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Resumo

O presente relatdrio reporta o trabalho desenvolvido durante o estagio curricular do Mestrado em
Bioquimica em Salde, drea de especializacao em Bioquimica Clinica e Metahdlica, da Escola
Superior de Saude do Instituto Politécnico do Porto, realizado no Laboratérios Médicos de
Andlises Clinicas- Avelab.

O objetivo da realizacao do estdgio passa por desenvolver as capacidades laboratoriais em
contexto real de trabalho, bem como vivenciar a rotina de um laboratdrio e, ainda, percorrer
algumas areas das Andlises Clinicas, nomeadamente, a Microbiologia, a Bioquimica e a
Imunologia.

Neste relatdrio de estagio descrevem-se o funcionamento das areas clinicas do laboratdrio, as
atividades realizadas, o processamento laboratorial, referindo ainda os equipamentos e

metodologias utilizadas e, ainda, a apresentacao de alguns casos clinicos observados.

Palavras-chave: Andlises Clinicas; Bioquimica; Imunologia; Microbiologia; Avelab



Abstract

The present report describes the work developed during the curricular internship of the Master's
Degree in Biochemistry in Health, an area of specialization in Clinical and Metabolic Biochemistry,
at the Escola Superior de Saude do Instituto Politécnico do Porto, performed at the Laboratdrios
Médicos de Andlises Clinicas - Avelab.

The objective of carrying out the internship is to develop laboratory skills in a real work context,
as well as experience the routine of a laboratory and also go through some areas of Clinical
Analysis, namely Microbiology, Biochemistry and Immunology.

This internship report describes the functioning of the laboratory's clinical areas, the activities
carried out, laboratory processing, also mentioning the equipment and methodologies used and

also the presentation of some clinical cases observed.

Keywords: Clinical Analysis; Biochemistry; Immunology; Microbiology; Avelab
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1.  Introducao

Antigamente, a identificacdo de uma determinada patologia era baseada apenas em sinais
observados pelo médico e pela interpretacao dos sintomas. Desta forma, poderiam existir erros
associados ao diagndstico e, consequentemente ao tratamento, uma vez que nao eram
realizados exames médicos. Deste modo, a ciéncia tem vindo a desenvolver-se na area das
Anadlises Clinicas de modo a existir mais exatidao no diagndstico, tratamento e monitorizacao.
Assim, a fim de ajudar no diagndstico clinico é muito comum a requisicao da avaliacao de
parametros ao nivel da Bioquimica, Imunologia, Hematologia e/ou Microbiologia.

A evolucao da ciéncia permitiu que os laboratdrios de analises clinicas se tornassem cada vez
mais automatizados, sendo possivel processar um maior nimero de amostras num curto espaco
de tempo e obter resultados de forma mais rdpida e exata. Deste modo, as analises clinicas
tornaram-se uma importante ferramenta de diagndstico, bem como de monitorizacao da
terapéutica. No entanto, existe a necessidade de os profissionais de diagndstico e terapéutica
serem exigentes, tanto a nivel pratico como a nivel tedrico, uma vez que a qualidade de
diagndstico, monitorizacao da patologia e da terapéutica depende dos mesmos. (1)

As andlises clinicas tém um papel fundamental no meio de diagndstico complementar uma vez
que, através da recolha de materiais bioldgicos como urina, sangue, fezes, saliva ou outros
materiais, permitem diagnosticar anomalias, patologias ou doencasde maior ou menor
gravidade, contribuindo, ainda, para a sua prevencao e detecao precoce. Aquando de uma
detecao precoce, ha um beneficio para o utente, bem como a diminuicao do custo do tratamento.
As analises sanguineas sao o0 exame mais comum nos check-ups de rotina prescritos pelo
médico que, posteriormente, sao realizados e interpretados pelos técnicos e especialistas do
Laboratdrio.

De modo a colocar em pratica toda a formacao tedrica e pratica do Mestrado de Bioquimica em
Salide- Area de Especializacdo em Bioquimica Clinica e Metabdlica, realizou-se um estdgio
curricular num laboratdrio que reune todas as condicdes necessdrias a aprendizagem e
consolidacao de conhecimentos anteriormente adquiridos. O estdgio desenvolveu-se no
Laboratdrios Médicos de Analises Clinicas- Avelab, sediado em Aveiro, onde foi proporcionada a
oportunidade de estar presente e participar em todo o processo analitico, desde a fase pré-

analitica até a fase pés-analitica.



Durante o estagio, houve a possibilidade de integrar algumas das areas do laboratdrio, tais como,
a Bioquimica, a Imunologia e a Microbiologia, sendo estas as dreas abordadas no presente

relatdrio.

1.1. Objetivos do estdgio
Inicialmente, realizou-se um planeamento das 720 horas totais a estagiar nos diversos setores,
nomeadamente no setor da Bioquimica, da Imunologia e da Microbiologia, assim como a
integracao nos mesmos e em todo o servico laboratorial.
No decorrer do estdgio, foram apresentados minuciosamente, todos os setores, bem como a sua
organizacao e funcionamento, com o objetivo de fazer um acompanhamento de todo o
processamento laboratorial, desde a fase pré-analitica até a fase pds-analitica.
No entanto, houve mais contato com a fase analitica. Durante esta fase pretendeu-se, realizar o
acompanhamento de diferentes etapas e procedimentos que sao comuns nos setores da
Bioquimica e dalmunologia, tais como a efetuar amanutencao didria dos equipamentos; preparar
o0s reagentes, solucoes de controlo e calibradores; programar amostras, solucoes de controlo e
calibradores; garantir a qualidade através da avaliacao do Controlo de Qualidade Interno (CQI) e
avaliacdo externa através do Controlo de Qualidade Externo (CQE) e, ainda, de adquirir
conhecimentos aprofundados dos equipamentos e metodologias analiticas dos diferentes
setores.
De salientar que este estudo foi submetido & Comissao de Etica da Escola Superior de Satide,

tendo o processo o numero CEOO76E.



2. OLaboratdrio de estagio- Avelab

O Laboratdrios Médicos de Andlises Clinicas-Avelab foi criado em 1956, e estd sediado na Rua
Ceramica do Vouga, n?13, 3800-011 em Aveiro. E considerado um dos laboratdrios mais
experientes em andlises clinicas devido a sua qualidade cientifica, a sua alta tecnologia de
diagndstico, mas tambhém, pela sua experiéncia no mercado. Conta com cerca de 94 postos de
colheitas entre as regides Norte e Centro de Portugal.

A direcao do laboratdrio é constituida por especialistas em andlises clinicas nomeadamente pelo
Dr. Américo Freitas (Diretor Clinico), Dra. Teresa Raposo (Médica Patologista) e Dr. Antdnio
Ferreira Neves (Farmacéutico Especialista).

O laboratdrio dispoe de um sistema de gestao de qualidade, de acordo com a norma 1SO 9001,
conferindo, assim, um rigor e controlo de todos os processos que realiza nos seus diferentes
setores (Bioquimica, Imunologia, Microbiologia, Biologia Molecular e Hematologia).

0 Laboratdrio Central (LC) funciona de sequnda a sexta desde as 7h30 as 19h00, e, aos sabados,
das 8h00 as13h00. Tanto o LC como os diversos postos de colheita recebem, em média, um total
de aproximadamente 800 utentes diarios.

Todos os setores do laboratdrio sao automatizados, a excecao do setor da Microbiologia, pelo
que o laboratdrio tem vindo a procurar automatizar cada vez mais o fluxo de trabalho, permitindo

aumentar a capacidade de resposta no processamento de amostras e eliminar alguns erros

humanos.

2.1. Rececado de amostras

Apods serem colhidas, as amostras sdao acondicionadas para serem transportadas em arcas
refrigeradas para o LC. No LC, as amostras sao processadas rapidamente, de forma a evitar a
deterioracao de analitos. Paraisso, contribui o facto de todos os setores estarem equipados com
varios aparelhos automatizados, permitindo uma maior rapidez no processamento das
amostras.

O laboratdrio possui ainda um sistema informatico que permite rastrear todas as amostras que
entram no laboratdrio para serem analisadas, através de uma etiqueta com cédigo de barras. Esta
etiqueta possui também um cddigo alfanumérico do tubo do utente, com o seu respetivo cédigo
de barras, o nome do utente e a data em que a colheita foi realizada. O sistema informatico
encontra-se ligado a todos os aparelhos automatizados e permite controlar o processo analitico

desde a entrada da requisicao médica até a emissao de resultados.



{ N¢identificacao do utente ]

LC 12345 0100

[ Laboratdrio Central ] [Extenséozlmunoqufmica ]

Figura 1: Exemplo de um cddigo alfanumérico atribuido a cada utente no laboratdrio Avelab

2.2. Processamento de Amostras

O processo de analise de uma amostra vai desde a requisicao médica até a emissao do boletim.
Deste modo, durante o processamento podem ocorrer erros nos testes uma vez que, nenhum
teste ou dispositivo é infalivel. (2)

O processo analitico pode ser divido em trés fases: a fase pré-analitica, a fase analitica e a fase
pos-analitica. Atualmente, as fases pré-analitica e pds-analitica sao aquelas onde ocorre a
maioria dos erros associados a andlise laboratorial. (3) Por este motivo, é necessario que hajaum
rigor nas diferentes fases do processo analitico, de forma a garantir um maior controlo e uma
menor ocorréncia de erros, assim como assegurar a qualidade dos resultados do laboratdrio.

De notar que todos os procedimentos realizados no laboratdrio Avelab seqguem as normas da

Direcao Geral de Satide (DGS).

2.2.1. Fase pré-analitica
Na fase pré-analitica é onde ocorrem a maioria dos erros durante o processamento laboratorial.
A elevada frequéncia de erros deve-se a md preparacao do utente como por exemplo, a auséncia
de jejum, a toma de medicacao, as alteracdes hormonais fisioldgicas, o tabagismo, o ciclo
circadiano, etc. Além dos erros relativos ao utente, também se pode verificar o erro por parte do
colaborador que insere os dados da prescricao no sistema informatico. Por exemplo, este pode
efetuar o pedido de teste errado ou, também, identificar incorretamente o utente. Além disto,
vdrias situacoes durante o transporte alteram a qualidade da amostra. Desta forma, o transporte

deve ser feito 0o mais rapidamente possivel para o local de processamento, para que se possa



garantir a preservacao dos analitos, alteracdes de temperatura das amostras e o contacto das
células sanguineas.

Durante o estdgio que decorreu no laboratdrio Avelab foi possivel verificar que havia o cuidado
de informar o utente acerca do modo de colheita dos respetivos produtos bioldgicos e se havia
necessidade de jejum. Além do utente ser instruido sobre o procedimento da colheita de amostras
eram fornecidos os recipientes necessarios para que este pudesse colher e transportar as
amostras até ao laboratdrio. Ao longo do periodo de estagio, verificou-se que a ocorréncia de
erros era minima, dada a experiéncia de todos os profissionais de satide e a existéncia de uma

padronizacao dos procedimentos realizados.

2.2.2. Fase analitica
A fase analitica é onde existe menor suscetibilidade de ocorréncia de erros. Os erros mais
frequentes nesta fase sao o mau funcionamento dos equipamentos, falhas ndao detetadas na
calibracao e controlo dos reagentes, ma preparacao dos reagentes, diluicdes e pipetagens
inadequadas, entre outros. (4)
De forma a minimizar os erros cometidos, no laboratdrio Avelab todos os equipamentos sao
calibrados e controlados diariamente para, assim, 0s reagentes nao conterem erros que se

possam expressar nos resultados, adulterando-os.

2.2.3. Fase pds-analitica

A fase pds-analitica diz respeito a validacao dos resultados laboratoriais por parte dos
especialistas e, posteriormente, 0s mesmos sao enviados para o utente para que o médico possa
avaliar e interpretar os resultados obtidos. Os erros mais comuns nesta fase sao a falha do
software, a validacao incorreta de resultados, a entrega de dados inadequada e incompleta e a
falha de resultados, ou seja, falta de concordancia entre parametros. (4)

De forma a minimizar os erros, primeiramente faz-se uma validacao por parte do técnico do setor
onde se efetuou a analise e, posteriormente, uma segunda validacao pelos especialistas.

No laboratdrio Avelab, os relatdrios criticos sao gerados através de um alerta, uma vez que nao
sao validados através do sistema de validagcao automatica, tendo o técnico do setor analisar os

desvios referentes aos parametros padroes. Desta forma, os resultados sao imediatamente



transmitidos ao utente ou ao médico para que se possam tomar medidas o mais rapidamente

possivel.



3. Controlo de Qualidade

Os laboratdrios de andlises clinicas tém como objetivo assegurar testes precisos, de alta
qualidade e clinicamente revelantes, em todas as fases do ciclo analitico, desde a fase pré-
analitica até a pds-analitica. Desta forma, o controlo de qualidade (CQ) é um parametro

laboratorial que confere maior fiabilidade do procedimento de testes precisos. (5)

3.1. Controlo de Qualidade Interno

0 controlo de qualidade interno (CQI) tem como objetivo analisar diariamente amostras de
controlo com analitos de valores conhecidos, permitindo assim a avaliacao e precisao dos
ensaios realizados. (6)

No laboratdrio Avelab, os equipamentos sao calibrados e controlados diariamente, sempre que
hd uma alteracao do nimero do lote do reagente ou ainda na troca de reagente. Os equipamentos
utilizam a Regra de Westgard, isto €, intervalos que definem desvios padroes aceitaveis nos
resultados das analises clinicas a partir de um analito de valor ja conhecido. Se o resultado se
afastar da margem do desvio definido, o equipamento precisa de ser reajustado visto que os
resultados nao sao fidveis. Por vezes uma nova calibragao é suficiente, no entanto, em algumas

ocasioes é necessaria uma manutencao critica por parte do fornecedor.

3.2. Controlo de Qualidade Externo

0 controlo de qualidade externo (CQE) é realizado por uma entidade externa. A avaliacao da
qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratdrio é efetuada por comparacao de resultados
dos laboratdrios participantes que utilizam os mesmos métodos. O CQE tem como objetivo
determinar e ajustar a exatidao dos métodos utilizados. (6) A amostra externa enviada tem
caracteristicas desconhecidas, no entanto é processada da mesma forma que as amostras em
laboratdrio.

