, os quais permitem o crescimento da maioria dos microrganismos (ex. Gelose de
sangue) ou diferenciais, que através da adicao de determinados substratos, promovem a
detecdo de caracteristicas bioquimicas importantes numa identificagao preliminar (ex.

Hektoen).

- Meios Sélidos:
e COS (Gelose Columbia suplementada com 5% sangue de carneiro)
Este meio permite o crescimento e isolamento de microrganismos nao fastidiosos e
fastidiosos, pois é altamente nutritivo e adaptado para cultura da maioria das espécies
bacterianas. O sangue de carneiro fornece o fator X (heme), o que permite a observagao da

presenca ou auséncia de hemolise e do tipo de hemolise (39).
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CNA (Gelose de sangue, Colistina e Acido Nalidixico)
O meio CNA é uma gelose de sangue com colistina e acido nalidixico e € um meio
seletivo para as bactérias de Gram positivo, pois os antibioticos presentes inibem o

crescimento das Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp. (39).

e PVX (Gelose chocolate + PolyViteX)
O meio PVX é um meio enriquecido, nao seletivo, obtido pela adicao de sangue de
carneiro aquecido a 80°C (hemolise dos eritrocitos). Esta gelose é enriquecida com os

fatores X (heme) e V (NAD) e favorece o crescimento de Neisseria spp. e Haemophilus spp.
(39).
e CLED (Cistina, Lactose, Défice em Eletrdlitos)

O meio CLED é um meio nao seletivo, diferencial e devido a composicio com
lactose e azul de bromotimol (indicador de pH), permite diferenciar os microrganismos
fermentadores dos nao fermentadores de lactose através da variacdo da cor do meio de
cultura. Sendo assim, os microrganismos fermentadores de lactose formam colonias
amarelas e o meio de cultura também se torna amarelo. Por outro lado, os microrganismos
nao fermentadores formam colonias azuis ou verdes, nao alterando a cor do meio. A
deficiéncia em eletrolitos inibe o “swarming” dos Proteus spp. (39).

e SGC2 (Gelose Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol)

O meio Saboraud é amplamente utilizado para cultura e isolamento de fungos. A
elevada concentragao de glicose proporciona uma fonte de energia para o desenvolvimento
dos fungos, enquanto a maioria das bactérias nao tolera esta condigao. O seu baixo pH é
também ideal para os fungos, sendo prejudicial para as restantes bactérias.

Por outro lado, a adigao de gentamicina inibe o crescimento de bactérias Gram
negativo e a adigao de cloranfenicol inibe o crescimento de uma gama ampla de bactérias
Gram negativo e Gram positivo. Este meio € utilizado para verificar a presenga de leveduras,

permanecendo em incubagao durante varios dias (40).

e HEK (Gelose Hektoen)
A gelose Hektoen é um meio seletivo e diferencial para o isolamento de Salmonella
spp. e Shigella spp.. Este meio tem na sua constituicao sais biliares, os quais inibem as

bactérias Gram positivo e retardam o crescimento de algumas Enterobacteriaceae. Este meio
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contém também lactose, sacarose e salicina, para diferenciagio dos microrganismos
fermentadores dos nao fermentadores de lactose através da cor das coldnias e do meio
adjacente as mesmas. A grande concentracdo de lactose permite a visualizagao de
microrganismos entéricos e minimiza o problema da fermentagao tardia da lactose (39).

e XLD (Desoxicolato-Lisina-Xilose)

O meio XLD é um meio usado para o isolamento e diferenciacio de bactérias
entéricas de Gram negativo, como Shigella e Salmonella spp, a partir de amostras de fezes.
Este meio utiliza o desoxicolato de s6dio como agente seletivo, o qual inibe o crescimento
das bactérias de Gram positivo.

A presenca de xilose permite diferenciar as espécies de Shigella, que nao fermentam
este agucar (ao contrario da grande maioria dos elementos entéricos). A lisina permite que a
Salmonella seja diferenciada dos outros elementos nao patogénicos, pois sem a presenca de
lisina as espécies de Salmonella fermentariam rapidamente a xilose. Quando estas bactérias
esgotam a fonte de xilose, utilizam a enzima lisina descarboxilase para fermentar a lisina, o
que alcaliniza novamente o meio. Este meio possui ainda tiossulfato de sodio e citrato de
amonia férrico, para permitir a visualizagao do H,S produzido, que resulta na formagao de
colénias com centros negros. A degradagao da xilose, lactose e sacarose gera produtos
acidos, que na presenga do indicador de pH vermelho de fenol provoca uma alteragao de
cor do meio de vermelho para amarelo, o que acontece na presenga de outros elementos

entéricos que nao Shigella e Salmonella (41).

fe CAM (Gelose Campylobacter)

O meio de Campylobacter € um meio seletivo para o isolamento de espécies de
Campylobacter, a partir de amostras fecais. A incorporagio no meio de agentes
antimicrobianos inibe a flora fecal normal, tais como a vancomicina que inibe muitas espécies
de Gram positivo e a anfotericina B que funciona como um agente antiftingico.

A seletividade deste meio depende, além disso, de uma incubagao a 42°C numa

atmosfera microaerofilica, durante 48 horas (42).

Y MH (Gelose Muller-Hinton)
A gelose Muller-Hinton é um meio nao seletivo usado principalmente para os estudos
de suscetibilidade aos antimicrobianos. Pode ser suplementado com 5% de sangue de

carneiro para os microrganismos mais fastidiosos (39).
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L SCS (Gelose Schaedler)

A gelose Schaedler é um meio nao seletivo usado para o isolamento de anaerobios
estritos fastidiosos e também de aerdbios fastidiosos. Contém 5% de sangue de carneiro e
fatores de crescimento necessarios para determinados anaerébios. Por outro lado contém
também o aditivo de vitamina K|, que é crucial para o crescimento de determinados
anaerobios e o cloreto de sédio, que permite a manutengao do equilibrio osmatico (40).

O tipo de microrganismos recuperados ¢ dependente do ambiente utilizado no
processo de incubagao. Para anaerobios, a incubagao deve ser feita a 37°C em condigoes de
anaerobiose, durante pelo menos 48 horas. Por outro lado, para aerdbios, a incubagao deve
ser feita a 37°C em condigoes de aerobiose, durante pelo menos 24 horas.

e L) (Léwenstein-Jensen)

O meio de L] é usado para cultura de micobactérias, nomeadamente de
Mycobacterium tuberculosis. Este meio é suplementado de forma a suportar o crescimento de
micobactérias durante um periodo de tempo longo. O glicerol e a mistura de ovo fornecem
os acidos gordos e as proteinas necessarias para o metabolismo das micobactérias. Por
outro lado, o verde malaquite inibe a maioria das bactérias contaminantes (43).

