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Resumo

O presente relatorio foi realizado no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas, da
faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, e reporta o estagio curricular realizado
no Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar de Leiria E.P.E e no Laboratério Uailia.

Pela importancia das analises clinicas no acompanhamento de um utente e na decisao
terapéutica, é fundamental que os profissionais desta area de saude estejam sensibilizados para
a importancia do seu trabalho, bem como de toda a politica de Controlo de Qualidade
inerente, para assim prestarem um servico de qualidade no complemento de diagnéstico
clinico.

As areas laboratoriais mais desenvolvidas neste relatério serao a Bioquimica, e a
Microbiologia.

Ao longo deste trabalho sao referidas nao sé as amostras avaliadas como os exames

efetuados e a sua importancia para o diagnéstico de uma patologia.

Palavras-chave: Bioquimica, Microbiologia, Analises Clinicas, Saide, Controlo Qualidade.

Abstract

This report was carried out within for the Master in Clinical Analyzes, by the Faculty
of Pharmacy of the University of Coimbra, and reports the curricular internship at the Clinical
Pathology Service of the Hospital Center of Leiria E.P.E and at the Ualia Laboratory.

Due to the importance of the clinical analysis to follow-up the patient and to orientate
the therapy, it's fundamental that professionals of this health’s area are sensitized to the
importance of their work, as well as of the entire inherent Quality Control policy, in order to
provide a quality service in the clinical diagnostic.

The highlighted laboratory areas will be Biochemistry and Microbiology.

Along this work, the samples and also the examination and their importance for the

diagnosis of pathology will be mentioned.

Keywords: Biochemistry, Microbiology, Clinical Analysis, Health, Quality Control.
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. Introducao

As Anidlises Clinicas desempenham um papel fundamental no diagnostico de
determinadas patologias, permitindo uma adequada prescrigao de tratamentos, facilitando a
realizagao de cirurgias e de outros meios complementares de diagnostico, bem como a revisao
do estado geral de saude.

Os laboratérios encontram-se cada vez mais automatizados, fornecendo resultados
mais rapidos e menos sujeitos a erro humano, respeitando sempre uma politica de qualidade
ao longo de todo o processo analitico (fase pré-analitica, analitica e pos analitica).

O meu estagio curricular foi realizado de 02 de janeiro a |13 margo de 2018 no Servigo
de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Leiria (SPC CHL) e de 14 de margo a 29 de junho
de 20I8 no Laboratorio de Unidade de Analise Laboratorial e Investigagao Aplicada (Udlia). Em
ambos os locais de estigio foi-me permitida a passagem por todas as areas laboratoriais
(Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia) bem como o manuseamento de
produtos biologicos, manipulagao de equipamentos e realizagao de técnicas manuais.

As areas que escolhi para desenvolver neste relatério foram a Bioquimica e
Microbiologia, realizadas no SPC do CHL. Serao abordadas com detalhe as técnicas de
diagnostico disponiveis, a sua importancia no diagnéstico laboratorial e sera também feita uma

breve referéncia aos sectores da Hematologia e Imunologia do Laboratoério Uilia.
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2. Caracterizacdao dos Laboratérios de Estagio

2.1 Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar de Leiria EPE

O Centro Hospitalar de Leiria (CHL) é constituido pelo Hospital Santo André (Leiria),
pelo Hospital Bernardino Lopes de Oliveira (Alcobaga) e pelo Hospital Distrital de Pombal. O
Servigo de patologia Clinica (SPC) possui unidades laboratoriais nos trés hospitais e esta

centralizado no Hospital de Santo André.

A unidade laboratorial do SPC de Leiria responde a pedidos do Hospital de Leiria
provenientes das consultas externas, hospital de dia, internamento, ambulatério, urgéncia e
ainda aos pedidos de analises de consulta/rotina e internamento do hospital de Alcobaga e

Pombal.

Este servico conta ainda com o apoio de laboratorios externos, nomeadamente o
laboratério Dr. Joaquim Chaves e o Laboratério Germano de Sousa, para a realizagao de

analises cujo estudo nao é realizado no CHL.

O laboratorio possui um horario de rotina que funciona de segunda a sexta — feira
entre as 8h00 e as |7h30 e um horario de urgéncia de 24h por dia, todos os dias da semana.
Ambos os horarios sao assegurados pelos Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica,

e supervisionados pelos especialistas do servico (Médicos e Técnicos Superiores de Saude).

O SPC encontra-se sob a responsabilidade do Diretor de Servigo, Dr. Ricardo Castro,
e pela Técnica coordenadora, Dr.* Teresa Cruz. Os recursos humanos do servico sao
constituidos por médicos patologistas, Técnicos Superiores de Salde (TSS), Técnicos
Superiores de Andlises Clinicas e Saude Publica, (TSACSP), assistentes operacionais e

assistentes técnicos.

Neste momento o SPC esta tecnicamente organizado em cinco areas laboratoriais,
nomeadamente a area da Urgéncia, Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia,
estando cada uma delas sobre a responsabilidade de diferentes TSS ou médicos patologistas.
Possui, ainda, uma area de secretariado, onde se fazem as marcacdes de colheitas e
atendimento aos utentes, uma sala de espera, gabinetes de colheitas e instalagoes sanitarias
para os utentes. Todas as areas laboratoriais estao equipadas com o programa informatico
Modulab Gold, que permite para além de fazer a validagao patolégica, verificar o historico dos
pacientes e efetuar o calculo automatico das percentagens de variagoes dos resultados durante

a monitorizagao do paciente, verificar as cartas de controlo de qualidade (CQ) de todos os
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aparelhos, elaborar graficos automaticos de dispersao das magnitudes bioldgicas dos pacientes
para monitorizacao da estabilidade dos métodos de doseamento, gestao do stock existente,
aceder a informagao clinica do utente e rastrear toda a atividade pré-analitica (identificagao
do médico prescritor, hora e local de colheita, tipo de amostras e informagao técnica do ato
da colheita se necessario), analitica (todos os atos ficam registados bem como todos os
intervenientes envolvidos) e pos-analitica (todos os dados e alteragoes efetuadas durante a

validagao ficam registados internamente), entre outros.

O volume de resposta do SPC do CHL E.P.E, durante os anos 2014, 2015 e 2016,
encontra-se descrito na tabela | em valores de percentagem por cada laboratério,
considerando o numero total de provas, numero total de pedidos e niumero total de pacientes

por anos.

Tabela I: Volume de resposta do SPC do CHL

ANO 2014 2015 2016
N° Total de Provas 1976706 2109484 2344150
Lab. Bioquimica 78,1% 78,4% 78,0%
Lab. Hematologia 16,8% 1,5% 16,0%
Lab. Imunologia 3,7% 3,6% 3,2%
Lab. Microbiologia 1,5% 1,5% 2,8%
N° Total de Pedidos 193472 203995 217591
Lab. Bioquimica 84,6% 85,2% 85,8%
Lab. Hematologia 75,3% 74,3% 73,7%
Lab. Imunologia 6,6% 6,6% 6,4%
Lab. Microbiologia 10,1% 10,2% 1,1%
Utentes 66601 68818 71185
Lab. Bioquimica 87,8% 87,5% 88,1%
Lab. Hematologia 85,1% 83,9% 83,9%
Lab. Imunologia 14,3% 14,7% 14,6%
Lab. Microbiologia 16,3% 16,5% 18,4%
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2.2 Laboratério de Unidade Analise Laboratorial de Investigacdo Aplicada- Ualia
O Laboratoério Udlia foi fundado em 1983, e hoje é uma referéncia de qualidade na drea

das analises clinicas.

Possui um laboratorio central no Edificio Cruzeiro, 2° andar, salas 16 e 17, Cruz de
Celas, Coimbra e uma rede de 12 postos de colheitas que se estendem atualmente por 4
distritos: Coimbra, Leira, Viseu e Aveiro. Para além dos postos de colheitas, o laboratorio
presta também servicos de domicilio quer a nivel de particulares, quer a Lares e a Unidades

de Cuidados Continuados.

O Laboratorio Udlia tem também o privilégio de trabalhar com duas Clinicas de
renome em Coimbra, fazendo todo o tipo de anilises por eles solicitados, de caracter urgente
ou nao, estando para isso um técnico superior de andlises clinicas de prevencao 24h por dia,

todos os dias da semana.

Em 2010, como resultado da sua estratégia de crescimento, o Laboratorio Uilia
adquiriu olLaboratorio Torres situado em Pombal, possuindo assim dois laboratérios centrais

e uma rede de postos de colheitas em permanente crescimento.

O Laboratoério Uilia desenvolve as varias valéncias de um laboratério de Analises
Clinicas (Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia), possuindo uma equipa
altamente especializada que inclui: Dr. Joao Mariano Pego - Médico Patologista Clinico
(Diretor Técnico); Dr. Rui Bartolo - Médico Patologista Clinico (Diretor Técnico Substituto);
Dr.? Maria Alexandra Mendes - Farmacéutica (Especialista em Analises Clinicas). Além dos

referidos especialistas, possui ainda TSS, TSACSP, auxiliares de laboratério e administrativas.

O laboratorio tem acordo com praticamente todos os subsistemas de Saude, como

SNS, ADSE, SAMS, MULTICARE, PSP, entre outros.

O Laboratério Uilia tem capacidade para realizar a maioria das andlises de rotina das
varias areas, tendo como apoio o Laboratorio Dr. Joaquim Chaves e o Laboratério Cerba
(situado em Espanha) para a realizacao de analises hidrologicas, genéticas ou analises de
caracter menos frequente para as quais o laboratério nao tenha capacidade de resposta

adequada.

O laboratério possui uma sala de recegao, onde ¢ efetuada a inscricao dos utentes e
onde estes aguardam para a realizagao de colheitas, efetuadas numa sala especificas. Um
gabinete onde os especialistas responsaveis validam todos os resultados funcionando também

como sala de eventuais reunioes, uma area laboratorial geral para as valéncias de Bioquimica,
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Imunologia e Hematologia e uma area especifica para a microbiologia. Possui, ainda, uma sala
de lavagem de material, uma sala polivalente e uma sala de armazenamento de materiais

existentes em stock.

Todas as areas laboratoriais bem como a recegao e o gabinete estao equipadas com o
sistema informatico SISLAB. Este permite a comunicagao de informagao entre estas zonas com

a transferéncia e validagao de resultados provenientes dos aparelhos.

O laboratério funciona todos os dias de segunda a sexta-feira das 8h as 19h e ao Sabado
das 8h as I3h, tendo em média cerca de 150 utentes por dia. As principais amostras

processadas sao essencialmente sangue, urina e fezes.

De modo a garantir a qualidade dos resultados foram definidos procedimentos e
implementados sistemas de CQI, que sao, realizados diariamente antes do processamento das

amostras, bem como programas de AEQ, nomeadamente:
- Programa de Controlo de Qualidade Internacional (RIQAS) e;
- Programa de Controlo Nacional (PNAEQ).

As cartas de CQI sao diariamente monitorizadas pelas responsaveis de cada sector-.
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3. Ciclo Analitico

Num laboratério, a realizagao das andlises clinicas compreende trés diferentes fases
analiticas.

3.1 Fase Pré Analitica: esta fase engloba os procedimentos iniciais do processo
laboratorial, por ordem cronoldgica, prescricao dos exames laboratoriais, preparacao e

identificagio do doente, colheita de amostras e transporte para o laboratério.'?

Na fase pré analitica, os laboratérios devem ter estabelecidos critérios de aceitagao e
rejeicao aplicados a colheita e ao transporte de amostras. O método de identificagao das
amostras deve ser claro e simples, o procedimento das colheitas, o recipiente escolhido, a
seguranga no transporte (temperatura e dura¢ao) e a recegcao das amostras no laboratorio

devem ser monitorizados.’

3.2 Fase Analitica: Conjunto de procedimentos que permitem determinar um valor
ou analisar as caracteristicas de uma amostra. Esta fase corresponde assim, a etapa da
realizagdo do exame laboratorial, onde sao executados os procedimentos analiticos
necessarios de manutengao e calibragao dos equipamentos, bem como a realizagao dos CQI

e AEQ. '

3.3 Fase Pos Analitica: A fase pos analitica abrange os processos que se seguem aos
exames laboratoriais, nomeadamente a revisao dos resultados tendo em conta o histérico do
utente, emissao/impressao de resultados para os clinicos e arquivo de resultados dos mesmos.

Esta fase inclui a interpretagdo dos resultados e posterior validagio biopatoldgica.*
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4. Erros Laboratoriais

O papel do laboratério nos cuidados prestados aos utentes é fundamental e estima-se
que os resultados laboratoriais influenciam cerca de 60 a 70% das decisoes clinicas. Devido ao
elevado nivel de influéncia, a qualidade dos testes laboratoriais € extremamente importante e
consequentemente, as analises laboratoriais executadas de forma incorreta poderao constituir

uma importante fonte de erro, afetando a seguranca do utente.***

O:s erros laboratoriais podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo analitico,
local onde o erro teve origem (intra ou extra laboratério), responsabilidade sob o erro,
possibilidade de serem evitados e impacto nos cuidados prestados ao utente. Esta classificagao
permite aos laboratérios clinicos reconhecerem as causas dos erros, identificar os processos
com elevado risco de ocorréncia de erro, estimar, avaliar e controlar o risco associado aos
cuidados prestados aos utentes bem como monitorizar a eficacia dos programas de controlo
de qualidade.®

Os erros laboratoriais podem ocorrer em qualquer fase do ciclo do laboratorio, no
entanto a percentagem de erros as duas fases pré analitica e pos analitica é 4 a 5 vezes superior

a registada na fase analitica (Tabela Il).

Tabela IlI: Tipos e percentagem de erros nas trés fases do ciclo laboratorial, **

Fase do Processo Percentagem de
Tipo de Erro
Analitico erro (%)

- Requisicao de um teste inadequado
- ldentificacdo incorreta do utente
Fase pré analitica - Recipiente incorreto
- Volume de amostra insuficiente 46-68%
- Erro na identificagao da amostra
- Contaminagao biolégica

- Variabilidade Biolégica

- Funcionamento incorreto do aparelho
Fase Analitica - Interferéncias endogenas ou exogenas 7-13%
- Falha nao detetada no CQ
- Incerteza de Medicao do método
- Interferéncias do estado da amostra

(Lipémia, Ictericia, Hemolise)
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- Validagao incorreta dos resultados

Fase p6s Analitica - Introdugao incorreta dos resultados 18.5- 47%
- Erro na emissao/impressao dos resultados
- Demora na disponibilizagao dos resultados

ao clinico responsavel

Um erro na fase pré-analitica influencia decisivamente o erro total e,
consequentemente, o resultado analitico dado ao clinico. Assim, um adequado tratamento na
fase pré-analitica pode evitar a necessidade de repeticao de colheitas, da repeticao da
determinagao dos parametros analiticos, e da instituicdo de uma terapéutica inadequada
devido a um diagnostico incorreto. Para minimizar os erros nesta fase é essencial que sejam
desenvolvidos procedimentos préprios, os funcionarios tenham formagoes especificas

constantes e haja cooperagao entre as varias areas laboratoriais.

