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Resumo

O presente trabalho é parte integrante do plano de estudos do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa e inclui o relatorio de
estdgio das valéncias de Microbiologia, Hematologia e Bioguimica, realizado no
laboratério Dr. Aires Raposo & Doutora Teresinha Raposo Lda. no periodo de 5 de
fevereiro a 31 de julho de 2014.

Este relatério teve como objetivo fazer uma apresentacdo do local onde decorreu o
estdgio e descrever a atividade desenvolvida, destacando os parametros analiticos
efetuados, os equipamentos utilizados, o fundamento dos métodos, as técnicas manuais,
0 controlo de qualidade e os aspetos mais relevantes no que diz respeito a experiéncia
desenvolvida e ao enquadramento dos conhecimentos adquiridos no contexto geral do
Laboratorio e da sua aplicagdo a Clinica.

Abstract

This work is part of the Master's degree program in Clinical Analyses, Pharmacy
School, University of Lisbon. It features the internship report in Microbiology,
Hematology and Biochemistry clinical areas, produced and conducted in the Dr. Aires

Raposo & Dr. Teresa Raposo laboratory from 5™ February to 31% July 2014.

The report addresses the venue where the internship has taken place and describes the
respective scientific work. In particular, it highlights the parameters, the types of
samples and the equipment used, the foundation of the methods employed, and the
quality control. By focusing on these and other most relevant aspects of the conducted
experiments, the report provides a framework for the application of the acquired
knowledge in the general context of laboratory work, with an emphasis on its
application in the field of clinical medicine.
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1. Caracterizacao do laboratério de estagio

O Laboratorio de Anélises Clinicas Dr. Aires Raposo & Dr.2 Teresinha Raposo Lda.
situa-se na Rua da Misericérdia, no centro de Ponta Delgada. A direcdo técnica
encontra-se a cargo do Dr. José Aires Raposo, farmacéutico especialista em analises

clinicas.

Com uma capacidade de resposta multidisciplinar, este laboratorio intervém na area da
Hematologia e Coagulacdo, Alergologia, Urianalise, Rastreio pré-natal, Endocrinologia,
Bioquimica, Imunologia e Microbiologia. Dispde de um servigco de recolha, tanto no
proprio laboratério como em postos de colheitas e ao domicilio, e elabora pardmetros de

urgéncia e de qualidade.

Apresenta instalacbes amplas e funcionais, bem iluminadas e climatizadas, de forma a
garantir a satisfacdo de utentes e funcionarios. Encontra-se na sua maioria automatizado

com tecnologia avangada e totalmente informatizado.

O laboratorio encontra-se certificado pela Norma NP EN ISO 9001:2008. A Politica de
qualidade envolve o desenvolvimento e aperfeicoamento continuo das técnicas e
equipamentos, bem como a formacdo continua dos seus colaboradores, por forma a

garantir a satisfacdo das expetativas e exigéncias dos utentes.

12



2. Fase pre-analitica

A fase pré-analitica inclui o atendimento ao utente, a colheita e identificacdo da
amostra, 0 transporte, conservacdo e triagem. E a fase mais sujeita a erros, sendo por
isso importante que os procedimentos envolvidos estejam dotados de rigor, para que o

resultado final seja clinicamente valido.

Durante o estagio tive a oportunidade de elaborar, em conjunto com o Dr. Gongalo
Raposo, uma pequena apresentagdo em formato PowerPoint sobre a fase pré-analitica, a
qual apresentamos aos funcionarios do laboratério, como parte do programa de

formacédo interno.
2.1. Atendimento ao utente

A primeira etapa da fase pré-analitica no laboratdrio é o atendimento ao utente. Na
rececdo deste laboratério encontram-se 2 técnicas administrativas cujas principais
funcbGes desempenhadas sdo: proceder ao atendimento dos utentes; informatizar os
dados dos utentes, bem como as informac6es registadas na ficha do utente pelo técnico
de colheitas; efetuar a cobranca do servi¢o prestado e respetivo controlo; imprimir,
envelopar e arquivar os boletins apés validacao biopatol6gica dos resultados; receber e

encaminhar visitantes (ex: fornecedores, auditores).

O atendimento é sempre efetuado pela ordem de chegada, a excecdo dos utentes
prioritarios, como gravidas, criancas pequenas, diabéticos, deficientes e situacOes

particulares de utentes com provas funcionais.

2.2. Colheita das amostras

Durante o estagio tive a oportunidade de aprender e realizar colheitas de sangue e
exsudados vaginais, bem como interagir com o0s utentes e explicar-lhes como colher

corretamente amostras de urina, fezes e expetoragéo.

Neste capitulo detalha-se a colheita das amostras de sangue, efetuada através de puncéo

venosa. A colheita das restantes amostras sera detalhada no seguimento do relatério.

13



2.2.1. Colheita de sangue

A colheita de sangue neste laboratério € feita por técnicos habilitados para o efeito.

Idealmente o doente devera estar sentado alguns minutos antes da colheita, por forma a

minimizar variacbes na concentracdo dos constituintes do sangue. A escolha da veia

deve permitir a recolha de sangue em quantidade suficiente. Normalmente a pungéo é

efetuada na veia basilica, cubital mediana ou cefélica, mas em situacBes mais

complicadas podera ser efetuada a partir de outras veias (ex: veias do braco, méo). O

procedimento de colheita consiste em:

YV V V V V V

vV Vv

A\

>

Reunir o equipamento necessario;

Fazer a higienizagdo das maos;

Identificar e preparar o utente;

Escolher o local para a puncéo;

Aplicar o garrote 4-5 dedos acima do local escolhido para a puncéo;

Pedir ao paciente para que feche a médo, de modo a tornar as veias mais
proeminentes;

Calcar luvas bem ajustadas ao tamanho das méaos;

Desinfetar o local usando alcool isopropilico a 70% e deixar secar
completamente;

Dar firmeza a veia segurando o brago do paciente e colocar o polegar abaixo do
sitio da venopuncao;

Inserir a agulha com um angulo de 30°;

Uma vez colhida uma quantidade suficiente de sangue, aliviar o garrote antes de
retirar a agulha;

Retirar delicadamente a agulha e colocar algod&o seco no local, exercendo uma
ligeira presséo;

Descartar a agulha usada para um recipiente apropriado (residuos nivel 1V);
Etiquetar os tubos e confirmar o niUmero com o da requisicao;

Colocar no recipiente adequado (contentor nivel 111) os objetos dos quais podem
gotejar sangue ou liquidos corporais;

Descartar as luvas e fazer novamente a higienizacdo das méos.

No momento da colheita é importante ter em conta as varidveis pré-analiticas que

poderdo condicionar o resultado da analise. Algumas delas séo controlaveis, outras nao.
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A hora em que a colheita € realizada pode ter influéncia nas determinagdes dado que
para alguns pardmetros analiticos existe variacdo circadiana (ex: cortisol). O tempo e a
pressdo imposta pelo garrote, assim como o stress do utente no ato da colheita, também
sdo condicionantes. A escolha do material de puncdo também é importante, para evitar
situacBes de hemdlise, hematomas ou outras complicacdes. O laboratério dispde do
sistema de vacuo, sistema de agulha com asas ou “borboleta” e o sistema classico de

agulha e seringa.

Deve ter-se em conta o facto de o utente ser, por exemplo, atleta de alta competicéo,
vegetariano, fumador, consumidor de alcool ou drogas, ou tomar certos medicamentos.
Nestes casos, o técnico de colheitas deve conversar com o utente, de forma a obter o
maximo de informacg8o pertinente. Esta medida ndo so iré facilitar a interpretacdo de
resultados laboratoriais, como ajudara o utente a ultrapassar o momento, pois descentra

a sua atencdo do ato da colheita.

De acordo com a analise requisitada, o técnico escolhe 0s tubos nos quais 0 sangue sera
colhido. O sangue pode ser colhido para tubo seco, do qual se obtém o soro, utilizado
para a maioria das determinacGes analiticas na area da bioguimica, imunologia e
endocrinologia. Para a obtencdo de plasma, o sangue é colhido para um tubo com
anticoagulante, que podera ser EDTA ou citrato de sddio, salvo raras situacdes mais

especificas.

O EDTA é o anticoagulante mais usado na rotina hematoldgica para a execucdo do
hemograma, velocidade de sedimentacdo, hemoglobinas glicosiladas e grupos de
sangue. Atua por quelagdo irreversivel do célcio, elemento essencial no processo de
coagulagdo do sangue. O citrato trissoédico também atua por quelacéo do célcio, mas de
forma fraca e reversivel, sendo o anticoagulante de referéncia para o estudo da

coagulacdo (na proporgéo de 9 partes de sangue para 1 parte de anticoagulante).

Os tubos tém uma marca que indica o limite de enchimento do sangue colhido, para que
a proporgdo sangue/anticoagulante seja respeitada. Se a quantidade de sangue colocada
for superior, a quantidade de anticoagulante poderd ndo ser suficiente para exercer a
funcdo de quelante, e neste caso poderdo surgir coagulos na amostra. Por outro lado, se
o volume de sangue for inferior a quantidade indicada, o anticoagulante estard em

excesso, podendo causar, entre outros, a alteracdo da morfologia celular.
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Figura 1 - Tubos de soro, citrato e EDTA.

2.3. Triagem e conservacdo das amostras

O laboratério dispde de uma area fisica para a triagem, onde se colocam as amostras
colhidas em suportes adequados, ao abrigo da luz e de qualquer fonte de calor. A
triagem é uma etapa importante, uma vez que dela podem ocorrer erros que

comprometem os resultados das analises.

No periodo da manha realiza-se a maior parte da atividade nesta area. As amostras de
soro e plasma colhido em citrato sdo centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos,
numa centrifugadora refrigerada (Figura 2). Os volumes de urina a tempo determinado
sdo medidos. As amostras sdo rastreadas utilizando o programa informético Process
Systems Manager (PSM) da Roche®, através de uma unidade de leitura do codigo de
barras, e sdo encaminhadas para 0s respetivos setores, juntamente com a folha de

trabalho correspondente.

Figura 2 - Centrifugadora refrigerada e centrifugadora das urinas.

As amostras de soro e urina para analise bioquimica e imunolodgica sdo encaminhadas

para estes setores através do elevador existente para o efeito. Depois de analisadas sao
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refrigeradas a -4°C ou congeladas na seroteca (-20°C). Quando a analise nédo € realizada
no proprio dia, os soros sdo congelados na seroteca e posteriorimente analisados dentro
do prazo estipulado (recomendado nas bulas dos fornecedores), para que mantenham a

viabilidade.

Amostras de urina para exame microscopico do sedimento (urinas tipo Il e asséticas)

sdo centrifugadas em centrifugadora propria (Figura 2).

As amostras para analise hematoldgica sdo encaminhadas diretamente para este setor,
que estd equipado com uma unidade informética propria para a rastreabilidade das
amostras de sangue total em EDTA. Depois de analisadas sdo armazenadas a 4°C.

O hemograma é efetuado até 2 horas apos a colheita para que ndo ocorram alteragdes a
nivel da contagem e morfologia celular. Os testes de coagulacdo devem ser realizados
em 2 horas quando o plasma é mantido a temperatura ambiente e em 4 horas se
conservado a 4°C. Quando uma analise ndo € realizada no préoprio dia, 0s soros sao

congelados na seroteca.