Este meio encontra-se inclinado em tubo de vidro e deve ser incubado a 37°C

durante seis semanas, sendo vigiado regularmente ao longo do tempo.

3 Sistema Mycoline

O sistema Mycoline é constituido por dois meios de cultura, inseridos num tubo, que
contém uma ldmina de cada lado, coberta com cada um dos meios de cultura. E utilizado
para cultura seletiva de leveduras, dermatodfitos ou outros fungos. Um dos lados é
constituido por Sabouraud-Gentamicina-Cloranfenicol, onde a presenca de peptonas e de
glicose favorecem o desenvolvimento dos fungos e a gentamicina inibe a maior parte das
bactérias Gram positivo e Gram negativo. O outro lado é constituido por Sabouraud-
Cloranfenicol-Actidiona, sendo que a cultura em meio com actidiona permite o isolamento

dos fungos dermatofitos. A presenga de actidiona inibe algumas espécies de leveduras.

- Meios Liquidos:
¥ Meio BHI (Brain-heart Infusion)
O meio BHI é um meio nutritivo que contém infusoes de tecido cerebral e cardiaco,

bem como peptonas, que fornecem proteinas e outros nutrientes necessarios para apoiar o
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crescimento de microrganismos fastidiosos e nao fastidiosos, incluindo bactérias anaerobias
e bactérias aerdbias. Utiliza-se geralmente como meio de enriquecimento e a adi¢cao de 5 —
0% de sangue e antibioticos como cloranfenicol e gentamicina tornam o meio seletivo para

fungos (39).

. KCS (Caldo Schaedler com vitamina K3)

O caldo Schaedler é usado para a cultura de microrganismos fastidiosos, tanto
aerobios como anaerdbios. Este caldo é o meio mais eficaz para o crescimento de bactérias
anaerobias estritas quando incubadas em atmosfera anaerdbia.

No entanto, o tipo de microrganismo recuperado deste meio depende das condi¢oes
de incubacao do mesmo em aerobiose, em anaerobiose ou em atmosfera microaerofilica,
dependendo do que se pretende (40).

W Caldo Selenito

Os meios de enriquecimento sao muito importantes para a detegao de
microrganismos patogénicos em amostras fecais, pois os microrganismos patogénicos
representam apenas uma pequena percentagem da flora presente. Este caldo é um meio de
enriquecimento que permite o isolamento de Salmonella. Tem na sua constituicao selenito
que inibe o crescimento de muitas bactérias de Gram positivo e de Gram negativo, incluindo

enterococos e coliformes e outras espécies bacterianas que estao normalmente presentes

nas fezes (40).

¥ Caldo GN

O caldo GN é um meio de enriquecimento para Enterobacteriaceae, especialmente
Shigella spp. e Salmonella spp.. Este meio tem na sua constituigao citrato e desoxicolato que
atuam como agentes seletivos e inibem o crescimento da maioria das Enterobacteriaceae, da
flora indigena habitual do intestino e de todos os tipos de bacilos formadores de esporos.
Também tem manitol na sua constituigao, o qual promove seletivamente o crescimento de
Salmonella spp. e Shigella spp., que o metabolizam.

Neste meio liquido, quando se visualiza turvacao, deve ser feita a subcultura para
meio solido entre 6 a |12 horas, pois € o tempo médio de inibigao de outras estirpes, como

Proteus spp (39).

41



3 Meio para hemoculturas

Para hemoculturas sao utilizados frascos que contém um meio liquido rico em
tripticase soja, resinas e antibioticos, para além de um sensor quimico que permite detetar
aumentos de CO2 produzido pelos microrganismos em crescimento, por método de
fluorescéncia. Apos a inoculagao do meio com a amostra de sangue do doente, o frasco é
colocado no equipamento BD Bactec™, e a detegao do crescimento bacteriano é efetuada
automaticamente (medicado do CO, produzido e modificagdes de pH, que resulta da
metabolizacao dos substratos presentes no meio, pelos microrganismos). No SPS existem
frascos de hemoculturas para aerdbios e fungos, para anaerobios e para pesquisa de
Mycobacterium tuberculosis (44). Sendo que o frasco para hemocultura incuba 7 dias para
aerobios e anaerodbios, incuba 14 dias para fungos e no caso da pesquisa de Mycobacterium

tuberculosis incuba 42 dias.

4?2 Exame Bacteriologico e Micologico de Produtos Biologicos

A. Urina

As infe¢oes do trato urinario estao entre as doengas infeciosas mais comuns na
pratica clinica sendo a amostra de urina a mais frequente no SPC.

As infegcoes do trato urinario sio divididas quanto a topografia, em superiores e
inferiores. As infe¢Ses superiores envolvem o parénquima renal (pielonefrite) ou ureteres
(ureterites), por outro lado as infegoes inferiores envolvem a bexiga (cistite), a uretra
(uretrite) e, nos homens, a prostata (prostatite) e o epididimo (epididimite) (45).

Quando ha suspeita de infecao urindria a amostra de urina é enviada ao laboratério
em contentor estéril. A sua colheita devera ser, preferencialmente, a primeira urina da
manha, colhida por miccdo de jato médio e apos a correta higienizagao com limpeza
metddica do meato uretral com gaze embebida em agua e sabao, de seguida lavar s6 com
agua esterilizada e secar. Outros métodos de colheita de urina possiveis sao: pungao de
cateter urinario, pun¢ao supra-pubica, saco coletor em criangas, e drenagem de
nefrostomia/ureterostomia, sempre seguindo as normas corretas e especificas para estas
colheitas (46).

O processamento laboratorial da amostra de urina compreende duas fases: a

Urocultura e a Sumaria de urina ou Urina tipo Il.
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- Urocultura

A urocultura consiste no exame bacterioldgico de urina para a quantificagao dos
microrganismos presentes, deve ser realizada primeiramente para evitar contaminagoes e o
tratamento da amostra deve ser feito rapidamente apds a colheita. A urina é semeada
segundo dois planos perpendiculares, em dois meios de cultura diferentes, CNA (Colistina e
Acido Nalidixico) e CLED (Cistina, Lactose, Défice em Eletrélitos), como exemplificado na
Figura 3. Para tal é utilizada uma ansa calibrada de 10 pL, sendo que as placas sao incubadas

em atmosfera de aerobiose a 37°C, entre 18 a 24 horas.

O

Figura 3 - Esquema da técnica de sementeira de urina segundo dois planos perpendiculares.