Com o desenvolvimento da automatizagao, os erros na fase analitica tém vindo a
diminuir. A determinagao dos parametros analiticos € menos demorada, devido a
implementagao dos CQIl e AEQ aumentando a precisao e exatidao dos resultados, permitindo
aos laboratorios quantificar a incerteza de medicao e trabalhar com qualidade e seguranga nos

resultados obtidos.

Na fase pds-analitica, a quantificagao da contribuicao da incerteza de medicao (erro da
fase analitica) e da variabilidade biologica (erro da fase pré-analitica), permite quantificar e
definir o risco de decisao clinica proveniente da validacao biopatologica dos resultados

laboratoriais.
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5. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

A melhoria continua dos processos envolvidos nas trés fases do ciclo analitico devem
representar o foco principal de atuagao de qualquer laboratorio, seja ele publico ou privado.
Para tal, devem ser aplicadas metodologias de controlo, nomeadamente programas de
controlo de qualidade interna (CQI), que permitam identificar, prever e corrigir possiveis

erros e assim minimizar as suas consequéncias e repetigoes.’

Em 1981 a Organizacao Mundial da salde definiu como CQI “o conjunto de
procedimentos utilizados na avaliagio continua do trabalho desenvolvido e dos seus

resultados”.

Assim o CQI consiste no conjunto de procedimentos aplicados com regularidade na
monitorizagao do desempenho dos métodos analiticos, na detegao de possiveis erros devido
ao mau funcionamento do sistema ou a condigoes ambientais adversas, ao mau desempenho
do operador e a corregao de problemas antes da entrega dos resultados ao utente ou ao

médico.®

5.1 Etapas na construcao de um procedimento de CQI

As etapas de um procedimento de CQI sao:

a) Definir os requisitos de qualidade a cumprir pelo laboratoério: o Consenso de Milao
(2014), define 3 modelos de requisitos de qualidade laboratorial por ordem hierarquica: |-
requisitos clinicos (definidos por estudos diretos ou por simulagio do impacto no utente,
usando por exemplo os dados de incerteza de medicao e de variabilidade biologica), 2-
requisitos de variabilidade biologica (por exemplo os definidos na maior base de dados mundial
de variabilidade biologica, da SEQC) e 3- requisitos de qualidade por Estado da Arte (definido

por exemplo pelos Programas de Avaliagao Externa da Qualidade Laboratorial).

b) Previsao do desempenho do CQI: envolve a analise do material de controlo em
simultaneo com as amostras dos utentes. O laboratério deve estabelecer a frequéncia, o tipo

e numero de testes de CQ em todo o processo analitico e quantificar o erro.

c) Selegao de um procedimento de CQI apropriado: pode ser usado o método que
define o conjunto de regras de controlo de qualidade que permitam, preferencialmente,
detetar 90% dos erros e um maximo de 5% de falsas rejeigoes, através da métrica do erro

Total.

Pode também ser definido por procedimento que defina uma incerteza maxima de

medi¢do que, com uma regra simples de exclusao, garanta o cumprimento para 100% dos
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doseamentos com 95% de confianga e cujo impacto clinico no paciente € calculado usando a

métrica da incerteza de medigao em conjunto com os dados da variabilidade biologica.

d) Implementagao de um sistema de CQI: programa que cumpra os critérios
estatisticos, regras de controlo ou que o nimero de determinagoes com controlo realizadas

esteja em concordincia com o requisito de qualidade definido pelo laboratério.?

As amostras de controlo sao de valor conhecido e a sua monitorizagao é obtida através
das analises estatisticas, nomeadamente através da média, desvio padrao e coeficiente de
variagao. Os graficos de Levey Jennings e as regras de Westgard sao as principais ferramentas
aplicadas a nivel mundial na avaliagio do CQL* Através da anilise da carta de controlo é
possivel detetar e identificar os tipos de erros ocorridos (aleatérios ou sistematicos) e a
origem da nao conformidade deve ser determinada e corrigida, quando se revele com impacto
clinicamente relevante no paciente. Nem todas as regras sao de exclusao (com necessidade
de corregao imediata) e muitas regras sao apenas de aviso (tendéncias ou erros sistematicos
nao pronunciados e ainda nao clinicamente relevantes) que alertam para a necessidade de se

ir corrigindo antes que ocorram erros maiores e clinicamente relevantes.

6. Avaliacdao Externa da Qualidade (AEQ)

A Avaliagao Externa da Qualidade corresponde a avaliagao objetiva do desempenho de
um laboratério em comparagao com outros laboratorios, sendo a atividade organizada por
uma entidade externa e independente, como sao a SEQC ML (sociedade espanhola de
Medicina Laboratorial), UK NEQAS (National External Quality Assessment Service of United
Kingdom) ou RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme). Contrariamente ao CQl,
esta avaliagao externa da qualidade permite uma avaliagao nao s6 da imprecisao dos resultados
obtidos, mas principalmente da exatidao destes, por comparagao entre laboratérios que

utilizem o mesmo método e equipamento.

Os laboratorios sao responsaveis pela selegao dos programas de AEQ que se
pretendem associar. Apds a inscricao dos laboratorios nesses programas, a entidade
organizadora é responsavel pela preparagao e envio das amostras de controlo para os
laboratérios participantes. Os laboratérios devem aplicar as amostras de controlo o mesmo
procedimento aplicado as amostras dos utentes. De seguida, os resultados das amostras

controlo sao enviadas a entidade organizadora que, por sua vez, ira realizar o tratamento
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estatistico dos resultados, bem como, a sua analise e interpretagao. Posteriormente, a entidade
organizadora enviara um relatério de avaliagao dos resultados a cada laboratorio participante

sob os quais sao aplicadas agoes corretivas se necessario.

A obtengao de resultados aceitdveis nestes programas indicam que o laboratorio
apresenta capacidade para produzir resultados fidedignos e sao uma forte evidéncia que os
procedimentos analiticos estao sob controlo, que o trabalho dos técnicos é adequado e que
as regras de CQI foram cumpridas. Esta informagao tranquiliza os profissionais de saude e
representa uma evidéncia da conformidade e comparabilidade dos resultados entre

laboratérios.’

1. Laboratério de Bioquimica

A bioquimica tem como principal objetivo avaliar as fungoes metabdlicas e as alteragoes

que possam originar determinadas patologias.

No laboratério de Bioquimica do CHL, sao processadas amostras de sangue total,
soro, plasma e urina. Para se obter o soro o sangue € colhido para tubos de gel e apos retragao
do coagulo é centrifugado a 2000g durante 10 minutos. A retragao do coagulo é de extrema
importancia para evitar hemolise e a fibrina, uma vez que, estes fatores interferem com a
maioria dos parametros analisados quer seja por obstrugao na aspiragao das amostras ou por
interferéncia nas reagoes colorimétricas. A urina pode ser colhida e transportada em
recipientes de pequeno volume (geralmente a primeira urina da manha, ou como uma amostra
aleatoria) ou de grande volume, quando o médico requer a avaliagao da urina de 24h. Nesta
ultima situagao é importante registar o volume total de urina, uma vez que, este € necessario
para a determinagao dos valores finais (microalbuminuria, clearance da creatinina). As
amostras de urina sao também previamente centrifugadas a 1000g antes de serem processadas

no auto analisador da bioquimica.

7.1 Circuito das amostras no laboratério de Bioquimica

As amostras quando chegam a esta area laboratorial, sao centrifugadas e colocadas no
equipamento Automate, responsavel pelo processo de triagem, separando os diversos tubos
pelos varios equipamentos correspondentes as analises pretendidas. Habitualmente apos a
triagem realizada pelo equipamento Automate, as amostras seguem para o UnicelDxI800 e
depois para o AU5800 (Fig.l). Apés um determinado tempo de espera, de modo a garantir

que o equipamento teve tempo suficiente para executar todas as provas pedidas e langar os
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resultados para o Modulab, as amostras sao novamente colocadas no Automate, que fara uma
segunda triagem. Se todas as provas foram executadas, a amostra é arquivada num suporte
devidamente identificado (é a partir desta identificagao, que mais tarde sera possivel encontrar
a amostra). Caso existam ainda andlise em falta, as amostras serao separadas de acordo com
o equipamento por onde ainda devem passar (AU da urgéncia ou Cobas) (Fig.l). Existem
amostras de caracter urgente que sao colocadas diretamente no aparelho correspondente a
analise solicitada e s6 depois vao ao Automate, tais como lactato, amonia, ACTH, entre outras

Todas as amostras sao arquivadas no posto de frio durante 8 dias.

[ Automate 1250 J

[ DXi Rotina } [ AU 5800 Rotina }
[ “Buffer” |h40m ]

Amonia

[ Automate 1250
Lactato

1

[ Cobas AU 5800 Urgéncia

\ /

Automate 1250

“Arquivo” ou

Provas em falta/ampliadas

Figura I: Diagrama esquematico do Circuito interno das amostras de bioquimica.
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1.2 Equipamentos utilizados no laboratério de Bioquimica

O laboratorio de Bioquimica possui varios equipamentos automatizados descritos na
tabela Ill.

Tabela IlI: Equipamentos utilizados no Laboratério de Bioquimico, métodos e seus parimetros analiticos.

AutoMate 1250, Beckman Coulter®

i)
il )

Equipamento automatizado
de triagem pré-analitica e

pos-analitica.

AU 5800, Beckman Coulter®

Métodos:
Potenciometria,
Turbidimetria

Espetrofotometria.

Parametros Determinados: Glicose; AST; ALT; GGT; Bilirrubinas; ALP; Lipase; Amilase;
lonograma; Calcio, Fosforo; Magnésio; Ureia; creatinina; Acido Grico; Microalbuminria; Clearance

Creatinina; Colesterol Total; HDL; triglicéridos; Farmacos; ferro; Transferrina; CK; CKMB: LDH.

UniCel DxI 800, Beckman Coulter®

Método:

Quimioluminescéncia

Parametros Determinados: AFP; CAI5.3; CEA; CAI19.9; CAI25; E2; Prolactina; Testosterona;

Ferritina; Vitamina B12; Folatos; PSA; FreePSA; FT4; FT3; T3;T4; TSH; FSH; LH; Troponina I;
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SediMAX, Menarini®

Equipamento com
microscopio ético
incorporado, para captagao
de imagens dos sedimentos
urinarios, efetuando a
analise qualitativa e

quantitativa das particulas.

Parametros Determinados: BNP; Procalcitonina; Mioglobolina

Método:
Imunoensaio e
Fluorescéncia de resolugao

temporal.

Cappilarys 2 Flex Piercing, Sebia®

Parametros Determinados: HbAlc

Método:

Electroforese em Capilares

Cobas e4ll, Roche®

Parametros Determinados: NSE; CA72.4

Método:

Electroquimioluminescéncia
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7.3 Controlo de Qualidade do Laboratério de Bioquimica

No SPC atendendo ao elevado nimero de analises que se realizam diariamente e a
elevada variedade de produtos biologicos rececionados é imprescindivel a utilizagao de
ferramentas adequadas para a avaliagdo continua e permanente da estabilidade dos métodos
analiticos e validagao final dos resultados tanto na rotina como na urgéncia. Para tal é essencial
a monitorizagao dos controlos de qualidade internos (CQI) regidos segundo procedimentos
do laboratorio estipulados nos programas de CQI do SPC, que inclui a avaliagao dos graficos
de dispersao das magnitudes biologicas (Anexo |) de todos os pacientes e ainda a participagao

nos programas de Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ).

No laboratorio de bioquimica os equipamentos sao calibrados e controlados
diariamente e aos mesmos sao realizadas manutengoes que podem ser didrias, semanais ou
mensais e todos os dias sao verificados e atestados, caso seja necessario, os reagentes as
solugdes e outros consumiveis essenciais ao funcionamento dos mesmos, de forma a garantir

que os resultados sejam fidedignos.

O Programa de Qualidade Interno do Laboratoério de Bioquimica inclui a avaliagao
sistematizada e automatizada do indice LIH- Lipémia, ictericia e hemodlise (Fig. Il), de todas as
amostras de soro processadas no laboratério. Recorrendo-se a uma solugao salina comercial
devidamente validada pela Beckman Coulter com indices quantificados de | a 5 para a lipémia,
ictericia e hemolise, todas as amostras de soro ficam catalogadas internamente no processo
do paciente com o respetivo indice. Conforme o indice obtido é executada a agao de registo
da informagao do estado da amostra ao clinico prescritor e cancelados os parametros afetados
que alterem o quadro clinico real do paciente, segundo o indice de LIH determinado na tabela

oficial da Beckman Coulter, podendo em ultima analise ser cancelada a totalidade do pedido e

resultados obtidos.

/.

Figura IlI: Soro normal, lipémico, hemolisado e ictérico respetivamente.
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7.4 Parametros Bioquimicos

7.4.1 Doseamento de farmacos

O doseamento de farmacos (Tabela IV) é essencial e imprescindivel na monitorizagao
da terapéutica por parte do clinico, permitindo determinar ou equilibrar a dose benéfica no
tratamento de determinada patologia, evitando atingir o limiar de toxicidade. Nestes casos, é
necessario conhecer a farmacocinética e a farmacodinamica de cada farmaco em particular,
uma vez que, a sua metabolizagdo no organismo humano e a sua correlagao com outros

farmacos é bastante especifica.'®

Tabela IV: Doseamento de Farmacos'

Nome Utilidade Clinica Principio de ensaio
Carbamazepina Usada no tratamento de epilepsia e Imunoenzimatico
convulsoes Homogéneo
Hidantina ou Droga anti- epilética usada para tratar Imunoenzimatico
Fenitoina varios tipos de convulsoes Homogéneo

Utilizada em todo o tipo de convulsoes
exceto as epiléticas. Esta droga reduz a

. . ) Imunoenzimatico
Fenobarbital transmissao sinaptica e,

. Homogéneo
consequentemente, diminui a

excitabilidade de toda a célula nervosa

Anti- epilético que circula ligado as | i
A . ] _ o munoenzimatico
Acido valpréico  proteinas, competindo com a Hidantina

. . Homogéneo
pelos locais de ligagao
Droga utilizada no tratamento de
Digoxina problemas cardiacos, como arritmias e Imuno- turbidimétrico
insuficiéncia cardiaca.
Teofilina Utilizada na asma, doenga pulmonar Imunoenzimatico
obstrutiva e apneia do recém-nascido. Homogéneo

7.4.2 Marcadores Tumorais
Os Marcadores tumorais sao substancias produzidas pelas células neoplasicas,
podendo ser detetadas e doseadas no proprio tumor, no sangue ou em outros liquidos

bioldgicos.