As amostras para andlise microbiolégica sdo encaminhadas para este setor e,
dependendo do tipo de produto bioldgico, o processamento é efetuado no momento ou a

amostra é refrigerada a 4°C até a hora da manipulacéo.
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3. Valéncia de Microbiologia

3.1. Introducéo

O fluxo de trabalho no setor da Microbiologia no laboratdrio Dr. Aires Raposo & Dr.2
Teresinha Raposo Lda. abrange as areas da bacteriologia, micologia e parasitologia,
incidindo principalmente na analise de urinas, coproculturas e analise de exsudados

(maioritariamente vaginais).

As colheitas do material biolégico para analise microbioldgica sdo efetuadas no
laboratério e respetivos postos de colheitas, a exce¢do das fezes, expetoragdo, das urinas
que também sdo colhidas nos domicilios (doentes com pouca mobilidade) e de algumas

amostras vindas da Unidade de Salde da ilha de Santa Maria.

Todas as amostras sdo processadas numa sala isolada para o efeito, onde se situam os
aparelhos automaticos da microbiologia, zona de coloracdes e lavagens, bancada e
estufa para o exame cultural, e zona para 0 exame microscopico. O processamento €
efetuado no periodo da manhd, a excecdo das urinas assépticas, em que 0 exame

microscopico do sedimento e a sementeira sdo feitos no periodo da tarde.

Na elaboragdo do relatério procurou-se fazer uma apresentacdo geral do trabalho que
realizado neste setor e inclui a colheita do produto bioldgico, 0 exame microscopico e
cultural, os testes de identificacdo e de suscetibilidade aos antibidticos, bem como os

aparelhos automaticos utilizados.

3.2. Ciclo de diagnostico

3.2.1. Normas gerais de colheita

O laboratdrio de Microbiologia pode fornecer informacao crucial para o diagnostico e
tratamento de doencas infeciosas suspeitas ou confirmadas. No entanto, s6 o podera
fazer se as amostras forem de boa qualidade, em quantidade suficiente, colhidas
adequadamente e acompanhadas por informacao clinica pertinente. As informacdes que
se descrevem a seguir, de modo geral, devem ser respeitadas para que o diagndstico seja

bem-sucedido.
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» A colheita deve ser realizada em condicdes de assepsia e a amostra colhida deve
ser representativa do local da infecdo;

» A colheita deve ser feita sempre que possivel antes de se iniciar a terapéutica
anti-microbiana;

» Deve colher-se produto em quantidade suficiente para os exames requisitados;

» Os recipientes para a recolha de produtos liquidos ndo devem encher-se para
além dos seus 2/3 de capacidade. Utilizar recipientes inquebraveis, esterilizados

e de encerramento hermético;

Cada produto é devidamente identificado com cédigo de barras no momento da colheita
e sdo recolhidos dados relevantes para a orientagdo do diagndstico, como queixas de
odor, comichédo, administracdo prévia de antibiotico.

3.2.2. Exame microscopico

O exame microscopico é a primeira etapa do estudo e identificagdo de um
microrganismo e inclui o exame “a fresco” e o exame ap0s coloragdo. Nesta fase é
efetuado o estudo da morfologia, que ira variar consoante 0 microrganismo em guestao.
Além disso, os microrganismos podem ser acompanhados de elementos celulares cuja
presenca pode facilitar o diagnéstico. Nas situagdes em que a flora microbiana é mais
complexa apenas o exame microscopico direto pode revelar a predominancia de uma ou

mais espécies.

3.2.2.1. Exame a fresco

O exame microscopico “a fresco” permite uma avaliagdo semi-quantitativa de células
epiteliais, leucdcitos, eritrocitos e microrganismos, sendo util na analise de urinas
assépticas, exsudados vaginal e uretral. E também utilizado no diagndstico
parasitologico em amostras de fezes ou urina e permite a detecdo da mobilidade

caracteristica de Trichomonas vaginalis.

O procedimento consiste em colocar o produto no centro de uma lamina, cobrir com
uma lamela (para evitar a formacdo de bolhas de ar) e observar ao microscopio com

objetiva de 40x (o condensador devera estar em baixo e o diafragma fechado).
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3.2.2.2. Exame ap6s coloracdo

O exame microscopico corado permite precisar as caracteristicas morfologicas das
bactérias (forma e afinidade para corantes). As técnicas utilizadas sdo feitas sobre
esfregacos secos e fixados pelo calor, o que faz com que as formas vegetativas morram,
se tornem impermedaveis aos corantes e adiram a lamina. A observacgdo é feita com a
objetiva de imers&o (100x) com o condensador em cima e o diafragma aberto. Utilizam-
se neste laboratdrio a coloragdo de Gram (COLOR GRAM 2 — F da Biomérieux) e
Solucéo de Kinyoun — Gabett (BKK-F e BKG-F da Biomérieux).

A coloracdo de Gram é frequentemente utilizada para observacdo microscopica de
produtos bioldgicos e de colonias isoladas provenientes do exame cultural. Esta
coloracdo permite a distincdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
diferenca ente os dois tipos de células estd na estrutura da sua parede celular: enquanto
as bactérias Gram-positivas tém uma parede formada por uma camada espessa de
peptidoglicano, a parede celular das Gram-negativas é formada por uma fina camada de
peptidoglicano, rodeada por uma camada externa de lipopolissacarideos e proteinas.
Diferengas na permeabilidade destas membranas aos reagentes quimicos levam a

diferencas de coloracao.

Na técnica de Gram, utiliza-se primeiro um corante basico (cristal violeta) seguido de
um agente fixador (iodo) que aumenta a afinidade da célula para o corante. Segue-se um
agente descolorante (alcool e acetona) que remove o corante e, finalmente, um segundo
corante béasico (safranina). As células que retém o primeiro corante sdo as Gram-
positivas (coram de roxo) e as que descoram e ficam coradas pelo segundo corante sao

as Gram-negativas (coram de vermelho).

A Solucdo de Kinyoun — Gabett é utilizada na pesquisa de bactérias acido-alcool
resistentes (BAAR). E o caso de Mycobacterium, cuja parede celular é resistente a
coloragédo. A fucsina basica (contida na solugdo de Kinyoun) cora todas as bactérias,
sendo a sua acdo melhorada pela presenca de fenol. O &cido sulfurico (contido na
solucdo de Gabett) age como descolorante: as micobactérias tém a propriedade de néo
descorar sob a acdo do &cido, contrariamente a maioria dos outros grupos de bactérias.
O azul de metileno (contido na solucdo de Gabett) age como descolorante de contraste e

facilita a observagdo microscoépica.
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Os bacilos alcool-acido resistentes coram de vermelho pela fucsina, pois sdo os Unicos
elementos que resistem a acdo descorante do alcool-acido. Para facilitar a sua

visualizacdo, cora-se o fundo com azul de metileno, ficando assim um contraste nitido.

3.2.3. Exame cultural
No exame cultural é importante:

» Adequar os meios de cultura ao produto bioldgico a analisar, bem como aos
microrganismos patogénicos que possam estar presentes neste mesmo produto
biolégico;

» Conhecer a temperatura e atmosfera de incubacdo 6timas para o crescimento dos
microrganismos de interesse;

» Selecionar as coldnias que requerem re-isolamento, identificacdo e/ou

antibiograma.

Os meios de cultura sdo escolhidos conforme o protocolo estabelecido pelo laboratério

e podem ser:

» Nao seletivos: sem inibidores de crescimento e com nutrientes, permitem o
crescimento de qualquer microrganismo encontrado em produtos biol6gicos.

» Seletivos: com antibidticos, antifungicos ou substancias quimicas, permitem o
crescimento de alguns microrganismos em detrimento de outros, cujo
crescimento € inibido.

» Diferenciais: com substancias quimicas ou corantes, que permitem distinguir
grupos de microrganismos presentes no mesmo indculo.

» De enriquecimento: com nutrientes, permitem a multiplicacdo de
microrganismos de interesse que se encontram no produto biolégico em baixo
inéculo.

» De transporte: mantém a viabilidade dos microrganismos mas inibindo a sua
multiplicacéo.

» De identificagdo: evidenciam caracteristicas bioguimicas de determinadas
espécies, permitindo o seu reconhecimento e identificacéo.

» De conservagao: mantém os microrganismos num estado de vida latente.
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Os meios de cultura sdo de natureza solida, semi-solida e liquida. Os meios sélidos
permitem a observacdo de coldnias de bactérias ou leveduras que se desenvolvem a
superficie da gelose, com diferentes aspetos, cores e texturas que auxiliam na sua
identificacdo. Os meios de cultura semi-sélidos sdo usados em estudos de mobilidade
bacteriana e para o crescimento de microrganismos anaerobios. Os meios de cultura
liquidos s&o usados para o enriquecimento de produtos bioldgicos. Neste laboratdrio
sdo utilizados meios de cultura sélidos e liquidos da BioMérieux®, que sao descritos em

seguida:

» Gelose CLED

O meio de cultura CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient) é ndo seletivo,
utilizado para o isolamento de microrganismos urinarios. Também permite diferenciar

0s microrganismos que fermentam a lactose dos ndo fermentativos.

As bactérias lactose-positivas originam col6nias amarelas-pélidas e amarelas por
acidificacdo do meio. As lactose-negativas originam colonias verdes, azuis ou incolores.

A composicao do meio permite limitar a invasdo da gelose por Proteus.

> ChromID ™ CPS Agar

Este € um meio de isolamento e de identificacdo que se destina as amostras urinarias.
Permite efetuar a contagem microbiana da amostra e identificacdo da espécie ou dos

géneros bacterianos.

A cor revelada pelas colbnias permite a identificacdo das seguintes bactérias:
Escherichia coli (apresenta coloracdo espontanea rosa a bordeaux); Enterococcus
(apresentam coloracdo espontanea turquesa); grupo KESC, constituido por Klebsiella,
Enterobacter, Serratia e Citrobacter (apresenta coloracdo espontanea azul-verde a azul-
cinza) e Proteus, Providencia e Morganella (apresentam coloracdo espontanea
castanha).

> Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro

A gelose contétm uma mistura de peptonas especialmente adaptada a cultura dos
microrganismos exigentes. A presencga de sangue de carneiro permite a expressdo da

hemolise, que € um critério de base para a orientacdo da identificacdo bacteriana.
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Caracteristicas hemoliticas:
Sem hemdlise — 0 meio ndo muda de cor;
Alfa-hemolise — presenca de uma zona verde a volta da coldnia;

Beta-hemdlise — presenca de uma zona clara a volta da colonia.

» Gelose Chocolate PolyviteX

E um meio de isolamento que se destina mais particularmente ao crescimento das
estirpes exigentes como Neisseria e Haemophilus, que ndo crescem na gelose de
sangue. A gelose € composta por uma base nutritiva enriquecida em fatores X (hemina)

e V (NAD) fornecidos pela hemoglobina e pelo PolyviteX.

> Caldo Coracdo — cérebro (BHI)

Este caldo é ndo seletivo e estd especificamente adaptado ao crescimento dos

microrganismos aerobios exigentes. E composto por uma base nutritiva enriquecida.