No laboratdrio Avelab, o CQE é realizado por duas entidades avaliadoras, o UK NEQAS “United
Kingdom National External Quality Assessment Service" e pelo RIQAS “Randox Internacional
Quality Assessment Scheme”. Aquando de resultados incorretos, o Laboratdrio é imediatamente

notificado para que se faca a correcao dos erros.



4. Triagem

A triagem é crucial para verificar se todos os produtos que chegam ao laboratdrio estao bem
identificados, se contém volume suficiente, se existem soros hemolisados ou coagulados.
Verifica-se, também, se hd erro de etiquetagem.

Todos os soros sao centrifugados na sala de triagem e, posteriormente sao colocados em leitura
no equipamento Indexor Marksense. Neste equipamento é possivel rastrear as amostras, mas
também todas as andlises associadas ao cddigo de barras. Desta forma, retiram-se as aliquotas
para andlises a realizar no Avelab como Treponema Pallidum Hemaglutination (TPHA), Veneral
Disease Research Laboratory (VDRL), anticorpos anti-nucleares (ANA) e aliquotas realizadas em
dois laboratdrios situados em Barcelona - Ambar e Cerba. Para estes dois laboratdrios sao
realizadas andlises como catecolaminas, 1,25-dihidroxi-vitamina D, entre outras. Estas
amostras sao bem acondicionadas e conservadas durante o transporte para que nao haja

contaminacao nem deterioracao das mesmas.

4.1. Amostras de sangue
Dependendo da analise a realizar, existem diferentes tubos com aditivos para armazenamento
de sangue venoso. Estes tubos apresentam tampas com diferentes cores, de forma a serem
facilmente distinguidos.
Na triagem sao vistos os variados tubos para armazenar sangue venoso e, posteriormente
selecionados para os setores correspondentes, conforme mostra a Tabela 1.
No laboratdrio Avelab sao utilizados os tubos BD Vacutainer® SST® Advance® para as andlises
seroldgicas, bioquimicas, imunoldgicas, e apresentam tampa amarela. No caso de uma colheita
dificil, por exemplo, em pacientes com veias muito finas, veias complicadas de encontrar, os tubos
apresentam tampa vermelha. A parede interna do tubo de tampa amarela contém particulas de
silica, com a finalidade de iniciar a cascata de coagulagao quando o sangue entra em contacto
com as paredes do mesmo. Estes contém um gel acrilico semissdlido que separa assim, 0s
glébulos vermelhos do soro apds a sua centrifugacao, permitindo a estabilidade da amostra. Uma
vez que os glébulos vermelhos sao mais densos migram para o fundo do tubo, enquanto o gel é
mais denso do que o soro, ficando este tltimo na parte de cima. (7)

0O tubo de tampa azul-claro, com citrato de sddio é usado para testes de coagulagao do sangue.



0O tubo de tampa roxa contém acido etilenodiamino tetra-acético, conhecido como EDTA, isto €,
o0 anticoagulante usado para analises de hemogramas, uma vez que este preserva a morfologia

celular.

Tabela 1: Tipologia dos tubos de armazenamento de sangue venoso

Cor da Tampa Amostra Composicao Setor
Amareloou Gel separador de Bioquimicae
Soro . ;

Vermelho codgulo Imunologia

Azul Claro Sangue total ou Citrato de Sddio Coagulacao
plasma

Lilas Sangue total ou EDTA Hematologia
plasma

4.2. Amostras de urina

Uma colheita de urina adequada para realizar exame bacterioldgico deve ser efetuada com a
primeira urina da manha e do jato intermédio, uma vez que a uretra é colonizada por uma
variedade de bactérias, sendo que o primeiro jato deve ser sempre descartado. Contudo, também
pode ocorrer a multiplicacao dos agentes patogénicos colonizadores do trato urinario nas
amostras, pelo que é fundamental o transporte das amostras em tempo adequado. Em caso de
atraso no transporte, as amostras devem ser refrigeradas, de maneira que as contagens
bacterianas permanecam constantes até ao processamento da amostra de urina. (8)

No caso do exame sumadrio de urina, a colheita pode ser efetuada ocasionalmente e nao tem
obrigatoriedade de ser a primeira urina da manha.

Tanto no exame bacterioldgico de urinacomo no exame sumario de urina, a colheita deve ser feita

com os devidos cuidados de higiene antes da mic¢ao, para um frasco de colheita estéril.

4.3. Amostras de fezes
As amostras de fezes devem de ser colhidas numa porcao pequena para um copo estéril com
tampa. Também carecem de ser entregues o mais rdpido possivel no laboratdrio devido ao

metabolismo bacteriano que causa acidez nas fezes, sendo tdxico para alguns organismos. (8)



4.4. Amostras rejeitadas
Algumas amostras podem ser rejeitadas a priori, como por exemplo, amostras com volume
insuficiente, amostras coaguladas, amostras hemolisadas, lipémicas e ictéricas.
A hemodlise é um dos erros pré-analiticos mais comuns, isto é a rutura da membrana dos glébulos
vermelhos que, consequentemente, liberta o seu contetiido para o soro. Apds a amostra ser
centrifugada fica com uma cor avermelhada devido a libertacao da hemoglobina do interior do
glébulo vermelho. A intensidade da cor é proporcional ao grau de hemdlise ocorrido.
A amostra lipémica é aquela que acusa um excesso de lipidos na corrente sanguinea, sendo o
soro turvo ou leitoso.
Nafigura 2 apresenta-se uma amostra hemolisada e uma lipémica. Estes dois tipos de amostras

influenciam as medicoes espetrofotométricas e, por isso, tem de ser rejeitadas.

h
(@) (b)

Figura 2: Imagens retiradas no laboratdrio Avelab de amostras de soro hemolisado (a) e lipémico

(b), respetivamente.
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5. Andlise Bioquimica

A Bioquimica Clinica é uma area multidisciplinar com o objetivo de determinar parametros
bioquimicos e a sua utilizacao no diagndstico, tratamento, monitorizacao e prevencao da doenca.
No setor da hioquimica o equipamento automatizado utilizado € o Alinity ci-series, do fabricante
Abbott. A figura 3 representa ilustrativamente, este equipamento.

Este equipamento integra dois mddulos, a quimica clinica (sistema Alinity c) e o imunoensaio
(sistema Alinity i). Pode analisar amostras de soro, plasma e urina, e tem a capacidade para
processar até 300 amostras em simultaneo.

O sistema Alinity ¢ € um analisador de quimica clinica automatizado com elétrodos seletivos a
ides em tecnologia de chip integrado (ICT) para eletrdlitos. (9)

A manutencao didria do equipamento realiza-se tanto no mddulo da quimica como no mddulo da
imunologia. Quanto a manutencao semanal, esta é realizada por um técnico do laboratdrio
quando o equipamento assim o exige, através de um alerta. J& a manutencao trimestral é
visualizada da mesma forma que a semanal, com a excecdo de quem arealiza, visto ter de serum
técnico da empresa do equipamento, pois requer uma intervencao mais minuciosa e precisa.
Diariamente, os reagentes sao colocados e, de sequida, é realizada a calibracao e o respetivo
controlo. Também é efetuada a calibracao em dois dos trés niveis (baixo, médio e alto) do
ionograma tanto no soro como na urina e 0s controlos gerais tanto na quimica como na
imunologia.

A avaliacao da qualidade dos testes laboratoriais € realizada através de cartas de controlo que
sao analisadas pelas regras de Westgard, isto é, intervalos de valores de desvios padrdoes
aceitaveis nos resultados das analises clinicas, a partir de um analito de valor ja conhecido. Assim,
se os valores se encontrarem fora dos limites de -3 ou +3 desvio padrao é necessario proceder a
uma reavaliacao de modo a melhorar a qualidade e precisao dos testes laboratoriais. Desta
forma, deve-se realizar novo controlo, nova calibragcao e mudanca de reagente.

Neste equipamento é possivel analisar varios parametros como o ionograma (potdssio, sddio e
cloro), colesterol, glicose, proteinas totais, creatinina, marcadores cardiacos e perfis lipidicos,
renais, enddcrinos, hepaticos e pancreaticos.

No laboratdrio Avelab, o setor da Imunoquimica é composto por dois Alinity ci-series onde sao
feitas as analises bioquimicas e imunoldgicas. Estes equipamentos trabalham em espelho no
mddulo da bioquimica, ou seja, existem todos os testes em ambos os equipamentos. Ja no

mddulo daimunologia existem diferentes testes nos dois aparelhos.

1"



Alinity Alinity

Figura 3: Equipamento Alinity ci-series. (Figura adaptada de

https://www.corelaboratory.abbott/int/pt/offerings/brands/alinity.html)

5.1. Metodologias Instrumentais

5.1.1. Potenciometria
A potenciometria baseia-se na medicao do potencial de um elétrodo indicador em relagao a um
elétrodo de referéncia. Este potencial depende das atividades das espécies idnicas que entram
nas reacdes redox (de oxidacao-reducao) correspondentes e é expresso através da equacao de

Nernst. (10)

Equacao de Nernst:

E=E°- i logQ

nF

Onde, E= Potencial em condi¢des nao-padrao;
E°= Potencial em condi¢des padrao;
T=Temperatura em graus Kelvin (298 K é a mais usada);
R= Constante dos gases perfeitos, 8,314 J K" mol™;
n=Numero de elétrons envolvidos;

F= Constante de Faraday, 96485 C mol™,

Q= Quociente de reacao, representa a relacao entre as espécies quimicas envolvidas.
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5.1.2. Fotometria

A fotometria mede a quantidade de um analito numa solucao de amostra com base na luz
absorvida. E uma analise quantitativa usada em laboratdrio para determinar as quantidades de
compostos inorganicos e organicos em solugoes.

A fotometria é definida como uma medida da intensidade da luz a um determinado comprimento
de onda e baseia-se na capacidade de absorcao da radiacao. Nos métodos espectrofotométricos,
aamostra, contém o analito que se pretende determinar e é misturada com um reagente liquido.
Esta reacao (amostra em conjunto com o reagente) produz uma alteracao na absorvancia e
consequente formacao de um complexo corado. O fotodetetor deteta a alteragao na absorvancia

que é proporcional a concentracao do analito presente na amostra em estudo. (11)

5.2. Parametros Bioquimicos
Neste subcapitulo serao abordados alguns dos parametros bioquimicos avaliados no setor da

bioquimica do Avelab com mais frequéncia e com os quais contactei frequentemente.

5.2.1. Metabolismo dos lipidos

Os lipidos sao sintetizados no figado e no intestino, contudo sao transportados no plasma através
de macromoléculas, as lipoproteinas.

Alteracoes dos valores das lipoproteinas estao associadas a patologias designadas por
dislipidemias, que se caracterizam por aumento dos valores de colesterol e triglicerideos, ou a
diminuicao dos valores de lipoproteinas de alta densidade (HDL).

O doseamento dos lipidos e das lipoproteinas tem um papel importante, uma vez que sao
indicadores de risco de doenca cardiovascular. Desta forma, é importante descartar possiveis
causas de alteracdes nos parametros lipidicos, antes de se tratar de fatores de risco

cardiovascular. Por esta razao é tao importante o diagndstico e monitorizacao. (12)

Triglicerideos
Os triglicerideos sao uma familia de lipidos que sao produzidos no figado, por via enddgena, ou
absorvidas a partir da dieta, por via exdgena, a partir de acidos gordos e hidratos de carbono.

Desta maneira, sao uma fonte e reserva energética para o organismo.
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A quantificacao de triglicerideos é importante no diagndstico e tratamento de hiperlipidémias,
uma vez que um aumento sérico de triglicerideos significa também um aumento sérico de
lipoproteinas. Este aumento esta associado a patologias que podem ser genéticas ou
secundarias. Individuos hipertensos, obesos e diabéticos apresentam maior risco relativamente

aos que nao sofrem destas doencas. (12)

Colesterol total

O colesterol total evidencia a totalidade de lipoproteinas presentes na corrente sanguinea, que
guantifica lipoproteinas de alta densidade (HDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL).

A quantificacao dos niveis de colesterol é importante para diagndstico e classificacao de
hiperlipidemias, visto que um aumento dos niveis de colesterol indica um fator de risco para
patologias cardiacas, hepaticas e intestinais. Todavia, existem fatores que influenciam os niveis

normais de colesterol tais como, a idade, o sexo, o equilibrio hormonal, o stress e a gravidez. (12)

Liporproteinas de alta densidade (HDL)

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sao responsdveis pelo transporte reverso do colesterol,
isto &, transportam o colesterol presente nos tecidos para o figado. Assim, a concentracao de
colesterol diminui na corrente sanguinea e nos 6rgaos.

A quantificacao de niveis séricos de colesterol HDL é importante para a identificacao de doencas
de risco. Niveis elevados de colesterol HDL estao associados a doencas coronarias, enquanto
niveis baixos de colesterol HDL estao associados ao aumento do risco de doencas

cardiovasculares. (12)

Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo responsaveis pelo transporte do colesterol
esterificado do figado para os tecidos. As LDL contribuem para a formacao de placas de gordura
que se acumulam dentro dos vasos sanguineos. Desta maneira, uma maior concentracao de LDL
indica uma maior quantidade de colesterol na corrente sanguinea e nos 0rgaos.

Consequentemente, as LDL estdo associadas a doencas cardiovasculares. (12)
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5.2.2. Metabolismo 6sseo mineral
O sistema esquelético € um dos maiores do corpo humano, desempenhando um papel de
extrema importancia no armazenamento de calcio. O calcio realiza a mineralizacao deste
sistema, tendo um papel importante ao nivel do desempenho de fun¢des mecanicas, mas
também metabdlicas e protetoras. O controlo metahdlico do cdlcio esta diretamente relacionado
com o fosfato e o magnésio. Assim, o laboratdrio de bioquimica apresenta um papel importante
na avaliacao destes trés minerais, uma vez que alteracoes dos niveis plasmaticos dos mesmos

estao associadas a patologias e, desta forma, podem ser diagnosticadas e tratadas. (12)

Calcio

0 calcio encontra-se em ambiente intracelular e em ambiente extracelular.

Em ambiente extracelular, o calcio encontra-se na sua maioria na corrente sanguinea e estd
distribuido em trés formas distintas, sendo a suaforma livre a que é frequentemente quantificada
em laboratdrio por ser a sua forma ativa. As outras duas formas de cdlcio em ambiente
extracelular sao calcio associado a proteinas e cdlcio complexado a pequenos ides. As suas
principais funcoes neste ambiente sao a mineralizacdo dssea e participacao ativa na cascata de
coagulacao.