O meio CLED é um meio nao seletivo usado na anilise de urina e permite o
isolamento dos microrganismos mais frequentes de infecao urinaria. E precisamente neste
meio que se realiza a andlise quantitativa, sendo consideradas positivas as amostras que
tenham uma quantidade de colénias superior a 10° UFC (unidades formadoras de colénias) /
ml. Como a urocultura se efetuou com uma ansa de 10 pl, devem crescer em cultura pelo
menos 1000 coldnias para que esta seja considerada positiva. A amostra & considerada
negativa quando o crescimento bacteriano é inferior a 10> UFC/ml. Quando se verificar
crescimento de trés ou mais estirpes bacterianas, possivelmente devido a uma ma técnica de
colheita da urina, considera-se que a amostra € polimicrobiana e aconselha-se ao clinico uma
nova colheita de amostra de urina (46).

A partir das amostras positivas € feita a identificagao dos microrganismos em causa e

o seu respetivo TSA.
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Microrganismos mais frequentes:

Em infegdes do trato urinario superior e inferior em doentes em ambulatério: E. coli,
S. aureus e Enterococcus, Proteus spp. e N. gonorrhoeae.

Em infecao hospitalar do trato urinario: E. coli e Klebsiella pneumoniae (Imagem
llustrativa na Figura 4). Proteus spp., P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Enterococcus,

Staphylococcus coagulase negativa e Candida spp..

Figura 4 - Microrganismos isolados de amostras de urina A - Escherichia coli em CLED; B - Klebsiella
pneumoniae em CLED (Fotos SPC-IPOCFG).

- Sumaria de urina ou Urina tipo Il

A sumiaria de urina consiste na avaliagio semi-quantitativa de determinados
parametros bioquimicos na amostra de urina e na visualizagdo ao microscépio otico do
sedimento urinario. Esta realiza-se recorrendo a tiras impregnadas de reagentes especificos
para avaliacao de densidade relativa, pH, leucécitos, nitritos, proteinas, glicose, corpos
cetonicos, urobilinogénio, bilirrubina e sangue na urina.

A amostra é colocada num tubo, nela é mergulhada rapidamente uma tira de
reagente e colocada no equipamento Cobas u4l |. Pela avaliagio do aspeto macroscopico da
amostra (cor e turvagao) e através de reagoes quimicas com base na alteracao de cor nos
campos correspondentes aos diferentes parametros bioquimicos, assim nos é dado o
resultado dos parametros avaliados.

Apos a centrifugagdo da urina a 1500 rpm durante |0 minutos é observado o
sedimento urinario ao microscépio o6tico, entre lamina e lamela. Neste exame é observada a

presenga ou auséncia de eritrocitos, leucocitos, células epiteliais, cilindros e cristais.
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B. Sangue

O sangue é um produto biologico estéril, logo o isolamento de um microrganismo a
partir de uma amostra de sangue é, geralmente, considerado como o agente etiologico da
infecdo. A invasao do sangue por microrganismos pode ocorrer por um dos seguintes
mecanismos: penetragao a partir de um foco primario de infegao, através dos vasos linfaticos
e dai até ao sangue ou através da entrada direta dos microrganismos na corrente sanguinea
por agulhas e outros dispositivos vasculares, como cateteres (47).

Para a colheita desta amostra é necessario ter um cuidado redobrado para minimizar
as contaminagoes. Antes da colheita, o local da pungao deve ser desinfetado com solugao
antisséptica, de modo circular, e do interior para a periferia, de modo a minimizar a
probabilidade de infecao. A colheita de sangue para hemocultura deve ser efetuada em
cateter venoso central, quando presente, e por venopungao, sendo que quando sao
realizadas hemoculturas sequenciais, devem efetuar-se em diferentes veias periféricas para
aumentar a probabilidade de detetar o microrganismo presente (44). Devem inocular-se os
frascos de hemoculturas com 8 — 10 ml de sangue para pesquisa de aerdbios e fungos, 5 — 7
ml para pesquisa de anaerobios e com | — 5 ml para pesquisa de Mycobacterium tuberculosis.

De seguida, as hemoculturas sao colocadas no sistema automatizado, BD Bactec™
9050 Blood Culture System. Nao havendo crescimento, as amostras sao dadas como negativas,
apo6s o término do tempo correspondente.

Quando ha detegao de crescimento bacteriano, o sistema alerta que a hemocultura é
positiva e é feito um esfregaco, corado por Gram e observado ao microscopio, e uma
repicagem para Gelose COS, que é incubada a 37°C, durante 24 a 48 horas, com o objetivo
final de se proceder a identificagdo do microrganismo em causa e a realizagao do seu
respetivo TSA.

Microrganismos mais frequentes:

Destaca-se a prevaléncia de S. aureus e de E. coli, no entanto os Staphylococcus
coagulase negativos tém aumentado a sua incidéncia, o que pode causar dificuldade na
interpretacao dos resultados, pois a grande percentagem destes isolamentos podem
representar contaminagao ao invés de uma bacteriémia verdadeira.

P. aeroginosa, enterobactérias, bem como S. pneumoniae e a Candida albicans, também

podem ser responsaveis por bacteriémia e candidémia, respetivamente (47).
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C. Secrecoes Respiratorias

Quando ha suspeita de infecao do trato respiratorio inferior, devem ser colhidas,
para contentor estéril, diferentes amostras tais como expetoracao, lavados ou aspirados
bronquicos e outras secregoes respiratorias. A amostra mais comum no SPC é a
expetoragao e se possivel devera ser a primeira da manha, colhida através de tosse
profunda, sendo de desprezar amostras de saliva. Devem ser colhidas trés amostras em dias
consecutivos, pois a emissao de alguns microrganismos nao € continua.

Depois de selecionada uma porgao purulenta da amostra, esta é observada ao
microscopio apos coloragao de Gram, sendo que devem ser observados pelo menos 10
campos, na objetiva de 10x. O objetivo ¢ avaliar a qualidade da amostra, se é uma verdadeira
expetoragao, tendo em conta a relagao entre a presenca de células epiteliais pavimentosas
(da orofaringe) e de leucocitos. Esta decisao é baseada nos critérios de Murray-VWashington,
indicados na tabela VII.

Segundo estes critérios, as amostras englobadas nos grupos 4 e 5, da tabela abaixo
indicada, sao de boa qualidade para o exame bacteriologico. Caso a amostra nao se encontre
nestes dois grupos, considera-se que ocorreu contaminagao com secrecoes da orofaringe

(saliva), logo esta deve ser rejeitada e recomenda-se nova colheita.

Tabela VII - Tabela de Murray e Washington (48).