> Gelose chromID TM Candida

Destina-se ao isolamento seletivo das leveduras, a identificacdo da espécie C. albicans e
a identificacdo presuntiva de um conjunto de espécies que agrupa C. tropicalis, C.
lusitaniae, e C. kefyr.

Figura 3 - Coldnias na gelose chromID Candida e respetiva identificacao.
Fonte: http://www.microbiologie-medicale.fr/mycologie/identificationchampignons.htm

A hidrolise especifica de um substrato cromogénio de hexosaminidase na presenca de
um indutor da enzima leva a coloracdo azul das colénias de C. albicans. A eventual
hidrdlise de um segundo substrato permite diferenciar as culturas mistas e orientar a
identificacdo para outras espécies. As coldnias que hidrolisam este substrato s&o
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pigmentadas de rosa. A mistura de um inibidor permite inibir o crescimento da maior

parte das bactérias.

> Caldo Granada ™ bifasico

Este € um meio seletivo utilizado para a detecdo e a identificacdo de Streptococcus

agalactiae nas mulheres gravidas.

O caldo é constituido por uma base nutritiva que associa uma peptona, piruvato e
glucose. A presenca de metotrexato, soro de cavalo e amido permite a producdo de um
pigmento laranja-avermelhado especifico das colonias de estreptococos hemoliticos do
grupo B. A mistura de antibi6ticos que o comp®e inibe a maioria das bactérias Gram-

negativas e leveduras.

» Caldo Selenito

Destina-se ao enriquecimento de Salmonella a partir das fezes. A seletividade do meio
baseia-se na presencga de selenito, que inibe bactérias Gram-positivas e a maioria dos
Gram-negativos fecais, com excecdo da Salmonella. Apos a etapa de enriquecimento, o

caldo deve ser repicado em meios destinados a detecdo da Salmonella.

» Gelose SS

E um meio de isolamento seletivo e diferencial destinado & pesquisa das espécies de
Salmonella e Shigella a partir de fezes. O meio permite evidenciar col6nias que
fermentam a lactose e reduzem o tiossulfato (producéo de H,S). Os microrganismos que
fermentam a lactose (Lac +) originam coldnias rosa, 0s outros (Lac -) originam coldnias
incolores. Os microrganismos que produzem H,S originam colénias com centro negro.
A presenga de coldnias incolores ou ligeiramente coloridas com ou sem centro negro
representa uma forte possibilidade de Salmonella ou Shigella. A inibicdo das bactérias

Gram-positivas obtém-se pela mistura de sais biliares e de corantes.

As condigdes de incubacdo dos meios de cultura vdo variar consoante as necessidades
dos microrganismos em pesquisa. A temperatura a 37°C é fornecida por uma estufa, e 0

meio enriquecido em CO, é obtido através do sistema de jarra com vela acesa.
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3.2.4. Testes rapidos de identificacdo

Apo6s o isolamento de um microrganismo em meio de cultura procede-se a sua
identificacdo baseada nas suas caracteristicas metabdlicas. S&o varios os testes rapidos
que auxiliam na identificacdo das bactérias. De seguida, descrevem-se 0s testes

utilizados no decorrer do estagio.

> |D color Catalase (ID — ASE)

Este teste permite evidenciar a presenca de uma catalase nas bactérias que a possuem. E
detetada nos microrganismos por libertacdo de oxigénio a partir de agua oxigenada. A

enzima desdobra o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio:
(2H202 — 2H,0 + 02)

A presenca de um agente espessante e de um corante (azul de Evans) facilitam a
observacao da emissao gasosa. O procedimento consiste em colocar na lamina uma gota

de ID color Catalase e, de seguida, dispersar uma a duas coldnias na gota.

A reacdo positiva traduz-se pela emissdo imediata de bolhas de oxigénio. O teste é
utilizado para distinguir Staphylococcus spp. (catalase-positivos, observa-se a emisséo

de bolhas) de Streptococcus spp. (catalase-negativos).

» PASTOREX STAPH-PLUS

Este teste foi desenvolvido para dar uma resposta rapida na identificacdo de
Staphylococcus aureus. Consiste num teste de aglutinacdo em latex, com detecdo
simultanea do fator de afinidade para o fibrinogénio (clumping factor), proteina A (com
afinidade para o fragmento Fc das 1gG) e polissacaridos capsulares. A combinagéo de
fibrinogenio, IgG e anticorpos monoclonais anti-capsulares no mesmo reagente permite
0 reconhecimento de estirpes muito e pouco encapsuladas. Para estirpes muito
encapsuladas, os anticorpos contra os polissacaridos capsulares aglutinam a bactéria.
Para estirpes que perderam o polissacarido capsular, a bactéria é aglutinada pelo
fibrinogenio e IgG.

Os isolados de S. aureus sd@o misturados no latex com o reagente, visualizando-se a

presenca de aglutinacdo, que indica a presenca de S. aureus.
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Figura 4 - Kit PASTOREX™ STAPH-PLUS

O procedimento consiste em dissolver uma colénia de Staphylococcus spp. huma gota
de reagente sobre a carta de aglutinacdo fornecida no kit. Uma reacdo positiva €
revelada pelo aparecimento de coagulos. A figura 4 mostra a realizacdo do teste em
colonias suspeitas, isoladas da gelose CPS.

> SLIDEX® Strepto Plus

Permite a grupagem de Streptococcus B-hemoliticos dos grupos A, B, C, D, Fe G

segundo a classificacdo de Lancefield.

Os estreptococos P-hemoliticos possuem frequentemente antigénios especificos do
grupo no qual se inserem que podem ser extraidos e identificados com anti-soros. Os
reagentes sdo constituidos por particulas de latex sensibilizadas com anticorpos
dirigidos contra os antigénios de grupo. A presenca de antigénios correspondentes

provoca uma aglutinacdo visivel das particulas de latex. O procedimento consiste em:

- Depositar numa carta uma gota de cada um dos latex previamente homogeneizados
nos locais correspondentes, e colocar uma gota de suspensao da coldnia suspeita.

- Utilizando um bastonete (fornecido no kit), misturar as duas gotas utilizando toda a

superficie de cada zona reacional.

- Dar a carta um movimento de rotacdo durante 2 minutos e ler sob luz normal. Um

resultado positivo € indicado pelo aparecimento de uma aglutinagdo nitida.

Se 0 antigénio estiver presente, o reagente latex correspondente é aglutinado. Se o

antigénio estiver ausente, o reagente latex permanece em suspensdo homogenea.
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> Teste da Oxidase

O teste é utilizado na diferenciacdo dos bacilos de Gram negativo com metabolismo
oxidativo (Pseudomonas spp. e Neisseria spp.) dos oxidase-negativos

(Enterobacteriaceas).

Este deteta a presenca da enzima citocromo oxidase, a qual catalisa a reacdo de
oxidacdo do citocromo C pelo oxigénio molecular e intervém na cadeira respiratoria da
bactéria. Na presenca de oxigénio na atmosfera e de citocromo C, esta enzima oxida o
reagente fenilenodiamina, para formar um composto colorido violeta, o indofenol. O
acido ascorbico, incorporado no reagente, age enquanto agente redutor para limitar a

auto-oxidacao e melhorar a estabilidade do reagente.

O procedimento consiste em distribuir 1 a 2 gotas de reagente num disco impregnado de
émm e espalhar, de seguida, a col6nia sobre o disco. O aparecimento (em 10 a 30
segundos) de uma coloracéo violeta indica um teste positivo, enquanto reagdes tardias e

auséncia de cor indicam um teste negativo.

» Teste com Optoquina

O teste permite diferenciar Streptococcus pneumoniae de outros estreptococos -
hemoliticos. A optoquina é uma substancia que inibe o crescimento de Streptococcus

pneumoniae, provocando um halo de inibicdo na cultura em placa.

Uma colonia bem isolada é semeada numa placa de gelose de sangue, com estrias
apertadas de forma a gerar coldnias confluentes. O disco de optoquina é colocado no
centro da area semeada e incubado a 37°C durante 24 horas, em atmosfera enriquecida
com CO,. Mede-se o didmetro do halo de inibig&o a volta do disco. Um halo superior ou

igual a 15mm indica a eventual presenca de S. pneumoniae.

3.2.5. Vitek®2 Compact 15

No laboratério é utilizado o sistema automético VITEK®2 Compact 15 (bioMérieux)
para a identificagdo de microrganismos de interesse e estudo da suscetibilidade a

agentes antimicrobianos.
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O aparelho possui uma cadmara de enchimento de cartas por vacuo, uma zona de
selagem das cartas, uma zona de incubacdo e leitura automatica de cartas (por
turbidimetria e colorimetria) e um software e base de dados que analisa e interpreta 0s
dados enviados pelo sistema de leitura do aparelho. O reconhecimento das cartas de
identificacdo e de antibiograma € feito através de uma unidade de leitura de cddigos de
barras. O software inclui o chamado AES (Advanced Expert System), o qual cruza a
informacao da identificacdo e do antibiograma. Esta informacao permite a avaliacdo dos
valores de CMI e a identificacdo de alguns fendtipos de acordo com os resultados
obtidos. Esta avaliacdo indica se o resultado do antibiograma é consistente com a
bactéria identificada.

Figura 5: VITEK® 2 Compact 15

Os microrganismos sdo identificados e em seguida sdo feitos os seus antibiogramas por
este sistema. O procedimento é executado de acordo com as indicagdes do fornecedor e
consiste em fazer suspensdes padronizadas das colonias (colonias puras + solucéo salina
de VITEK®) segundo Mac Farland.

3.2.5.1. Identificacdo de microrganismos

As cartas de identificacdo utilizadas possuem pogos que contém substratos bioquimicos
desidratados. N&o sdo necessarios reagentes adicionais, pelo que se elimina deste modo
0 risco de omissdo ou erro durante a manipulacdo. No laboratério foram utilizadas as

seguintes cartas de identificacdo bacteriana:
GN - Identificacdo de bactérias de Gram negativo;

GP — Identificacdo de bactérias de Gram positivo.
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Figura 6 - Cartas de VITEK no respetivo suporte
de manuseamento.

3.2.5.2. Teste de suscetibilidade aos antibiéticos

O TSA baseia-se na determinacdo da capacidade que um microrganismo tem de se
multiplicar in vitro na presenca de diferentes farmacos. Deve realizar-se para qualquer
microrganismo que seja responsavel por um processo infecioso e que necessite de
terapéutica antimicrobiana, sempre que a suscetibilidade ndo puder ser previsivel pelo
conhecimento da identidade do microrganismo. Os testes de suscetibilidade estdo
principalmente indicados quando o microrganismo pertence a uma espécie capaz de

exibir resisténcia aos antimicrobianos mais frequentemente utilizados.