Em ambiente intracelular, o cdlcio desempenha fun¢des como a contragcao muscular esquelética
e cardiaca (envolvimento no potencial de membrana), secrecao hormonal, divisdo celular e
metabolismo do glicogénio.

A quantidade de célcio sérico (calcemia) é mantida fixa pela acao conjugada da paratormona, da
vitamina D e da calcitonina. Assim, a hipercalcemia pode ser relacionada com um aumento da
destruicao dssea, diminuicao da excrecao renal, ou aumento da vitamina D, causando
excitabilidade muscular. Em caso de hipocalcemia, associa-se ao défice de vitamina D, ou a

patologias renais, causando perda muscular. (12)

Fosfato
O fosfato presente no sangue provém da dieta, mas também do metabolismo dsseo. Quando
existe consumo de fosfato, este é absorvido no intestino. Quanto a sua eliminacao, é filtrado pelo

glomérulo e reabsorvido nos tubulos renais.
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No caso de hiperfosfatémia, hd uma associacao a faléncia renal crénica ou excesso de consumo
de fosfato. J& a hiperfostatémia associa-se a um consumo excessivo de alcool, caréncias

alimentares ou vémitos. (12)

Magnésio

0 magnésio é um mineral essencial que esta envolvido em varias fungoes bioquimicas, como na
formacao de ossos e dentes e funcionamento normal dos musculos e nervos. Trata-se do catiao
mais abundante nas células, que é absorvido no intestino e é excretado e controlado a nivel renal.
Um aumento dos niveis séricos do magnésio € raro, no entanto € iatrogénico. Um decréscimo dos

niveis estd relacionado com o mau funcionamento gastrointestinal e renal. (12)

5.2.3. lonograma

O ionograma permite determinar a concentracao dos principais i0es presentes no organismo,
como o cloro (CI), o potdssio (K*) e 0 sddio (Na*). Por este motivo, é importante realizar o estudo
do equilibrio hidroeletrolitico para avaliar os niveis dos eletrdlitos que tém um papel fundamental
na manutencao do equilibrio do organismo. Estes existem tanto no espaco extracelular como no
espaco intracelular e devem estar em constante equilibrio (homeostase).

O desequilibrio destes principais eletrdlitos pode ser a causa ou a consequéncia de varias
patologias, como por exemplo, patologias renais ou disfuncao no equilibrio dcido-base. Esta
andlise pode ser efetuada tanto no soro como na urina, dependendo da patologia em causa. (12)
Na tabela 2, representa-se ainterpretacao dos niveis do ionograma, fazendo alusao a descricao

e interpretacao clinica de cada parametro.
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Tabela 2: Interpretacao e descricao dos resultados do ionograma.

Parametro Descricao Interpretacao clinica
Aumento: doenca dos tubulos renais
- . (decréscimo de excrecdo de H*, levaaum
Principal aniao extracelular, os . ~ i
TR decréscimo de reabsorcao de HCO5),
seus niveis séricos correspondem . o T
Cloro oo acidose metabdlica (diarreia prolongada).
a aumentos e diminui¢6es do e
.. Diminuigao: vémito prolongado (perda de
sadio. N
HCl), perda de sal em consequéncia de
doencarenal.
Aumento: confusao mental, diminui¢ao da
. N frequéncia cardiaca (paragem cardiaca),
Principal catiao intracelular, ) ~ . o
: ~ desidratacao, cetoacidose diabética,
A responsavel pela manutencao do .
Potassio : , paralisia.
batimento cardiaco e pela —————
contracio muscular Diminuicao: fraqueza muscular,
' irritabilidade, batimento cardiaco acelerado
(ataque cardiaco).
Aumento: Sindrome de Cushing,
Catiao extracelular, responsdvel | desidratacao grave, consumo excessivo de
pela manutencao da pressao sal sem compensacao de agua, diabetes
Sédio osm@tica e regulacao do fluido insipidus.
corporal. Os seus niveis Diminuicdo: excessiva utilizacao de
sanguineos sao regulados através diuréticos, perda gastrointestinal
da excrecao e reabsorcao nosrins. |  prolongada (vémitos ou diarreia), doenca
renal, acidose metabdlica.

5.2.4. Funcao renal
O rim tem um papel muito importante no organismo, pois considera-se o sistema purificador do
organismo. As principais funcdes dos rins incluem a filtracao, reabsor¢ao e excrecao de varios
metabolitos.
A determinacgao dos parametros bhioquimicos descritos abaixo, constituem uma ferramenta dtil

no diagndstico de alteracdes da funcao renal.

Acido trico

0 acido urico é um metabolito das purinas, acidos nucleicos e nucleoproteinas. Desta forma,
niveis séricos elevados de acido urico, indicam perturbagdes no metabolismo destas substancias,
estando diretamente relacionadas com o excesso da sintese purinas.

Em consequéncia deste excesso, originam patologias, como por exemplo, da Gota, disfuncoes

renais a nivel da filtracao glomerular.
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Em situacdes de disfuncao renal, o dcido trico pode-se acumular nas articulacoes (gota) ou nos

rins (cdlculos renais). (12)

Creatinina

A creatinina é sintetizada nos rins, figado e pancreas. A quantificacao de creatinina sérica é
utilizada no diagndstico e monitorizacao de patologias renais.

A creatinina é eliminada da corrente sanguinea por filtracao glomerular. Desta forma, a creatinina
é um bom indicador da funcao renal, por ser eliminada a uma velocidade constante. Quando
existem valores elevados de creatinina no sangue, significa que a taxa de filtracao glomerular

esta diminuida, indicando, assim, uma lesao a nivel renal. (12)

Ureia

O catabolismo de aminoacidos e proteinas produzem amdnia. Uma vez que a amonia é toxica
para o organismo, esta é convertida em ureia no figado. Desta maneira, a ureia é eliminada do
organismo por filtracdo a nivel renal através da urina.

A determinacao da ureia no soro €, frequentemente, utilizada para a avaliacao renal. No entanto,
aconcentracao sérica da ureia depende da funcionalidade do rim, mas também da quantidade de
proteina ingerida na dieta, uma vez que esta é reabsorvida no tubulo proximal de forma passiva.
Como descrito anteriormente, a ureia € medida para avaliacdo renal, contudo nao é considerada

um parametro de exceléncia, sendo sempre utilizada com a medicao da creatinina. (12)

Microalbumindria

A microalbumindria acontece quando ha perda de quantidades de albumina através da urina e,
porisso, é um teste eficaz para a detecao precoce de patologias a nivel da filtracao glomerular, a
permeabilidade e a pressao dentro do glomérulo. Estas alteracdes favorecem a filtracao da
albumina que passa a ser eliminada na urina.

As princiapis causas de microalbumindria sao diabetes, hipertensao, doenca renal cronica,

alimentacao rica em proteinas, entre outras. (12)
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5.2.5. Funcao hepato-biliar
O figado é um dos maiores 6rgaos do corpo humano e relaciona-se com diversas fungoes, entre
elas, a producao de bilis, armazenamento, biotransformacao, desintoxicacao, envolvimento na
fagocitose e ainda sintese de proteinas. (12)
Os parametros abaixo descritos sao alguns dos que possuem capacidade de avaliacao da funcao

hepatica.

Alanina Aminotransferases (ALT/GTP) e Aspartato Aminotransferase (AST/GOT)

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sao enzimas presentes
nas células do figado (hepatdcitos). Estas enzimas sao excelentes bhiomarcadores de lesdes
hepaticas quando quantificadas juntamente, uma vez que medem a presenca e o grau da
inflamacado hepatica, isto €, concentragoes séricas elevadas destas enzimas refletem situacoes
de dano hepatocelular. Deste modo, estas enzimas sao libertadas para a corrente sanguinea em
consequéncia de uma lesao hepdtica com diversas origens.

A AST encontra-se tanto a nivel hepatocelular como também a nivel dsseo, rins, hemacias,
musculo cardiaco e esquelético. Destaforma, a AST pode ser associada a patologias nos diversos
tecidos onde se encontra. (13)

Poroutrolado,a ALT encontra-se sobretudo no figado, pelo que é considerada um indicador mais
especifico do que a AST, para doencas hepaticas. No entanto, esta especificidade nao é absoluta,
visto que a ALT também se encontra nos musculos e no coragdo, mas em menores
concentragoes. Porém, aquando de uma atividade fisica intensa pode-se verificar um aumento
na concentracao da ALT. Outra vantagem da ALT é que persiste por mais tempo na corrente
sanguinea, aumentando assim a janela de diagndstico. (14)

Alteracoes dos valores de AST e ALT, estao associadas a diversas patologias, tais como,
hepatites, consumo de medicamentos, abuso do consumo de alcool e drogas, cancro, entre

outras.

Fosfatase alcalina
A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima presente em diversos tecidos do corpo humano como
no figado, 0ssos, rins, placenta e mucosa intestinal, apresentado maior concentragao no figado e

0ss0s. (15)
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Um aumento da concentracao da ALP a niveis séricos revelam patologias ao nivel do sistema
biliar, como por exemplo obstrucao hepatica, colestases, neoplasias, e a nivel 6sseo, como por
exemplo a doenca de Paget, fraturas, osteomaldcia. (16)

De salientar que a ALP nao é um biomarcador especifico do figado, contudo ao ser avaliada em
conjunto com outros parametros como AST, ALT, Gama-Glutamiltransferase (GGT), Bilirrubina
total e direta, € importante para despiste de patologias hepaticas.

Quando apenas o nivel de ALP estd muito elevado e, os niveis de AST, ALT, GGT e Bilirrubina total
e direta encontram-se normais, provavelmente trata-se de um aumento da atividade de

formacao dssea.

Gama-Glutamiltransferase (GGT)

A Gama-Glutamiltransferase é uma enzima que se encontra em todo o corpo, embora exista
principalmente no figado. Quando GGT € libertada para a corrente sanguinea é uma consequéncia
do figado ou dutos biliares danificados, isto é, niveis séricos elevados de GGT na corrente
sanguinea pode indicar doenca hepdtica ou lesao dos dutos biliares.

Assim, a GGT é quantificada para pesquisa de situacoes de obstrucao e infecao hepatica e biliar,
alcoolismo e alta concentracao de farmacos. O dlcool estimula a sintese de GGT e, por isso, 0 seu

doseamento é (itil para detetar casos de alcoolismo. (12)

Bilirrubina total e direta

A bilirrubina é o maior metabolito do grupo heme, resultante da decomposicao dos glébulos
vermelhos.

Apos ser produzida, a bilirrubina é transportada para o figado, ligada a albumina uma vez que é
insolivel em dgua. Esta fracao de bilirrubina é denominada por bilirrubina indireta (bilirrubina nao-
conjugada). Assim, a sua concentracao sérica aumenta.

Janofigado, a bilirrubina assume a formallivre, pois ja nao se encontra ligada a albumina e, assim,
é conjugada com o dcido glucorénico de maneira a formar a bilirrubina direta (bilirrubina
conjugada), que é excretada através do sistema biliar para o intestino. A concentracao sérica da
bilirrubina direta, em condi¢oes fisiologicamente normais é minima ou nula.

A bilirrubina total € a soma da bilirrubina direta e indireta. (12)

No laboratdrio Avelab, apenas se quantifica a bilirrubina total e direta, sendo a indireta a

subtracao das duas anteriormente mencionadas.
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5.2.6. Metabolismo do ferro
Em condicoes fisioldgicas normais, o ferro encontra-se presente a nivel celular, plasmatico e em
outros fluidos extracelulares, em pequenas quantidades. Desta maneira, o ferro apresenta-se
distribuido na hemoglobina na forma armazenada (ferritina), na mioglobina e na transferrina
(transporte de ferro). Variagdes nos niveis séricos do ferro, originam patologias que necessitam

de diagndstico, tratamento e monitorizacao. (12)

Ferro, Ferritina e Transferrina

O ferro estd presente no organismo na mioglobina e na hemoglobina. A transferrina (proteina
transportadora), transporta o ferro até aos tecidos, onde este é armazenado na forma de ferritina,
de maneira a ndo sofrer danos oxidativos.

Tanto as quantidades elevadas de ferro como o défice férrico devem ser diagnosticadas com os
trés parametros (ferro, ferritina e transferrina) em simultaneo.

Niveis elevados destes parametros podem significar patologias como anemia hemolitica e
doencas hepaticas agudas. Niveis reduzidos destes parametros representam patologias

hepdticas crénicas, anemia crénica, neoplasias, entre outras. (12)

UIBC

0 doseamento do ferro e da capacidade nao saturada de ligacao do ferro (UIBC), traduz a
quantidade de transferrina nao saturada, e realiza-se em amostra de soro e plasma. Este
parametro contribui para a avaliacao do metabolismo do ferro, sendo importante nainvestigacao
de anemias. O UIBC encontra-se significativamente elevada em anemias por deficiéncia de ferro.
Contudo, um nivel baixo de UIBC pode significar neoplasias e disturbios inflamatdrios crdnicos.

(12)

5.2.7. Metabolismo Hidratos de carbono
Glucose
A principal fonte de energia para muitos tecidos € a glucose, esta é regulada pela insulina e pelo
glucagon.
0 exame de glucose tem como objetivo verificar a quantidade de acticar no sangue (glicemia).

Este é o principal ensaio para diagnosticar a diabetes. Para realizar o ensaio, o utente precisa de
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estar em jejum, para que o resultado nao seja influenciado e, assim, possa nao ser um falso-
positivo para a diabetes.

Alteracdes no metabolismo da glucose correspondem na maioria dos casos, a um hiperglicemia,
ou em menor acréscimo, a uma hipoglicemia.

Niveis elevados de glucose (hiperglicemia) também podem ocorrer em casos de neoplasma
pancreatico, hipertiroidismo, hiperfuncao cortical, entre outras disfuncées. Niveis reduzidos de
glucose (hipoglicemia) podem resultar da terapéutica excessiva com insulina ou de doencas

hepdticas. (12)

5.2.8. Proteinas
As proteinas encontram-se integradas nas células, érgaos e fluidos, estando por sua vez
envolvidas em multiplos processos.
As proteinas com interesse para a Bioquimica Clinica sao as que circulam no sangue, estas

incluem as proteinas plasmaticas, as proteinas de transporte e as proteinas de defesa.