A pesquisa destas moléculas para a detegcao de patologias neoplasicas tem aumentado,

de forma alternativa a utilizagao de técnicas de diagnostico invasivo. Contudo de uma maneira
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geral, os marcadores tumorais sao poucos sensiveis e pouco especificos, devendo ser usados
para avaliar a eficacia do tratamento e a evolugao do tumor, detetando precocemente recidivas
ou metastases tardias, e nao como forma de diagnostico. Assim, apos a detegao de positividade
para um doente, o clinico podera acompanhar a progressao ou remissao através do

doseamento destas moléculas.

Um marcador ideal deveria possuir uma elevada especificidade, ser indetetavel em
doencgas benignas e em individuos saudaveis, ter elevada sensibilidade, ser detetavel num
estadio precoce da doenca e/ou recidiva ser especifico para determinado orgio e
correlacionar-se com o estadio ou a massa tumoral, com a resposta terapéutica e com o

prognéstico da doenga.'>"

Os marcadores tumorais tém a seguinte classificagao:

I. Antigénios Tumorais — Anticorpos monoclonais;

2. Antigénios Oncofetais — que existem na vida fetal mas desaparecem depois, total ou
parcialmente;

3. Hormonas — de producao habitual do epitélio sede de tumor, ou como produgao
anémala;

4. Enzimas — resultantes da atividade enzimatica intensa e alterada do tecido tumoral;

5. Outros produtos — da atividade metabdlica das células tumorais;

6. Biomoleculares e genéticos.
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Os marcadores tumorais doseados no SPC (Tabela V) sao pedidos essencialmente pelo

hospital de dia.

Tabela V: Descricao dos Marcadores Tumorais.

~ PATOLOGIAS ASSOCIADAS
NOME DESCRICAO BENIGNAS MALIGNAS
Doencgas
Glicoproteina sintetizada na mucosa inflamatérias do
. . intestinal do embrido e do feto, tubo digestivo; Carcinoma do
CEA (Carcinogenic o . s . ~
N > dificilmente detetavel no soro de adultos Insuficiéncia colon, pulmao,
Embrionic Antigen) . . "
normais. Fumadores apresentam o valor renal, cirrose, figado, mama
de CEA cerca de 20% aumentado doencas
pulmonares
. . . - Doengas
Glicoproteina sintetizada no saco vitelino :
benignas da

CA (Cancer Antigen) 15.3

e figado fetal. (Marcador ideal no estudo
da eficacia da terapéutica e detegao
precoce de metastases)

mama ou do
ovario, hepatite e
cirrose

Carcinoma da
mama

Endometriose,
Pancreatite aguda

prostatite aguda

: T e cronica, .
Glicoproteina sintetizada na membrana . Carcinoma do
. . - cirroses e ,
CA 125 de variados carcinomas, principalmente . L c6lon, mama,
, ; (s hepatite cronica, . .
por células tumorais do ovario pulmao, ova
tumores
benignos e
quistos do ovario
Hepatites virais, Carcinomas
CA 19.9 Glicolipido sintetizado ao nivel do cirroses, digestivos (colon,
) epitélio do tracto gastrointestinal do feto pancreatite, reto, pancreas e
insuficiéncia renal figado)
Polipeptideo geralmente utilizado em Carcinoma do
CA 724 associacao com CEA. E o marcador mais ovario, colon,
especifico para o cancro gastrico pancreas, pulmio
Glicoproteina sintetizada no saco Carcinoma
‘ vitelino, figado e trato gastrointestinal Hepatite e hepatico ou
ALFAFETOPROTEINA g g P P
fetal e pode ser encontrado em altas cirrose tumores
concentragoes No soro materno germinativos
: : Carcinoma
Fragmento da citoqueratina 19 Doencgas ulmonar de
CYFRA 21-1 sintetizada em varios tecidos, hepaticas Pcélulas nio
principalmente os pulmoes benignas
pequenas
Carcinoma
pulmonar de
Dimero da enzima enolase cuja sintese Doengas células pequenas,
NSE (Neurolase - 112 S ¢ Ped
. tem local nos neuroénios, eritrocitos e pulmonares, carcinoma
Especifica) -
plaquetas Insuficiéncia renal medular da
tiroide,
feocromacitoma
Hipertrofia
PSA (Prostate Specific Glicoproteina sintetizada pelas células benigna da Carcinoma da
Antigen) TOTAL glandulares da prostata. prostata, prostata

PSA LIVRE

Tem papel importante na distingdo de doenga maligna e benigna. No caso de
condi¢ao benigna ha maior concentragao de PSA livre. Relagao PSAlivre/PSA
>25%, o risco de cancro é baixo; se for inferior a 15% o risco é muito

significativo.
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7.4.3 Funcio Pancreatica

O pancreas é uma glandula simultaneamente endocrina e exdcrina.

A componente endocrina é constituida pelos ilhéus pancreaticos ou de Langerhans e
produz hormonas que entram no sistema circulatério. Cada ilhéu é composto essencialmente
por células alfa secretoras de glucagon e por células beta secretoras de insulina, hormonas
estas que regulam a glicémia. Os ilhéus de Langerhans sao enervados por nervos de ambos os
compartimentos nervosos autonomos e cada ilhéu é rodeado por uma rede capilar bem

desenvolvida."”

A componente exocrina € formada por acinos que produzem o suco pancreatico e por
um sistema de canais que transporta o suco pancreatico até ao intestino delgado. Esta porgao
desempenha fungoes importantes na digestao dos componentes dos alimentos, (hidratos de

carbono, lipidos e proteinas) através da secregao das enzimas amilase, lipase e tripsina.'

Existem varias disfungcoes exdcrinas que alteram a frequéncia e/ou o nivel de secrecao
das enzimas e a sua concentragao sérica das quais se podem destacar a pancreatite aguda e
crénica e os carcinomas do pancreas. Nestas situagoes a amilase e a lipase sao as enzimas a

quantificar.
Amilase

A Amilase (AMY) é uma das enzimas da classe das hidrolases mais estaveis do
organismo. Catalisa o metabolismo dos hidratos de carbono provenientes da dieta,

nomeadamente o amido e o glicogénio.

A atividade desta enzima no sangue é fisiologicamente baixa e constante, aumentando
a sua concentragao na pancreatite aguda ou na inflamagiao das glandulas salivares. Tem uma
elevada importancia no diagndstico e seguimento da pancreatite aguda, uma vez que, a sua
concentragao aumenta rapidamente logo apés os primeiros sintomas, mas também desce
rapidamente devido a sua excrecao a nivel renal. Quando comparada com a amilase sérica, a
amilase urinaria atinge concentragoes superiores e persiste por periodos mais prolongados. A
especificidade clinica para o diagnostico da pancreatite aguda é baixa, tendo em conta que
podem ser observadas aumentos da sua concentragao noutras patologias, como patologias do

trato biliar (colecistite), obstrugio intestinal, Glcera péptica entre outras.'*"
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Lipase

A Lipase € uma enzima importante na digestao dos lipidos e é segregada pelo pancreas.
E uma molécula pequena, filtrada através do glomérulo e totalmente reabsorvida pelos tubulos

renais, onde em situagoes normais nao é detetada na urina.

A Lipase é utilizada no diagndstico de pancreatites agudas, mas a sua concentragao nao
é proporcional a gravidade da pancreatite. Nas situagoes de pancreatite aguda a lipase tem um
aumento semelhante ao da AMY, no entanto a sua diminuigao apds o pico sérico é mais lenta,
mantendo-se elevada por mais tempo. A lipase aumenta em casos de hiperamilasemia de
origem pancreatica, mas mantém-se normal se o aumento da AMY nao for de causas

pancredticas, tornando-se assim mais especifica que a amilase para patologias pancreaticas.'®'’

7.4.4 Avaliacao do Equilibrio Hidro-electrolitico

E essencial para qualquer organismo manter o volume normal e a sua composicio a
nivel dos eletrolitos nos mais diversos fluidos corporais. O ionograma é a avaliagao da
concentragao dos principais eletrolitos encontrados no organismo (sédio, potassio e cloreto).
Estes eletrolitos desempenham um papel fundamental no equilibrio da distribuicao dos
volumes de agua nos varios compartimentos corporais € na manutengao da pressao osmotica
(intracelular e extracelular), na manutengao do pH, na regulagao da fungao muscular e cardiaca
como cofatores de enzimas e nas reagoes de oxidagao redugao. Alteragoes a nivel do

ionograma pode ser causa ou consequéncia de uma grande variedade de disturbios, dai a sua

avaliagdo ser bastante importante.'®
Sodio

O sddio (Na*) é o catido mais abundante no espago extracelular e é fundamental na

manutengao do equilibrio osmotico e na regulagao do volume do fluido corporal.

A concentragao do sodio € controlada pelos rins, pela secrecao de aldosterona e pela
secre¢do da hormona anti-diurética (ADH). Diariamente o Na® é consumido na dieta, sendo
absorvido pelo sistema gastrointestinal e reabsorvido apos filtragao glomerular ou eliminado
na urina pelo sistema renal, através da manutengao da entrada e saida passiva de agua. Quando
ha saida de sodio ha também saida de agua no organismo, havendo alteragoes de volume de
agua nos compartimentos extracelulares. Alteragoes nestes processos originam uma
desregulagao do equilibrio hidro-eletrolitico, alteragoes na osmolaridade e dos niveis séricos

de Na* provocando situagdes de hiponatrémia e hipernatrémia. Alteracées da concentragio
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deste catiao resultam de varias condigoes clinicas, como € o caso da perda excessiva de fluidos
(vomitos, diarreia, insolagao), terapia com diuréticos, diabetes mellitus, disfuncao da ADH,

entre outros.'®"”

Potassio

O Potassio (K+) é o principal catiao intracelular e tem uma agao fundamental na
conducao do impulso elétrico na contractilidade muscular e cardiaca, sendo indispensavel na
manutencido da pressio osmética celular. A nivel renal, o K* é filtrado no glomérulo, sendo
reabsorvido, quase na sua totalidade nos tubulos proximais. Posteriormente, sob o efeito da

aldosterona, da-se a troca com o iao Na* e o K* é secretado na urina.

A quantificagio do K" é fundamental na clinica, uma vez que, alteragdes nas suas
concentragoes conduzem a consequéncias graves para os tecidos excitatorios controlados
pelo potencial de membrana, podendo ser letal. Situagoes de hipocaliémia e hipercaliémia
devem ser controladas de forma a evitar situagoes de alcalose e acidose respetivamente. As
hipercaliémias sio geralmente provocadas por insuficiéncia renal, reposi¢io excessiva de K* e
por efeito de medicamentos diuréticos que inibem a eliminagiao deste iao. As hipocaliémias

sao causadas por perdas gastrointestinais, insuficiéncia dietética e toma de medicamentos.'®?*

Cloreto

O cloreto (CI) é o aniao extracelular mais representativo. Desta forma juntamente
com o Na’, o CI estd envolvido na manuten¢io da distribuicdo da agua, na pressio osmotica
e equilibrio aniao-catiao do espago extracelular. Os ices de CI sao quase na sua totalidade
absorvidos no espago gastrointestinal, filtrados a partir do plasma no glomérulo, e

. . . + ’ . . .
passivamente reabsorvidos, juntamente com o Na’, nos tubulos proximais. A cloremia
aumenta e diminui proporcionalmente a natremia, sendo as causas das alteragoes da cloremia

e natremia semelhantes.

Os valores séricos de cloreto podem encontrar-se aumentados em casos de
desidratagao, insuficiéncia renal aguda, alimentacao com excesso de sal, acidose metabdlica
associada a diarreia prolongada e perda de bicarbonato de sodio. Pode ocorrer também
aumento do cloreto devido a situagoes de pielonefrites cronicas, doenga de Addison,

intoxicagdo por Bromideo e acidoses metabdlicas.'®*
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7.4.5 Avaliacao do metabolismo dos hidratos de carbono

Diabetes Mellitus

A Diabetes define-se como “alteragoes da glicemia em jejum e intolerancia a glicose”
(American Diabetes Association) em estadios precoces associados ao risco cardiovascular,

pelo que a sua detegao é importantissima para melhorar o seu prognéstico.

Segundo a norma da Direcao Geral da Saude a Diabetes Mellitus (DM) é classificada

em quatro tipos clinicos, etiologicamente distintos de diabetes:

Diabetes Mellitus tipo |

Representa 5% a 10% dos individuos com diabetes e surge geralmente na infancia,
associada a sintomas de poliuria, polidipsia e perda de peso. Este distirbio resulta da
destruicao das células B do pancreas, com insulinopenia a ser indispensavel para assegurar a
sobrevivéncia e prevenir a cetoacidose. Na maioria dos casos a destruigao das células B do
pancreas, da-se por um mecanismo autoimune pelo que se passa a denominar DM tipo |
autoimune. No entanto, em alguns casos, nao se consegue documentar a existéncia do

processo auto imune, passando a ser denominado DM tipo idiopatico.”

Diabetes Mellitus tipo Il

2

E a forma mais frequente de diabetes, representada por cerca de 90% dos individuos.
A sintomatologia é minima, surge normalmente apos os 40 anos de idade e esta muitas vezes
associado a quadros de obesidade. A concentragao de insulina pode estar normal ou até
aumentada e a hiperglicemia surge como consequéncia de uma resisténcia generalizada das
células a entrada da glicose. Os diabéticos tipo Il podem necessitar de dieta especifica, agentes

orais hipoglicemiantes ou mesmo insulina para controlo da hiperglicemia.?'

Diabetes gestacional

A diabetes gestacional corresponde a qualquer grau de intolerancia a glicose
documentada, pela primeira vez, durante a gravidez. Estas gravidas quando diagnosticadas tém
de ser monitorizadas durante toda a gravidez bem como no poés-parto, ja que ha um risco

aumentado de virem a desenvolver DM tipo II.

Outros tipos especificos de diabetes

Correspondem a situagoes em que a diabetes é consequéncia de um processo

etiopatogénico identificado, como, por exemplo, doenca pancreatica.’'
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Os principais testes laboratoriais, utilizados no diagnostico e monitorizagao da DM sao

a glicémia em jejum, a prova de tolerancia a glicose (PTGO), e a hemoglobina glicada (HbA | c).

Glicémia em jejum e PTGO

A glicose é o principal hidrato de carbono presente no sangue periférico. A sua
oxidagao é a maior fonte e energia celular do organismo, de onde se destacam as células do
sistema nervoso como as grandes consumidoras. A glicose é proveniente da dieta e ¢
convertida em glicogénio, que é posteriormente armazenado no figado ou entao em acidos
gordos, para armazenamento em tecido adiposo.”” A avaliagdo da glicémia é sempre realizada
ap6s um jejum de 8 a 12 horas e juntamente com a PTGO funcionam como critérios no
diagnostico da DM sendo consideradas provas essenciais no que se refere ao seguimento da
gravida com esta patologia. Segundo a DGS, para que um individuo seja diagnosticado com

DM, tem que se enquadrar num dos critérios apresentados na seguinte tabela.?'