Células Epiteliais / Campo Leucdcitos / Campo
Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10 -25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

Para além do referido, o Gram também ¢é importante para avaliar se existe
predominio de algum microrganismo, tendo em conta a morfologia (cocos ou bacilos) e se
sao Gram negativo ou Gram positivo. Esta pesquisa deve ser feita com a objetiva de 50x,
com 6leo de imersao (48).

Paralelamente procede-se a inoculagao da parte purulenta do produto pela técnica de
esgotamento do produto a superficie do meio solido, em 3 meios de cultura distintos: COS,
PVX e SGC2 (Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol), incubados em aerobiose, a
37°C, durante 24 horas.

Microrganismos mais frequentes: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, P. aeruginosa, Acinetobacter baumanii, enterobactérias como Klebsiella spp., E. coli,

Enterobacter spp. e cocos Gram positivo, principalmente Staphylococcus aureus (49).
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D. Exsudatos

- Exsudatos Purulentos

No SPC os exsudatos mais frequentes sao os de feridas.

Nos exsudatos de lesdes abertas, este deve ser colhido em zaragatoa e enviado ao
laboratério em meio de transporte (Stuart ou Amies), sendo que estes meios de transporte
preservam a flora bacteriana o que permite, assim, a sua cultura. Nos exsudatos de lesoes
fechadas deve ser evitada ao maximo a contaminagao com a flora extrinseca, a colheita deve
ser feita por punc¢ao e aspiragao com agulha e seringa, sendo enviada a propria seringa ao
laboratério (48).

Nos exsudatos purulentos, que chegam ao laboratorio em zaragatoa, é feito um
esfregaco corado pela técnica de Gram e inoculados os meios COS, PVX e SGC2
(Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol), incubados em aerobiose a 37°C, durante 24
horas, com o objetivo final de se proceder a identificagio do microrganismo em causa e a
realizagao do seu respetivo TSA.

Nos exsudatos em que a amostra é colhida e transportada em condigdoes de
anaerobiose esta ¢ inoculada em meio liquido KCS (Caldo Schaedler com vitamina K3) e
incubado a 37°C, durante I8 a 24 horas, em aerobiose. Também sao inoculados os meios
COS, PVX e SGC2 (Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol), em aerobiose, e SCS
(gelose Schaedler com 5% de sangue de carneiro), em anaerobiose, incubados a 37°C,
durante 24 a 48 horas. Apos este tempo compara-se o crescimento bacteriano nas placas
em aerobiose e em anaerobiose.

Quando o meio KCS fica turvo, provocado pelo crescimento bacteriano, procede-se
a preparagao de um esfregago corado pela coloragao de Gram e repica-se para COS e SCS
(incubados em aerobiose e anaerobiose, respetivamente).

No SPC as atmosferas seletivas sao obtidas a partir do sistema GENbag, que é
composto por um envelope estanque de plastico flexivel e transparente, que permite obter,
com a utilizagao de um gerador, uma atmosfera adaptada a cultura das bactérias anaerobias,
microaerofilas e capndfilas (exigentes em CO,).

Microrganismos mais frequentes: Em exsudatos de feridas, os agentes isolados
com maior frequéncia sao as Enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp., Streptococcus spp. beta-hemolitico. Podemos também encontrar Neisseria

gonorrhoeae e Neisseria meningitidis em lesOes cutaneas associadas a infe¢oes sistémicas (48).
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- Exsudatos Vaginais

A inoculagao deste tipo de amostra é realizada nos mesmos meios de cultura dos
restantes exsudatos de zaragatoa, no entanto compreende duas etapas muito importantes: o
exame direto a fresco e a coloracao de Gram.

No exame direto a fresco, para observacao entre lamina e lamela, coloca-se uma gota
de NaCl (0,9%), e mistura-se um pouco da amostra para observar ao microscopio, na
objetiva de 40x. Neste exame pesquisam-se elementos leveduriformes e Trichomonas
vaginalis.

No esfregago corado pela técnica de Gram, para além de descrever a flora bacteriana
presente, deve-se procurar Clue Cells, células epiteliais revestidas de cocobacilos de Gram

variavel, caracteristicas de infecao por Gardnerella vaginalis ou Mobilluncus sp (50).

E. Ganglios e produtos resultantes de Biopsias

Este tipo de amostras é colhido nas enfermarias e enviado ao SPC em contentor
estéril. Quando estas amostras sao de grandes dimensoes sao previamente maceradas, antes
de serem colocadas em meio BHI, o que permite o crescimento de todos os
microrganismos. Semeia-se também parte do produto macerado em COS e PVX e sao
incubados em condicoes de aerobiose, a 37°C, durante 24 a 48 horas.

Se houver crescimento bacteriano, o meio fica turvo e, entao, efetua-se um esfregago
para corar por Gram e o meio é repicado para COS, de modo a que se possa proceder a

identificacao do microrganismo em causa e a realizagao do seu respetivo TSA (48).

F. Pontas de Cateter

A analise de pontas de cateter € muito importante em doentes com cateter central e
com suspeita de bacteriémia comprovada ou nao pelas hemoculturas. O cateter deve ser
removido nestas situagoes e enviado ao laboratério com o objetivo final de avaliar a
possibilidade de este ser o responsavel pelo quadro de bacteriémia.

Devem ser colhidos, assepticamente, 5 cm da ponta do cateter, colocados num
recipiente estéril e seco e enviados ao laboratorio. Com uma pinga esterilizada remove-se a
ponta do cateter e coloca-se na superficie de uma gelose COS, sendo que a sementeira €
feita por rolamento do cateter na superficie do meio de cultura e é incubado a 37°C,
durante 18 a 24 horas. Se houver desenvolvimento> |5 coldnias, o microrganismo deve-se

valorizar e identificar (48).
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Apos o rolamento da ponta do cateter, esta é colocada em meio liquido KCS (Caldo
Schaedler com vitamina K3), que permite o crescimento dos microrganismos que possam
existir no interior do cateter. Este meio € incubado a 37°C, durante I8 a 24 horas, em
aerobiose, sendo que, se se verificar crescimento, é repicado para COS e colocado em
atmosfera de CO,.

No final da identificagao dos isolamentos obtidos das culturas, a partir do rolamento
da ponta do cateter e do meio liquido, é possivel comparar se o microrganismo existente no
interior do cateter € o mesmo que existe no exterior e deve-se correlacionar estes
isolamentos com o resultado da hemocultura concomitante (48).

Microrganismos mais frequentes: Estirpes com grande probabilidade de serem
agentes patogénicos, independentemente do numero presente: Staphylococcus aureus,
Streptococcus beta-hemolitico do Grupo A de Lancefield, Pseudomonas aeruginosa.