Proteinas totais

O valor das proteinas totais séricas pode sofrer alteracdes por variacao de uma ou mais proteinas
especificas ou por variacao do volume de dgua no plasma.

A quantificacao das proteinas totais no sangue reflete o estado nutricional da pessoa e, pode ser
usada no diagndstico de doencas renais, hepaticas e de outros disturbios. Assim, em caso de
doenca existe alteracdo do nivel plasmatico ou da fracao individual das proteinas em relacao aos
valores normais.

Situacoes de hiperproteinemia pode ocorrer em casos graves de desidratacao ou mieloma
multiplo. Em caso de hipoproteinemia pode acontecer em mad absorcao das proteinas,

queimaduras graves, hemorragia generalizada ou sindrome nefratico.

Proteina Creativa

A proteina C reativa é a proteina de fase aguda mais precoce pois a sua concentragcao aumenta
em resposta a processos inflamatdrios, sobretudo na resposta a infecdes bacterianas ou de
outros microrganismos. Esta liga-se as membranas celulares de células mortas ou lesionadas,

ativando o processo de fagocitose. Contudo, deve ser analisada juntamente com outros
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parametros com maior especificidade visto que nao expressa inflamacao ou lesao em nenhum
6rgao em especifico.

No entanto, a proteina C reativa € um bom biomarcador de diagnéstico de infecao e inflamacao e,
também auxilia na monitorizagao daresposta a terapéutica farmacoldgica ou cirdrgica. Este é um

parametro muito sensivel, contudo é pouco especifico. (12)

Albumina

A albumina € a proteina em maior concentracao em circulagdao na corrente sanguinea. Esta é
sintetizada pelo figado e, esta envolvida no transporte de varias substancias como o cdlcio,
bilirrubina e farmacos, mas também contribui para a manutencao da pressao osmética.
Normalmente, niveis séricos diminuidos de albumina, hipoalbuminémia, ocorrem em diversas
patologias, como doenca renal, hepatica, ma absorcao, desnutricao, queimaduras graves e em
situacao de malignidade. Nos casos de hiperalbuminéria, niveis séricos aumentados de albumina,

estao relacionados com a desidratacao. (12)

5.3. Casos Clinicos
Neste subcapitulo descreve-se alguns casos clinicos em contexto real realizados durante o
estagio curricular no laboratdrio Avelab. De salientar que nao sao divulgados os nomes dos

utentes assim como o0s numeros mecanograficos associados por questdes de privacidade.
Caso 1: Andlise bioquimica de rotina em utente

Apresentam-se os dados clinicos laboratoriais de uma utente, com 47 anos. Na tabela 3

evidenciam-se valores obtidos para o perfil bioquimico de rotina da utente.
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Tabela 3: Resultados clinicos do caso 1da Bioquimica.

Anadlise Resultado Unidades Valores de Referéncia
Creatinina 0,56 mg/dL 0,57-11
Sédio 136 mEq/L 135-145
Potdssio 6,3 mEq/L 36-50
Cloro 104 mEq/L 101-109
Colesterol HDL 7 mg/dL -
TGO/AST 276 u/L <35
TGP/ALT 81 u/L <35
Fosfatase Alcalina 186 u/L 40-150
Gama-GT 522 u/L 9-36
Bilirrubina Total 22,68 mg/dL 0,20-1.20

Interpretacao clinica:

Provavelmente trata-se de uma patologia ao nivel hépato-biliar uma vez que os marcadores

bioquimicos estao significativamente elevados em comparacao com os valores de referéncia. A

utente teve indicacao dos valores criticos e também recomendacao imediata de ir ao médico para

ter um diagndstico mais complementarizado em conjunto de outros exames.

Relativamente ao valor do Colesterol HDL, a utente deve ter uma alimentacao rica em gorduras,

sem pratica de exercicio fisico.

Caso 2: Andlise bioquimica de rotina em utente

Apresentam-se os dados clinicos laboratoriais de um utente, com 67 anos. Na tabela 4

evidenciam-se valores obtidos para o perfil bioquimico de rotina com doenca cardiovascular.

Tabela 4: Resultados clinicos do caso 2 da Bioquimica

Andlise Resultado Unidades Valores de Referéncia
Triglicerideos 1094 mg/dL <150
TGO/AST 137 u/L <35
TGP/ALT 98 u/L <35
Gama-GT 634 u/L 9-36
Colesterol Total 209 mg/dL <190
Colesterol LDL 51 mg/dL <130
Colesterol HDL 26 mg/dL -
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Interpretacao clinica:

Confirmacao de diagndstico de doenca cardiovascular. Valores de triglicerideos e colesterol total
elevados em comparacao aos valores de referéncia.

Valores de GGT, TGO/AST e TGP/ALT também elevados em relacao ao valor de referéncia. Esta
alteracao pode dever-se de toma excessiva de medicamentos, consumo de alcool ou doenca
hépato-biliar. Desta forma, o utente foi contactado para mostrar o mais breve as andlises ao seu

médico, uma vez que nao tem histdrico de valores tao elevados a este nivel.

5.4. Validacao Médica no setor da Bioquimica
No Laboratdrio Avelab, apds todos os parametros serem analisados, estes caiem na bolsa do
programa Apollo para serem validadas automaticamente pelos técnicos do setor. Contudo, caso
haja alguma alteracao significativa este nao é validado automaticamente. O profissional de
diagndstico e terapéutica deve ter espirito critico bem como o historial clinico fornecido. No caso
de inexisténcia de historial clinico, os técnicos do setor tentam perceber as alteracoes junto do
utente, contactando-o. Em caso de valores criticos o utente é avisado para se dirigir a uma

unidade de saude.
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6. Anadlise Imunoldgica

Aimunologia abrange varias areas da medicinarelacionadas com o equilibrio do organismo e com
todos os mecanismos de defesa contra qualquer agente externo ou interno que venha perturbar
esse equilibrio. Desta forma, pode-se detetar a presenca de antigénios (Ag), substancia estranha
gue induz uma resposta imune, e anticorpos (Ac), proteinas do soro que reagem com uma
substancia estranha. O prdprio organismo também pode produzir os agentes agressores, isto €,
doenca autoimune.

Assim, aimunologia estuda, deteta e quantifica a resposta do organismo a agentes patogénicos,
através de células do sistema imunitdrio.

As barreiras fisicas, primeira linha de defesa do sistema imunitario contra agentes invasores, é
constituida por a pele, membranas mucosas, células ciliadas e secre¢ées como a saliva, suor e
urina. Na perda de uma destas harreiras, o organismo produz dois tipos de resposta, inata ou
adquirida.

Aimunidade inata estd sempre presente, ou seja, pronta para atacar contra os agentes infeciosos.
No entanto, muitos microrganismos evoluiram para resistir aimunidade inata. Deste mecanismo
fazem parte macrofagos, mastacitos, neutrdfilos, células “Natural Killer”, células dendriticas e o
sistema complemento que induz um conjunto de respostas contra os agentes patogénicos. Desta
forma, ocorre a ativacao de leucdcitos, que por sua vez libertam mediadores inflamatdrios e,
assim, induzem a ultima linha de defesa, aimunidade adquirida.

0O sistema imunoldgico inato deteta patogénicos por meio de recetores de reconhecimento de
padroes, que desencadeiam a ativacao das defesas antimicrobianas e estimulam a resposta
imune adaptativa. (17)

A imunidade adaptativa nao se encontra presente desde o nascimento, é estimulada pela
exposicao a um microrganismo, isto é, aimunidade adquirida. A imunidade adquirida ataca cada
Ag e comeca a desenvolver uma memdria para aquele Ag, é especifica uma vez que atacaum Ag
especifico previamente encontrado. Tem capacidade de aprender, adaptar e lembrar. No entanto,
aimunidade adquirida leva algum tempo para se desenvolver apds o primeiro contacto com o Ag.
No segundo contacto ao Ag esta serd mais rapida, visto que é lembrada pelos linfdcitos. Os
linfdcitos podem ser células B ou células T, estas trabalham em conjunto de modo a destruir os

invasores.

26



No Laboratdrio Avelab, o setor daimunologia realiza diversos ensaios através do Alinity ci-series
para o estudo de alergias, autoimunidade, endocrinologia, anemia, serologia infeciosa, pesquisa e
monitorizacdao de marcadores tumorais, entre outros.

Este equipamento integra o sistema Alinity i, isto é, um analisador de imunoensaio automatizado
que utiliza o principio do imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes. As reacdes sao
medidas como unidades relativas de luz, que tém uma relacao direta ou inversa com as
guantidades de analito na amostra.(1)

Aformade processamento das amostras assim como o equipamento estao descritos no capitulo
anterior, capitulo da Bioquimica. Contudo ha uma ligeira diferenca em relagao ao mddulo da
Bioquimica, uma vez que os controlos da imunologia sao realizados diariamente e nao quando o
equipamento apresenta o sinal da falha do mesmo.

Desta forma, diariamente todos os controlos para todas as analises sao realizados. Estes
controlos apresentam trés niveis de controlo, sendo o nivel 1 0 nao patoldgico, o nivel 2 o
intermedidrio e o nivel 3 o patoldgico. As calibracdes sao realizadas apenas quando o aparelho

deteta que sao necessarias ou quando existe mudanca de lotes de reagentes.

6.1. Ensaios Imunoldgicos
Os ensaios imunoldgicos sao métodos baseados na rececao antigénio-anticorpo que produzem
um imunocomplexo detetavel. A partir do método de detecao e do imunocomplexo, existe varios
tipos de ensaios imunoldgicos.
Os métodos de analitos podem ser do tipo competitivo ou nao competitivo utilizando como

método de detecao a fluorescéncia e a quimioluminescéncia.

6.1.1. Ensaio Imunoldgico competitivo
Os ensaios imunoldgicos competitivos sao habitualmente usados quando possui apenas um
determinado Ag. Desta forma, ao Ag presente na amostra do doente é adicionado um Agidéntico,
contudo este é marcado com um flurocromo ou por outro agente de detecao. Ambos os Ag
competem pela ligacao a um Ac especifico que se encontra ligado a uma matriz sélida. 0 Ag da
amostra e o Agmarcado e fixo a matriz sao incubados com um Ac de concentracdo conhecida. De

seguida, quantifica-se o sinal que é inversamente proporcional a quantidade de analito na
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amostra, ou seja, quanto maior a concentracao do Ag de interesse, menor o sinal gerado pelo Ag

marcado. (18)

6.1.2. Ensaio Imunoldgico ndo competitivo (Sandwich)
Os ensaios imunoldgicos nao competitivos, também denominado como sandwich, utiliza dois Ac.
0 Ac primdrio é especifico e complementar com os Ag da amostra, que, por sua vez, estabelecem
complementaridade com o Ac secundario, que reconhece esses Ag numa regiao distinta.
A concentragao do analito é diretamente proporcional a quantidade de Ac marcado, isto é, quanto

maior a concentracao do Ag de interesse, maior o sinal obtido. (18)

6.2. Metodologias Instrumentais

6.2.1. Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia corresponde a emissao de luz quando um eletrao de um nivel energético
superior, ou do estado excitado, reduz o seu nivel de energia, isto €, transita para um nivel
energético inferior. A excitagao é causada por uma reacao quimica que envolve a oxidacao de um
composto organico, como por exemplo, luminol, isoluminol, acridinio ou luciferina, por um agente
oxidante, tais como o perdxido de hidrogénio, hipoclorito ou oxigénio.

Nos ensaios de quimioluminescéncia o Ac é marcado com um composto quimioluminescente que
emite luz quando combinado com um reagente trigger (como o luminol ou o isoluminol). Estes
emitem grandes quantidades de luz que é diretamente proporcional a concentracao de Ag

presentes na amostra, tornando, desta forma, 0 método mais sensivel. (19)

6.3. Parametros Imunoldgicos
Neste subcapitulo serao abordados apenas os parametros imunoldgicos avaliados no setor da

imunologia do Avelab com mais frequéncia e com quais contactei frequentemente.

6.3.1. Marcadores Tumorais
Os marcadores tumorais sao substancias que estdao presentes no sangue, urina ou tecidos

bioldgicos, cujo seu aparecimento ou alteracao das suas concentragdes estao relacionados com
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o crescimento de células neoplasicas, ou seja, numa concentragao superior de um determinado
nivel pode indicar a existéncia de um tumor. Normalmente sao classificados de acordo com a sua
origem ou estrutura quimica.

Embora um nivel anormal de um marcador tumoral poder sugerir a presenca de tumor, isto, nao é
suficiente para diagnosticar, uma vez que, devem ser sempre acompanhados de outros exames
clinicos devido a baixa especificidade e sensibilidade dos marcadores tumorais. Desta forma, os
marcadores tumorais continuam com a sua utilidade controversa. Por um lado, facilitam o
diagndstico precoce de maneira nao invasiva, simples e rdpida. Por outro lado, sequndo as
diretrizes clinicas, nao recomendam os marcadores tumorais como testes de diagndstico
auténomos para o cancro, visto que a sua sensibilidade e especificidade continuarem limitadas.
(20)

Na pratica clinica, os marcadores tumorais sao muito uteis no auxilio ou complemento ao
diagndstico, desde que utilizados em conjunto com outros meios, na avaliacao da resposta a
terapéutica e na sua monitorizacao, na detecao precoce de recidivas e no estabelecimento de
progndstico. (21)

No Laboratdrio Avelab, os marcadores tumorais sao determinados em amostras de soro, plasma
e urina 24 horas. O equipamento automatizado é o descrito no capitulo anterior, e, dessa forma,
sao analisados apenas alguns marcadores tumorais, descritos posteriormente. Os restantes
marcadores tumorais sao enviados para um laboratdrio externo uma vez que ndo existe um

volume suficiente de amostras para suportar os custos dos reagentes.

Antigénio carcinoembrionario (CEA)

0 antigénio Carcinoembriondrio (CEA) é uma glicoproteina de membrana com capacidade de se
expressar em varios tipos de cancro tais como, pulmao, mama, c6lon, pancreas e estdmago. (20)
De forma a aumentar a precisao de diagndstico, o CEA deve ser complementado com outros
biomarcadores, o antigénio carbohidratado 125 e o antigénio hidrocarbonado 19-9, uma vez que

0 CEA nao é um marcador especifico do cancro.
Antigénio hidrocarbonado 19-9

0 antigénio hidrocarbonado 19-9 (CA 19-9) é um complexo glicoproteico da superficie celular

com elevado peso molecular, conhecido como Ag de Lewis. (21)
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0 CA 19-9 é o marcador sugerido para auxiliar no diagndstico de cancro do pancreas, hem como
na monitorizacao da terapéutica.