O TSA nas cartas do VITEK®2 Compact 15 consiste numa combinacdo de farmacos
para determinados microrganismos em que o resultado € dado como sensivel, resistente

ou intermédio ao antibidtico. Neste laboratorio, utilizam-se as seguintes cartas de TSA:

AST-N244 — Carta para determinacéo da sensibilidade de bacilos Gram-negativos com

significado clinico. Contém os seguintes antibioticos:

- Amoxicilina/Acido Clavulanico - Ertapenem

- Ampicilina - ESBL (B-latamases de largo espetro)
- Cefalotina - Fosfomicina

- Cefditoren - Gentamicina

- Cefepime - Imipenem

- Cefotaxima - Acido nalidixico

- Cefoxitina - Nitrofurantoina

- Ceftazidima - Tobramicina

- Cefuroxima - Trimetoprim/Sulfametoxazol

29



- Ciprofloxacina
AST-P586 — Carta para a determinacdo da sensibilidade de Gram positivos,

nomeadamente Enterococcus spp. e S. agalactiae. Contém os seguintes antibioticos:

Ampicilina Moxifloxacina
Ampicilina/Sulbactam Nitrofurantoina
Benzilpenicilina Quinopristina/Dalfopristina
Cefuroxima Estreptomicina alta conc.
Clidamicina Teicoplanina

Eritromicina Tetraciclina

Gentamicina alta conc. Tigeciclina

Imipenem Trimetoprim/Sulfametoxazol
Levofloxacina Vacomicina

Linezolide

AST-P619 — Carta para a determinacdo da sensibilidade de Gram positivos,

nomeadamente Staphylococcus spp. que ontém os seguintes antibioticos:

Benzilpenicilina Linezolide

Cefotixina Moxifloxacina

Clindamicina Mupirocina

Daptomicina Nitrofurantoina

Eritromicina Oxacilina

Fosfomicina Rifampicina

Acido fusidico Teicoplanina

Gentamicina Tetraciclina

Vancomicina Tigeciclina

Levofloxacina Trimetoprim/Sulfametoxazol

AST-N222 — Carta para a determinacdo da sensibilidade de Pseudomonas spp., que

contém os seguintes antibidticos:

Amicacina Minociclina

Aztreozam Pefloxacina
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Cefepima Piperacilina

Ceftazidima Piperacilina/Tazobactam
Ciprofloxacina Rifampicina

Colistina Ticarcilina

Gentamicina Ticarcilina/Acido Clavulanico
Imipenem Tobramicina

Meropenem Trimetoprim/Sulfametoxazol

Para cada microrganismo isolado é testado um painel alargado de antibioticos
disponiveis nas cartas do aparelho automatico, mas o relatoério final entregue ao clinico
inclui apenas alguns antibidticos, que sdo selecionados de acordo com as regras
estabelecidas pelo laboratorio. Por exemplo, antibidticos intermédios no Vitek® sdo
reportados como resistentes. Também se consideram casos especificos em que a
administracdo de determinados antibidticos é desaconselhada, como os antibidticos do
grupo das quinolonas em gravidas e criancas, pois afetam a cartilagem de crescimento,

interferindo no desenvolvimento 6sseo.

3.3. Trato urinario

As infecBes do trato urinario sdo muito comuns, especialmente em mulheres. Calcula-se
que 10 a 20% das mulheres terdo uma infecdo urinaria durante a vida e um ndmero

significativo apresenta infe¢Oes recorrentes.

A infecdo urinaria aguda é normalmente adquirida por via ascendente, causada por
bactérias da flora intestinal sapréfita através de contaminacdo fecal. As vias
hematogénica (secundaria a uma septicémia), iatrogénica (flora comensal) ou exdgena
(introduzida por cateter ou sonda vesical) sdéo menos comuns. Os sintomas incluem dor,
frequéncia e urgéncia em urinar em pequenas quantidades. E ainda de referir a
bacteridria assintomatica, que geralmente sé requer terapéutica em situacdes especiais,
nomeadamente gravidas, mulheres que realizaram cirurgia genito-urindria e

transplantados de rim.
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Os agentes etioldgicos predominantes nas infecBes do trato urinario sdo do grupo
Enterobacteriacea, com destaque para a Escherichia coli.

3.3.1. Urina
3.3.1.1. Colheita

A urina é um fluido biolégico habitualmente estéril, mas a sua passagem através da
uretra durante a micgdo arrasta 0s microrganismos que usualmente a colonizam,
podendo induzir a erros na interpretacdo da urocultura. A colheita da amostra é um
passo muito importante para o sucesso do diagnostico, uma vez que se ndo houver uma
boa colheita, facilmente esta se contamina e torna-se necessaria a sua repeti¢do. Para o
diagnostico de infecdo do trato urinario sdo validas varias amostras, nomeadamente jato
médio, puncdo de cateter urinério (algalia), saco coletor (criancas sem controlo dos
esfincteres), puncdo supra-pubica, drenagem de nefrostomia e puncao renal. Deve ser
colhida a primeira urina da manha. As urinas sdo refrigeradas a 4°C e processadas até 24
horas apds a colheita. Chegam ao laboratério para analise urinas colhidas por “jato

médio”, saco coletor e, punc¢do de cateter urinario.

Na colheita por “jato médio”, o utente é alertado previamente para 0 seguinte
procedimento:

» Lavar as mdos com agua e sabdo;

» Usando uma compressa esterilizada embebida em &gua e sabdo neutro
(disponibilizada pelo laboratério) lavar, na mulher, a vulva, sempre da frente
para tras e, no homem, puxar o prepucio e lavar a glande;

» Remover o sabdo com uma compressa esterilizada embebida em agua e em
seguida secar com compressa esterilizada;

» Com as méos, afastar os grandes labios ou prepucio mantendo-0s nessa posi¢ao
durante o processo, e com a outra mao segurar no recipiente esterilizado préprio
para a recolha de urina;

> Rejeitar as primeiras gotas e colher o jato medio para 0 recipiente,
desperdicando a restante urina;

No caso das criangas sem controlo dos esfincteres (saco coletor), o procedimento
consiste em:

» Lavar as mdos com agua e sabéo;
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Colocar o bebé numa superficie plana e retirar a fralda (este laboratério possui
um muda-fraldas para o efeito);

Lavar os genitais externos com &gua e sabao neutro, com auxilio de uma
compressa esterilizada.

Colar o saco coletor em torno do meato urinério;

Mudar o saco de 30 em 30 min caso a crianga ainda néo tenha urinado.

Em individuos algaliados a colheita ndo é efetuada no laboratorio. Esta deve ser feita

por aspiracdo no local referenciado para o efeito, ou por puncdo da algéalia. Ndo é

aceitavel uma colheita de urina realizada a partir do saco coletor da algélia. O

procedimento consiste em:

>
>

Clampar a algalia durante 10 minutos, imediatamente abaixo da derivacéo;
Desinfetar as méos e colocar luvas esterilizadas;

Desinfetar o local a puncionar com alcool a 70%, uma extensdo de 5-10 cm e
deixar secar;

Puncionar (com um angulo de 45°) a parte oposta ao limen do baldo, utilizando
um tubo esterilizado com é&cido boérico adaptado a uma agulha subcutanea e
aspirar a urina;

Retirar a pinga de clampagem e desinfetar o locar de puncdo com alcool a 70%
apos a colheita;

Homogeneizar a urina invertendo o tubo vérias vezes.

3.3.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto

Para o exame a fresco do sedimento urinario: Efetua-se ap0s centrifugagdo de 10 ml de

urina a 1500-2000 rpm, durante 5 minutos. Sao pesquisados e contabilizados

(média/campo) no sedimento: células epiteliais, leucdcitos, eritrocitos, bactérias,

elementos leveduriformes e parasitas. A presenca de muitos leucocitos bem como de

eritrocitos faz suspeitar uma infecdo. A observacdo de numerosas células epiteliais

escamosas, de lactobacilos ou flora mista sugere uma ma colheita.

Para 0 exame apos coloracdo utiliza-se a Coloracao de Gram.
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Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo a Gelose CLED ou Gelose CPS. Pode tambeém
semear-se a urina no meio CAN2, caso se tenha verificado a presenca de leveduras no
exame microscopico do sedimento. Semeia-se diretamente a partir da urina com uma

ansa calibrada de 10 pl, segundo o procedimento seguinte:

- Emergir a ansa verticalmente na urina previamente homogeneizada e descarregar a
urina na placa através de um raio vertical seguido de estrias perpendiculares apertadas

em toda a superficie da placa.

- Incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.

Interpretacdo de resultados

Apo6s incubagdo, observam-se as placas de CLED ou CPS e faz-se a contagem do
namero coldnias. O célculo da concentracdo bacteriana é efetuado tendo em conta a

densidade das colonias presentes na placa:

N° de UFC/ml < 10* — Contaminag&o provavel;

N° de UFC/ml entre 10* e 10° — A urina deve ser avaliada segundo critérios clinicos;
N° de UFC/ml > 10° — Provavel infe¢do urinaria.

Considera-se contaminacdo a presen¢a de 2 ou mais col6nias diferentes num N° de
UFC/ml < 10*. No caso de haver uma colénia predominante com um N° de UFC/ml >
10°, esta devera ser investigada tendo em conta a histéria clinica do utente, presenca de

sintomatologia, gravidez, etc.

Além da densidade das coldnias, avalia-se a cor, o cheiro e a textura da colénia. A
colonia de interesse é repicada para um meio cromogénico (CPS). Se necessario,
recorre-se a testes de identificacdo complementares e Gram. Depois € feita, no sistema

automético Vitek®, a identificacdo do microrganismo (se necessario) e antibiograma.
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3.4. Trato genital

A flora normal do trato genital inclui varios microrganismos, dependendo da regido. Na
vagina e uretra encontram-se Enterobacteriaceas, Streptococcus spp., Enterococcus
spp., entre outros. Na vagina encontram-se ainda Lactobacillus spp. O colo do utero é
normalmente estéril, podendo estar contaminado com flora vaginal em pequena

quantidade.

Na mulher, os agentes comuns de infecdes incluem Neisseria gonorrhoeae associada a
cervicites, assim como Mycoplasma sp. e Chlamydia trachomatis; Candida albicans e
Trichomonas vaginalis estdo associadas a vulvo-vaginites que apresentam quadros de
leucorreias esbranquicadas e esverdeadas, respetivamente, acompanhadas de
qgueimaduras vaginais; Gardnerella vaginalis € o agente causador de vaginose
bacteriana, e as manifestacGes clinicas passam por leucorreias acinzentadas e mucosas,

com odor caracteristico.

Em gravidas entre as 35 e as 37 semanas de gravidez € feita a pesquisa de Streptococcus
B-hemoliticos do grupo B de Lancefield (Streptococcus agalactiae) de modo a prevenir
a contaminacdo maternofetal durante o parto, uma vez que este microrganismo é

responsavel por meningites e pneumonias no recém-nascido.

Nos homens, os agentes comuns de infecbes sdo Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia
trachomatis, que causam doencas como uretrite e epididimite; bactérias da familia

Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp. sao responsaveis por prostatites e orquites.

As pesquisas de Chlamydia trachomatis e Mycoplasma hominis ndo s&o realizadas no

laboratorio.

3.4.1. Exsudado vaginal
3.4.1.1. Colheita

Durante o estagio tive a oportunidade de realizar este procedimento que é sempre

efetuado por profissionais qualificados para o efeito.