Agentes possivelmente “contaminantes” da pele: (Geralmente nao responsaveis por
infecdo, exceto nos doentes imunodeprimidos que se podem tornar oportunistas):

Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus viridans, Bacillus spp. (48).

G. Fezes

As infecoes do trato gastrointestinal tém uma alta incidéncia na populagao em geral,
sendo que a presenca de sinais clinicos e o tipo de diarreia devem orientar na pesquisa do
agente etiologico.

A coprocultura consiste na pesquisa de Salmonella sp., Shigella sp. e Campylobacter sp..
Se requisitado pelo clinico, e se a amostra for fezes pseudomenbranosas, pesquisa-se
também a presenca da toxina de Clostridium difficile. As amostras devem ser recolhidas em 3

dias consecutivos e enviadas ao laboratorio em contentor estéril, sem refrigeragao.

- Coprocultura

Na coprocultura sao inoculados os meios seletivos, Hektoen e XLD, e os meios de
enriquecimento, caldo Selenito e caldo GN. Sendo incubados a 37°C, os meios de cultura
seletivos durante 18 a 24 horas e os meios de enriquecimento durante 12 horas.

Apods |2 horas de incubagao dos meios de enriquecimento, devem-se efetuar
subculturas para meio de Hektoen e, eventualmente, para outros meios seletivos, como por
exemplo o XLD.

A presencga de Salmonella sp. e Shigella sp. é avaliada em paralelo, sendo que os meios

Hektoen e XLD permitem o isolamento seletivo destas espécies pela observagao da
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fermentagao da lactose, pois tanto a Salmonella sp. como Shigella sp. nao sao fermentadoras
da lactose. Estes meios permitem ainda avaliar a formacao de H,S, uma vez que as bactérias
produtoras deste gas formam coldnias de centro negro. A Salmonella sp. é produtora de H,S,
ao contrario da Shigella sp., que nao é produtora de H,S (51).

Das colonias nao fermentadoras de lactose com ou sem produgao de H2S, procede-
se a identificagao do microrganismo e a determinagao do seu respetivo TSA.

Para a pesquisa de Campylobacter sp. é utilizado um teste imunocromatografico
rapido, que deteta qualitativamente os antigénios de Campylobacter. O kit utilizado é o
RIDA®Quick Campylobacter, em que a amostra de fezes é previamente homogeneizada com os
reagentes que possuem anticorpos especificos contra Campylobacter. A cassete € inoculada e,
apo6s incubacao, os antigénios bacterianos sao detetados na zona T da cassete. Na zona C
detetam-se os anticorpos presentes nos reagentes, pois funciona como banda de controlo.
O teste é considerado positivo se a zona T e C apresentarem uma banda corada na leitura
da cassete. E considerado negativo se apenas a zona C apresentar uma banda. No caso de
nao se visualizar nenhuma banda na zona C, o teste é considerado invalido,
independentemente do que se verificar na zona T.

Quando o teste imunocromatografico € positivo, é feita uma inoculagao da amostra
de fezes em CAM (Gelose Campylobacter), incubado a 37°C, durante 72 horas, em

atmosfera microaerofilica.

- Pesquisa da toxina de Clostridium difficile

A pesquisa da enzima GDH, que é especifica de Clostridium difficile, é feita por
imunocromatografia através do Kit RIDA®Quick Clostridium difficile.

A amostra de fezes € previamente homogeneizada com os reagentes que possuem
anticorpos especificos contra a GDH de Clostridium difficile. A cassete depois de inoculada
deve ser lida e o seu resultado deve ser interpretado de forma idéntica a descrita para a

pesquisa de Campylobacter sp..

- Pesquisa da toxina B de Clostridium diffiicile

Quando o teste imunocromatografico € positivo, deve-se confirmar a presenga de
Clostridium difficile, no GeneXpert®, por uma reacio em cadeia da polimerase (PCR)
automatica em tempo real. Sao detetadas uma delecao rapida de C. difficile tcdB (gene de
toxina B), cdt (gene de toxina binaria) e a delegao de um nucledtido na posicao |17 do gene

tcdC. Se este teste for positivo significa que a estirpe detetada por imunocromatografia é
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produtora de uma destas toxinas, por outro lado se for negativo apenas nos indica que,
apesar de existir Clostridium difficile na nossa amostra, este nao produz nenhuma das toxinas

descritas.

H. Outros Fluidos Biologicos

Os principais liquidos biolégicos recebidos no SPC sao o liquido pleural, o peritoneal,
o pericardico, o sinovial e o Liquido Cefalorraquidiano (LCR).

Os liquidos das serosas, como o liquido pleural, peritoneal, pericardico e sinovial, sao
normalmente estéreis e qualquer microrganismo encontrado deve ser investigado tendo em
conta o estado clinico do doente e o microrganismo isolado. Inicialmente, a partir do liquido
biologico das serosas, é feito um esfregaco corado pela técnica de Gram e semeado em
COS, PVX, SGC2 (Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol) e meio liquido KCS (Caldo
Schaedler com vitamina K3) que sao incubados em aerobiose, a 37°C, durante 24 horas. Se a
amostra for colhida e transportada em condi¢oes de anaerobiose, é semeada em meio
liquido KCS (Caldo Schaedler com vitamina K3) e incubado a 37°C, durante 18 a 24 horas
(52). Ambos os procedimentos com o objetivo final de se proceder a identificagio do
microrganismo em causa, caso esteja presente, e a realizagao do seu respetivo TSA.

A colheita do LCR ¢ feita por pungao lombar e o diagnostico laboratorial deste
liquido é uma urgéncia que requer processamento imediato do produto para determinar o
seu agente etiologico. Como a colheita é invasiva, o processamento da amostra deve ser
feito tendo em conta a quantidade de produto.

Inicialmente o LCR é centrifugado durante 10 minutos a 1500 rpm, sendo feito
primeiramente um esfregaco do sedimento corado por Gram, em que qualquer resultado
positivo deve ser comunicado imediatamente ao clinico. Para além disso, a partir do
sedimento, deve ser inoculado um meio liquido BHI e, pela técnica de inundagao, devem ser
inoculados os meios COS e PVX que incubam a 37°C em atmosfera de 5% CO2 até as 72
horas, observando diariamente as placas. Deve ser feita a passagem do meio liquido de
enriquecimento para COS e PVX as 24 e/ou 48 horas (52).

Microrganismos mais frequentes: Em recém-nascidos: Escherichia coli,
Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes;

Em adultos: S. pneumoniae, N. meningitidis;

Em doentes imunodeprimidos: Cryptococcus neoformans (52).
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4.3 Exame Micolodgico

No SPC quando chega um produto com o pedido pelo médico requisitante de exame
micoldgico, este é inoculado por definigdo no meio SGC2 (Sabouraud com Gentamicina e
Cloranfenicol), meio seletivo para a pesquisa de fungos e leveduras. Tratando-se de amostras
suscetiveis de pesquisa de fungos dermatofitos, tais como raspados de pele ou unhas,

processa-se a sementeira no Sistema Mycoline.