A sua sensihilidade esta relacionada com o estadio do tumor e ao fenétipo Le. Os trés tipos de
fendtipos sanguineos Le dependem da presenca ou auséncia dos epitopos antigénicos Le, Le?,
Leb. (22)

0 CA 19-9 é conhecido por ser um marcador tumoral de neoplasias bilio-pancreaticas. Contudo,
nao se pode considerar o CA 19-9 um marcador tumoral especifico para neoplasias bhilio-
pancreaticas, uma vez que os niveis de CA 19-9 encontram-se elevados no cancro do pancreas,
figado, vesiculabiliar, colo-retal, gastrointestinais e ainda, em algumas patologias benignas como

pancreatite, insuficiéncia renal, endometriose e neoplasias broncopulmonares. (23)

Antigénio carbohidratado 125

0 antigénio carbohidratado 125 (CA 125) é uma glicoproteina transmembranar de alto peso
molecular pertencente a familia das mucinas.

0 CA 125 é utilizado clinicamente como marcador tumoral de cancro de ovarios. Assim, 0 CA 125
desempenha um papel importante no diagndstico e na avaliacao da progressao e eficacia da
terapéutica contra o carcinoma do ovario. Contudo, niveis elevados de CA 125 também estao
associados a doencas malignas ao nivel dos pulmoes, endomeétrio, colorretal.

Os niveis de CA 125 também estao elevados em condigoes fisioldgicas como gravidez,
menstruacado, cirrose hepatica, doenca inflamatdria pélvica, trauma peritoneal e cancro do

pulmao. (24)

Antigénio especifico da préstata

0 antigénio especifico da préstata (PSA) é uma glicoproteina produzida pela préstata, secretado
no sémen ou perdido na urina e esta presente no sangue em niveis muito reduzidos.

Apesar do marcador PSA ser especifico para prostata, nao pode ser utilizado para diagndstico de
cancro daprostata, uma vez que os niveis de PSA tendem a aumentar com o aumento da prdstata
em consequéncia da idade do utente, exercicio fisico intenso, manipulagao prostatica vigorosa.

(25) Assim, a utilizacao do PSA é otimizada quando combinada ao exame de toque retal. (21)
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6.3.2. Citomegalovirus
0 citomegalovirus (CMV) pode ser a causa de patologias graves, tanto em criancas, como em
adultos. 0 CMV pode persistir no organismo de uma pessoa infetada durante anos e causar
infecdes recorrentes ou ser transmitido a outras pessoas. E um virus facilmente transmitido pelo
contacto sexual e nao sexual, através de secrecdes do corpo. (26)
Em gravidas ou doentes com o sistema imunitdrio deprimido, este virus pode trazer
complicagdes. No caso das gravidas que ja tem Ac contrao CMV, o risco de reativacao dainfecao,
e consequente transmissao ao feto é muito baixa. Contudo, se detetar umanovainfecao por CMV
durante a gestacao, realiza-se uma amniocentese para se verificar se o feto foi infetado com o
virus.
0O diagndstico da infecao pelo CMV é feito através de sangue especifico, que mostra se existem
Acparaovirus. Quando o resultado é “CMV IgM reativo”, indica que ainfecao pelo virus ainda esta
no inicio, mas se o resultado for “CMV IgG reativo”, significa que o virus esta presente ha mais
tempo no organismo. E importante salientar que um resultado positivo ou reativo de IgG nao
indica necessariamente que a infeccao estd ativa. Para isso, é importante que seja realizado o
exame de IgM para CMV, jé que essa imunoglobulina (Ig) é a primeira a ser produzida quando
existe umainfeccao.
Na gravidez, caso o resultado seja “IgM reativo”, a grdvida deve de iniciar tratamento com
antivirais ou imunoglobulinas, para evitar a transmissao para o behbé.
Se o valor de IgG for maior ou igual a 6 UA/mL considera-se que o exame é positive/reativo e,
indica que a pessoa entrou em contacto com o virus numa infecao antiga ou teve uma infecao
recente. Neste caso é importante avaliar a presenca de IgM na circulacao para se verificar se a
infecdo estd ativa.
Se o valor de IgG for menor que 6 UA/mL considera-se o resultado negativo, indica que a pessoa
nunca teve contacto com o virus, ou esteve ha poucos dias com uma infecao aguda. Neste caso
é importante avaliar a presenca ou auséncia de IgM.
No laboratdrio Avelab, quando um resultado € positivo/ reativo para a pesquisa de Ac anti-CMV
tanto paralgM como para IgG, o ensaio é repetido. No caso de confirmacao de resultado positivo,
aamostra é enviada para o Laboratdrio de Ambar para arealizagao de um teste confirmatdrio por

immunoblot.
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Tabela 5: Interpretacao dos resultados para pesquisa de Ac anti-CMV.

Resultado Interpretacao Medidas Recomendadas
Valores elevados de
| IgG indica presenca de | Apds repeticao do ensaio, se IgG e IgM constantes indica
gM- NP
Ac contra CMV infecao antiga.
(imunidade). Se existir um elevado aumento de IgG indica uma
Valores baixos de IgG infecdo ativa sem IgM.
4G+ requer repeticao do Se aumentar Ac IgG ou aparecer Ac IgM, indica uma
g ensaio ao fimde 3 reinfecao.
semanas.
IgM+ Inicio de infecao ou Apds repeticao do ensaio, se o valor permanecer
presenca de IgM nao ~ o
o constante estamos perante uma IgM nao especifica.
especifica. - . )
laG- s . Se existir aumento da IgM e/ou aparecimento de IgG é
9 Repeticao de ensaio . R
. indicacao de primo-infecao.
apos 4 semanas.
IgM+ Infecdo recente ou
r.e.sultado. falso Realizacao de teste de Avidez.
IgG+ positivo devido a IgM
residuais.
IgM- Nunca teve contacto Deve-se tomar medidas de prevencao para evitar
IgG- com o virus. infecao.
6.3.3. Rubéola

A rubéola é uma doenca infecciosa causada pelo virus da rubéola, é caracterizada por erupcoes
(manchas) vermelhas na pele. E uma infecdo viral contagiosa que se transmite de pessoa para
pessoa quando alguém infetado com a doenca espirra, tosse ou fala, por exemplo, é mais propicio
acontecer durante ainfancia.

O virus transmite-se por contacto com secrecdes nasofaringeas por dispersao de goticulas de
pessoas infetadas quando, por exemplo, uma pessoa infetada tosse, espirra ou fala, e podem ser
inaladas ou pousar na boca, nariz ou olhos de pessoas que estao préximas.

O virus pode ainda ser transmitido da mae para o feto, durante a gravidez, através da corrente
sanguinea da mae com infecao da placenta. Quando a infecao é adquirida durante a gestacao,
trata-se de rubéola congénita. Neste caso, a doenca pode provocar graves complicagoes no feto,
principalmente se a infe¢ao ocorrer nas primeiras 16 semanas de gravidez.

0 diagndstico inicial da rubéola é feito pelo médico a partir da avaliacao dos sinais e sintomas
apresentados pela pessoa, além de ser indicada a realizacao de exame de sangue para verificar a

presenca de Ac IgG e IgM contra a rubéola.
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Geralmente, se tem Ac do tipo IgM significa que esta com infecao, enquanto a presenca de Ac do
tipo IgG sao mais comuns em quem ja teve a doenca ou quem esta vacinado. Contudo, apesar de
na maioria dos casos arubéola IgG reativa ou positiva ser devido a vacinacao, este valor também
pode ser devido a infecao recente ou antiga e, por isso, é importante fazer outros exames para
confirmacao de resultados.

A andlise da amostra de sangue serve para identificar a quantidade de Ac do tipo IgG a circular na
corrente sanguinea, assim é possivel determinar se ha infecao recente, antiga ouimunidade. Para
além do exame seroldgico IgG, tambhém é realizado o Ac IgM contra a rubéola. Realiza-se os
exames paralgG e lgMumavez que estes Ac sao produzidos pelo organismo como consequéncia
de umainfecao e, sao especificos para o agente infeccioso.

Numa primeira fase deinfecao, os niveis de IgM aumentam e, porisso, considera-se um marcador
agudo de infecao. A medida que a doenca se desenvolve, hd um aumento dos niveis de IgG na
corrente sanguinea que, posteriormente, continuam em circulagao mesmo depois da infecao e,

por isso, considera-se um marcador de memodria. (27)

Tabela 6: Interpretacao dos resultados para pesquisa de Ac anti-rubéola.

Resultado Interpretacao Medidas Recomendadas
Valores elevados de IgG
IgM- indica presenca de Ac Apds repeticao do ensaio, se IgG e IgM constantes
contra Rubéola indica infecao antiga.
(imunidade). Se existir um elevado aumento de IgG indica uma
Valores baixos de IgG infecao ativa sem IgM.
IgG+ requer repeticao do Se aumentar Ac IgG ou aparecer Ac IgM, indica uma
ensaio ao fimde 3 reinfecao.
semanas.
IgM+ Infecdo aguda Apds repeticao do ensaio, se o valor permanecer
recentemente. Repeticao | constante estamos perante uma IgM nao especifica.
lgG- do ensaio apds 4 Se existir aumento da IgM e/ou aparecimento de IgG
semanas. é indicacao de primo-infecao.
llggl\G/II Infecdo ativarecente. | Repeticao do ensaio para confirmacao de resultados.
IgM- Nunca eIX|st|u~contacto. Medidas de prevencao para evitar infecao em
com o virus, nao possui (.
lgG- A mulheres gravidas.
c contra a doenca.
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6.3.4. Toxoplasmose
A toxoplasmose é uma infecao causada pelo parasitea protozoario Toxoplasma gondii. A
toxoplasmose é das parasitoses mais comuns nos gatos, uma vez que a sua reproducao sexual
ocorre nas células que revestem o intestino dos felinos. Assim, os ovos do parasite encontram-
se nas fezes dos gatos.
A transmissao de toxoplasmose pode ocorrer aquando da ingestdao de alimentos crus ou
malcozinhados que contenham a forma inativa do parasite, quisto, ou apds o contacto com
terrenos que contenham fezes de gatos com ovos. Durante a gravidez, se uma mulher for
infetada, ainfecdo pode ser transmitida ao feto através da placenta, com consequéncia de aborto
ou toxoplasmose congénita.
A toxoplasmose congénita pode ser assintomadtica, contudo pode apresentar sintomas graves e
rapidamente mortais. (28)
O diagndstico é através de andlises ao sangue que demonstram a presenca de Ac contra o
parasita.
O resultado IgG reativo para toxoplasmose significa que exitem Ac circulantes na corrente
sanguinea contra o T. gondii, pode ter acontecido devido a uma infecao recente ou antiga.
Contudo, o resultado reativo para IgG da toxoplasmose nao indica necessariamente que a pessoa
estd infetada no momento, por isso, é necessario que também seja realizada os niveis de IgM.
Esta lg comeca a ser produzida assim que hd infecao e, desta forma, é considerada um marcador
deinfecao recente.
No Laboratdrio Avelab quando um resultado é reativo para a pesquisa de Ac anti-toxoplasmalgG
e IgM, o ensaio é repetido. Apds a repeticao do ensaio e, caso de volte a confirmer o resultado
reativo, @ amostra é enviada para um Laboratdrio no exterior para realizacao de um teste

confirmatdrio por outro método.
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Tabela 7: Interpretacao dos resultados para pesquisa de Ac anti-toxoplasma.

Resultado Interpretacao Medidas Recomendadas
Infecdo antiga Apds repeticao do ensaio, se IgM negativo e IgG
IgM- (imunidade) ou primo- estdvel, indica imunidade.
infecdo sem IgM. Se IgM negativo e IgG elevada, indica uma primo-

infecao sem IgM.
Realizacao de teste de Avidez.
IgM+ Apds repeticao do ensaio, se o valor permanecer
constante estamos perante uma IgM nao especifica.

IgG+ Repeticao de ensaio.

Infeca - .
nfecao aguda .~ | Se existir aumento da IgM e/ou aparecimento de IgG
recentemente. Repeticao e~ . . ~
lgG- . é indicacao de primo-infecao.
do ensaio. - . N
Realizacao de consulta de alto risco para diagnostico
pré-natal.
IgM+ Se a Avidez for forte, indica que a infecdo ocorreu ha
Infecao recente. mais de 4 meses.
Realizacao do teste de Se a Avidez for fraca/ intermédia, realiza-se uma
lgG+ ; . N
Avidez (IgG). consulta de alto risco para arealizacao do
diagndstico pré-natal.
IgM- Auséncia de contacto
G com o virus, nao possui Vigilancia seroldgica mensal.

Ac contra a doenca.

6.3.5. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etiolégico do Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Este é transmitido por relaces sexuais desprotegidas,
partilha de seringas, transfusdes sanguineas e por transmissao vertical (gravidez, parto ou
aleitamento), nos quais as particulas virais estao presentes como no sangue, sémen e secrecoes
vaginais.
Atualmente, o HIV divide-se em dois tipos, nomeadamente o Virus da Imunodeficiéncia Humana
tipo 1 (HIV-1) e o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2 (HIV-2). Os dois tipos sao muito
semelhantes na estrutura morfoldgica, organizacao gendmica, tropismo celular para os linfécitos
T CD4+ (auxiliares), para os mondcitos, macréfagos e para as células dendriticas, vias de
transmissao e capacidade de causar SIDA. No entanto, o HIV-2 é menos patogénico do que o HIV-
1e, as infe¢oes pelo HIV-2 expressam um periodo de laténcia mais longo, com uma progressao
mais lenta da doenca e taxas de transmissao inferiores.
Apds a exposicao ao virus ocorre uma infecao aguda, com duracgao de 2 a 6 semanas, onde 0s
niveis de &cido ribonucleico (RNA) viral aumentam propagando-se por todo o organismo. Nesta

fase, o perigo de contdgio é elevado, verificam-se sintomas semelhantes a um estado gripal e,
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ainda, uma diminuicao do nimero de linfécitos T CD4. A resposta imune induz o aumento do
nuimero de linfécitos T CD8 reativos com a finalidade de eliminar células infetadas, mas também
induz a producao de Ac que favorece a diminuicao do nimero de particulas virias na corrente
sanguinea, aumentando o nimero de linfécitos T CD4. Nesta fase, o individuo entra no periodo de
laténcia clinica. A duracao desta fase depende da relacao entre a carga viral e do ndmero de
linfocitos T CDA4.