Durante a colheita, deve questionar-se a utente sobre a presenca de comichéo, ardor, cor

do corrimento, etc. A utente ndo devera ter feito qualquer tratamento local nos trés dias
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que antecederam a colheita e no proprio dia ndo devera ter efetuado a sua higiene

intima. O procedimento consiste em:

» Na posicdo ginecoldgica, introduzir um espéculo (sem lubrificante ou
humedecido com soro fisiologico estéril) no endocolo vaginal;

» Colher o exsudado das paredes vaginais com recurso a uma zaragatoa seca em
movimentos rotativos;

» Repetir o procedimento, uma vez que a primeira zaragatoa é destinada ao exame
cultural e a segunda ao exame microscopico corado e teste de KOH a 10%;

» Inserir a 3% zaragatoa no caso de haver pesquisa de Streptococcus agalactiae em

utentes gravidas entre as 35 e 37 semanas de gestacéo.

A lamina para o exame corado ¢ feita logo apds a colheita, seguida do teste de KOH a
10% para avaliacdo do cheiro. O produto bioldgico deve ser conservado a 37°C durante

30 minutos até ao processamento laboratorial.

3.4.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto

O exame macroscopico podera orientar no diagndstico:

- Pas amarelo: suspeita de N. gonorrhoeae;

- Corrimento amarelo/verde liquido: suspeita de Trichomonas vaginalis;
- PUs espesso branco — suspeita de fungos;

- Corrimento espesso amarelo e inodoro — suspeita de Enterobactérias

A amostra devera ficar na estufa a 37°C durante 30 minutos apds a colheita. E entdo
efetuado o exame a fresco para pesquisa de Trichomonas vaginalis e elementos
leveduriformes, contagem de células epiteliais, leucdcitos e eritrocitos. E ainda feita a

observagdo e semi-quantificacdo de Bacilos de Doderlein (Lactobacillus spp.).

A coloracdo de Gram ¢é utilizada para semi-quantificar Bacilos de Doderlein, pesquisar
outras bactérias e “clue cells” (células epiteliais recobertas de bactérias com Gram

variavel), que poderao ser sugestivas de vaginose bacteriana por Gardnerella vaginalis.
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Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo a Gelose Chocolate Polyvitex (PVX), Gelose
Columbia + 5% de sangue de Carneiro (COS) e Gelose chromID ™ Candida (CAN2).
A zaragatoa € descarregada em todos 0s meios e a sementeira feita por quatro

guadrantes com recurso a uma ansa, por forma a obter colonias isoladas.

As placas de PVX e COS sao incubadas a 37°C, durante 24 horas numa atmosfera
enriquecida em CO,. A gelose CAN2 é incubada 24 horas, a 37°C, em aerobiose e
outras 24 horas & temperatura ambiente, em aerobiose. E observada as 24 e as 48 horas.

Para a pesquisa de Streptococcus agalactiae nas gravidas utiliza-se o Caldo Granada ™
bifasico (Granada ™ — T). A zaragatoa é diretamente semeada no caldo previamente
hidratado com 3 mL de agua destilada e 0 meio é encubado a 37°C, durante 24 horas.
Apo0s a primeira leitura, a incubagdo é prolongada 24 horas suplementares em caso de

auséncia de viragem do meio.

Interpretacdo de resultados

ApoOs exame direto e observacdo dos meios de cultura, faz-se a identificacdo e o
respetivo antibiograma de coldnias suspeitas no Sistema automatico VITEK® 2

Compact 15.

Colédnias pequenas e transparentes no PVX que ndo tenham crescido na gelose COS
podem indicar a presenca de Neisseria Gonorrhoeae, pelo que as placas devem ser
cuidadosamente interpretadas. A coloracdo Gram revela diplococos de Gram negativo e
o teste da oxidase é positivo.

Na gelose COS, a presenga de colonias pequenas com uma zona clara a volta é
sugestiva de B-hemolise. Deve completar-se a identificacdo com a pesquisa de catalase e
o kit SLIDEX Strepto Plus.

Na gelose CANZ2, verifica-se a presenca de coldnias azul pélido a azul escuro, que sao

caracteristicas de Candida albicans. Col6nias brancas sdo reportadas como Candida

SPp.

Na pesquisa orientada de Streptococcus agalactiae nas gravidas, se houver viragem do

meio (coloracao alaranjada), o resultado é dado como positivo.
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3.4.2. Exsudado uretral
3.4.2.1. Colheita

A colheita ideal deve ser feita antes da primeira miccdo ou uma hora ap6s micgédo. O
utente ndo devera ter efetuado qualquer tratamento local nos trés dias que antecederam a
colheita e, no proprio dia, ndo deverd ter efetuado a sua higiene intima. O procedimento

consiste em:

» Limpar cuidadosamente a mucosa circundante com gaze esterilizada;

» Introduzir uma zaragatoa com um movimento de rotacdo cerca de 2 cm dentro
da uretra (destinada a exame cultural);

» Repetir o procedimento com uma segunda zaragatoa (destinada a exame direto).

3.4.2.2. Procedimento laboratorial

Exame direto

A amostra devera ficar a 37°C durante 30 minutos apds a colheita. E entdo efetuado o
exame a fresco para pesquisa de Trichomonas vaginalis e elementos leveduriformes,

contagem de células epiteliais, leucocitos e eritrocitos.
Exame apo6s coloragdo: Coloracao de Gram

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo a Gelose Chocolate Polyvitex (PVX), Gelose
Columbia + 5% de sangue de Carneiro (COS) e Gelose chromID ™ Candida (CAN2).
A zaragatoa deve ser descarregada em todos os meios e a sementeira feita por quatro

quadrantes com recurso a uma ansa.

As placas de PVX e COS séo incubadas a 37°C, durante 24 horas, numa atmosfera rica
em CO,. A gelose CAN2 é incubada 24 horas, a 37°C, em aerobiose e outras 24 horas a

temperatura ambiente, em aerobiose. E observada as 24 e 48 horas.
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Interpretacdo de resultados

ApoOs exame direto e observacdo dos meios de cultura, faz-se a identificacdo e o
respetivo antibiograma de coldnias suspeitas no Sistema automatico VITEK® 2

Compact 15.

Coldnias pequenas que crescam na gelose PV X que ndo tenham crescido na gelose COS
podem indicar a presenca de Neisseria Gonorrhoeae, pelo que as placas devem ser
cuidadosamente interpretadas. A coloracdo Gram revela diplococos de Gram negativo e
o teste da oxidase é positivo.

Na gelose COS, deve verificar-se a presenca de hemolises caracteristicas e identificar o

microrganismo isolado por testes complementares.

Na gelose CANZ2, verifica-se a presenca de coldnias azul palido a azul escuro, que sao

caracteristicas de Candida albicans. Colonias brancas séo reportadas como Candida

spp.

3.5. Trato respiratério superior

As infecbes do aparelho respiratorio superior sdo muito frequentes, maioritariamente de

etiologia viral.

A existéncia de uma flora normal da naso e orofaringe previne a colonizacdo do trato
respiratorio por microrganismos patogéenicos. No entanto, a flora normal podera tornar-
se patogénica, em situacBes de baixa imunoldgica ou lesdo. Fazem parte desta flora
varios microrganismos como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenza, Neisseria meningitidis e gonorrhoeae, Klebsiella spp. e outras
Enterobacteriaceas, Staphylococcus aureus, Bordetella pertussis, leveduras, entre

outros.
3.5.1. Exsudado nasal

Utilizado essencialmente para fins epidemioldgicos, na detecdo de portadores de
Staphylococcus aureus. No entanto, reportam-se ao médico outros microrganismos

potencialmente patogénicos encontrados.
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3.5.1.1. Colheita

A colheita consiste em inserir uma zaragatoa em cada narina até se encontrar
resisténcia. Colher o produto em movimentos rotativos suaves contra a mucosa nasal.

Repetir o procedimento com uma segunda zaragatoa.

3.5.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto
Coloracdo Gram para pesquisa de células epiteliais, leucécitos e bactérias.

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo a Gelose Chocolate Polyvitex (PVX) e Gelose
Columbia + 5% de sangue de Carneiro (COS) Descarrega-se a zaragatoa em todos 0s
meios e faz-se a sementeira por quatro quadrantes com recurso a uma ansa. Os meios

sdo incubados a 37°C, durante 24 horas, numa atmosfera enriquecida em CO..

Interpretacdo de resultados

Para a detecdo de portadores de S. aureus, caso se verifique a presenca de halo de B-
hemolise na gelose de sangue (COS), procede-se a identificacdo da colonia suspeita,
através de testes complementares: se Catalase positiva — PASTOREX™ STAPH-
PLUS.

Colonias que cresgcam na gelose PVX que ndo tenham crescido na gelose COS podem
indicar a presenca de Haemophylus influenza, pelo que as placas devem ser

cuidadosamente interpretadas.

No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar ¢é feita em funcéo

do microrganismo isolado.

3.5.2. Exsudado faringeo

Neste produto biologico faz-se essencialmente a pesquisa de Streptococcus do grupo A,
CeG.
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3.5.2.1. Colheita

Pedir ao utente que abra a boca, afastar a lingua com recurso a uma espéatula de madeira
e colher o produto ao nivel das amigdalas e porcdo posterior da faringe utilizando uma
zaragatoa seca. Durante o procedimento deve evitar-se o contacto com outras regides da

cavidade oral, a fim de minimizar a contaminacao.

3.5.2.2. Procedimento laboratorial

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo o Caldo Coracdo — cerebro (BHI-T) para
enriquecimento e a Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS). O caldo €
incubado a 37°C, em aerobiose, durante 24 horas. A gelose de sangue deve ser incubada

a 37°C em atmosfera enriquecida com CO,, durante 24 horas.

Interpretacao de resultados

No caso de se observarem coldnias pequenas, transparentes a opacas € uma B-hemolise
deve confirmar-se a morfologia pela coloracdo de Gram (cocos Gram-positivos em
cadeia) e se é Catalase-negativa. Neste caso procede-se a pesquisa dos antigénios dos
grupos de Lancefield para a classificacdo de Streptococcus spp. e ao antibiograma em

sistema automatico Vitek®.

3.6. Trato respiratoério inferior

Nos individuos com infecfes do trato respiratorio inferior, um sintoma comum € a tosse
produtiva. As infe¢Ges ocorrem mais frequentemente em doentes entre os 50 e 0s 60
anos e com doengas concomitantes cronicas. Os agentes mais comuns Ss&o
Staphylococcus  aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Legionella
pneumophila. O exame microbiolégico da expetoracdo torna-se uma ferramenta

essencial para o diagnostico da infecao.

3.6.1. Expetoracao
3.6.1.1. Colheita
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O trato respiratério inferior € normalmente estéril. No entanto, o diagndstico de infe¢des
respiratorias inferiores é frequentemente dificultado pela contaminagdo das amostras
por flora comensal da orofaringe durante a colheita. O laboratério deve processar
apenas as amostras de boa qualidade. O procedimento para uma boa colheita consiste

em:

» Se possivel, colher a primeira expetoracdo da manhg;

Y

Lavar a boca e gargarejar s6 com &gua antes da colheita;

» Colher a expetoracdo por tosse profunda (o laboratério devera desprezar
amostras de saliva ou rinorreia posterior);

» Colocar a amostra em recipiente estéril, seco, de boca larga e tampa de rosca;

» A expetoracdo podera ser induzida, através de nebuliza¢do com soro fisioldgico.