44 Exame Micobacteriologico

Este exame consiste na pesquisa de micobactérias, bacilos acido élcool-resistentes
(BAAR), sendo realizado em todas as amostras em que ¢ feito o pedido pelo clinico.

Nestas amostras € preparado, a par com a inoculagao das placas e o Gram, um
esfregago para ser corado pela técnica de coloragao de Kinyoun.

Antes de as amostras serem processadas para exame micobacteriologico, sofrem um
processo de descontaminagao, liquefagao, concentracao e homogeneizagao, pois os BAAR
existem em pequena quantidade nas amostras, além disso estas podem estar contaminadas
com muco ou com microrganismos comensais. Para este processo é utilizado o Kit BD BBL

MycoPrep.

- Descontaminacao e Liquefacao

O reagente principal é constituido por NaOH, N-acetil-L-cisteina e citrato de sodio.
O NaOH ¢ utilizado como descontaminante, inativando a flora comensal e como mucolitico.
A N-acetil-L-cisteina é também utilizada como agente mucolitico e ¢ utilizada para diminuir a
atuacao do NaOH, impedindo a sua agao sobre os BAAR. O citrato de sodio € utilizado para
ligar os ioes de metais pesados que possam existir na amostra e que possam inativar a N-
acetil-L-cisteina. Posteriormente é adicionado o tampao fosfato, que diminui a atividade da
solu¢ao N-acetil-L-cisteina - NaOH e baixa a gravidade especifica da amostra, antes das

micobactérias serem recuperadas por centrifugacao (53).

- Concentracao e Homogeneizacao

A amostra é centrifugada a 3000 rpm, durante 20 minutos. Caso existam BAAR na
amostra ficarao concentrados no sedimento.

A partir da amostra homogeneizada, é feito um esfregaco corado pela técnica de
Kinyoun e uma sementeira em meio de Lowenstein-Jensen, sendo este mantido com a tampa

do frasco ligeiramente desenroscada para permitir a entrada de oxigénio, o qual incuba a
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37°C durante 42 dias, com visualizagao semanal. Caso se verifique crescimento de coldnias
suspeitas, ¢ efetuado um esfregaco da coldnia, corado pela coloragao de Kinyoun.
Verificando-se que a colodnia suspeita corresponde a um BAAR, o meio de cultura em causa
deve ser enviado para o laboratério do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra para

identificagao.

4.5 Identificacio de Microrganismos e Teste de Suscetibilidade a

Antimicrobianos

Quando se obtém microrganismos isolados, a partir da sementeira dos produtos
biologicos, estes devem ser identificados e determinados os TSA, de forma paralela e
automatica no VITEK®. No entanto, até esta identificacio automatica sio necessarios
procedimentos manuais, os quais ajudam a tragar uma linha orientadora para a correta

escolha da carta do microrganismo a identificar.

45.1 Provas de |ldentificacao

O aspeto macroscopico das coldnias, como a cor, forma, bordos da colonia, tamanho
e a produgao de pigmento sao aspetos importantes que se podem observar nas coldnias e
que nos permitem fazer uma analise preliminar presuntiva. No entanto, existem
microrganismos em que a sua identificagao presuntiva nao é possivel, sendo necessaria a
realizagao de algumas provas bioquimicas e a visualizagao de caracteristicas como o tipo de

hemolise.

A. Tipos de Hemalise

Em gelose de sangue diferentes bactérias tém diferentes capacidades de lisar os
globulos vermelhos, apresentando caracteristicas diferentes nesta gelose. Na figura 5 estao
representados os diferentes tipos de hemolise.

- Microrganismos a-hemoliticos: hemodlise parcial dos globulos vermelhos,
formando uma zona cinzenta ou esverdeada ao redor da coldnia.

- Microrganismos B-hemoliticos: hemodlise completa dos globulos vermelhos,
formando uma zona transparente ao redor da colénia.

- Microrganismos y-hemoliticos: auséncia de hemolise, nao se forma halo ao

redor das colonias (39).
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Figura 5 - Tipos de Hemolise a - Microrganismo a-hemolitico; B - Microrganismo B-hemolitico; y -
Microrganismo y-hemolitico (Fotos SPC-IPOCFG).

B. Teste de aglutinacao em latex para Streptococcus

O teste utilizado no SPC é o Pastorex Strep®, este é constituido por testes rapidos e
sensiveis de aglutinagdo que fornecem a identificagdo de Streptococcus B-hemoliticos
pertencentes aos grupos de Lancefield A, B, C, D, F e G. Os Streptococcus [3-hemoliticos
possuem antigénios especificos na sua parede celular, sendo a sua presenga demonstrada
usando um reagente com particulas de latex revestidas com anticorpos homélogos, que em
contacto com uma colénia do microrganismo a testar e caso se verifique a presenca do
antigénio especifico, ocorre aglutinagao e o teste é considerado positivo para o grupo em

causa (54).

C. Teste da Catalase

Permite detetar a presenca da enzima catalase distinguindo Staphylococcus sp. (catalase
positiva) de Streptococcus sp. (catalase negativa).

Com a ponta de uma pipeta de Pasteur ou com um palito, transfere-se uma colénia
em estudo para uma lamina de vidro, de seguida adiciona-se uma gota de peroxido de
hidrogénio. A enzima catalase decompoe o peroxido de hidrogénio em dagua e oxigénio,

observando-se a formagao de bolhas de ar (reagao positiva) (39).
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D. Teste da Coagulase

A coagulase é uma enzima termoestavel produzida principalmente por estirpes de S.
aureus.

Num tubo com 0,5 ml de plasma de coelho inocula-se uma colénia isolada da cultura
em estudo e incuba-se a 37° C. Ao fim de 4 horas de incubagao e sem agitar o tubo, verifica-

se se existe formagao de codgulo, caso se forme o coagulo a reagao é positiva (39).

E. Teste da Oxidase

Este teste é utilizado para detetar a presencga da enzima citocromo-oxidase, que atua
como elo final na cadeia de respiragio aerdbia, transferindo eletrées para o oxigénio. E
utilizado para diferenciar enterobactérias (oxidase negativa) de outros bacilos Gram negativo
(oxidase positiva).