Durante a fase de laténcia verifica-se uma diminui¢ao do ndmero de linfécitos T CD4+ faz com
gue o individuo entre na fase de SIDA. (12)

No laboratdrio Avelab realiza-se a pesquisa de Ac contra o HIV-1 e HIV-2, através de
imunoensaios enzimaticos em amostras de soro ou plasma. Na presenca de um resultado reativo
para a pesquisa de Ac anti-HIV, o ensaio é repetido em duplicado. Consoante os resultados
obtidos, esquematizados na Figura 4, a amostra é enviada para o laboratério da Ambar para a

realizacao de um teste confirmatdrio por Western blot e para a identificacao do tipo de HIV.

{ Teste Seroldgico de Rastreio de 42 Geracao J

Reativo Nao Reativo

Repetir o teste em duplicado
1

. . ~ . Reportar como HIV
Reativo Reativo Nao Reativo negativo
Reativo Nao Reativo Nao Reativo
Teste rapido seroldgico de Reportar como HIV
discriminacao de HIV-1/HIV-2 negativo

Figura 4: Normas para o diagndstico laboratorial da infecao por HIV.

6.4. Casos Clinicos
Neste subcapitulo descreve-se alguns casos clinicos em contexto real realizados durante o

estdgio curricular no laboratério Avelab. De frisar que por questdes de privacidade ndao sao
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divulgados nem houve acesso aos nomes dos utentes assim como 0s nimeros mecanograficos

associados.

Caso 1: Andlise imunoldgica em gravida
Apresentam-se os dados clinicos laboratoriais de uma gravida, com 27 anos e gestacao de 6
semanas. Na tabela 8 evidenciam-se valores obtidos para o perfil imunolégico de rotina em

gravidez.

Tabela 8: Resultados clinicos do caso 1da Imunologia

Analise Resultado | Unidades Valores de Referéncia
Reativo:>10,0
Ac Anti-Virus Rubéola (IgG) 77 ul/mL N&o Reativo:<5,0

Indeterminado: 5,0-10,0
Reativo:>1,60

Ac Anti-Virus Rubéola (IgM) 0,06 N&o Reativo:<1,20
Indeterminado: 1,20 -1,59
. , Reativo:>=6,0
Ac Anti-Citomegalovirus (IgG) 115,9 UA/mL N30 Reativo: < 6.0
Reativo:>=1,0
Ac Anti-Citomegalovirus (IgM) 115 N&o Reativo: < 0,85

Indeterminado: 0,85 - 0,99
Alta Avidez:>=60,0

Ac Anti-Citomegalovirus (Avidez1gG) | 60,7 | % Avidez Baixa Avidez: <50,0
Indeterminado: 50,0 -59,9
Reativo:>3,0
Ac Anti-Toxoplasma gondii (IgG) 13 Ul/mL Nao Reativo: <1,60

Indeterminado:1,60-3,0
Reativo:>0,60

Ac Anti-Toxoplasma gondii (IgM) 01 N&o Reativo: < 0,50

Indeterminado: 0,50 - 0,59

Interpretacao clinica:

Ac anti-CMV reativo tanto para IgG como para IgM. Desta forma, foi realizado o Teste de Avidez
com resultado de “Alta Avidez” por comparacao de valores de referéncia. Por se tratar de uma
alta avidez, pode-se considerar uma reinfecao. Ao tratar-se de uma mulher gravida antes das 18
semanas de gestacao, hd uma grande probabilidade de recém-nascido infetado. O bebé pode
apresentar sintomas logo no nascimento como parto prematuro, baixo peso no nascimento,
ictericia, convulsoes, erupcao cutanea, figado e baco aumentados e com problemas de

funcionamento.
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Poroutrolado, o bebé pode estar sauddvel no momento do parto e desenvolver os sintomas mais

tarde como perda de audicdo, atraso no desenvolvimento e ainda problemas de visao.
Caso 2: Andlise Imunoldgica em utente oncoldgica
Apresentam-se os dados clinicos laboratoriais de uma utente com histdrico oncoldgico, com 68

anos. Na tabela 9 evidenciam-se valores obtidos para o perfilimunoldgico de rotina.

Tabela 9: Resultados clinicos do caso 2 da Imunologia

Analise Resultado | Unidades Valores de Referéncia
Proteina C Reativa 102 mg/L <50
CA125 44942 U/mL <350

Interpretacao clinica:

Resultados as analises requeridas extremamente elevados por comparacao de valores de
referéncia. Pode-se considerar uma grande lesao ao nivel do utero e ovarios, uma vez que a
utente é doente oncoldgica. Provavelmente, pode-se tratar de uma recidiva previsivel, uma vez
que o médico executa controlos periddicos de forma a executar uma detecao mais rapida. Desta
forma, o médico, em conjunto com outros exames realizados terda uma monitorizacao da

evolucao da doenca mais precisa e clara.
Caso 3: Andlise imunoldgica de rotina
Apresentam-se os dados clinicos laboratoriais de uma utente nao fumadora, com 69 anos. Na

tabela 10 evidenciam-se valores obtidos para o perfilimunoldgico de rotina em utente.

Tabela 10: Resultados clinicos do caso 3 da Imunologia

Andlise Resultado | Unidades Valores de Referéncia
Ferritina 236 ng/mL 10-291
TGO/AST 61 u/L <35
TGP/ALT 32 u/L <35
Fosfatase Alcalina 523 u/L 40-150
Gama-GT 362 u/L 9-36
Proteina C Reativa 452 mg/L <50
Ag Nao Fumadores: <5
Carcinoembrionario 1089,8 ng/mL Fumadores podem apresentar valores
(CEA) ligeiramente mais elevados
CA199 5500,5 U/mL <37,0
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Interpretacao clinica:

Resultados mais elevados em relagao aos valores de referéncia. Provavelmente trata-se de um
cancro ao nivel hépato-biliar, uma vez que parametros bioquimicos ao nivel hépato-biliar
também se encontram alterados. Contudo sao necessdrios mais exames para ter um diagndstico
correto.

Neste caso, como a utente nao tinha histdrico de valores tao alterados foi contactada para
mostrar ao seu médico os valores e, consequentemente, este realizar alguns exames de

complementaridade a fim de ter um melhor diagndstico.

6.5. Validacao médica no setor da Imunologia
A validagao médica no setor da Imunologia acontece de igual forma ao setor da Bioquimica. Apos
todos os parametros serem analisados, estes caiem na bolsa do programa Apollo para serem
validadas automaticamente pelos técnicos do setor. Contudo, caso haja alguma alteracao
significativa este nao é validado automaticamente. O profissional de diagndstico e terapéutica
deve ter espirito critico bem como o historial clinico fornecido. Em caso de nao existir historial
clinico, os técnicos do setor tentam perceber as alteracdes junto do utente contactando-o. Em

caso de valores criticos o utente é avisado para se dirigir a uma unidade de saude.
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7.  Andlise Microbioldgica

O principal objetivo do laboratdrio de Microbiologia é contribuir para o diagndstico, tratamento e
prevencao de doencas infeciosas. Para isso, no laboratério sao realizados variados
procedimentos para isolar diferentes microrganismos, para de sequida serem determinadas as
resisténcias e sensibilidades aos antibidticos. Este ultimo procedimento é fundamental para que
nao exista um uso excessivo de farmacos.

O laboratdrio ainda realiza andlises de rastreio de microrganismos multirresistentes. Esta
pesquisa quando realizada a tempo permite a adocao de medidas de controlo de infecao, que
levam a uma diminuicao da probabilidade da transmissao a toda a Unidade de Saude.

De modo atingir estes objetivos, no laboratdrio sao utilizadas metodologias e equipamentos
avancados para uma resposta mais atualizada e precisa.

Todos os procedimentos laboratoriais estao sujeitos a uma garantia de qualidade quer interno e
externo. No laboratdrio Avelab o controlo de qualidade interno avalia os meios de cultura, os
reagentes e a solucgao fisioldgica usada nas suspensoes bacterianas. O CQI utiliza estirpes ATCC
(American Type Culture Collection) de forma a garantir a precisao e exatidao na execucao dos
testes deidentificacao bacteriana e dos seus respetivos testes de suscetibilidade antimicrobiana.
Este setor participa regularmente num programa de avaliacdo externa da qualidade,
nomeadamente o UK NEQAS. Os controlos enviados para serem testados sao tratados como
uma amostra normal, pois o seu conteuddo nao é revelado. Estes incluem controlos com espécies
desconhecidas de bactérias ou fungos de modo arealizar a suaidentificacao e avaliar arespetiva
significancia clinica. Também incluem espécies de bactérias conhecidas com o objetivo de
determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos indicados. Todos os controlos sao
acompanhados com a respetiva informacao clinica. Posteriormente, sao enviados os resultados

a entidade externa para avaliar a qualidade dos mesmos.

7.1. Triagem Microbiologia
No setor da Microbiologia do Laboratdrio Avelab, chegam vdrios tipos de amostras para analises
bacterioldgicas, parasitoldgicas e micoldgicas, como amostras de fezes, urina, expetoracao,
exsudados uretrais, exsudados retais, exsudados vaginais, exsudados purulentos, exsudados
nasofaringeos, fragmentos de unhas, entre outros. Neste setor ainda se realiza a andlise do

espermograma.
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As amostras com maior taxa de andlise didria sao de urina para a realizacao de exames
bacterioldgicos e sumaria de urina. Estes exames sao de extrema importancia na detecao e
diagndstico de infecdes do trato urindrio.

Antes das amostras serem triadas e processadas passam por uma selecao a nivel macroscaépico,
onde se visualiza os recipientes para onde a amostra foi colhida, a sua identificacao e se contém
volume suficiente. Caso falhe algum destes parametros, a amostra € rejeitada e pede-se uma
nova colheita. Apds esta selecao, as amostras dao entrada no sistema Apollo e, de seguida as
andlises requeridas sao processadas.

No caso de a amostra ser urina, esta € encaminhada para outros setores dependendo da analise

prescrita. Contudo, as restantes amostras ficam no setor da Microbiologia onde sao processadas.

AmOStra

Exames Requeridos [ Sumaria " Bacteriolégico ] ISuméria+Bacteriol6gico| [Suma’ria+Bioquimica I I Bacteriolégico + Bioquimica ]

[orstoe ] oo J[ vimsee | i || oo || wonimes |

Figura 5: Analises requeridas com os setores a que se destina.

Setor de Destino [ Urianalise l Microbiologia

7.2. Equipamentos Automatizados
No setor da Microbiologia existem variados equipamentos automatizados como o Unamax,
Sedimax e o Vitek 2 Compact. Também existe equipamentos como centrifugas, estufas,

microscépicos e camaras de fluxo laminar.

7.2.1. Unamax e Sedimax
0 exame sumario de urina é realizado no equipamento automatizado UNAMAX, fabricado pela
Menarinidiag (Figura 5), que esta conectado fisicamente e através de software com o analisador
de sedimentos de urina com contraste de fase e campo claro, o equipamento automatizado
sediMAX conTRUST, do mesmo fabricante do equipamento acima mencionado (Figura 6). A
combinacao do UNAMAX com o sediMAX conTRUST cria uma boa estacao de trabalho de
uriandlise, melhorando o rendimento e aumentando a precisao analitica em um ambiente de

rotina.
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O UNAMAX através de tiras teste analisa diversos parametros, nomeadamente a cor, turvacao,
gravidade especifica, pH, e ainda a presenca de urohilinogénio, bilirrubina, cetonas, glicose, nitrito,
sangue, proteinas, leucdcitos, acido ascarbdnico, microalbumina, creatinina, cdlcio e albumina
para creatinina.

0 sediMAX conTRUST utiliza a metodologia de microscopia digital de campo total, através de um
microscdpio digital, uma camara incorporada e um software de processamento de imagem. Este
permite identificar e classificar umlargo espectro de particulas, executar uma contagem em cada
amostra e, ainda fornecer uma interpretacao global dos resultados. As imagens visualizadas no
écran sao idénticas as observadas através de um microscépio tradicional facultando imagens de
campos completos da amostra. Desta forma, o sediMAX conTRUST é capaz de contar e
identificar hemdcias, leucdcitos, células epiteliais, leveduras, bactérias, diversos tipos de cristais

e cilindros patoldgicos. (29)

Figura 6: Equipamento UNAMAX (Adaptado de Figura 7: Equioamento sediMAX

https://www.menarinidiag.pt/pt- conTRUST (Adaptado de

o .
pt/home/diagn%C3%B3stico https://www.medicalexpo.com/pt/prod/menari

. P -
profissional/urian%C3%A1lise/unamax,/multimedia) ni-diagnostics,/product-79119-830424 htmi)

7.2.2. Vitek 2 Compact
0 Vitek 2 Compact é um equipamento automatizado da Biomérieux que permite através da
percisao e rapidez, a identificacao de isolados microrganismos e a detecao de diversas
resisténcias antimicrobianas devido ao seu sistema colorimétrico. (30)
A reatividade ao Gram ajuda a dirigir e selecionar os testes necessarios a serem realizados no

equipamento Vitek 2 Compact.
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Este equipamento tem como base a microdiluicao em caldo que utiliza cartas de plastico de 64
pocos que contém 17 a 20 agentes antimicrobianos. Combinacoes de cartas de suscetibilidade
podem ser feitas com extensao de cartas de suscetibilidade, resultando no teste de 18 a 19
agentes antimicrobianos adicionais no mesmo isolado. O Vitek 2 Compact mede alterac6es na
turbidez ao longo do tempo (curva de crescimento), comparando o poco de controlo de
crescimento com os pocos que contém vdrias concentracoes de antibidtico. (31)

No laboratdrio as cartas de identificacao podem ser utilizadas em combinagcao com as cartas de
TSA ou cada uma pode ser utilizada separadamente consoante o objetivo da analise.

Como referido anteriormente, o Vitek 2 Compact através de mudancas continuas no indicador
bem como da turvacao bacteriana, determina a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.
De acordo com o microrganismo identificado, o Vitek 2 Compact indica as sensibilidades ou
resisténcias aos antibidticos entre 8 a 18h. Por fim, os resultados sao validados pelos

especialistas ou técnicos superiores.