3.6.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto
Exame apo6s coloracdo: Coloracdo de Gram e Kinyoun-Gabett.

E selecionada uma porcdo purulenta da amostra e efetuado um esfregaco por

estiramento entre duas laminas, coradas de seguida pelos métodos referidos.

A coloracdo de Gram ¢ efetuada para avaliar a qualidade da amostra. Na objetiva de
10x quantificam-se (média por campo) células epiteliais, leucdcitos, células
leveduriformes e bactérias. O critério de aceitacdo da amostra é efetuado segundo a

classificacdo de Murray e Washington, como mostra a tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo da qualidade da expetoracdo segundo Murray e Washington.

Células epiteliais (10x) Leucocitos (10x)
Grupo 1 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

Fonte: http://www.dgs.pt/upload/membro.id/ficheiros/i008546.pdf
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As amostras pertencentes aos grupos 4 e 5 sdo aceites e o diagndstico prossegue. As
amostras que se enquadrem nos grupos 1, 2 e 3 séo rejeitadas e é pedida nova amostra.

A coloragdo de Kinyoun-Gabett é utilizada para a pesquisa de M. tuberculosis.

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo a Gelose Chocolate Polyvitex (PVX) e Gelose
Columbia + 5% de sangue de Carneiro (COS). O procedimento consiste em seleccionar
uma porcdo purulenta da amostra com uma ansa, descarregar no meio de cultura e fazer

a sementeira por quatro quadrantes.

Interpretacdo de resultados

Valorizam-se na gelose de sangue as hemolises caracteristicas, seguindo-se a sua

identificacdo através de testes complementares.

No PVX verificar a presenga de colénias que ndo cresceram na gelose de sangue. As
colénias de Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis tém um aspecto

transparente. Segue-se a identificacdo atraves de testes complementares.

No caso de uma cultura positiva, a escolha do antibiograma a realizar é feita em funcéo do

microrganismo isolado.
3.7. Trato gastrointestinal

As infegdes do aparelho gastrointestinal tém uma elevada incidéncia na populagdo em
geral, com grande morbilidade em alguns grupos etarios, como as criancas e idosos. O
sintoma mais comum destas infe¢Oes é a diarreia, isto é, producdo de fezes liquidas de
forma frequente e sem controlo. Os microrganismos patogénicos mais frequentemente
ligados a infecdo gastrointestinal sdo a Salmonella spp., a Shigella spp., o
Campilobacter spp. e a Escherichia coli enteropatogénica. No laboratorio faz-se o

despiste por rotina de Salmonella spp. e Shigella spp. nas fezes.

3.7.1. Coprocultura
3.7.1.1. Colheita

A colheita de fezes consiste em 3 amostras de dias diferentes (devidamente

identificados) com 1 a 2 gramas, enviadas ao laboratdrio em recipiente proprio, estéril e
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seco. E importante ndo encher os frascos e evitar contaminagdes com urina e papel
higiénico. Em recém-nascidos e em adultos debilitados a colheita deve ser feita com
auxilio de uma zaragatoa rectal inserida até cerca de 2,5 cm acima do esfincter anal,
quando néo € possivel a colheita normal. O produto deve ser acondicionado a 4°C até ao

processamento.
3.7.1.2. Procedimento laboratorial

Antes da cultura, efetua-se um exame macroscopico as fezes para avaliar a consisténcia

e a presenca de muco, pds ou sangue nas fezes.

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados sdo o Caldo Selenito F (SELENITO F-T) e a Gelose SS

(SS). O procedimento consiste em:

- Semear as fezes diretamente na gelose SS e, simultaneamente, semear as fezes no

Caldo Selenito F e agitar com a propria zaragatoa, até desfazer o produto.

- Incubar o Caldo Selenito F e gelose SS na estufa a 37°C, durante 24 horas;

Apo0s o periodo de incubacéo, repicar o produto do Caldo Selenito para Gelose

SS e incubar mediante as mesmas condigdes.

Interpretacdo de resultados

Observar o crescimento na gelose SS. Proceder ao isolamento e posterior identificacdo e
antibiograma (Vitek) de colonias incolores/amarelas palidas, com ou sem centro negro
(possivel Salmonella), ou coloénias incolores/rosas palidas ou alaranjadas, sem centro

negro (possivel Shigella).

3.8. Olho

As infecdes oculares incluem infecOes das estruturas externas do olho (blefarites,
conjuntivites e queratites), estruturas internas do olho (endoftalmites) e infecdes do

sistema lacrimal (canaculites, dacriocistites, dacrioadenites). A nivel do saco conjuntival
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existe uma flora saprofita constituida principalmente por Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp. e Propionibacterium acnes.

Neste laboratorio pesquisam-se essencialmente agentes causadores de conjuntivites
bacterianas, o tipo mais frequente de infecdo ocular, que pode ocorrer por inoculacdo
direta ou exdgena, ou por disseminacdo hematogénica a partir de um foco infecioso. Os
principais agentes de conjuntivite da comunidade sdo Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Neisseria
gonorrhoeae e Moraxella catarrhalis. No recém-nascido, 0os agentes infecciosos mais
frequentes sdo Chlamydia trachomatis (ndo pesquisada no laboratério), Neisseria

gonorrhoeae, Staphylococcus aureus e Bacilos de Gram negativo.

3.8.1. Exsudado ocular
3.8.1.1. Colheita

Utilizar uma zaragatoa seca ou com soro fisioldgico e passa-la ao longo da conjuntiva
tarsal inferior. Repetir o procedimento com uma segunda zaragatoa, e fazer o esfregaco

na altura da colheita.

3.8.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto
Coloragédo de Gram.

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados séo gelose de sangue (COS), gelose de chocolate (PVX)
e caldo de enriquecimento (BHI). A gelose de sangue e de chocolate sdo ambas
incubadas durante 24 horas, a 37°C, em atmosfera rica em CO2 e o caldo de
enriquecimento durante 0 mesmo periodo, a 37°C. Apos as 24 horas, o produto do caldo

BHI é semeado em gelose de sangue e de chocolate, mediante as mesmas condi¢oes.

Interpretacdo de resultados

Verificar o crescimento microbiano na gelose de chocolate. Caso se verifique o
crescimento de colonias que ndo se encontrem na gelose de sangue, suspeitar de

Haemophilus influenzae. Isolar a colonia e proceder a identificacdo e antibiograma.
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Na gelose de sangue, anotar a eventual presenca de hemdlises caracteristicas, como o-
hemolise (possivel Streptococcus pneumoniae) e B-hemolise (possivel Streptococcus
pyogenes). A identificacdo do microrganismo isolado através de testes complementares

deve ser seguida de antibiograma no Vitek.
3.9. Ouvido

A infecdo auricular ocorre ao nivel do ouvido externo ou do ouvido medio. As infecdes
do ouvido médio sdo normalmente causadas por Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis, e o diagnostico é feito a partir de
timpanocentese, que consiste na aspiracdo de liquidos dou ouvido médio. Este
procedimento ndo e realizado neste laboratério. Fazem-se normalmente diagnosticos de
infecdo do ouvido externo, que sao tipicamente causadas por Pseudomonas aeruginosa

ou Staphylococcus aureus.

3.9.1. Exsudado auricular
3.9.1.1. Colheita

Faz-se a insercdo da zaragatoa no ouvido externo e, com um movimento suave de

rotacdo, colhe-se o produto. O procedimento é repetido com outra zaragatoa.

3.9.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto
Coloracédo de Gram

Exame cultural

Os meios de cultura utilizados séo gelose de sangue (COS), gelose de chocolate (PVX)
e caldo de enriquecimento BHI. A gelose de sangue e de chocolate sdo ambas incubadas
durante 24 horas, a 37°C, em atmosfera rica em CO2 e o caldo de enriquecimento
durante 0 mesmo periodo, a 37°C. Apds as 24 horas, o produto do caldo BHI é semeado
em gelose de sangue e de chocolate, incubados mediante as condi¢des destinadas a estes

meios.

Interpretacdo de resultados
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Verificar o crescimento microbiano na gelose de chocolate. Caso se verifique o
crescimento de coldnias que ndo se encontrem na gelose de sangue, com aspeto
transparente, suspeitar de Haemophilus influenzae ou Moraxella catarrhalis. Isolar a

colonia e proceder a identificacdo e antibiograma.

Na gelose de sangue, anotar a eventual presenca de hemolises caracteristicas, como -
hemolise (possivel Streptococcus pneumoniae) e B-hemolise (possivel Streptococcus
pyogenes). A identificagdo do microrganismo isolado através de testes complementares

deve ser seguida de antibiograma no Vitek.
3.10. Exsudados purulentos

No laboratdrio por vezes € requisitada a analise de pus proveniente de feridas superficiais
ou de queimaduras infectadas. Os microrganismos mais comuns neste tipo de infecdo séo o
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus spp, Enterobacteriaceae
(Escherichia coli, Klebsiella spp), Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas spp e

microrganismos anaerobios.

3.10.1. Amostra
3.10.1.1. Colheita

Com uma zaragatoa esterilizada esfregar toda a base da lesdo.

3.10.1.2. Procedimento laboratorial

Exame direto
Coloracdo Gram

Exame cultural

Utiliza-se a Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS) e gelose de chocolate
(PVX), ambas incubadas a 37°C, em atmosfera enriquecida em CO,, durante 24 horas.
O Caldo Coragdo — cérebro (BHI) para enriquecimento € incubado a 37°C, em

aerobiose, durante 24 horas e depois repicado para PVX e COS.

Apobs incubacdo observar o crescimento bacteriano e completar a identificagdo do ou dos
microrganismos isolados com testes complementares. No caso de uma cultura positiva, a

escolha do antibiograma a realizar € feita em funcdo do microrganismo isolado.
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4. Valéncia de Hematologia

4.1. Introducao

A Hematologia de rotina é uma das &reas mais requisitadas pelos clinicos. Dentro de um
laboratério, esta inclui algumas das anélises mais pedidas: hemograma, contagem de
plaquetas e velocidade de sedimentacdo. Os resultados obtidos revestem-se de extrema
importancia, especialmente em conjugacdo com os resultados provenientes das restantes

areas.

No laboratorio Dr. Aires Raposo & Dr.2 Teresinha Raposo Lda. o setor de hematologia
encontra-se no 1° andar e estd equipado com aparelhos automaéticos (hemogramas,
contagem de plaquetas e reticuldcitos, velocidade de sedimentacdo, hemoglobinas
glicosiladas) e aparelhos com metodologia semi-automatica para determinacdes na area
da coagulacdo. Sdo ainda realizadas técnicas manuais, sobretudo na &rea da imuno-

hematologia.

No periodo da manhd@ fazem-se os hemogramas, a velocidade de sedimentacdo e as
Hemoglobinas glicosiladas, em amostras de sangue total com EDTA. No caso de haver
pedidos de eletroforese de Hemoglobinas, estas sdo mantidas a 4°C e posteriormente
enviadas a um laboratério de referéncia subcontratado para o efeito. As provas de

coagulacdo sdo efetuadas em amostras de sangue total com citrato, no mesmo periodo.