Utilizam-se tiras comerciais ou um papel de filtro onde se colocam algumas gotas do
reagente tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloreto. Com uma ansa (nao metalica) retira-se
uma coldnia a testar e coloca-se sobre o papel. As colonias com bactérias que contenham a

atividade da enzima citocromo-oxidase desenvolvem uma cor azul-roxo escura em cerca de

10 segundos (39).

F. Teste da Urease

Este teste deteta a presenca de urease e é importante para diferenciar a Salmonella
sp. e Shigella sp., que sao urease negativa, de bactérias como o Proteus sp. que sao urease
positiva.

Inocula-se uma coldénia do microrganismo a testar em meio de ureia, que incuba a
37°C, durante 18 a 24 horas. Se a urease estiver presente, degrada a ureia existente no meio
com a consequente formagao de amoénia. O meio torna-se alcalino, havendo alteragao de cor

de amarelo para rosa-vermelho (39).

G. Teste de suscetibilidade a Optoquina

Este teste avalia a sensibilidade dos microrganismos a atividade da optoquina. A
optoquina € uma substancia que inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae,
provocando um halo de inibicao da cultura em placa (sensivel) e permite distingui-lo de
outras espécies de Streptococcus que sao resistentes a optoquina.

Prepara-se uma suspensao de densidade 0,5 MacFarland a partir do microrganismo

que se pretende identificar e, pela técnica de sementeira em toalha, inocula-se uma gelose de
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sangue. Com uma ansa esterilizada coloca-se o disco de optoquina no centro da area
inoculada e incuba-se a 37°C, durante 18 a 24 horas, em CO,. Apos a incubagao, a presenga
de um halo sem crescimento bacteriano =19 mm ao redor do disco identifica o

microrganismo como Streptococcus pneumoniae (39).

H. Teste de suscetibilidade a Bacitracina

Este teste avalia a sensibilidade dos microrganismos 4 atividade da bacitracina. E um
teste de diagnodstico presuntivo para Streptococcus B hemoliticos, que sido resistentes a
bacitracina, ao invés de Streptococcus pyogenes que sao sensiveis.

O teste executa-se de forma semelhante ao teste da optoquina, colocando-se o disco
de bacitracina no centro da area inoculada e incuba a 37°C, durante 18 a 24 horas. Apés a
incubacao, a auséncia de halo de inibigdo é interpretada de forma presuntiva como

Streptococcus pyogenes (39).

Com base nas caracteristicas das coldnias e através das provas de identificagao,
seleciona-se uma de 5 cartas de identificagao automatica disponiveis no SPC, consoante o
grupo em que o microrganismo em causa se insere, como exemplificado na tabela VIII.

Para a realizagao da identificagao, em paralelo com o TSA, é necessario preparar uma
suspensao em 3 ml de solucdo salina com colénias do microrganismo na turvagao

correspondente, descrita na tabela VIII, segundo a escala de McFarland.

4.5.2 Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

A selecao das cartas a usar para o TSA é feita com base nas caracteristicas dos
microrganismos desenvolvidos em cultura.

Deve-se também preparar uma suspensao que deve ser bem homogeneizada. Com
uma pipeta de Pasteur esterilizada deve-se colocar uma gota da suspensao para ser semeada,
em meio COS (para a identificagio de bactérias Gram positivo), em meio CLED (para
identificacao de bactérias Gram negativo) ou em SGC2 (para identificagao de leveduras).
Este procedimento funciona como um controlo ID e tem como objetivo avaliar a pureza da
suspensao utilizada na identificagdo do microrganismo. As cartas de identificacao e TSA sao
entao mergulhadas nas suspensoes correspondentes e efetuada a sua determinagao no
VITEK®.

Na tabela VIII esta descrita qual a carta ID que se deve utilizar para os diferentes

microrganismos, bem como o respetivo TSA e a turvagao padronizada que a suspensao
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devera ter. Nao existem cartas de TSA para os microrganismos descritos na tabela VIII, com
as cartas ANC e NH. O controlo ID destes microrganismos é efetuado a partir da
suspensao preparada para a identificagao, em PVX para a carta NH e em SCS para a carta

ANC, incubada em anaerobiose.

Tabela VI - Cartas de ldentificagao, turvagao utilizada para preparagao de suspensao e Cartas de

TSA.
Carta ID Turvacdo Microrganismo/Caracteristica TSA
McFarland
- Staphylococcus ATB 648
GP 0.6 — 0.63 Position Streptococcus. ATB 586/ST 03
ositivos
Enterococcus ATB 586
Enterobacteriaceaes ATB 355
GN 0.6 —0.63 Gram
Negativos Oxidase positiva ATB 354
YST 1.8 -2.20 Leveduras YST 08
ANC 2.70 - 3.30 " Corynebacterium
icrorganismos anaerobios
Neisseria
NH 2.70 - 3.30 Haemophilus

Microrganismos fastidiosos

O VITEK® indica-nos a espécie a que pertence o microrganismo, bem como se ele é
sensivel ou resistente aos diferentes antibioticos testados, de acordo com as normas

EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

46 Testes de Biologia Molecular

No SPC os testes de Biologia Molecular sao realizados no sistema do GeneXpert® da
Cepheid. Sao testes qualitativos ou semi-quantitativos de diagnostico e utilizam reagao em

cadeia da polimerase em tempo real. Os diferentes ensaios estao descritos na tabela IX.
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Ensaio

Xpert C.
difficile
BT

Xpert
MTB/RIF

Xpert
MRSA/
SA

Xpert
MRSA
NxG

Xpert
Carba-R
Assay

Tabela IX - Testes de Biologia Molecular do GeneXpert®.

Detecao

Acido
Desoxirribonucleico
(ADN) de Clostridium
difficile

ADN de
Mycobacterium
tuberculosis

ADN de MRSA/
Staphylococcus aureus

ADN de MRSA

Detecio e
diferenciacao das
sequéncias dos genes:
blakpc, blanpm, blavim,
blaoxa-4s, blaimp-|

C. difficile tcdB (gene
de toxina B)
Cdt (gene de toxina
binaria)
Delecao de um
nucleotido na posigao
117 do gene tcdC

Mutagoes do gene
rpoB, associadas a
resisténcia a
rifampicina

Detecao dos genes
associados a nao
suscetibilidade a

carbapenemos em
bactérias Gram-

negativas obtidas a

partir de zaragatoas
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Amostras

Amostras fecais nao formadas
(liquidas ou moles)

Amostras de expetoragao ou
em sedimentos preparados a
partir de amostras induzidas
ou expetoradas, positivas ou
negativas para BAAR

A partir de hemoculturas
positivas

Zaragatoas nasais em
pacientes com risco de
colonizagio nasal

Zaragatoas retais em
pacientes com risco de
colonizagao intestinal



5. Hematologia

O setor de Hematologia esta sob a coordenagao da Dra. Isabel Joana Diamantino,
Assistente Hospitalar Graduada Especialista em Patologia Clinica. Aqui sao determinados
varios parametros hematologicos em diferentes amostras, tais como sangue total, plasma,
aspirados de medula e também liquidos bioldgicos. Sao realizados hemogramas com
contagem diferencial de leucécitos e contagem celular em liquidos organicos, velocidade de
sedimentagao globular, estudos da hemostase, estudo de imunofenotipagem por citometria
de fluxo, estudos genéticos por PCR em tempo real e sao também executados esfregagos
para coloragao e observagao ao microscopio.