\

-

VITEK 2 COMPACT

-

Figura 8: Equipamento Vitek 2 Compact (Adaptado de https://www.biomerieux-industry.com/pt/products/vitek-

2-compact-identificacao-microbiana-de-rotina-para-aplicacoes-em-alimentos)
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Tabela 11: Cartas de identificacao e de TSA utilizadas no Laboratdrio Avelab

Familias Carta | Turvacao McFarland

Enterobacterales AST-N355 0,50-0,63

Pseudomonas e Acinetobacter AST-N427 0,50-0,63

Bacilos Gram-negativos multiresistentes AST-XN22 0,50-0,63

Staphylococcus spp. AST-P648 0,50-0,63

Enterococcus spp. e Streptococcus agalactiae AST-P586 0,50-0,63

Strepto§c?ccus pneumoniae, Streptococcy's beta- AST-STO3 0,50-0,63
hemoliticos e Streptococcus do grupo viridans

Bacilos Gram-negativos GN 0,50-0,63

Microrganismos Gram-positivos GP 0,50-0,63

Haemophilus, NE’I.SSEI’Ia, Cf':rmp ylobac.te.*r, Moraxellae NH 270-330

outros microrganismos fastidiosos
Leveduras e mlcrorganlcsi?r:i(zzﬁmllares de relevancia VST 180-2,20

7.3. Métodos de Coloracao

7.3.1. Coloracao de Gram

Nos laboratdrios de Microbiologia é realizado inimeras vezes a coloracao de Gram, uma vez que
orienta os processos de diagndstico e terapéutico de infecoes bacterianas. Esta coloracao
permite distinguir bactérias Gram-positivas de bactérias Gram-negativas bem como a sua
morfologia (cocos ou bacilos) e o tipo de agrupamento (cocos, diplococos, estreptococos,
estafilococos, bacilos, cocobacilos, diplobacilos e estreptobacilos), devido a cor que estas
adquirem apds serem coradas. (32)

A diferenca na composicao entre as paredes das bactérias Gram-positivas e as paredes das
Gram-negativas origina as diferencas da coloracao de Gram entre estes dois grupos principais de
bactérias.

As bactérias Gram-negativas possuem uma parede de peptidoglicano fina, isto é, um polimero
constituido por acucares e aminoacidos que formam uma malha na regiao exterior a membrana
celular das bactérias. Desta forma, o corante violeta de cristal é facilmente removido pelo
descorante (dlcool-acetona) nas bactérias Gram-negativas e estas coram com o corante de

contraste. Assim, estas bactérias ficam coradas de vermelho no fim do processo.
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Ja as bactérias Gram-positivas, devido a espessa camada de peptidoglicano, permite reter o
corante hasico (violeta de cristal) e resistirem a descoloracdo. Embora o corante de contraste
possa ser absorvido pelas bactérias Gram-positivas, a sua aparéncia ptrpura nao é alterada.

No Laboratdrio de estagio usa-se o equipamento automatizado AeroSpray® Gram Slide Stainer
/ Cytocentrifuge. A vantagem do uso deste equipamento ndo € sé a nivel econémico como o
gasto de reagentes € inferior em comparagao ao método manual, mas também, a qualidade das
laminas coradas, umavez que o sistema de coloracao automatizado utiliza padroes, que aumenta
a comparabilidade e consisténcia dos resultados enquanto manualmente depende das
competéncias do técnico de laboratdrio. (33)

Esta tecnologia de spray requer baixa manutencao e elimina ainda a contaminacao cruzada.
Apds a coloracao, estes esfregacos sao ohservados ao microscépio 6tico de campo claro na

objetiva de imersao (100x).

Figura 9: Equipamento AeroSpray® Gram Slide Stainer / Cytocentrifuge (Adaptado de

https://aerospraystaining.com/gram.php)

7.3.2. Coloracao de Ziehl-Neelsen
Esta coloracao é usada especificamente para um subconjunto de bactérias cujas paredes
celulares contém acidos micdlicos, o que torna estas resistentes a descoloracao alcool-acido. As
micobactérias sao as bactérias mais vulgarmente encontradas com esta caracteristica, como por
exemplo, a Mycobacterium tuberculosis. As bactérias que nao possuem paredes celulares com
acidos micdlicos nao resistem a descoloracao com dlcool-acido, sendo uma caracteristica da
maioria das outras bactérias clinicamente revelantes.

Estas bactérias sao conhecidas como bacilos dlcool-acido resistentes (BAAR).
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Apds afixacao do esfregaco, toda alaminaficard colorida de azul, exceto BAAR, que estara arosa.
(34)

7.3.3. Coloracao de Azul de Lactofenol
A coloracao de azul de lactofenol permite corar células fungicas utilizando lactofenol azul de
algodao em amostras de cabelos, pélos, escamas de pele e unhas. Desta forma, o azul de metila
cora a quitina nas paredes celulares do fungo com azul brilhante e, o lactofenol atua como

montante. (34)

7.4. Meios de Cultura
Os meios de cultura proporcionam condicoes otimas para o crescimento dos agentes
patogénicos vulgarmente encontrados num tipo de amostra. Estes permitem o crescimento, o
isolamento, a identificacao e a caracterizacao dos microrganismos presentes na amostra clinica.
Alémdisso, os meios de cultura possibilitam diferenciar entre os microrganismos mais propensos
de causarinfecao e os provaveis colonizadores ou contaminantes. A escolha dos meios de cultura
depende dos microrganismos que se pretendem identificar numa determinada amostra.
Os meios de cultura podem ser sélidos ou liquidos. Nos meios liquidos ocorre a turbacao do meio
e uma melhor difusao de metabolitos em contrapartida, nos meios sélidos observa-se o
crescimento bacteriano devido ao consumo dos nutrientes.
Apds a inoculacao da amostra no respetivo meio de cultura, o crescimento bacteriano é
influenciado por varios fatores, bem como, a temperatura, a humidade e a percentagem de CO.. A
maioria das bactérias em estudo sao incubadas a 35+2°C durante 18-24h.
No laboratdrio Avelab, as placas inoculadas sao incubadas em atmosfera de aerobiose numa
estufa a 362C. Contudo, existe excecdes, tais como, a incubacao de espécies fastidiosas a uma
atmosfera de 5-10% de CO; (Streptococcus pneumoniae ou Neisseria gonorrhoeae).
No laboratdrio de estagio utilizam-se diferentes meios, meios seletivos que permite o
crescimento de um tipo de microrganismos e inibem o crescimento de outros; meios nao
seletivos nao contém substancias antimicrobianas ou quimicos inibidores de crescimento e
possuem nutrientes que suportam o crescimento da maioria dos microrganismos nao
fastidiosos; meios de enriquecimento contém composicao quimica rica em nutrientes com a

finalidade do aumento em nimero da bactéria; meios diferenciais contém componentes que
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diferenciam os microrganismos através da mudanca de coloragao ou mudanca da morfologia das

coldnias por reacoes bioquimicas.

7.4.1. Caracteristicas dos meios utilizados no Laboratdrio Avelab
CHROMagar orientation
Meio cromogénico permite a identificacao de bactérias e leveduras ou grupos de
microrganismos, sem testes adicionais ou com um ndmero minimo de testes de confirmacao.
(35)

Gelose de sangue
Meio enriquecido e diferencial, permite a detecao de microrganismos fastidiosos, bem como a

detecao de hemdlise.

Salmonella-Shigella agar (SS)

Meio seletivo e diferencial, permite isolar Salmonella spp. e Shigella spp.

Gelose de chocolate (PVX)
Meio enriquecido e nao seletivo, favorece o crescimento e isolamento de Neisseria spp. e

Haemophilus spp.

Gelose Cistina-Lactose-Deficiente em Eletrdlitos (CLED)
Meio diferencial e ndo seletivo, isola microrganismos do trato urindrio assim como permite a sua

contagem e diferenciacgao.

Manitol salgado

Meio seletivo utilizado paraisolamento seletivo de estafilococos.
Gelose Mueller-Hinton

Meio sdlido, nao seletivo, usado no estudo da sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de

difusao em disco.
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Candiselect
Meio diferencial e seletivo, isola leveduras. Identifica a espécie Candida albicans e diferencia

outras espécies como Candida tropicalis e C. krusei.

Gelose Campylosel

Meio seletivo, isola Campylobacter spp. em amostras de fezes.

Gelose Sahouraud Gentamicina Cloranfenicol

Meio seletivo, isola fungos filamentosos e leveduras.

Gelose MacConkey
Meio seletivo e diferencial para isolamento de bacilos Gram-negativos. Por exemplo,

Enterobacterales, Pseudomonas spp. etc.

7.5. Provas de Identificacao Bacteriana
Apés a incubacao dos meios de cultura durante 18-24h sao analisadas caracteristicas
macroscopicas das coldnias bacterianas. No exame cultural, as coldnias isoladas devem ser
avaliadas em relacao a cor, forma, dimensao, elevacao, margem, superficie, consisténcia,
producao de pigmento e odor.
Quando nao ha crescimento bacteriano, as culturas sao incubadas por mais 24h, uma vez que
existe bactérias com crescimento mais lento, isto é, requerem mais tempo de incubacao,
aproximadamente 48h.
No caso dos fungos filamentosos, 0 seu tempo de incubacao é de 21a 30 dias a 30°C.
A prova bioquimica manual tem como objetivo auxiliar naidentificacao de bactérias nos meios de

cultura onde nao ha diferenciacao das espécies em estudo.

7.5.1. Provas bioquimicas realizadas no Laboratério Avelab
Teste do Indol
Teste bioquimico que determina a capacidade de as bactérias converterem triptofano em indol,

através de uma reacao de desaminacao.
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No laboratdrio Avelab usa-se o reagente de Kovdcs, método mais utilizado para detecao de
bactérias produtoras de indol. Desta forma, numa reacao positiva ha formacao de um anel de
coloracao rosa na superficie do meio, como por exemplo na Escherichia coli. Numa reacao
negativa, nao ha mudanca de cor, fica com coloragao amarela, uma vez que o triptofano nao é

hidrolisado, como exemplo tem-se o Pseudomonas aeruginosa. (36)

Teste da Coagulase

Teste de aglutinacao em lamina para identificar se a bactéria é produtora da enzima coagulase.
Esta enzima reage com um cofator que existe no plasma de algumas espécies, e desta forma, ha
formacao de um coaqulo perante um resultado positivo, por exemplo Staphylococcus aureus,
apresenta coagulase positiva. (37)

No labotdrio Avelab, utiliza-se o teste comercial Pastorex STAPH-PLUS da Bio-Rad.
Caracteriza-se por ser um teste de aglutinacao em ldtex para identificacao de S. aureus através
da detecdao simultanea da coagulase (fator de aglutinacao), proteina A e polissacarideos

capsulares. (34)

Teste da Catalase

Teste bioquimico paradeterminar a capacidade das bactérias de produzir a enzima catalase. Esta
enzima decompde o perdxido de hidrogénio (H-0,) em dgua (H.0) e oxigénio (0,). As bactérias
sao catalase positiva se existir formacao de bolhas de oxigénio quando uma pequena suspensao
bacteriana é adicionada ao perdxido de hidrogénio, por exemplo Staphylococcus aureus. Ja o

Streptococcus agalactiae apresenta catalase negativa. (38)

Teste da Oxidase

Teste para detecao da enzima citocromo oxidase. Este distingue as bactérias nao fermentadoras
(oxidase positiva) das fermentadoras (oxidase negativa).

O teste é realizado em tiras reagentes, para diferenciar os grupos de bactérias Gram-negativas,
quando a tira fica neutra, considera-se resultado negativo. Num resultado positivo, ha uma
mudanca de cor para roxo, ou seja, a tira fica oxidada uma vez que o dador de eletroes é oxidado
pelo citocromo oxidase.

Um exemplo de bactérias com oxidase positiva € Pseudomonas aeruginosa, em contrapartida a

Escherichia colitem oxidase negativa. (38)
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7.6. Método de Difusao em Disco
0 método de difusao em disco também conhecido como método de Kirby-Bauer, ¢ um método
derotina de teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA). Uma desvantagem deste método é ser
relativamente lento, contudo é confidvel, simples e com baixos custos. Tem como objetivo medir
a suscetibilidade antimicrobiana de microrganismos.
Em primeiro lugar, a partir da bactéria identificada sao escolhidos os discos de antibidtico a
utilizar. De sequida, uma coldnia pura é suspensa em solucao salina até atingir uma turvacao de
0,5 Mc Farland. Posteriormente, a suspensao bacteriana é inoculada através da técnica de
sementeira em toalha em dgar de Mueller-Hilton e, sao colocados os discos impregnados de
antibidtico. Este é incubado a 35+2°C durante 18-24h. (39)
0 antibidtico difunde para o meio em gradiente de concentracao até ocorrer a formacao de um
circulo em torno do disco que indica que a bactéria atingiu a concentracao de antibidtico que inibe
0 seu crescimento.
Por fim, sdo medidos os diametros nas zonas de inibicdo em torno de cada disco (onde nao ha
crescimento de microrganismos). Cada combinacao de organismo-antibidtico possui diferentes
diametros, que significa sensivel (S), sensivel com maior exposicao (1) e resistente (R). Estes
valores ohtidos sao comparados com os valores de referéncia das tabelas do EUCAST para assim
determinar as sensibilidades e resisténcias aos antibidticos.
No laboratdrio Avelab, a maior parte dos TSA sao realizados no VITEK 2 Compact. O método de
difusao em disco € um método manual que em determinadas situacées também é recorrido.
Apenas nao existe opcao no Vitek para microrganismos fastidiosos como Haemophilus
influenzae. Neste caso particular, utiliza-se o meio Mueller Hinton + 5% Sangue de cavalo +

20mg/1 3-NAD* (MHF).

7.7. Principais Produtos Bioldgicos do Laboratodrio
Neste subcapitulo sao abordados os procedimentos de rotina para cada tipo de amostra bioldgica
realizados no laboratdrio de Microbiologia do Avelah. Destamaneira, sao apresentados exemplos
de casos clinicos e, sempre que possivel com as respetivas imagens dos resultados. De frisar que
por motivos de privacidade, os nomes e ndmeros mecanograficos dos utentes nao sao

mencionados.
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7.71. Urina

Umas das infe¢des mais comuns na sociedade é a infecdo do trato urindrio (ITU). Esta tem maior
taxa de incidéncia em mulheres, uma vez que a uretra feminina é anatomicamente mais curtaem
relacao a uretra masculing, favorecendo a migracao de bactérias provenientes do anus.