Assim que todos os Hemogramas sdo efetuados, fazem-se os esfregacos das amostras
nas quais se detectou anomalia e as coloragdes sdo efetuadas no periodo da tarde, assim
como o respetivo exame microscopico, técnicas manuais de imunohematologia e

validacdao de resultados.

Este capitulo descreve a minha experiéncia na area da hematologia e faz referéncia aos
parametros hematoldgicos analisados, respetivos aparelhos automaticos e semi-

automaticos e técnicas realizadas.

4.2. Hemograma

O hemograma é o exame complementar mais solicitado na prética clinica, fazendo parte

de todas as revisdes de saude. Além de fundamental na triagem de salde, é co-adjuvante
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indispensdvel no diagndstico e no controle evolutivo das doencas infeciosas, das
doencas crénicas em geral, das emergéncias medicas, cirtrgicas e traumatologicas, e no
acompanhamento de quimioterapia e radioterapia.
Um hemograma completo inclui varios parametros:
» Contagem de globulos vermelhos (ou eritrdcitos), com os indices eritrocitarios;
» Contagem de globulos brancos;
» Contagem de plaquetas;

» Morfologia celular.

4.2.1. Cell-Dyn Saphire®

Para a determinacdo do hemograma neste laboratério, o manuseamento do técnico
resume-se a colocar as amostras de sangue total em EDTA nas racks do aparelho
automatico, realizar a sua manutencdo (substituir reagentes e pecas, solucionar os

alarmes do aparelho) e avaliar os resultados obtidos.

O contador hematologico utlizado é o Cell-Dyn Sapphire da Abbott Diagnosis (Figura
7), que utiliza como principios de andlise a tecnologia laser, impedancia elétrica e

disperséo de luz de marcadores fluorescentes.

Figura 7 - Cell dyn Sapphire® da Abbott Diagnosis.

A introducdo das amostras pode ser efetuada manualmente em sistema aberto (open

tube) ou automaticamente, atraves uma plataforma transportadora (rack). Quando
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colocadas as amostras nas racks do aparelho, 0 mesmo agita, identifica a amostra
através da leitura do cddigo de barras, aspira e dilui a amostra de sangue.

Tabela 2 - Principais parametros analisados e respetivo método.

Parametro Método
Dispersao 6tica (contagem principal);
o M.A.P.P.S. ™ (contagem diferencial)
Leucocitos . .
Impedéncia (contagem secundaria)
Detecdo de marcadores (CD3, CD4, CD8) por fluorescéncia
o Impedéancia (RBCi)
Eritrocitos ) o
Dispersao 6tica (RBCo)
Hemoglobina Cianometahemoglobina modificada (espectrofotometria)
Impedancia (PLTI)
Plaquetas Disperséo otica (PLTo)
Detecdo de marcadores (CD61) por fluorescéncia

4.2.2. Eritrograma

O estudo da seérie eritrocitaria inclui a contagem do nimero total de glébulos vermelhos
(GV), a determinacdo da hemoglobina (Hb), do hematdcrito (Ht) e dos indices
eritrocitarios ou globulares, que permitem descrever caracteristicas qualitativas médias e
incluem o Volume Globular Médio (VGM), a Hemoglobina Globular Média (HGM) e a
Concentracdo Média da Hemoglobina Globular (CHGM). A avaliacdo de todos estes

pardmetros permite a detecdo de situacdes de anemia ou poliglobulias.

Para a determinagdo do total de GV, a técnica do aparelho automético baseia-se no
principio da impedancia elétrica, mas também pode ser utilizado um processo de
detecdo 6tica. O nimero total de GV deve situar-se entre 4,5 e 5,5x10*%/L no homem e
4,0 e 5,0x10%/L na mulher.

» Concentracao de hemoglobina

O doseamento da hemoglobina (g/dL) € datil na detecdo de anemias, avaliacdo da

gravidade da anemia e monitorizacdo do seu tratamento. A anemia é definida como a
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diminuicdo da concentracdo de hemoglobina no sangue e os valores tipicos s&o menos
que 13g/dL no homem adulto e menos que 12 g/dL em mulheres adultas.

No contador hematoldgico, a amostra é diluida com um reagente que converte a
hemoglobina em cianometahemoglobina. A leitura colorimétrica é efetuada por um
detetor, sendo a concentracdo da hemoglobina diretamente proporcional a absorvancia

da amostra.

» Volume globular médio

O VGM corresponde ao tamanho médio do glébulo vermelho e calcula-se diretamente a
partir do histograma de distribuicdo de volume dos glébulos vermelhos. Quando o
VGM esta aumentado (>96 fL), a anemia é classificada como macrocitica e quando esta

diminuido (<80 fL), fala-se em microcitose.

Apos a determinacdo do total de glébulos vermelhos, hemoglobina e volume globular
médio, o contador hematoldgico utiliza estes parametros para a calcular os restantes
indices eritrocitarios. Os calculos de Wintrobe foram introduzidos de forma a ajudar na
caracterizagdo morfoldgica da anemia, que pode ser confirmada posteriormente atraves

da visualizacdo do esfregaco de sangue periférico.

Figura 8 - Histograma de dispersdo de volume dos eritrocitos.
Fonte: https://pt.scribd.com/doc/223935543/Hemograma-Como-Fazer-e-Interpretar

> Dispersao eritrocitaria

O indice de anisocitose, denominado RDW (largura de distribuicdo dos GV), é
calculado pelo equipamento a partir do histograma dos gl6bulos vermelhos. E
equivalente a um coeficiente de variagdo, em percentagem, obtido a 50% da altura do

pico, usando a largura de distribui¢do dos glébulos vermelhos.

51



RDW (%) = 100 X (SD do histograma dos GV /VGM)

O RDW tem aplicacdo na classificacdo de anemias sendo, em geral, alto (>15%) em

anemias carenciais (ferro, vitamina B12 e 4cido folico).

» Hematocrito

O Hematocrito € o volume ocupado pelos globulos vermelhos num dado volume de

sangue, expresso sob a seguinte formula:
Ht (L/L) = (GVXVGM) /10
» Hemoglobina globular média

A HGM avalia a quantidade de hemoglobina presente no glébulo vermelho, expresso

em picogramas, que se obtém pela seguinte férmula:
HGM= (Hb/GV) x10

» Concentracdo de hemoglobina globular média
O CHGM estima a concentracdo média de Hb presente nos GV, expresso em

percentagem, calculado pela seguinte expressao:
CHGM= (Hb/Ht) x100

CHGM traduz conceitos de normocromia e hipocromia, referindo-se ao conteldo dos
eritrocitos em hemoglobina. A CHGM sé raramente estd aumentada, por exemplo em
situacdes em que hd um certo grau de desidratacdo do eritrdcito, como na esferocitose

hereditéaria.

4.2.3. Leucograma

O estudo dos leucdcitos baseia-se nos seguintes parametros: contagem, caracteristicas
morfologicas, proporgdes relativas, maturacdo e modificacbes na inflamacdo. A
contagem normal de leucdcitos varia entre 4,3 e 10,8 x 10%/L. Deste valor, 45 a 75% sdo
neutréfilos, 16 a 45% linfocitos, 4 a 10% mondcitos, 0 a 7% eosindfilos e 0 a 1%

basofilos.
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O aumento do nimero de leucécitos (> 10,8 x 10°/L) designa-se por leucocitose e
resulta, na maioria dos casos, do aumento do nimero de neutréfilos (neutrofilia). As
principais causas de leucocitose sdo: infecdo/inflamacdo, traumatismo e
leucemia/linfoma. Ha algumas situacdes que sdo acompanhadas pelo aumento de um
tipo especifico de leucdcito, pelo que a realizacdo de um hemograma pode ter particular
interesse no seu diagndstico. Por exemplo, as infegdes bacterianas acompanham-se
frequentemente de neutrofilia, as infegdes viricas de linfocitose e as infecOes

parasitarias e doencas alérgicas de eosinofilia.

A diminuicdo do nimero de leucécitos para niveis inferiores a 4,3 x 10%/L designa-se
por leucopenia e resulta geralmente de uma diminuicdo do ndmero de neutrofilos
(neutropenia). As principais causas de leucopenia séo o uso de farmacos que afetam a
producdo de leucdcitos, as terapéuticas imunossupressoras e as sindromes de
imunodeficiéncia. Sobretudo em situacdes neoplasicas (linfomas e leucemias), para
além da contagem dos leucdcitos, € fundamental o estudo morfol6gico e imunologico

das células.

A contagem diferencial de glébulos brancos no analisador inicia-se no canal quando o
volume fixo de sangue é diluido com o reagente Sheath que mantém a integridade
celular dos globulos brancos e torna os glébulos vermelhos “invisiveis” ao detetor, uma
vez que a pressdo osmotica dos GV é superior a pressdo osmatica do reagente, havendo
difusdo da hemoglobina para fora e de agua para dentro do gl6ébulo, o que faz com que
os GV fiqguem com o mesmo indice de refracdo do reagente. A amostra diluida sofre
focagem hidrodindmica, que obriga as células a formarem uma simples fila enquanto

passam pela regido de sensores, de forma a serem analisadas uma a uma.

STM

Com referéncia a tecnologia MAPS (Multi Angle Polarized Scatter Separation), séo

efetuadas quatro medidas simultaneas de dispersdo de luz em cada leucdcito, para a

classificacédo diferencial dos WBC:
- O angulo 0° determina principalmente o tamanho da célula;

- A disperséo da luz a 10° indica a estrutura ou a complexidade da célula (diferencia os

mono dos polinucleares);

- A dispersdo da luz a 90° permite a medicdo da granularidade interna e lobularidade

(detetor polarizado);
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- A dispersdo de luz despolarizada a 90° permite separar os eosinofilos dos neutrofilos e
restantes células, baseado unicamente nas caracteristicas dos granulos que transformam

a luz ortogonal polarizada em despolarizada.

(Granularidade) 90°D 90° (Lobularidade)

(Complexidade)

Feixe de laser

Figura 9- Detalhe do sistema de detecio MAPSS™ da Abbott.

Fonte: https://pt.scribd.com/doc/223935543/Hemograma-Como-Fazer-e-Interpretar
A informacdo das quatro medidas é interpretada através das alteracfes na luz dispersa
pelas células, enquanto passam pelo detetor, dando a contagem diferencial para

classificar a subpopulacdo dos WBC.

4.2.4. Plagquetas

A variacdo normal da contagem das plaguetas é de 150-400 x 10%L. O aumento do
numero de plaquetas designa-se por trombocitose e pode ocorrer, por exemplo, em
associacdo com doengas mieloproliferativas (linfomas e leucemias). A diminui¢do do
nimero de plaquetas designa-se por trombocitopenia e constitui a anormalidade
plaquetaria mais comum. Esta condicdo pode ter diversas etiologias, como
hiperesplenismo, deficiéncia da medula 6ssea; pode ainda ser induzida por drogas ou

pos-transfusional.