Tabela VI: Critérios no diagnéstico da diabetes, segundo a DGS

e Glicémia em jejum 2 126mg/dl
e Sintomas classicos + glicémia ocasional 2 200 mg/dl
Diabetes e Glicémia = 200 mg/dl aos 120 minutos, na PTGO'
com 75g de glicose
e HbAlc 2 6,5%

Hiperglicémia Anomalia da Glicémia em jejum: glicémia em 2110 e
intermédia/Risco <126 mg/dl
aumentado para

diab Tolerancia Diminuida a Glicose: glicémia aos 120 minutos
labetes na PTGO 2 140 e <200 mg/d|

Glicémia em jejum, realizada na |1* consulta de gravidez,
2 92 mg/dL e <126 mg/dL

Diabetes Se a glicémia em jejum <92 mg/ d|, realiza-se PTGO com 75g
gestacional de glicose, as 24-28 semanas de gestagao. E critério para
diagnodstico de diabetes gestacional, a confirmagao de um ou
mais valores:
e Aos 0 minutos, glicémia 2 92 mg/dL
e Aos 60 minutos, glicémia = 180 mg/dL
e Aos 120 minutos, glicémia 2 153 mg/dL
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HbAIc

Durante a vida média de um glébulo vermelho (120 dias), a hemoglobina fixa a glicose
de forma irreversivel. Esta glicagdo nao enzimadtica realiza-se relativamente aos periodos
cumulativos de hiperglicemia. Assim, as hemoglobinas glicosiladas sao tanto mais elevadas

quanto mais frequentes tenham sido os periodos de hiperglicemia durante os ultimos meses.

No adulto, a hemoglobina Al constitui 98% da hemoglobina. Entre as suas fragoes
glicosiladas (HbAla, HbAIbe, HbAlc), s6 HbAlc é estavel e esta bem correlacionada com o

equilibrio glicidico. Assim, é esta fracio que deve ser avaliada aquando do estudo da diabetes.”

O valor da HbA I c é expresso em percentagem em relagao ao total da hemoglobina no
organismo. Um valor de 6,5% ou inferior indica que a DM esta controlada, contudo é
necessario ter em conta determinadas patologias que alteram as caracteristicas dos eritrocitos
nomeadamente as anemias e talassémias que induzem a uma renovagao mais rapida dos

eritrocitos e por conseguinte diminuem os valores da HbAlc.

7.4.6 Avaliacao Musculo e fun¢ao cardiaca

O enfarte agudo do miocardio (EAM) é definido como uma necrose do musculo
cardiaco, provocada por isquémia prolongada. Sendo um episddio que pode ser letal, e devido
a falta de um marcador ideal e especifico da lesao cardiaca, tem sido recomendado uma
combinacao de marcadores para o diagnostico e monitorizagio do tratamento de doentes
com dor toracica e suspeita de EAM, como a mioglobina, troponina |, peptideo natriurético

cerebral (BNP), creatina cinase (CK) e Fragio MB da Creatina Cinase (CKMB).

Mioglobina

A mioglobina é uma hemoproteina presente no citoplasma esquelético e cardiaco,
responsavel pelo transporte de oxigénio para as células, permitindo a acumulagao local do
mesmo. Juntamente com outros marcadores cardiacos, desempenha um papel importante no
diagnostico de EAM, uma vez que, € um marcador precoce, elevando os seus valores |h a 2h
apos o inicio da dor toracica e normaliza 12h a 24h depois, sendo que um resultado negativo
exclui a lesao muscular. A mioglobina nao é especifica da lesao do miocardio podendo estar
alterada noutras situagoes tais como: distrofias musculares, rabdomidlise ou insuficiéncia renal

croénica.”’
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Troponina |

A troponina | é uma proteina estrutural localizada no musculo-esquelético e cardiaco
que regula a interagio entre a actina e miosina. E constituida por trés subunidades: T, que (liga
o complexo da troponina e tropomiosina), | (que previne a contragao muscular na auséncia
de Ca%¥), e C, (que liga o Ca*). Isoformas de Troponina C sio expressas nos musculos
esqueléticos e miocardio, em contraste com as troponinas | e T que estao presentes apenas

nas células do miocardio.

Normalmente a troponina nao é detetada, pelo que o aumento dos seus niveis indica
lesao miocardica. Os niveis aumentam 4 a |0Oh apds o inicio dos sintomas, e atingem o pico
em |2 a 48h, permanecendo elevados na corrente sanguinea por 4 a |0 dias, sendo

considerados biomarcadores tardios.”>?

Peptideo Natriurético Cerebral (BNP)

O Peptideo Natriurético Cerebral (BNP) é uma neuro hormona cardiaca sintetizada
pelos ventriculos cardiacos. Niveis elevados desta neuro hormona ocorre perante situagoes
de hipoxia, atividade fisica intensa, isquémia e aumento da resisténcia vascular cardiaca e da

dilatagio dos ventriculos.?**

CK e CK-MB

A creatina cinase, (CK) catalisa no musculo a transferéncia de um grupo fosfato da

creatina-fosfato para o ADP, o que permite a reposicao das reservas de ATP.

E muito abundante no musculo-esquelético, no miocardio e no cérebro. A molécula
de CK é um dimero cujas subunidades M (musculo), B (cérebro, ou brain) estao na origem de
trés isoenzimas: MM (musculo esquelético), BB (cérebro) e MB (miocardio). Por se encontrar
elevada no tecido muscular, a CK é considerada um marcador sensivel nas lesdes do EAM e
nas distrofias musculares. Os niveis séricos de CK sao influenciados pela massa muscular de
cada individuo, dependendo do sexo, idade, raga e condigao fisica. A utilizagao da CK total
conjuntamente com a CK-MB no diagnostico de enfarte do miocardio € a aplicagao mais
importante da determinagao da CK em quimica clinica. A CK-MB encontra-se principalmente
no musculo do miocardio, dai ser de extrema importancia o seu doseamento quando se
suspeita de EAM, tendo esta uma especificidade superior a da CK. O nivel sérico da CK-MB
comega a aumentar 4 a 6h apos o inicio da sintomatologia do EAM atingindo o pico entre as

12 e as 24h. Os valores regressam a normalidade no espago de 2 a 3 dias.”?**
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7.4.7 Metabolismo 6sseo

Os ossos constituem um tecido metabolicamente ativo que sofre um processo
continuo de renovagao e remodelagao. Esta atividade é consequéncia, na sua maior parte, da
atividade de dois tipos celulares principais, caracteristicos do tecido 6sseo: os osteoblastos e
os osteoclastos. O tecido 6sseo exerce duas fungoes primordiais, uma mecanica, relacionada
com a protegao de orgaos nobres e apoio e sustentagao contra a gravidade, e uma metabolica,
bastante complexa e nao menos importante na qual o tecido 6sseo € a maior fonte de sais

minerais e participa ativamente no equilibrio."
Calcio

O ido calcio (Ca*") é de extrema importincia no organismo desempenhando fungdes
em varios mecanismos fisiologicos, nomeadamente na condugao neuromuscular na
excitabilidade do mdusculo-esquelético e cardiaco, impulsos nervosos, contractilidade das

células, conservagao da integridade da membrana celular, nomeadamente nas trocas entre o

Na* e K", atividade de vérias enzimas e na coagulagio sanguinea.

O Ca® no soro existe sob trés formas: calcio ionizado ou livre (ativo) correspondendo
a 50% do Ca’*' total, complexado a anides (fosfato e citrato) cerca de 5% e os restantes 45%

estao ligados a proteinas, principalmente a albumina.

A paratormona (PTH), o calcitriol e a calcitonina regulam os niveis séricos de Ca** no
organismo. Os osteoclastos degradam o tecido ésseo e libertam-no na corrente sanguinea e
os osteoblastos removem-no do sangue para formar o tecido 6sseo. A PTH regula os niveis
de calcio estimulando a atividade dos osteoclastos, originando um aumento da libertagao deste
no sangue. Nos rins, a PTH aumenta também a reabsor¢ao e promove a formagao de vitamina
D ativa, que aumenta a absorc¢io de Ca** no intestino delgado. A calcitonina desempenha um

papel menor na manutencgio do equilibrio de Ca*, inibindo a atividade dos osteoclastos.

A hipercalcémia pode ser devida a um aumento da reabsorgao ossea, aumento da
absorg¢ao gastrointestinal, diminuicao da excregao renal, aumentos da PTH ou Vitamina D,
enquanto a hipocalcémia deve-se a um défice ou incapacidade da PTH ou da vitamina D em

casos da hipoparatiroidismos, nefrose ou pancreatite.'*?*?

Fosfato

Cerca de 80 a 90% do fosforo ingerido é absorvido de forma ativa no intestino, e é

encontrado no soro nos desequilibrios hormonais, patologias dsseas e patologias renais.”>”’
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Magnésio

O iao Magnésio (Mg*") é o quarto iio mais abundante no corpo, 50% esta presente nos
ossos associado ao Ca’" e ao fosfato, o restante esta ligado a proteinas e outros complexos
moleculares. Este iao € essencial para o funcionamento de varios processos bioquimicos,
atuando como cofator de muitas enzimas, na preservacao da estrutura macromolecular do

DNA, RNA e ribossomas.

A homeostase do Mg** é principalmente regulada pela reabsorgio tubular renal, que o
conserva quando a ingestao é baixa e o excreta quando esta ¢ alta. A hipermagnesémia pode
ter origem em distUrbios renais crénicos, desidratagao, doenga de Addison entre outros,
podendo causar insuficiéncia respiratoria, alteragoes no mecanismo de condugao do coragao,

provocando uma paragem cardiaca.

A hipomagnesémia pode estar relacionada com deficiéncias na reabsor¢ao tubular com
alteragdo da homeostase do Ca*, fosfato e K", pancreatite aguda, terapéutica com diuréticos

podendo provocar convulsdes e arritmias cardiacas.”>”

7.4.8 Cinética do ferro

Ferro

O ferro que circula no sangue resulta de um equilibrio entre as reservas do organismo
(essencialmente hepatico), a absorgao alimentar e a hemdlise fisiologica. No sangue o ferro e

transportado pela transferrina, até aos locais de armazenamento (20%) e a medula 6ssea (80%).

O ferro esta muito elevado nas hemocromatoses primarias, ligadas a um excesso de
absorc¢ao intestinal por deficiéncia do sistema de regulagao fisiologica ou secundarias devido a
quantidades excessivas de ferro (alcoolismo, transfusoes repetidas). Pode estar diminuido em
situagoes de caréncia de fornecimento, de absorgao (gastrectomias extensas) ou devido ao

aumento das necessidades (gravidez, amamentacio).">*

Ferritina

A ferritina é a a proteina de armazenamento do ferro e encontra-se no figado e nos
macroéfagos. Embora esta proteina seja principalmente intracelular e s6 esteja presente no
plasma em quantidades muito baixas, existe uma correlagao entre a importancia das reservas
de ferro e ferritina sérica. O seu doseamento permite avaliar a quantidade de ferro
armazenado, sendo que, niveis elevados de ferritina sao encontrados em situagoes de necrose
celular, bloqueio da eritropoiese, inflamagoes ou por aumento da sintese por parte de algum

tecido tumoral.®'
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Tranferrina

O ferro é transportado por uma glicoproteina migrante na electroforese com as beta-
[-globulinas: a transferrina. Esta molécula capta o ferro das reservas (figado, sistema dos
macréfagos mononucleares) e liberta-o nos eritroblastos. A sua sintese pelos hepatocitos é
inversamente proporcional a quantidade de ferro intracelular. Assim uma diminuigao das
reservas de ferro hepatocitarias leva a um aumento da transferrina, enquanto uma sobrecarga
de ferro a diminui. A determinagao dos niveis plasmaticos de transferrina é Gtil no diagnostico

diferencial e monitorizagio da terapéutica de anemias.”'

7.4.9 Avaliacio da fertilidade

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

A Hormona Foliculo Estimulante (FSH) é uma hormona polipeptidica segregada pelas
células gonadotroficas da hipofise. Na mulher, a FSH assegura a maturagao folicular e provoca
a secrecao dos estrogénios. Valores elevados de FSH encontram-se em mulheres que
atingiram ja a menopausa. No homem, contribui para a espermatogénese pela sua agao nos
tubos seminiferos. E utilizada para monitorizar tratamentos da hipdfise e disturbios das

gbnadas.’"*

Hormona Luteinizante (LH)

A Hormona Luteinizante (LH), sintetizada e libertada pela hipofise, induz a ovulagao e
mantém a secregao do estradiol e da progesterona pelo corpo amarelo durante a fase luteinica.
No homem a LH atua sobre as células de Leydig que sintetizam a testosterona. A sua
quantificagao auxilia no diagnostico da infertilidade no caso da mulher e de anomalias

testiculares, no caso do homem.?"*2

Progesterona

O doseamento da progesterona traduz a secregao do corpo amarelo. A sua taxa eleva-
se na segunda metade do ciclo. Desempenha um papel importante na preparagao e
manutengao da gravidez, sendo responsavel pela alteragao da espessura do endométrio
durante o ciclo menstrual. O doseamento da progesterona é utilizado para a detegao da

ovulagio e alteragio do ciclo menstrual.?'*2

Estradiol

O estradiol é uma hormona esteroide segregada principalmente pelos foliculos dos

ovarios sob regulagio das hormonas FSH e LH. Esta relacionada com o desenvolvimento e
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fungao dos 6rgaos sexuais. A sua principal fungao € estimular o crescimento dos 6rgaos sexuais

e o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios femininos.?"2

Prolactina

A prolactina é uma hormona secretada e libertada pela hipofise sob regulagio do
hipotalamo. A prolactina tem como fungao principal desencadear e manter a lactagao. A
utilidade do seu doseamento reside na investigagao da amenorreia, galactorreia e desordens
hipotalamico-pituitarias. Uma diminuicao do nivel sérico de prolactina pode ser indicativa de

lesao na hipdfise.*"

Testosterona

A testosterona é uma hormona esteroide sintetizada principalmente nas células de
intersticiais de Leydig nos testiculos, no homem, e pelas glandulas adrenais e ovarios, na
mulher. No homem, valores baixos desta hormona podem estar relacionados com estados
hipogonadicos e cirrose hepatica, enquanto na mulher, valores aumentados estao associados

a ovarios poliquisticos, tumores dos ovérios e tumores adrenais.’"*?

7.4.10 Funcao hepatica

O figado é um dos o6rgaos mais importantes do nosso organismo devido a
complexidade de funges que consegue exercer. E constituido basicamente por trés sistemas:
o hepatocito, que envolve a sintese e degradacao de proteinas, o sistema biliar responsavel
pelo metabolismo da bilirrubina e dos sais biliares e o sistema reticuloendotelial relacionado

com a producio de metabolitos do grupo heme e da globina.****

A avaliagio da fungao hepatica é feita através dos seguintes parametros:

Alanina Aminotransferase (ALT/GPT)
A alanina aminotransferase (ALT) também designada por glutamato piruvato
transaminase, encontra-se presente quase exclusivamente no figado e unicamente no

citoplasma das células parenquimatosas.

Os niveis de atividade sérica desta enzima sao frequentemente usados como um

biomarcador de lesao hepatica causada por toxicidade de drogas, infecao, alcool e esteatose.