No entanto, existem fatores externos responsaveis pela ITU como a toma da pilula
anticoncepcional, gravidez, cateterizacao da bexiga, imunidade comprometida, entre outros. (12)
0 diagnéstico clinico da ITU depende dos sintomas, da andlise sumaria da urina e da urocultura,
sendo que nestes dois tltimos testes, o laboratdrio desempenha um papel muito importante. (34)
A realizacao da analise sumdria da urina compreende dois procedimentos, a analise da urina nao
centrifugada e a analise microscdpica a fresco do sedimento urinario da urina centrifugada. A
primeira, efetua-se através de uma tira-teste, onde se analisam parametros como nitritos,
leucdcitos, pH, eritrdcitos, proteinas, glucose, entre outros. Ja a analise microscopica a fresco do
sedimento urindrio de urina centrifugada permite a observacao ou nao de bactérias, células
epiteliais, leucdcitos, eritrdcitos e cristais. Na obstante desta andlise avaliar parametros da area
da Bioquimica, realiza-se no laboratdrio de Microbiologia da Avelab e, por isso, encontra-se

descrito neste subcapitulo a suaimportancia.

Colheita

A maioria das colheitas de urina sao realizadas pelo utente através de métodos nao invasivos,
como é o caso da técnica de jato intermédio de urina. Desta forma, é extremamente importante a
transmissao de instrucdes corretas por parte do técnico para o utente, sobre a colheita.

De modo a garantir a qualidade dos exames a serem executados, o laboratdrio Avelab definiu
critérios especificos para a colheita e transporte de urinas, tais como: a colheita deve ser realizada
para um frasco esterilizado; amostras de urina colhidas ha mais de 2 horas devem de ser
refrigeradas; o recipiente deve estar devidamente identificado, acondicionado e nao vertido; o
volume minimo de urina recomendado é de 10 mL para os adultos e 5 mL para as criancas; em
doentes algaliados, a urinanao deve ser colhida dos sacos coletores mas sim através de métodos
invasivos como a colheita suprapubica. Caso algum destes requisitos nao seja cumprido, a
amostra podera ser rejeitada.

Uma consequéncia de uma ma colheita de urina é o aparecimento de trés ou mais

microrganismos na urocultura e, nestes casos, nao tem qualquer significado clinico visto que
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estamos perante uma flora polimicrobiana. Assim, para um diagndstico laboratorial fidedigno é

importante por parte do profissional de satide a diferenciacao entre contaminacao e infecao.

Caso Clinico

Como referido anteriormente, as urinas com requisicao de sumaria de urina e urocultura sao
analisadas, primeiramente, no equipamento automatizado UNAMAX. Caso o equipamento nao
detete sinal de infecao, ou seja, nao existir alteracao de nenhum parametro sugestivo de infecao,
a amostra é arquivada e o resultado é dado como negativo. Se o aparelho detetar alteracao de
parametros pode-se estar perante possivel infecdao e, nesse caso, a amostra é centrifugada
durante 10 minutos a 20 rotacdes por minuto (rpm) e prossegue para andlise de sedimento
urindrio, isto é, visualizagcao ao microscdpico do sedimento urinario.

Durante o estagio no laboratdrio Avelab, foi possivel participar no processamento de varias
amostras. Um dos casos pertencia a um individuo do sexo masculino, com 70 anos de idade. Na
requisicao médica pedia-se sumaria de urina e exame bacterioldgico.

A amostra foi primeiramente triada para dar entrada no sistema Apollo e, de sequida, foi colocada
uma aliquota da amostra de urina no equipamento UNAMAX e detetou-se uma possivel infecao.
Posteriormente, a urina foi centrifugada e analisou-se microscopicamente o sedimento urindrio
numa ampliacao de 40x onde se ohservou 5-10 células epiteliais normais e de transicao,
leucdcitos >200, bacilos negativos e positivos. Nao foram observados cristais, fungos ou

parasitas, nem eritrdcitos.

Figura 10: Observacao microscdpica do sedimento urindrio.
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De sequida, realizou-se uma coloracao de Gram onde se observaram Bacilos negativos, Bacilos
positivos, células epiteliais e leucdcitos. Nao foram observados parasitas, cristais ou fungos. A

quantificacao dos microrganismos foi registada na folha de trabalho que acompanha a amostra.

Figura11: Visualizacao microscdpica da coloracao de Gram

Posteriormente, a urina foi semeada com o auxilio de uma ansa de 1-10 ul, em meio de cultura
CHROMagar Orientation (que € utilizado para a maioria das bactérias encontradas na urina). O
meio de cultura foiincubado a 36°C durante 18-24 horas.

No fim do periodo de incubagao procedeu-se a observacao e andlise do meio de cultura, onde se

observou colénias grandes e arroxeadas.

Figura12: Coldnias E. coliem meio de CHROMagar Orientation.
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De acordo com a informacao reunida, deduziu-se ser uma infecao por uma bactéria Gram-
negativa, Escherichia coli. Considerou-se a cultura positiva visto que tém um microrganismo com
mais de 10-5 UFC/mL.

De notar que toda a informacdo foi anotada na folha de trabalho do utente durante todo o
processamento da amostra, para que nao exista perda de informacao.

Por fim, foi preparado o painel para teste automatizado de identificacao e TSA adequado para o
tipo de microrganismo que foi observado. O equipamento Vitek 2 Compact confirmou a

identificacao realizada anteriormente, bem como determinou a suscetibilidade aos antibidticos.

1.7.2. Fezes

O trato gastrointestinal Humano é colonizado por inumeros microrganismos da familia
Enterobacteriaceae (bacilos Gram-negativos). Apesar da Escherichia coli colonizar o intestino
humano, algumas das suas estirpes como a E. coli enterotoxigénica sao prejudiciais para o
hospedeiro. Em contrapartida, espécies como a Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp.,
Yersiniaspp.nao fazem parte da flora intestinal e, dessa forma, a sua presenca constitui um perfil
patoldgico. A infecao por parte destas bactérias patogénicas ocorre através de ingestao de
alimentos e dguas contaminadas. (34)

As gastroenterites sao maioritariamente causadas por agentes bacterianos, no entanto, também
podem estar envolvidos parasitas, fungos e virus na sua causa. Deste modo, é essencial a
realizacao de exames micoldgicos, parasitoldgicos e coproculturas em amostras de fezes a fim
de identificar o agente etioldgico da doenca, mas também para direcionar a terapéutica através

darealizacao de TSA.

Colheita

O utente deve defecar paraumrecipiente limpo, seco e recolher com a ajuda de umaespatulauma
pequena porcao de fezes (aproximadamente do tamanho de uma noz) para um frasco estéril. 0
frasco deve ser hermeticamente fechado e entregue no laboratdrio o mais rapido possivel a fim
de aamostra ser processada. Caso a entrega imediata nao seja possivel, o utente deve conservar
as fezes entre 2°C a 8°C até 24 horas.

Se for pedido pelo médico mais que uma amostra, estas devem ser colhidas em dias diferentes.
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Caso clinico

Este caso clinico diz respeito a um exame parasitoldgico de fezes de um utente do sexo
masculino com 54 anos.

Uma vez que a amostra de fezes se encontrava nas condicdes apropriadas de transporte e
acondicionamento, foi possivel realizar a preparacao a fresco da amostra de fezes, onde se
observou ao microscdpio dtico a presenca de quistos de Entamoeba coli. Este é um protozoario
nao patogénico ao nivel do trato intestinal, com distribuicao global. A sua transmissao ocorre por
contacto fecal-oral e, normalmente, os quistos maduros podem ser ingeridos em fontes de agua
e alimentos contaminados.

Na Figura 13 observa-se o quisto de Entamoeba coli de forma esférica, parede espessa
fortemente refrigente, cinco nucleos, cromatina periférica grossa e irreqular, corpos cromatoides

em forma de agulha, conteddo hialino e cariossoma excéntrico.

Figura13: Imagem retirada do Laboratdrio Avelab de Quistos de Entamoeba coli

7.7.3. Exsudados Vaginais

As infecdes vaginais podem ser provocadas por bactérias, parasitas, virus e fungos.

Fatores como sistemaimune deprimido, alteracdo do pH e aidade podem provocar alteracao das
bactérias presentes na microbiota vaginal e, consequentemente, causar infecao.

Este desequilibrio da microbiota vaginal pode provocar vaginose bacteriana. Esta caracteriza-se
pela diminuicao de Lactobacillus (bactérias pertencentes a microbiota), que leva ao aumento do
pH da mucosa vaginal, permitindo que outro tipo de bactérias prolifere em excesso.

Nos exsudados vaginais é realizado um exame bacterioldgico, micoldgico e parasitoldgico (BPM).

Este tem como objetivo diagnosticar vaginites. Esta patologia pode ser provocada por parasita
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(Trichomonas vaginalis - parasita mais comum), bactéria (Gardnerella vaginalis — bactéria mais
comum) ou fungo (Candida albicans - fungo mais comum). No entanto sdo pesquisadas e
avaliadas outras bactérias como cocos Gram-positivos em cadeia, cocos Gram-positivos em

cacho, bacilos Gram-negativos e diplococos.

Colheita

Apenas os profissionais de saide ou técnicos de andlises clinicas podem realizar a colheita de um
exsudado vaginal.

0 utente deve efetuar uma higienizagcao da area com dgua e sabao, sem uso de antissépticos ou
antimicrobianos, de maneira que o ambiente microbiano seja protegido a fim de um melhor
diagnastico.

O exsudado vaginal é colhido com o auxilio de uma zaragatoa, fazendo uso de movimentos
circulares nas paredes da mucosa vaginal. A zaragatoa é colocada num recipiente estéril com

meio de conservacao apropriados.

Caso Clinico

Este caso clinico diz respeito a um exame BPM, em exsudado vaginal de uma utente de 28 anos
do sexo feminino.

Primeiramente, foi observado ao microscdpico 6tico uma preparacao a fresco, na qual se notou
alguns leucdcitos e numerosas células epiteliais de descamacao (clue cells). Deste modo, foi
efetuado uma coloracao de Gram, conforme a figura 14, onde foram observados numerosos
cocobacilos Gram-negativos.

Caso a amostra apresentasse bacilos Gram-negativos e cocos Gram-positivos era fundamental
a realizacao do exame cultural visto serem microrganismos com morfologias revelantes.
Contudo, como neste caso clinico sé foram visualizados cocobacilos Gram-negativos nao foi
necessario a realizacao do exame cultural.

Se tivessem sido observados fungos filamentosos e leveduras eraimprescindivel arealizacao do

exame culturalem meio Saboraud e,em gelose de chocolate PVX caso se observasse diplococos.
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Figura 14: Coloracao de Gram de um BPM vaginal no laboratdrio Avelab.

A presenca de bactérias com morfologia de cocobacilos Gram-negativos dispostas em clue cells,
isto é, células epiteliais de descamacao cobertas por bastonetes Gram-negativos aderentes é
indicativo de uma vaginose bacteriana. A presenca de numerosos leucdcitos e raros lactobacilos
indicam infecao provocada por Gardnerella vaginalis. No entanto, por nao existirem estruturas
fungicas e parasitdrias pode-se concluir que Gardnerella vaginalis seria a origem da infecao em

questao.

7.8. Validacao Médica no Setor Microbiologia

No fim de se processar as amostras, o aparelho Vitek 2 Compact transmite automaticamente os
resultados dos testes da sensibilidade aos antibidticos. Todos os restantes resultados sao
inseridos no sistema Apollo manualmente.

Ao aparecer algum resultado mais critico, este é imediatamente reportado ao utente. Um
exemplo destes casos é a detecao de Enterobacterales produtoras de carbapenemases. Os
mecanismos de resisténcia aos carbapenemos relacionados as carbapenemases sao em sua
maioria codificados por plasmideos, tornando-os altamente transferiveis, pelo menos dentro das
espécies de Enterobacterales e, portanto, potencialmente responsaveis por surtos. Estes
também estao significativamente associados a resisténcia multimedicamentosa e a outras
familias de antibidticos. Desta forma, constituem uma séria ameaca para a saude publica, uma
vez que tem capacidade de se adaptarem ao meio e, deste modo, criar novas resisténcias contra

os antibidticos.
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8. Conclusao

Com o término do estdgio curricular posso retirar varias conclusdes de grande importancia para
o meu futuro profissional.

Durante a realizacao do mesmo tive a oportunidade de colocar em prdtica os conhecimentos
tedricos e praticos que adquiri ao longo da Licenciatura em Ciéncias Biomédicas e no presente
Mestrado. Permitiu-me também valorizar a nivel pessoal e profissional, possibilitando
experiéncia real em contexto de laboratdrio. Desenvolvi a minha autonomia e 0 meu espirito
critico na tomada de decisoes face a problemas que surjam em contexto laboratorial, mas
também aprendi o que é trabalhar em equipa com o objetivo de prestar o melhor servico possivel.
No laboratdrio Avelab existe um elevado rigor cientifico na execugao de indmeros procedimentos
laboratoriais, mas também dos técnicos que os executam.

No decorrer do estagio tive a oportunidade de manusear amostras bioldgicas, participar no
controlo e calibracao dos equipamentos, a fim de minimizar erros. Desta forma, é necessdriauma
interligacao de conhecimentos de todas as dreas, para que se possa ter uma visao geral do estado
de saude de cada utente, de modo que a validacao dos resultados nao apresente nenhuma nao
conformidade. Apesar de ter sido uma experiéncia enriquecedora, considero que poderia ter
contactado mais com a fase de validacao de resultados, visto ter sido uma area que me suscitou
bastante interesse e julgo ser importante para o futuro.

Quero também, enaltecer a boa integracao nos grupos de trabalho onde estive inserida, a
disponibilidade na transmissao de conhecimentos e a simpatia dos profissionais de saide com
que contactei. Foi sem duvida uma experiéncia de trabalho exigente devido a quantidade e
multiplicidade de tarefas que se realizam diariamente, contudo também me fez perceber que é
esta a area que pretendo sequir futuramente.

Para concluir, adquiri excelentes conhecimentos e, considero-me preparada para o mercado de
trabalho de modo a ser uma boa profissional na area da saude.

Agradeco a todos os que me acompanharam.
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