Este setor é extremamente importante pois permite auxiliar no diagnostico e avalia a
acao da terapéutica. No SPC estes resultados sio dados num espago de tempo muito curto
e é esta rapidez que permite ao clinico decidir a melhor opgao a adotar relativamente ao

doente, antes dos tratamentos.

59






6. Imunologia/lHormonologia

Este setor estd sob a coordenacao do Dr. Nuno Alexandre Ferreira da Cunha,
Assistente de Laboratoério, Licenciado em Bioquimica. A Imunologia e a Hormonologia sao
duas areas distintas que se encontram fisicamente juntas e partilham diversos equipamentos
e metodologias. Aqui, realiza-se o estudo e a quantificagao de uma grande diversidade de
parametros, como os marcadores tumorais, hormonas, drogas terapéuticas, proteinas de
fase aguda, serologia infeciosa, entre outros.

A maioria das determinagoes ¢ realizada em soro. Efetuam-se também determinagoes
em plasma (PTH, renina, ACTH, metanefrinas plasmaticas), em sangue total (eletroforese da
hemoglobina), saliva (determinagao do cortisol salivar) e urina.

No SPC este setor é de enorme destaque, pois as suas determinagdoes sio um
instrumento 6timo na avaliagdo e progressao da doenga oncoldgica, na monitorizagao da

eficacia dos tratamentos e como indicador de prognostico.
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7. Controlo de Qualidade

De forma a garantir a qualidade dos resultados obtidos no laboratério do IPOCFG

realizam-se periodicamente dois tipos de controlo.

- Controlo de Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno é efetuado todos os dias antes de se processar as
amostras nos aparelhos. Na microbiologia o controlo de qualidade interno consiste no
controlo de esterilidade dos meios de cultura com lote novo, no registo das temperaturas
dos frigorificos e das estufas, no controlo da solugao salina e todas as semanas é feita uma
reprodutividade ao Cobas u41 1.

Nos setores da Bioquimica Clinica, Hematologia e Imunologia/Hormonologia sao
usados controlos de firmas comerciais que sao processados como amostras, como descrito
na tabela X. Os resultados sao analisados de acordo com as regras de Westgard. No caso de
alguma destas regras ser violada, é necessario aplicar medidas corretivas, como por exemplo
a calibragao, e deve-se também repetir o controlo. Quando o controlo estiver de acordo

com as regras de Westgard é aceite e pode iniciar-se o processamento das amostras.

Tabela X - Controlo de qualidade interno e n° de niveis de controlo.

Setor Controlo N° de niveis de controlo

3: Nivel normal, patologico alto e muito

Bioquimica lonograma (Na*, K+, CI) alto
Parametros Bioquimicos 2: Nivel normal e patologico alto
Hemograma 3: nivel normal, patologico alto e baixo
Hematologia
Velocidade Sedimentagio 3: nivel normal, patologico alto e baixo
Provas de Coagulacao 3: nivel normal, patologico alto e baixo
Imunologia / , -
Hormonologia Todos os parimetros 2: nivel normal e patoldgico alto

- Controlo de Qualidade Externo

O SPC participa em dois programas de controlo de qualidade externo, um programa
nacional, o INSA (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge) e um programa
internacional, o RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme). O INSA ¢é realizado
em todos os setores e o RIQAS realiza-se na Bioquimica Clinica, na Hematologia e na
Imunologia/Hormonologia. Sao enviadas amostras liofilizadas para serem processadas, os

resultados sao enviados a entidade responsavel que os analisa e envia um relatério final onde
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avalia a exatidao dos resultados obtidos comparando-os com todos os laboratorios que
participaram no programa. Estes programas de controlo da qualidade sao muito importantes
para a identificacdo de possiveis erros e para a implementagao de medidas corretivas,

quando necessarias, dando assim uma maior credibilidade aos nossos resultados.
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8. Conclusao

A concretizagao do Mestrado de Analises Clinicas foi uma realizagao a nivel pessoal,
mas também a nivel profissional, pois tenho o privilégio de trabalhar na area de que gosto e
que escolhi para o meu futuro quando entrei no ensino superior.

Trabalhar no Servico de Patologia Clinica do Instituo Portugués de Oncologia de
Coimbra permitiu-me um crescimento a nivel pessoal gigantesco, onde percebi o sentido da
vida, que esta é demasiado efémera para perdermos tempo com coisas que nao sao
importantes e que aquilo que realmente importa cabe numa mao. O SPC também me
permitiu crescer a nivel profissional e por em pratica os conhecimentos que adquiri com a
minha licenciatura. No entanto, senti necessidade de aprofundar estes saberes pois trabalho
na area especifica da Bioquimica Clinica e com este mestrado e com a realizagao do estagio
em diferentes areas de atuagao permitiu-me consolidar os conhecimentos que adquiri
durante estes dois anos letivos e aprofundar novos conceitos.

As analises clinicas ndo sao uma area estatica, necessitam de uma constante evolucao
e nos, como profissionais de saude, temos de nos adaptar a novas técnicas e a novos
métodos de andlise. Tém uma importancia indiscutivel para a pratica médica pois permitem
ao clinico uma orientagio no diagndstico e na terapéutica. E neste aspeto, o SPC ¢é
irrepreensivel, pois presta um servigo eficaz e de qualidade ao nivel das analises clinicas. Os
resultados sao enviados num curto espago de tempo, pois deles dependem decisOes
terapéuticas, diagnosticos e cirurgias. Existe também uma excelente comunicagao entre o
laboratério e o clinico, pois sempre que ha alguma alteragao significativa no valor das
anadlises, bem como novas abordagens, estes sao de imediato comunicados ao médico.

Por fim, este estagio foi enriquecedor no sentido de compreender melhor a
complexidade do laboratério nas diferentes areas de atuagao e criou em mim um maior
espirito critico em relagao ao trabalho realizado dia-a-dia nas analises clinicas. De realgar que
o conhecimento e o saber permitem a qualidade dos resultados prestados pelos profissionais

deste servico.
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