A atividade aumentada da ALT no plasma é mais especifica para o figado, persistindo
por mais tempo e raramente se encontra aumentada em patologias que nido envolvam o
parénquima hepatico. Contudo o valor do seu diagnostico esta sempre associado a avaliagao

conjunta com as restantes enzimas.'®***
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Aspartato aminotransferase (AST/GOT)

O aspartato aminotransferase também designada por glutamato-oxaloacetato
transaminase (AST/GOT) é uma enzima presente no figado, coragao e musculo-esquelético,
distribuida amplamente pelo citoplasma e mitocondrias encontrando-se aumentada em lesoes

musculo esqueléticas, miopatias e lesoes hepaticas.

Na maioria dos casos das patologias hepatocelulares agudas como as hepatites a AST
encontra-se primeiramente elevada em relagao a ALT, uma vez que, a sua atividade nos
hepatocitos é superior, contudo progressivamente a ALT manter-se-a mais elevada devido ao

tempo de semi vida ser superior.'®***

Gama-GlutamilTransferase (GGT)

A Gama-GlutamilTransferase (GGT) é uma enzima encontrada predominantemente
ligada a membrana nos rins, pancreas, figado, bago e intestino delgado, onde tem uma atividade
enzimatica significativa. A sua determinagao no soro, tem aplicagao clinica no diagnostico de
doengas hepaticas e do sistema biliar. A GGT é muitas vezes o Unico parametro onde se
observa um aumento dos valores em doencgas hepatobiliares. Trata-se de uma enzima que é
mais sensivel que a fosfatase alcalina na detecao de ictericia obstrutiva, colangite e colestite, e
o seu aumento ocorre mais cedo e mantém-se durante mais tempo. Encontra-se
particularmente elevada em casos de alcoolismo, a determinagao sérica é bastante util na
monitorizacio do consumo do alcool, e em casos de elevadas concentracoes

medicamentosas.'¢333*

Fosfatase Alcalina

A Fosfatase alcalina (ALP) esta presente na maior parte dos orgaos. O figado, os ossos,
o intestino, os rins, os pulmoes, os globulos vermelhos e a placenta contém-na, contudo as
isoenzimas de origem hepatica e 6ssea representam 80% da atividade fosfatidica circulante.

Assim, doseiam-se as ALP para reconhecer as patologias hepaticas ou sseas.

A ALP é um excelente indicador de formagio ossea, devido a estimulagio dos
osteoblastos que sintetizam esta enzima, auxiliando no diagnéstico de determinadas doencas

como sao o caso da doenga de Paget, raquitismo, osteomalacia entre outros.

Esta enzima encontra-se elevada nas criancas e adolescentes, devido ao crescimento,
nas mulheres pés-menopausa, devido a prevaléncia de osteoporose e em gravidas devido a

sua libertagdo pela placenta.'®
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Albumina

A albumina é uma proteina sintetizada exclusivamente pelo figado, essencial na
regulacio da pressao oncotica do plasma e no transporte de determinadas substancias
enddgenas como € o caso dos ides, hormonas, bilirrubina, calcio, e de substancias exdgenas

no caso dos Farmacos.

As concentragoes séricas de albumina encontram-se alteradas nos casos de sindrome
nefrética, desnutrigao, perdas gastrointestinais, e em determinadas patologias hepaticas como

a cirrose a hepatite alcodlica e autoimune.®

Bilirrubinas

A bilirrubina é proveniente da destruicao da hemoglobina no citoplasma dos
macrofagos, sendo libertada no plasma na forma livre, glicuroconjugada no figado e depois
excretada nas vias biliares, passando posteriormente para o intestino e € transformada em
urobilinogénio. A bilirrubina conjugada ou direta é integralmente eliminada pela bilis e a sua

taxa sérica e nula ou minima.

Hiperbilirrubinémia diz-se nao conjugada quando é constituida por 80% ou mais de
bilirrubina “livre”. Esta é devida quer a uma producao excessiva de bilirrubina quer a um
defeito da glicuroconjugagao. A hiperproducao de bilirrubina pode ser o resultado de uma
destruigao de globulos vermelhos ou dos seus percursores na medula ossea (eritropoiese
ineficaz). No caso de defeito de glicuroconjugagao temos a doenga de Gilbert, doenga de
transmissao autossdmica dominante, ligada a um défice em glicuronil-transferase. Reduz-se

por uma ictericia cronica moderada isolada completamente benigna.

As hiperbilirrubinémias conjugadas, ou seja, quando constituida em mais de 50% por
bilirrubina conjugada (direta), tém como sinal importante a presenca de bilirrubina na urina. A
excecao das afeg¢des constitucionais raras devidas a um défice funcional da excrecio da
bilirrubina (Dubin Johnson, Rotor), estas hiperbilirrubinemias sio sempre devidas a uma

colestase

- por obstrucao biliar extra hepatica (litiase, cancro do pancreas ou das vias biliares,

colangites esclerosantes);

- ou intra-hepaticas (hepatite viral ou alcodlica, cirrose biliar primitiva, colestase

medicamentosa ou pos operatoria).' "
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7.4.11 Avaliacdo da Funcao Tiroideia

A tiréide é composta por dois lobos ligados entre si por uma estreita ponte de tecido
tiroideu, designada por istmo, considerada uma das maiores glandulas endocrinas, com o peso
aproximado de 20 gramas. E profusamente vascularizada e tem um aspeto mais avermelhado

do que os tecidos proximos.

A hormona libertadora da tirotropina (TRH) é sintetizada no hipotalamo e estimula a
libertacao da hormona estimuladora da tiroide (TSH) pela hipdfise. A TSH estimula
diretamente a glandula da tiroide a produzir tiroxina (T4) e triiodatironina (T3), a partir de
uma base de iodo nas células foliculares. A T3 e T4 vao inibir a libertacio de TRH direta e
indiretamente e consequentemente, a secre¢ao das hormonas tiroideias diminui. Alteragoes
na sintese ou regulagao destas hormonas provocam patologias como o hipotiroidismo ou

hipertiroidismo.'

Hormona Estimuladora da Tirdide (TSH)

A Hormona Estumuladora da Tirdide (TSH) é uma hormona pituitaria que desempenha
um papel fundamental na manutengao dos niveis circulatorios normais de T3 e de T4. A
elevagao da TSH é o sinal mais sensivel de hipotiroidismo primario periférico enquanto a T4
livre esta diminuida. Durante o tratamento, a normalizagdo da TSH circulante permite
assegurar que a dose substitutiva é suficiente. O hipertiroidismo manifesta-se por uma taxa
permanentemente baixa da TSH e de uma elevacao das hormonas tiroideias T3 e T4. Somente
quando a TSH esta no limite inferior da normalidade, em contraste com uma impressao clinica
de hipertiroidismo, é que se deve mandar fazer um teste a TRH. A auséncia de elevagao da
TSH apods estimulagao pela TRH permite entao confirmar a suspeita clinica de

hipertiroidismo.’"*?

Tiroxina (T4 TOTAL) e Tiroxina Fracao Livre (FT4)

A tiroxina (T4 Total) que representa 80% da producao hormonal da tiréide, circula no
plasma ligada a proteinas fixadoras, sendo as principais a thyroxine binding globulin (globulina
que fixa a tiroxina) e a thyroxine binding prealbumin (pré albumina que fixa a tiroxina). A fragao

T4 livre, embora quantitativamente mais fraca (0,05% da T4) € a unica ativa.

No hipertiroidismo a T4 livre esta elevada, qualquer que seja a sua causa e a TSH esta
sempre diminuida. Quando excecionalmente a T4 livre e a TSH estdo ambas aumentadas

podemos estar perante casos como o adenoma hipofisario produtor de TSH.>"*
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Triiodotironina (T3 TOTAL) e Triiodotironina Fracao Livre (FT3)

A Triiodotironina (T3 Total) é uma Hormona tiroideia sintetizada a partir da
tiroglobumina. Os valores de T3 total dependem do estado da tiroide, da conservagao
periférica de T4 em T3 e da concentragio de proteinas transportadoras de hormonas
tiroideias. Na presenca de valores elevados de T4 total ou livre, o doseamento de T3 ajuda a

confirmar o diagnéstico de hipertiroidismo.

Como a maior percentagem de hormonas da tiroide se encontram ligadas a proteinas,
as alteragoes dos niveis séricos de T3 e T4 totais podem nao estar diretamente ligadas a

patologias da tiréide, dai ser preferivel o doseamento da T3 e T4 livres.’"*

Anticorpos Anti tiroglobulina (aTG) Anticorpos Anti peroxidase (aTPO)

A pesquisa destes anticorpos é o método mais utilizado no diagndstico de patologias
auto imunes da tiroide. A doenga auto imune da tirdide é o principal fator que sustenta o

hipotiroidismo e o hipertiroidismo.’*?

7.4.12 Funcao renal
O sistema renal, constitui um dos sistemas fundamentais para o controlo da
homeostase do meio interno através do controlo hidro-eletrolitico e acido base com

consequente regulagao da pressao arterial.

Os rins sao o6rgaos endocrinos, essenciais na sintese de determinadas hormonas como
a eritropoietina, renina, |,25-di-hidroxi vitamina D3 entre outras, na neutralizagdo e na
eliminagao de compostos téxicos para o organismo. A maneira mais significativa pela qual o
rim desempenha as suas fungoes é através da formacao de urina e da regulagao da sua
densidade e concentracio."”

Creatinina

A creatinina é um catabdlito da creatina muscular eliminada exclusivamente pelo rim

por filtragio, nao sendo nem secretada nem reabsorvida pelo tabulo."

A quantidade de creatinina excretada diariamente é proporcional a massa muscular do
individuo, nao sendo afetada pela dieta, idade, sexo ou exercicio fisico. E considerada um
excelente parametro de avaliagao renal, uma vez que, é excretada a uma velocidade quase

constante e a sua produc¢ao nao depende do metabolismo das proteinas.
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Valores elevados de creatinina no plasma indicam uma diminuigao da velocidade de
filtracao glomerular ou uma diminuicdo do volume de urina produzida e excretada,

independentemente de ser uma causa pré-renal, renal ou poés-renal.'"”

A concentracao plasmatica de creatinina € inversamente proporcional a taxa de

filtracao glomerular (TFG).

Clearance da creatinina

A creatinina sérica € muito util para avaliar o grau de filtragao glomerular, contudo
devido a falta de sensibilidade, em caso de controlo de patologias que poderao evoluir para

doenga renal grave, a melhor determinagao é o teste da clearance da creatinina.

A clearance consiste na velocidade de excregao urinaria da creatinina durante 24h

comparativamente com a concentragao no plasma desse mesmo composto.

Valores elevados da creatinina a nivel sérico e diminuidos a nivel urinario refletidos
numa diminuigao da taxa de filtragao glomerular, indicam que o rim podera estar disfuncional

quer por infegao, obstrugao ou por outras patologias associadas.

A determinagao da clearance da creatinina faz-se através da seguinte formula:

[Creatinina urinaria] (mg/dL) X Débito urinario (ml/min)

TFG(ml/min)= [Creatinina plasmética] (mg/dL)

Ureia

A ureia resulta do catabolismo das proteinas e aminoacidos, sendo a principal via de
excregao do nitrogénio, é filtrada pelos rins e eliminada pela urina. Se a fungao renal esta
comprometida, a ureia permanece no sangue e o seu valor sérico aumenta, uma condigao a
qual se dd o nome de urémia ou hiperurémia. A concentragao sanguinea de ureia varia para
além da fungao renal, de acordo com a idade e a quantidade de proteinas ingeridas na

alimentagio.***

Acido urico
O 4cido urico é o principal produto do catabolismo das purinas, que provém da
degradagao de acidos nucleicos. E filtrado pelos glomérulos, parcialmente reabsorvido nos

tubulos proximais e secretado para a urina pelos tubulos distais.
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O doseamento do acido urico é utilizado na avaliagao de disturbios hereditarios do
metabolismo das purinas, tratamentos de gota (doenga na qual se depositam cristais de uratos

nas articulagdes, surgindo dores associadas) e no diagnéstico de insuficiéncia renal.”’

Microalbuminuria / Proteinuria

A microalbuminuria consiste na presenca de pequenas quantidades de albumina,
inferiores a proteindria detetavel pelas tiras reativas (300mg/min) mas superiores as da
proteinuria fisioldgica (30mg/min). E um bom marcador de nefropatia inicial, particularmente
nos diabéticos, patologia que provoca alteragoes progressivas a nivel renal, com aumento da

permeabilidade glomerular.

Os termos microalbuminuria e proteindria sao geralmente usados como sinénimos,
porque a proteina mais abundante na urina em doentes renais costuma ser a albumina. A
pesquisa destes parametros é feita em urinas de 24h, para se obterem resultados mais corretos
sobre o estado renal, visto que é fundamental saber a quantidade de urina que os rins

produzem num periodo de 24h.

Sumaria de urina

A sumaria da urina, ou urina tipo Il, € uma anadlise de rotina que permite avaliar os
aspetos fisicos, (cor, turbidez, densidade), e os quimicos (pH, proteinas, glicose,
urobilinogénio, corpos cetonicos, eritrocitos, leucdcitos, nitritos, bilirrubina), num jato

intermédio de urina.

Este parametro fornece informagdes sobre uma eventual patologia renal ou do trato

urinario, bem como de outras eventuais patologias como a diabetes ou doengas hepaticas.

Na urina tipo Il inclui-se ainda a observagao do sedimento urinario, que é obtido apds
a centrifugacao da urina. Para se obter resultados fidveis, a preparacao deve ser percorrida
em, pelo menos dez campos, fazendo depois a média do niumero de elementos observados
em cada campo. Em termos qualitativos, s apds percorrer a lamina durante um certo tempo

€ que se podem obter resultados de fiabilidade satisfatoria.

No sedimento sao pesquisados eventuais leucocitos, eritrocitos, células epiteliais,
cristais, cilindros e bactérias. A presenca de elementos figurados na urina € comum desde que

estejam presentes em baixas quantidades, nao correspondendo a nenhuma situagao patolégica.

Durante o meu estagio analisei algumas urinas tipo Il (Fig. lll) com aspeto macroscépico

diferente do que caracteriza habitualmente uma urina tipo Il normal.
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Figura IlI: Urinas Tipo Il.

7.4.13 Metabolismo dos lipidos

As dislipidemias sao distirbios do metabolismo dos lipidos provocando uma alteragao
dos seus niveis na corrente sanguinea. As dislipidemias podem ser de varios tipos podendo
manifestar-se por um aumento dos triglicéridos, por um aumento do colesterol, por uma
combinagao dos dois fatores anteriores (dislipidemia mista) e ainda por uma redugao dos
niveis de colesterol HDL (Hight Density Lipoprotein). A dislipidemia € um dos mais importantes
fatores de risco da aterosclerose e a principal causa de morte nos paises desenvolvidos
incluindo Portugal. Este distlrbio representa um fator de risco cardiovascular, uma vez que a
gordura acumulada nas paredes das artérias pode levar a obstrugao parcial ou total do fluxo

sanguineo que chega ao coragao e cérebro.

Colesterol total

O colesterol é o principal esteroide do organismo, sintetizado endogenamente pelo
figado e outros tecidos, sendo uma pequena parte derivada da dieta. A sua sintese é regulada
pela concentracio de colesterol intracelular, e pelas hormonas insulina e glucagon. E um
importante constituinte das membranas celulares, mantendo a estrutura e a integridade das
células, € um precursor na sintese hormonal e € das principais fontes de energia do organismo.
Este pode encontrar-se na forma esterificada, combinado com acidos gordos, ou na forma
livre, cerca de /4 do colesterol sérico circula na corrente sanguinea e linfatica onde sofre
esterificagao e incorporagao em HDL. As HDL circulam para o figado onde o colesterol é

31,38

depois incorporado em VLDL (Very Low Density Lipoproteins).

Colesterol HDL (Hight Density Lipoproteins)

As HDL, sao lipoproteinas de elevada densidade, ricas em colesterol. Sao consideradas
protetoras a nivel cardiovascular e, por isso é importante o seu doseamento. Estas
lipoproteinas desempenham a fungao de transporte reverso do colesterol dos tecidos até

figado, onde posteriormente é convertido em acidos biliares. As HDL apresentam também
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atividades anti-inflamatorias, anti-oxidantes e anti-coagulantes, que evitam o desenvolvimento

da aterosclerose.’'®

Colesterol LDL (Low Density Lipoproteins)

O colesterol LDL sao lipoproteinas de baixa densidade, principais transportadoras de
esteres de colesterol do figado para os tecidos periféricos. As LDL sao aterogénicas, pois
estao implicadas na formagao das placas de ateroma e, consequentemente estao diretamente
relacionados com a incidéncia de eventos coronérios e mortalidade cardiovascular.’"*®
Este pardmetro é calculado segundo a formula de Friedwald, sendo valida apenas para valores

de triglicerideos até 400mg/dL:

LDLcol= [ColTotal]-[ColHDL] +Triglicerideos/5, em mg/dI.

Triglicéridos

Os triglicéridos sao moléculas constituidas por trés acidos gordos ligados a um glicerol,
ligadas as proteinas na forma de lipoproteinas e que representam uma grande reserva
energética para o organismo devido a possibilidade de degradagao dos acidos gordos. Os
triglicéridos sao produtos de reserva do tecido adiposo e sua concentragao sérica
(trigliceridemia) esta diretamente relacionada com a concentragao sérica de quilomicrons e
de VLDL (as lipoproteinas mais ricas em triglicéridos). Valores elevados de triglicéridos no
soro estio relacionados com determinadas patologias como é o caso das doencas
cardiovasculares, diabetes, doengas genéticas, como a hipertrigliceridémia familiar, em que os
triglicerideos chegam a atingir cerca de 10 vezes o seu valor normal, e que, por isso, devem
ser monitorizadas frequentemente. Valores baixos encontram-se nas doengas hepaticas e na

ma nutricio.’"*®

7.5 A minha contribuicdo na validacio do método da Troponina | Hipersensivel

Sempre que se introduz um método novo de doseamento no laboratério de bioquimica
do SPC CHL, é feito um estudo de validagao do método.
Dependendo dos objetivos, os estudos de validagao de métodos novos neste laboratério
podem incluir estudos comparativo de amostras entre métodos diferentes (método novo
versus método velho) e/ou o estudo da incerteza de medigao (que avalia a precisao interserie
para quantificar os erros sistematicos e aleatorios que definem a incerteza de medigao do

método nesse laboratorio).
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Durante o estagio no laboratério de bioquimica, tive a oportunidade de participar na
validagao do método de Troponina | Hipersensivel da Beckman Coulter. O estudo baseou-se
na avaliagao da precisao interserie com dois doseamentos por dia de cada nivel de controlo de
qualidade e de duas pools de amostras diferentes, durante 5 dias, nao seguidos.

O estudo decorreu durante duas semanas e incluiu “fatores de stress” no
autoanalizador de forma a simular um uso intensivo e alargado no tempo (manutengdes diarias
propositadamente nao executadas e manutengao intensiva extra com variagao da intensidade
do luminémetro).

Mesmo sob fatores de stress, o estudo comprovou que o método respeita a incerteza
maxima de 10% ao longo da curva de reagao (para valores baixos e altos de Troponina I). Essa
€ a confirmagao técnica principal necessaria para que seja validada a sua utilizagao como
marcador sensivel e clinicamente Util nos novos algoritmos de diagnostico do EAM, com
recurso a capacidade de detecao de alteragoes fisiopatologicas relevantes entre dois
doseamentos consecutivos (“delta-checks”), como cut-off de diagndstico clinico e ao mesmo
tempo permite definir cut-offs de decisao diferenciados ao sexo dos pacientes.

O estudo confirmou também que as amostras de controlo interno comercial, possuem
um comportamento idéntico as amostras dos pacientes e por isso sao fiéis representantes da
incerteza de medigao real que as amostras dos pacientes sofrem neste novo método de
doseamento da Troponina .

A aplicacao do novo método da Troponina hipersensivel entrara em vigor a partir de

setembro no SPC do CHL.

8. Laboratério de Microbiologia e serologia infeciosa

A Microbiologia é hoje, sem duvida alguma, umas das mais fascinantes areas da Ciéncia
e o seu interesse ¢ partilhado por todos os profissionais da area das ciéncias da saude. Na
ultima década a Microbiologia tem sido alvo de importantes avangos cientificos e tem
constituido campo onde se colocam enormes e surpreendentes desafios.

A Microbiologia é a ciéncia que estuda os microrganismos e a sua patogénese
envolvendo as areas da bacteriologia, parasitologia, micobacteriologia, micologia e virologia,
como também os microrganismos que desenvolvem relagoes de simbiose com o homem,
protegendo-os contra agentes patogénicos, fazendo parte da flora normal humana.”

Uma das maiores preocupagdes na area de saude é a elevada incidéncia de infegao

hospitalar ou nosocomial, isto é, infegdo adquirida em ambientes hospitalares durante o
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internamento ou apos a alta do paciente, quando este esteve hospitalizado ou passou por
procedimentos médicos.

Na rotina laboratorial, os produtos biolégicos provenientes das varias unidades do
hospital chegam diariamente através de um torpedo. Estas amostras vém identificadas, com
respetivo codigo de barras, a partir do qual se tem acesso aos dados do utente, do médico
prescritor, tipo de produto e andlise pretendida. O laboratorio de microbiologia recebe
essencialmente amostras de LCR, sangue, fezes, urinas, cateteres, expetoragoes, exsudados
purulentos e aspirados broncoalveolares. A maioria destes produtos tém indicagao para a
realizagao de exames bacteriologicos e, por isso, sera a area que irei desenvolver.

O meu estagio no laboratério de Microbiologia no SPC do CHL, teve apenas a duragao
de quinze dias, porém, optei com todas as limitagoes existentes fazer a sua descrigao, devido
a elevada variedade e quantidade de produtos aqui rececionados comparativamente ao outro

local de estagio referido neste relatério.

8.1 Equipamentos do Laboratério de Microbiologia

O laboratorio de Microbiologia possui varios equipamentos referidos na seguinte
tabela VII.

Tabela VII: Equipamento do Laboratério de Microbiologia

Bactet/ALERT 3D Biomérieux

Anadlise de produgao de CO,

Leitura por fluorescéncia de testes

bioquimicos
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Smart carrier Vitek 2 Biomérieux

Turbidimetria

PREVI color Biomérieux RAL STAINER (Ziehl Nielsen)

8.2 Exame bacteriologico

8.2.1 Exame macroscopico

Os produtos bioldgicos quando chegam ao SPC sofrem um processo de triagem, no
qual s6 serao aceites se estiverem devidamente identificados, em recipientes proprios, em
condigoes de transporte corretos e intactos e o volume em proporg¢oes adequadas. No
diagnostico das doengas infeciosas, os resultados laboratoriais dependem, em grande parte, da
qualidade da amostra, do momento em que o produto é colhido, dos cuidados a ter com a
sua manipulagao, bem como dos conhecimentos e experiéncia dos profissionais.

No exame macroscopico sao observados e registados o aspeto/aparéncia das
amostras, como por exemplo o volume, a cor, a turvagao entre outros. Reunidas estas
informagdes o processamento e tratamento das amostras sao orientados com base no pedido

do clinico, na suspeita de diagnodstico e na proveniéncia da amostra.

8.2.2 Exame microscopico
O exame microscépico é essencial para determinar a qualidade da amostra, ajudar no
diagnostico da doenca infeciosa, na interpretagao das culturas e definir a necessidade de

procedimentos suplementares.
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O exame microscopico permite, também, semi-quantificar as bactérias (raros, alguns
ou muitos), diferenciar cocos, bacilos, cocobacilos, estafilococos e estreptococos, e analisar a
morfologia dos leucécitos (mono e polimorfonucleares).

O exame microscopico ¢é realizado através de preparagoes a fresco, em preparagoes
coradas, nomeadamente coloracao de Gram e coloracao de Ziehl Neelsen. A coloracao de
Gram permite diferenciar bactérias Gram positivo, as que retém o corante primario (violeta
de genciana), das Gram negativa, as que descoram pela acao do diferenciador e ficam coradas
como corante de contraste (fucsina), devido as diferengas de composicao da parede
bacteriana. A presenca de acido tecdico e de grande teor em peptidoglicano na parede celular
das bactérias Gram positivas impede a saida do corante primario aquando da atuagao do
diferenciador alcool-acetona.

A coloragao de Ziehl Neelsen ¢ utilizada apenas para a pesquisa de micobactérias,
(bacilos alcool acido resistentes). As micobactérias tém a parede celular com elevado teor de
lipidos (principalmente acidos micolicos) resistentes a descoloragao com o diferenciador
acido-alcool (H,SO, ou HCI) apés coloragao com o corante primario (fucsina, ficam coradas
de vermelho). Esta técnica é realizada a quente para permitir que a fucsina penetre no interior
das células apods a dissolu¢ao do material lipidico. A descoloragao com a solugao de alcool-
acido, vai ocorrer em todas as células exceto nas bactérias resistentes, designadas de bactérias
acido-alcool resistentes (BAAR). O corante de contraste (azul metileno) vai corar de azul
todas as estruturas nao alcool acido resistentes.®

O exame direto constitui um método relativamente simples, que permite o
diagnostico presuntivo devendo ser sempre acompanhado pelo exame cultural. E um exame
de baixo custo e institui-se como uma ferramenta de apoio a identificagao de microrganismos

(embora muito menos sensivel que o exame cultural).

8.2.3 Exame cultural

Os meios de cultura consistem numa mistura qualitativa e quantitativa de substancias
que fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento de bactérias e fungos in vitro. O
laboratério deve escolher os meios adequados para a inoculagao de cada produto, tendo como
base os agentes patogénicos mais frequentemente envolvidos nos processos infeciosos e na

natureza da amostra.
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Na tabela VIl sao apresentados os meios de cultura utilizados pelo SPC.

Tabela VIII: Descri¢io dos Meios de Cultura.*

Gelose de Columbia + 5% de

sangue de carneiro (GS)

Meio utilizado para o crescimento de microrganismos exigentes.
A presenga de sangue de carneiro permite observar a hemolise.

Gelose de Chocolate (GC)

Meio seletivo para isolamento de bactérias fastidiosas, como
Neisseria spp. e Haemobphilus spp.

Gelose Salmonella Shigella

(SS)

Meio de isolamento seletivo e diferencial destinado as espécies
de Salmonella spp. e Shigella spp. a partir das fezes.

Gelose CLED

Meio nao seletivo, diferencial que permite diferenciar
microrganismos fermentadores de nao fermentadores de
lactose, através da variacdo da cor do meio de cultura.

Gelose Mueller Hinton

(MHE)

Meio que permite o crescimento de bactérias nao exigentes
(Enterobactérias, bacilos Gram (-) ndo fermentadores,

Estdfilococcus e Enterococcus).

Meio Granada (GRAN)

Meio para pesquisa do Streptococcus grupo B (Streptococcus
agalactiae). Contém cristal violeta para inibir os estafilococcus.

Uricult

Meio constituido por CLED, MacConkey e meio especifico para

enterococus.

Gelose Sabouraud

gentamicina cloranfenicol

Meio de isolamento para leveduras e fungos filamentosos.

Meio Brain Heart Infunsion

(BHI)

Meio nutritivo que permite crescimento de microrganismos
exigentes, de crescimento fastidioso e nao fastidioso, incluindo

bactérias anaerdbias e bactérias aerodbias.

Loweinstein Jensen

Meio que favorece o crescimento das micobactérias durante um
periodo de tempo longo, nomeadamente Mycobacterium

tuberculosis, e inibe a maioria das bactérias contaminantes.

Meio Candida Meio cromogénio e seletivo para leveduras. Permite a
identificagdo da Candida albicans e identificagio presuntiva de
outras espécies patogénicas C. glabrata, C.tropicalis e C. Krusei.

Selenito

Meio de enriquecimento que permite o isolamento de Salmonella spp.

Hektoen Agar (HEKT)

Meio seletivo e diferencial para isolamento de Salmonella spp. e

Shigella spp.
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Apds a realizagao da inoculagio nos respetivos meios de cultura, devem ser
selecionados as condigoes de incubagao. A otimizagao das condicoes ambientais de suporte
ao crescimento de bactérias e fungos de interesse clinico é tao importante quanto o
conhecimento dos requisitos nutricionais para a obtengao de cultura in vitro. A temperatura é,
portanto um fator determinante uma vez que condiciona a velocidade das reagdes quimicas
associadas ao crescimento microbiano. A maioria dos microrganismos cresce a uma

temperatura 6tima de 35°-37°C, Campylobacter a 40°C e os fungos a 25°C.

8.2.4 ldentificacao Bacteriana

Apos o tempo de incubagao, observa-se se houve ou nao crescimento bacteriano. No
SPC fazem-se pelo menos duas leituras: as 24h e/ou as 48/72h conforme o tipo de amostra
bioldgica apos incubagao a 37°C. Se a cultura estiver negativa todo o processo fica completo
e o resultado sai como negativo. Na presenca de crescimento sao observadas
macroscopicamente as caracteristicas culturais relativamente ao tamanho, cor, forma das
coldnias, cheiro, opacidade/brilho, swarming (Fig. IV) produgao de H,S, muco e alteragoes da

cor dos meios de cultura.

|

Figura IV: Efeito Swarming provocado
pela bactéria Proteus mirabilis.

Para identificar uma espécie bacteriana é importante e necessario obter uma cultura
pura. Muitas infegoes sao causadas por microrganismos que fazem parte da flora normal,
populagao de microrganismos que habita normalmente um dado local anatomico (pele e nas
mucosas) dos individuos saudaveis, ou que colonizam transitoriamente um determinado local
anatomico. O numero relativo de microrganismos encontrados numa cultura é importante
quando se trata de microrganismos da flora normal. Quando existe um predominio, podera
ser ele o proprio responsavel pela infecao. Por exemplo sempre que os bacilos gram-negativos
sao numerosos como Klebsiella pneumoniae, estas sao encontradas em associagao a algumas
bactérias nasofaringeas normais em amostras como a expetoragao. Os bacilos gram-negativos

sao fortemente suspeitos como causa da pneumonia, uma vez que normalmente nao se
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encontram em grande nimero na expetoragao ou nas secre¢oes bem como na flora

nasofaringea. Nesta situagao é necessario proceder a identificagdo destes microrganismos.

Algumas bactérias, como Mycobacterium tuberculosis, Salmonella thyphi e espécies de

Brucella spp., sao consideradas patogénicas sempre que encontradas em pacientes.

Métodos automaticos

No laboratério de microbiologia do CHL ¢é utilizado o VITEK 2 para identificagao das
bactérias e a realizagdo dos respetivos testes de sensibilidade a antimicrobianos (TSA). A
identificacdo baseia-se em caracteristicas metabdlicas e no perfil bioquimico dos
microrganismos. Para cada microrganismo isolado nos meios de cultura é necessario preparar
previamente solugdes salinas, com densidade variavel consoante a bactéria, 0,5-0,62 McFarland
para Gram positivos e Gram negativos, 1,80-2,20 para fungos e 3,00-3,20 para anaerdbios
sendo preparados com uma solugao salina NaCl 0,45%.

As cartas de identificagao (Tabela IX) e de sensibilidade aos ATB sao introduzidas no
equipamento, onde ocorre a aspiragao da solugao e a inoculagao nos pog¢os nas respetivas

cartas.

Tabela IX: Cartas de identificagao para VITEK 2.

Carta GP Identificagao para bactérias Gram Positivas

Carta GN Identificagdo para bactérias Gram Negativas

Carta ANC Identificagdo  para  bactérias  Anaerdbias e
Corynebacterium

Carta YST Identificagao para fungos leveduriformes

Métodos manuais

Existem provas manuais (Tabela X) que auxiliam e orientam para uma provavel
identificagao e, deste modo a fazer-se uma correta escolha das cartas a usar no equipamento

VITEK 2.
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Tabela X: Métodos manuais de identificagio bacteriana.*

Permite distinguir a espécie de Staphylococcus aureus (coagulase positiva) das

Teste da outras espécies de Staphylococcus spp. (coagulase negativa)
Coagulase Plasma de coelho + Colénia isolada da cultura em estudo.
Reacdo Positiva: Formacio de codgulo ao fim de 4h/ 37°C.
Permite diferenciar Staphylococcus spp. (catalase positiva) de Streptococcus spp.
(catalase negativa).
Teste da
2 H,0, - 2H,O0 + O,
Catalase
Uma gota de H,O; + uma coldnia (retirada do meio de cultura que nao seja a GS).
Reacdo positiva: Observagio de formagio de bolhas de gas (O,).
Permite diferenciar o género Neisseria (oxidase positiva) de outros cocos Gram
negativos e distinguir a familia Enterobactereaceas (oxidase negativa) da familia
Pseudomonadaceas (oxidase positiva).
Teste da Citocromo c reduzido— Citocromo ¢ oxidado
Oxidase Composto tetrametil-p-fenilenodiamina (incolor na forma reduzida) na presenca
de citocromo oxidase (presente na colonia) é oxidado e convertido em azul
indofenol.
Reacido positiva: Desenvolvimento de cor azul-violeta durante |0 a 60 segundos.
Teste da A optoquina inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae. O aparecimento de
Optoquina  um halo de inibigdo significa que a bactéria é sensivel 3 optoquina, permitindo
desta forma identificar Streptococcus pneumoniae.
Prova dos
fatores Esta prova permite identificar Haemophilus, uma vez que, testa o seu crescimento

proteicos de

crescimento

in vitro na presenga o fator X (hemina) e o fator V (NAD). As espécies de

Haemobphilus necessitam destes fatores para crescer (Fig. V).

Figura V: Prova dos fatores de crescimento proteico para identificacao de Haemophilus.
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8.2.5 Teste de susceptibilidade aos antibioticos (TSA)

O TSA é uma das técnicas que se baseia na capacidade que um microrganismo tem de
se multiplicar in vitro na presenga de diferentes farmacos. O TSA com recurso as cartas do
VITEK 2 consiste numa combinagio de farmacos para determinados grupos de
microrganismos (por exemplo Gram negativos ou Gram positivos. O resultado é dado como
sensivel (S), resistente (R) e intermédio (I), ao antibiotico de acordo com as normas EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

O sistema ID/TSA VITEK®2 oferece confianca nos resultados, é rapido e fiavel,
garantindo um melhor fluxo de trabalho no laboratério com menos tarefas repetitivas, maior
seguranga, melhor padronizagao e tempos de obtengao de resultados e elaboragao de relatorios

rapidos.

8.3 Principais produtos biolégicos

8.3.1 Urina

A infecao do trato urinario (ITU) é uma das causas mais comuns de infecao na
populacio em geral. E mais prevalente no género feminino, do que no masculino, devido ao
pH, fluidos prostaticos, osmolaridade, e anatomia do trato urinario. A ITU pode ser classificada
quanto a localizagao em inferior (cistite, uretites, cervicites e vaginites na mulher e prostatites

no homem) e superior (pielonefrite e ureterites).

Urocultura

A urocultura consiste no exame bacterioldgico para a quantificagao de microrganismos
presentes na urina. A colheita da urina é feita para um recipiente estéril, de preferéncia a
primeira urina da manha (colheita asséptica de jato intermédio) ou, caso nao seja possivel,
colher a urina apos retencao de 3 a 4 horas. Em ambulatorio normalmente é possivel fazer a
colheita desta maneira, contudo em alguns utentes internados no hospital a colheita ja pode

ser realizada através de cateteres ou por aspiragao suprapubica, (bebés).

A urina deve ser homogeneizada por inversao e posteriormente o uricult é imerso, e

incubado em atmosfera de aerobiose a 37°C durante 18 a 24h.

Apos esta incubagao, verifica- se houve crescimento no meio e se a cultura é valorizavel
ou nio. Quando nio se verifica crescimento ou quando o crescimento é inferior a 10° UFC

/ml (unidades formadoras de colonias por mililitro), o resultado é dado como negativo. Numa
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cultura de urina colhida por aspiragao suprapubica devera ser sempre valorizado qualquer tipo
de crescimento, independentemente da sua quantificagao. Quando se verifica um crescimento
superior a 10> UFC/ml com mais de uma estirpe e o seu isolamento é dificil considera-se a

amostra como polimicrobiana, sendo aconselhado uma nova colheita.

Em amostras cujo crescimento é superior a |0°UFC/ml é feita a identificagdo do
microrganismo e o respetivo TSA no aparelho VITEK 2 a partir de colonias puras, realizando-
se uma suspensao de turvagao 0,5 a 0,62 na escala de McFarland. Em simultaneo é realizado
uma repicagem para uma placa de CLED para descartar possiveis falhas na identificagao, devido
a um mau isolamento da bactéria. Todo o processo que envolve uma urocultura, desde a
chegada da amostra até a saida do ATB (ultima etapa) demora em média 48h. A escolha da
terapéutica antimicrobiana para a ITU varia de acordo com a apresentagao da infegao,

hospedeiro e agente etioldgico da infegao.

Microrganismos mais frequentes nas infecoes urinarias

Infegdo do trato urinario adquirido na Escherichia coli (Fig.VIl); Klebsiella spp.;
comunidade: Proteus spp.;
Pseudomonas spp.; Enterococcus spp.;
staphylococus.
Infegao do trato urinario adquirido em meio Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae (Fig.
hospitalar: VI); Proteus spp; Pseudomonas aeruginosa;

Acinetobacter spp; Candida spp;
Enterococus spp.

Figura VII: Colénias de Escherichia coli Figura VI: colonias de Klebsiella pneumoniae
numa placa de CLED numa placa de CLED

8.3.2 Pontas de Cateteres

Os cateteres venosos centrais (CVC) sao utilizados na terapia intravenosa com a
finalidade de facilitar o diagnodstico e o tratamento do paciente, permitindo a administragao de
medicamentos, nutricao parenteral e o acesso vascular para hemodialise. No entanto, o uso
destes cateteres oferece riscos de infe¢oes locais e sistémicas, incluindo endocardite e

bacteriemia.
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A dificuldade em diagnosticar infe¢oes relacionadas ao uso de cateteres é um problema
muito frequente e a sua avaliagao baseia-se na suspeita clinica de infegao, ou seja, sinais clinicos
locais, como a presenga de dor, calor, edema, eritema e exsudato purulento proximo ao local
de insergao do cateter, e sinais sistémicos como temperatura acima de 38 ° C, tremores,
hipotensao e taquicardia. O diagndstico usualmente requer hemoculturas colhidas
simultaneamente no cateter e em veias periféricas, além da remogdo do cateter para a
realizagao de cultura qualitativa.

Os cateteres devem ser colhidos assepticamente para um recipiente estéril (3 a 5 cm)
e seco. No laboratoério sao incubados no meio BHI a 37°C, em ambiente de aerobiose durante
I8 a 24h para favorecer o crescimento dos microrganismos mais exigentes. Apos 24h é
realizada a sementeira desse caldo numa Gelose de sangue por mais 24h nas mesmas
condi¢oes de incubagao. No caso de haver crescimento procede-se a respetiva identificagao
e TSA. A infegao por via cateter so é confirmada se o microrganismo isolado e identificado no

cateter for o mesmo identificado na hemocultura.
Estirpes com grande probabilidade de serem agentes patogénicos

Independentemente do numero presente: Streptococcus beta-hemolitico do Grupo A de

Lancefield, Staphylococcus aureus (Fig. VIII), Enterobacteriaceas.

Agentes provavelmente ‘“contaminantes” da pele: (Geralmente nao responsaveis por

infecio), Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus viridans, Bacillus spp.*

Figura VIII: Coldnias de Staphylococcus aureus numa placa de GS

8.3.3 Fezes

As infegoes do trato intestinal tém alta incidéncia na populagao em geral, e apresentam
grande morbilidade em criangas e idosos. Os antecedentes epidemiologicos, a existéncia de
fatores predisponentes, a presenga de sinais e sintomas clinicos e o tipo de diarreia devem

orientar na pesquisa do agente etioldgico.
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A coprocultura é dos exames mais solicitados, e consiste principalmente na pesquisa

de Salmonella sp. Shigella sp. e Campylobacter sp.

A colheita da amostra deve ser realizada para um recipiente estéril, evitando a

refrigeragao e o uso de conservantes.

Coprocultura

Na coprocultura, sio efetuados esfregacos para a realizagao da coloragao de Gram
onde se pode observar o predominio de uma morfologia bacteriana, leveduras e a presenca
de leucocitos. O exame cultural é efetuado em meio SS, meio Hektoen e meio selenito,
incubados em ambiente de aerobiose a 37°C durante 18 a 24h. Apos 24h é realizada uma
inoculagao do meio selenito para uma placa de SS e Hektoen, permitindo, assim, uma maior
recuperacao das bactérias Salmonella spp. e Shigella spp. As colonias suspeitas (nao
fermentadoras de lactose e produtoras ou nao de H,S) precisam de ser identificadas pois s
as espécies referidas anteriormente sao valorizaveis. As coldnias de Proteus spp. que também
podem ser encontradas, nao sao fermentadoras e nao sao de valorizar porque nao sao
consideradas patogénicas. Caso haja desenvolvimento bacteriano procede-se a identificagao e

ao TSA.*

A nao observagao de bactérias enteropatogénicas classifica a coprocultura como

negativa com desenvolvimento de flora comensal sem significado clinico.

Parasitologico

Nas fezes também é muito comum pedidos para a pesquisa de parasitas intestinais. A
colheita de fezes deve ser efetuada em dias alternados e de preferéncia trés amostras, uma
vez que, as formas parasitarias sao eliminadas de forma intermitente. Inicialmente realiza-se
um exame macroscopico onde se observa a cor, consisténcia, e a presen¢a de muco, sangue

e vermes adultos.

O exame parasitologico é efetuado com base no Método ECO ou Bailenger, método
de sedimentagao por concentragio, através do KIT Biorepair, onde sio preparadas as
amostras fecais, dissolvidas numa solugao ECO, (utilizado para preservar as estruturas
parasitarias) e posteriormente é adicionado éter, (solubilizante de gorduras e fibras) e a
mistura é filtrada para um tubo conico e centrifugado a 2000g durante 10 minutos. Apos a
centrifugacido obtém-se trés camadas distintas, o sedimento, objeto de estudo que podera
conter estruturas de protozoarios (trofozoitos e quistos) e de helmintas (ovos e larvas) a
intermédia de formol e a camada superficial de éster. O sediemento é observado ao

microscépio otico recorrendo-se a uma preparagao fresco entre lamina e lamela, utilizando-
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se primeiro a objetiva de pequena ampliagao (x10) e depois a objetiva de maior ampliagao
(x40). A observagao microscopica de estruturas parasitdrias permite estabelecer um

diagnostico definitivo

8.3.4 Hemoculturas

A grande maioria das doengas infeciosas pode ser acompanhada de bacteriémia
transitoria, intermitente, ou persistente.

Como o sangue é um produto biolégico estéril, o isolamento de um microrganismo a
partir duma hemocultura é geralmente o agente etiologico da infecao.

A colheita deve ser efetuada por venopungao de vasos periféricos, de preferéncia em
veias periféricas diferentes para aumentar a probabilidade de dete¢ao do microrganismo. Apos
a rececao das garrafas estas sao incubadas no aparelho Bactet Alert 3D durante 5 dias. As
garrafas de hemocultura (Fig. IX), contém meios de enriquecimento que diferem consoante o
tipo de microrganismo que se pretende pesquisar, nomeadamente anaerdbios, aerébios,
fungos, existindo também hemoculturas para amostras pediatricas.

A positividade da hemocultura é detetada a partir de um sensor colorimétrico e pela
reflexao da luz que monitoriza a presenca e a produgao de CO2, dissolvido no meio de cultura
(Fig. VIII). Apos cresciemento, o Bactet Alert, da um sinal de alarme e a hemocultura é retirada
sendo realizado um esfregago para coloragao de Gram e sementeira em GS (quando ha
suspeita de Haemophilus semeia-se também em GC) em atmosfera de aerobiose durante 24h
a 37°C. Apéds esta incubagao se ocorrer crescimento, procede-se a identificacao e respetivo
TSA. A valorizagdo dos resultados depende do contexto clinico do agente causal e do
resultado da colheita da segunda garrafa. O nao crescimento ao fim do tempo estipulado

significa que estamos perante uma hemocultura negativa.

Microrganismos mais frequentes em hemoculturas:

Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e bactérias da familia Enterobacteriacea.
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Figura IX: Garrafas de Hemocultura anaerobias e aerodbias respetivamente.

8.3.5 Secrecdes respiratorias

Para o diagnostico das infegoes respiratorias inferiores, diferentes amostras podem ser
pedidas, tais como, expetoragao, lavados ou aspirados bronquicos. No SPC a amostra mais
frequente é a expetoracao, sendo esta colhida para um recipiente estéril através de uma tosse
profunda evitando a contaminagao da amostra por bactérias da flora comensal da orofaringe.
Devem ser colhidas de preferéncia trés amostras em dias consecutivos, uma vez que, a emissao
de alguns microrganismos nao é continua. Na impossibilidade de ser obtida desta forma, a
obten¢ao de amostras do trato respiratorio inferior é realizada por broncofibroscopia.

De forma a observar a qualidade da amostra é efetuada uma coloragao de Gram, e
visualizado em 10 campos, avaliando assim a presenga de células epiteliais, leucocitos e flora
polimicrobiana. A coloragao de Gram permite também verificar se existe predominio de
alguma bactéria (Gram + ou Gram -).

Paralelamente procede-se a inoculagio da amostra em GS e GC, incubados em aerobiose
durante 24h a 37°C.

A valorizagao dos agentes patogénicos baseia-se na qualidade da amostra, na

informacao clinica e no respetivo predominio da populagao microbiana.

Microrganismos mais frequentes:

Streptococcus pneumoniae; Haemophilus influenzae; Acinetobacter baumanii; E.coli e Klebsiella

spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas (Fig. X e XI).
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Figura X: Colénias de Pseudomonas em
placa de GS.

Figura XI: Coldnias de Pseudomonas em placa de GC.

8.3.6 Exsudados purulentos

Muitas sao as situagoes clinicas e muitos sao os microrganismos responsaveis por
infegoes localizadas que conduzem a formagao de exsudados purulentos.
Para os exsudados purulentos que chegam ao laboratorio em zaragatoa, sao realizados
esfregacos para coloragao de Gram, inoculados em GS e GC e seguidamente sao incubados a
37° C em ambiente de aerobiose (em alguns casos para anaerobiose também) durante 24h.
Para a valorizagao dos resultados, tem de se ter em conta o local anatomico da infegao, tipo

de infecao, modo de colheita e a historia clinica.

Microrganismos mais frequentes nos exsudados purulentos:

Espécies da familia Enterobacteriaceas, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.,

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp beta hemoliticos.

8.3.7 Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

As amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) devem ser colhidas para tubos
esterilizados, inquebraveis, transparentes, de fundo cénico com encerramento térmico. E
recomendada a colheita para trés tubos, que devem ser numerados e enviados de imediato ao
laboratério apos a colheita.

O LCR é considerado um produto prioritario e assim que chega ao laboratério é
registado de imediato as caracteristicas macroscopicas, nomeadamente cor, turvagao e

volume. Posteriormente realizam-se duas laminas para coloragio de Gram, reportando a

presenga ou auséncia de bactérias, células inflamatoérias e eritrocitos. De seguida inocula-se
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em GS e GC, incuba-se em atmosfera de aerobiose durante 24h a 37°C. Caso haja crescimento

procede-se a identificagao e respetivo ATB.

8.4 Pesquisa de Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR)
Durante meu estagio no laboratério de microbiologia presenciei inimeros pedidos de
pesquisa de BK, nas mais diversas amostras e por isso nao poderia deixar de o destacar este

fato no presente relatorio.

As micobactérias responsaveis pela tuberculose podem ser divididas em dois grandes
grupos mediante diferencas epidemiolégicas e patogenicidade, nomeadamente o complexo
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) e as micobactérias nao
tuberculosas (M. avium complex nos HIV positivos), responsaveis pela tuberculose. Este exame
consiste na pesquisa de micobactérias, bacilos alcool acido resistente, realizando-se uma
coloracao de Ziehl Neelsen. Apos coloragao os produtos bioldgicos com pedidos para BK,
sao guardados e todas as quartas-feiras procede-se a sua analise através do Kit Mycoprosafe
onde as amostras sofrem um pré-tratamento, uma vez que, os BAAR existem em pouca

quantidade e a contaminagao das amostras pode dificultar a sua visualizagao.

As amostras sofrem um processo de descontaminagao, liquefagao, concentracao e
homogeneizacao. A homogeneizagao vai permitir a liquefacio do material organico (células e
muco) que rodeiam as micobactérias, para que os agentes descontaminantes possam exercer
a sua agao de destruicao da flora contaminante bacteriana (o tempo de contacto deve ser
respeitado, para que a destruicao das micobactérias seja minimizado).

Este tipo de tratamento permite a recuperagao de micobactérias através da eliminagao
de outros microrganismos existentes e a liquefacao de algumas amostras como o caso da
expectoragao para ser mais facil a sua sedimentacao. Apds este pré tratamento as amostras
sao centrifugadas a 3000g durante |5 minutos. Posteriormente inocula-se este sedimento nos

frascos de hemoculturas no qual vai a incubar no Bactet Alert durante 42 dias.

8.5 Serologia infeciosa

As técnicas de serologia, provas de aglutinagao e testes imunocromatograficos, (tabela
Xl e XIl) sao provas rapidas, baseadas em reagoes de antigénio-anticorpo, permitindo obter
informagoes importantes sobre o agente infecioso. As provas de aglutinagao para serem

consideradas positivas, tem de ocorrer presenca de aglutinagao, enquanto nos testes
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cromatograficos tem de aparecer duas linhas uma referente ao controlo e outra a positividade

do teste.

Tabela XI: Provas serologicas de aglutinagao.

Pesquisa de anticorpos contra género Ricketsia por
Reacdo de Weil-félix meio de antigénios, preparados a partir de Proteus

(OX-K; OX-2; OX-19).

Detecio de anticorpos contra a Brucela, de fase aguda
Rosa Bengala e Wright ou cronica. Se as amostras positivarem é feita a
quantificagdo pela reagdo de Wright, que e um teste

quantitativo de aglutinagao em microplaca (ELISA).

Detecao de anticorpos anti-salmonella, utilizando

Reacio de Widal antigénios tificos (O e H) e paratificos (A e B).

Tabela XIll: Testes imunocromatograficos aplicados a identificagao de agentes infeciosos.

Diagnostico de doenga provocada por Legionella
Pesquisa de antigénios de Legionella
pneumophila.
pneumophila (urina)

Rotaviris é um agente responsavel por

Pesquisa de Antigénios de adenovirus e . . . .
gastroenterites e diarreias em criangas, enquanto a

Rotavirus (fezes
( ) Adenovirus afeta o sistema gastrointestinal, ocular e

respiratorio.

8.6 Controlo de Qualidade Interno e Externo no Laboratério de Microbiologia
No laboratério de microbiologia todos os dias se procede a verificagao e registo das
temperaturas das estufas e dos frigorificos existentes. Para além deste procedimento também
se coloca a solugao salina utilizada para as suspensoes bacterianas numa placa de GS onde é
incubada a 37°C durante 24h. Este procedimento repete-se diariamente tanto no inicio como

no fim da realizagao das referidas suspensoes bacterianas.

Relativamente a Avaliagio externa da Qualidade, as amostras que chegam ao
laboratério sao processadas em conjunto com as amostras bioldgicas dos utentes para que, o
seu processamento represente as condigoes reais de trabalho na rotina diaria do SPC. A
resposta a este programa é definida segundo um calendario estipulado pelas entidades

independentes que os gerem, dependendo das provas que o SPC responde. O laboratério de
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microbiologia recebe o controlo de qualidade externo NEQAS de parasitologia, bacteriologia

e micobacteriologia.

9. Principais Atividades desenvolvidas no Laboratério Ualia

9.1 Hematologia

A Hematologia é uma area com extrema relevancia para os clinicos, pois aborda o
estudo das células sanguineas e a sua produgao, bem como o estudo da coagulagao e das
patologias associadas. O sangue é composto por células sanguineas em suspensao no plasma.
Estas células tém um tempo de vida limitado estando continuamente a ser substituidas por
novas células produzidas num processo conhecido por hematopoiese, que ocorre no estroma

da medula ossea.

Diariamente, chegam ao Laboratoério Udlia amostras de sangue total que contém EDTA
como anticoagulante, para a realizagao de Hemogramas, no equipamento SYSMEX XS-1000i.
Amostras de sangue total, colhidos para tubos com citrato para a realizagao da velocidade de
sedimentagao (VS) no aparelho MONITOR 20E ELECTRA LAB e para avaliagao da hemostase
e coagulagao no equipamento STA COMPACT.

O hemograma inclui a contagem das células do sangue como os glébulos vermelhos,
leucocitos (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, monocitos e linfocitos), plaquetas e de
reticulocitos. Sao também avaliados os parametros eritrocitarios como o volume globular
médio (VGM), a concentragao média da hemoglobina globular (CMHG), o hematocrito, a
hemoglobina, a hemoglobina globular média (HGM) e a distribuicdio do diametro dos
eritrocitos (RDW). Na presenca de alteragoes no hemograma, é efetuado um esfregago

sanguineo, realizado e corado manualmente pela técnica de May-Grunwald-Giemsa.

Relativamente a coagulagio avaliam-se parametros, tais como: o tempo de
protrombina, que inclui o calculo de International Normalised Ratio (INR), tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPa) e o doseamento do fibrinogénio.
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9.2 Imunologia

No sector de Imunologia o processamento das amostras é efetuado geralmente em
soro, no entanto podem ser também em plasma ou urina. No laboratério Udlia, o equipamento
utilizadoé o IMMULITE 2000, que efetua imunoensaios de quimioluminescéncia. O sistema
utiliza amostras de soro, plasma e/ou urina para diagnostico in vitro recorrendo a esferas de

poliestireno revestidas com uma camada de anticorpos durante a fase sélida.

Neste analisador sao efetuadas as quantificagoes de grande parte dos parametros, tais

como: marcadores tumorais, parametros da funcao tiroideia, parametros da avaliagao da

fertilidade, cinética do ferro, pesquisa de Citomegalovirus, Rubéola, Toxoplasmose e

marcadores de serologia infeciosa.

Neste sector realiza- se também a determinagao do perfil electroforético, processadas
no aparelho semiautomatico HYDRASIS por electroforese em gel de agarose. A electroforese
permite separar as proteinas séricas de acordo com a sua carga e a um determinado pH. A

coloragao é realizada com negro de amido.

No Laboratorio Udlia sao realizados controlos didrios para todos os parametros, com
exce¢ao do aparelho Hydrasis, onde o controlo sé é feito quando sao processadas as
amostras, nomeadamente uma vez por semana. No que diz respeito as calibragoes, sao
realizadas aquando de mudanga de lote dos reagentes ou sao pedidas periodicamente pelo

equipamento.
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10. Conclusao

A concretizagao do mestrado em Anadlises clinicas foi sem ddvida para mim um grande

desafio tanto a nivel pessoal como profissional.

Felizmente apds terminar a licenciatura em Analises Clinicas, arranjei trabalho na area,
mas ao fim de alguns anos senti vontade e necessidade de voltar a estudar, uma vez que, os
meus conhecimentos estavam a estagnar e a area das analises clinicas estava a progredir

rapidamente.

Até a realizagao deste estagio tinha tido sé contato com a realidade de um laboratoério
privado onde existe uma determinada rotina laboratorial onde os utentes estao capazes de se
deslocar ao laboratorio e de fazer as suas proprias analises, enquanto no ambiente hospitalar

existe um universo de patologias e de pedidos de andlises completamente diferentes.

Tanto a componente tedrica do mestrado como a componente pratica nomeadamente
o estagio, permitiram-me aprofundar conhecimentos, adquirir outros, tanto a nivel teodrico
como pratico, mas sem duvida continuar com a certeza de que a area das Analises Clinicas é
cada vez mais imprescindivel na qualidade e prolongamento da vida do utente, tanto na detegao

precoce de determinadas patologias, como no tratamento de outras.

Apesar de ser uma area muito automatizada, se nao estiverem presentes excelentes
profissionais, com uma boa interagao e comunicagao entre toda a equipa, sem a realizagao dos

procedimentos de qualidade interno e externo, as tecnologias de nada sao capazes.

Com a finalizagao de mais uma etapa na minha vida, sinto ainda hoje que tenho muito
para aprender, mas também que cada dia que passa os meus conhecimentos ficam mais
consolidados e sem duvida que esta é a area que me fascina e que me quero tornar cada vez

melhor!!
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12. Anexos

|. Dispersao das magnitudes biolégicas do SPC do CHL

A avaliagdo da dispersao das magnitudes biologicas pressupoe o conhecimento e
experiéncia para determinar as 3 principais situagcoes passiveis de ocorrer, para cada
magnitude biologica em causa. Dependendo de varios fatores como o tipo de magnitude
bioldgica, ciclos circadianos, tipo de amostra biologica, numero de pacientes usados na
avaliagdo e presenga ou auséncia de estabilidade do método de doseamento, podemos

observar:

A - Equilibrio Bioldgico e respetiva estabilidade do método de doseamento da magnitude

biologica

Creatinina

« & o o % o) . ..
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Grafico |- Dispersao dos doseamentos da creatinina, de um dado periodo de tempo
(obtido pelo Sistema Informatico do Laboratorio SIL - Modulab Gold). A reta de regressao
linear (tragada automaticamente pelo SIL, a vermelho) indica um equilibrio na média de
resultados obtidos para a creatinina durante todo o periodo de tempo da avaliagao. Tal
equilibrio é diretamente proporcional a estabilidade do método de doseamento da
creatinina nesse equipamento, durante o mesmo periodo de avaliacao.
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B- Desequilibrio biolégico (“momentum” biologico)

SCETTITEED

Grafico 2 - A reta de regressao linear representa uma descida da média dos resultados

obtidos durante o periodo de avaliagao. Tal deveu-se apenas porque no inicio do periodo
de avaliagdo encontramos mais amostras com doseamentos elevados do que no final do
mesmo periodo de avaliagao (o método de doseamento encontrava-se estavel durante esse
periodo de avaliagao e tal pode-se observar quando alargamos o periodo de avaliagao para
tras no tempo e com mais pacientes).

C - Desequilibrio por instabilidade do método de doseamento

Sodio

E

Grafico 3 — Aqui, a partir de certa altura podemos observar uma segao/corte na dispersao
dos doseamentos do sodio, onde o grupo final de pacientes (dentro da elipse a vermelho)
encontra- se nitidamente acima da média de doseamentos que se estavam a obter desde o
inicio do periodo de avaliagao. Nessas condigoes, observamos que a reta de regressao linear
(reta tragada pelo SIL a vermelho) indica uma clara tendéncia de subida da média dos
doseamentos de sodio, no mesmo periodo de avaliagao. Neste caso trata-se de uma clara
indicagao de alteragao técnica (na forma de erro sistematico) no método de doseamento

XVII



Relatério de Estagio
Mestrado em Analises Clinicas

do sodio. Se passarmos nesse momento um controlo de qualidade interno, confirmamos se
este erro € clinicamente relevante caso este ultrapasse os limites definidos nas cartas de
controlo interno.
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