A contagem de plaquetas no Cell-dyn da-se no canal RBC/PLT. A técnica baseia-se no
principio da impedancia elétrica. No canal, a suspensdo de células (consideradas mas
condutoras) € mergulhada numa solucdo de condutividade elétrica (diluente sheath). As
células sdo forcadas a passar, uma a uma, por um orificio de tamanho conhecido. Esse
orificio € ladeado por dois elétrodos, de forma a criar um campo elétrico. As alteragdes
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na corrente existente entre os elétrodos, que ocorrem aquando da passagem das células
resistentes, sdo detetadas e registadas sob a forma de impulsos. A quantidade gerada é
indicativa do numero de células que passam pela abertura e a amplitude é proporcional
ao volume da célula que o gerou, permitindo assim diferenciar pelo tamanho, no canal
RBC/PLT, os eritrdcitos das plaquetas. De facto, se o impulso gerado estd acima do
limiar inferior da PLT, é contado como tal; e se o impulso gerado estd acima do limiar

inferior dos RBC, é contado como um RBC.

Além da impedancia, é possivel fazer a detecdo por dispersdo Otica. O contador
automatico Cell-dyn permite ainda detetar a presenca do marcador monoclonal CD61,

especifico das plaquetas.

4.2.5. Reticuldcitos

A determinacdo deste pardmetro é importante na avaliacdo da atividade da linhagem
eritropoiética da medula, diagnosticando se uma anemia € regenerativa (reticulocitos
aumentados) ou arregenerativa (reticulocitos normais ou diminuidos), na monitorizagédo
de doentes renais em tratamentos com eritropoietina e na avaliagdo da regeneragéo

sanguinea apds uma perda consideravel de sangue.

A contagem de reticulécitos é também efetuada recorrendo a citometria de fluxo
fluorescente, apenas quando solicitada pelo clinico. Neste caso a determinacdo € feita
em sistema aberto (open tube) e com reagente proprio, que apenas € utilizado no
momento da determinacdo do parametro. O reagente dos reticulécitos € mantido a 4°C
e, na altura da sua utilizacdo, € colocado a temperatura ambiente e introduzido no

aparelho.

4.3. Estudo morfoldgico do sangue periférico

Na rotina deste laboratério os resultados considerados aprovados pelos contadores
eletronicos sdo normalmente emitidos sem interferéncia humana, com interface dos

resultados para o sistema de processamento de dados.
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Para os hemogramas reprovados (ex: parametros fora dos valores de referéncia e outros
alarmes emitidos pelo aparelho) e solicitagbes médicas especificas (pesquisa de
linfocitos atipicos, esferdcitos e outros), o hemograma podera ser repetido e/ou é

efetuado um esfregacgo para observacao microscopica.

A andlise microscopica baseia-se na observacdo de sangue periférico tendo em atencao as

trés linhagens. Na linhagem eritrocitica é possivel observar as alteracbes morfolégicas:
tamanho, forma, cor, inclusbes e alteragdes do estado de maturacdo (Tabela 3). Na
leucocitica observam-se as alteragcbes morfologicas (tamanho das células, aspeto da
cromatina, forma do ndcleo, presenca ou ndo de nucléolos, relacdo ndcleo/ citoplasma,
existéncia ou ndo de granulos, basofilia do citoplasma), contagem diferencial de leucécitos
e as alteracbes do estado de maturacdo. E na plaquetaria para além das alteracbes

morfoldgicas, observam-se as alteracbes numéricas e agregados plaquetarios.

Tabela 3 - Interpretacao de alteracBes nos eritrdcitos.

Alteracéo Carateristicas Principais causas
Tamanho
Microcitose Diminuicéo do tamanho Anemias por deficiéncia de ferro e

Macrocitose

Aumento do tamanho

talassemias.
Anemias megaloblasticas por
defeito de vitamina B12 e/ou

acido folico.

Forma

Esferdcitos

Eliptécitos

Dacriocitos

Equindcitos

Acantocitos

Queratécitos

Em forma de esfera

Eritrdcitos alargados

Forma de lagrima

Cobertos de pequenas

espiculas

Cobertos de espiculas de

diferentes comprimentos

Eritrécitos com pares de

Espiculas (geralmente duas)
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Esferocitose hereditaria e anemias
hemoliticas auto-imunes.
Eliptocitose congénita.

Anemia megaloblastica;
talassemia minor e mielofibrose.
Hepatopatias; sindrome hemolitica
urémica e défice de
piruvatocinase.
Abetalipoproteinemia;
hepatopatias; e apds
esplenectomia.

Anemia hemolitica

microangiopética e coagulagdo



Esquizécitos

Em alvo

Estomatdcitos

Fragmentos de eritrocitos

Coloragédo aumentada no meio

da area de palidez central

Apresentam uma fenda

intravascular disseminada.
Anemias hemoliticas
microangiopética e mecanica.
Ictericia obstrutiva; talassemias;
doenca hepética e
hemoglobinopatias.

Hepatopatia alcoolica.

Inclusoes

Pontuado basofilo

Corpos de Howell-
Jolly

Corpusculos de
Pappenheimer

Pequenas estruturas azuis
escuras por toda a area

hemoglobinizada do eritrocito

Uma pequena incluséo azul
escura, de DNA, por eritrécito
Pequenas inclusdes granulares

escuras de hemossiderina

Intoxicagdo por chumbo; -
talassemia minor; anemias
megaloblasticas; e hemoglobinas
instaveis.

Anemias hemoliticas graves e
apos esplenectomia.

Pds esplenectomia; anemia
hemolitica grave; e anemias

sideroblasticas.

Rouleaux

Eritrocitos que aderem uns
aos outros, dando o aspeto de

pilhas de moedas espalhadas

Gravidez; condicdes
inflamatdrias; e discrasias de
células plasmaticas, como o

mieloma multiplo.

Eritroblastos

Precursores dos eritrocitos

Eritropoiese hiperplasica ou

infiltracdo da medula dssea.

4.3.1. Técnica de execucao do esfregaco

Na técnica para a execucdo do esfregaco utiliza-se l1amina e lamela. Deve limpar-se

sempre a lamina antes de realizar o esfregaco, para evitar a formagdo de vacuolos de

gordura. Depois de bem limpa, coloca-se uma gota de sangue proxima de uma das

extremidades da lamina, procedendo-se a sua extensdo com lamela, numa inclinacéo de

45°, Retrocede-se um pouco a lamela, para que haja contacto com a gota de sangue e

faz-se o estiramento ao longo da lamela, num movimento rapido, firme e delicado. Isto

permite que o esfregago seja liso e homogéneo, com bordos bem definidos e uma

espessura a diminuir gradualmente da cabeca para a cauda. Deixa-se o esfregago secar
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completamente antes de ser corado, para que a morfologia dos eritrocitos ndo se altere.
Identifica-se e procede-se a sua coloracao.

4.3.2. Coloracgdo de May-Griunwald-Giemsa

Os esfregacos sdo corados manualmente através da coloragdo de May-Grunwald-
Giemsa, uma coloracdo panotica que combina as vantagens na utilizacdo de varios
corantes, corando elementos acidofilos, granulacBes azurdfilas e granulagdes de
neutrofilos.

Inicialmente, a fixacdo do esfregaco é efetuada pelo metanol presente na solucdo de
May-Grinwald (solucdo metanodlica de eosinato de azul de metileno). Apos este passo,
0 tampdo de fosfatos dissocia 0 corante de May-Grunwald: o eosinato de azul de
metileno, ao pH conferido pelo tampdo, dissocia-se em eosina e azul de metileno,
seguindo-se a acdo individual dos corantes. Segue-se a acdo da solucdo de Giemsa
diluida, na qual o eosinato de azul de metileno e o eosinato de azur de metileno
presentes sdo dissociados pelo tampdo de fosfatos e os trés corantes (eosina, azul de
metileno e azur de metileno) exercem a sua agéo.

A eosina (corante acido) vai corar 0os componentes citoplasmaticos basicos da célula
(eosinofilos ou acidofilos) de rosa alaranjado. O Azul de metileno (corante basico) vai
corar o nucleo e componentes citoplasmaticos acidos (basofilos) de azul arroxeado. O
Azur de metileno € responsavel por corar granulacées (azurofilas) de vermelho-purpura.

A combinacdo da eosina e azul de metileno cora as granulacdes (neutréfilas) de rosa.
4.4. Velocidade de sedimentacao

A velocidade de hemo-sedimentagédo (VS) é um exame de rotina pouco especifico, mas
econdmico e de facil execucdo, que tanto reflete o estado geral de saude como avalia um
possivel processo inflamatério e/ou infecioso, ou serve de bom prognostico a
terapéutica. Mantém-se assim um exame de utilidade indiscutivel e dos mais

requisitados na rotina laboratorial.

A VS exibe alteragdes fisiologicas relacionadas com a idade, sexo, periodo menstrual,
gravidez. O aumento patoldgico esta associado a situacbes de infecdo, inflamacao,
anemia, leucemias, entre outros. A diminuicdo patoldgica podera estar associada a

situacdes de poliglobulia, alteracbes da forma dos eritrocitos, entre outros.
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4.4.1. Alifax Test 1 BCL

A VS consiste em avaliar a sedimentacdo dos eritrécitos que se encontram em
suspensdo no plasma. Neste laboratério € usado um método automatizado para a
medicdo da VS, o Alifax Test 1 BCL (Figura 10).

Figura 10 - Alifax Test 1 BCL.

Trata-se um analisador automatico fechado que determina o valor de VS no tubo
primario de EDTA tripotassico, por fotometria capilar de fluxo. O sangue € centrifugado
num capilar e a leitura é feita por fotometria de infravermelhos a um comprimento de
onda de 950 nm. Os impulsos elétricos captados por um detetor de fotodiodos estdo
diretamente relacionados com a concentragdo de eritrocitos no capilar. O ndmero de
impulsos medidos por metade do tempo é usado para delinear a curva de sedimentacao
para cada amostra, e os valores sdo convertidos para valores comparados ao método de

Westergreen. Os valores de referéncia situam-se entre os 0 e os 20 mm/h.

4.5. Hemoglobina glicosilada (HbA c)

Este pardmetro encontra-se incluido neste capitulo pois a sua determinacdo é efetuada
no setor de Hematologia, uma vez que o tipo de amostra (sangue total em K3EDTA) € 0

mesmo.

O doseamento da hemoglobina glicosilada (ou glicada) € um parametro Gtil em doentes

diabéticos, pois permite obter uma retrospetiva a longo prazo dos niveis de glucose no
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sangue. A HbA;c surge por adi¢cdo ndo enzimatica de residuos de glucose a grupos de
aminoacidos da hemoglobina A (HbA). Esta hemoglobina é formada por 2 subunidades
a e 2 subunidades P, e por esta razdo as moléculas de glucose podem ligar-se em
diferentes locais da hemoglobina, produzindo distintas formas de hemoglobinas
glicadas. As diferentes fracOes resultantes do processo de glicosilagdo da Hb A s&o
designadas por HbA;a, HbA:b e HbA;c. Como a HbA;c representa cerca de 80%, a sua
avaliacdo reflete com fidelidade o grau de glicosilacdo da hemoglobina. Além disso, a
HbA;cC € a Unica irreversivelmente glicada, e portanto suficientemente estavel para ser

utilizada na monitorizacéo dos niveis glicemicos.

A glicosilacdo da hemoglobina ocorre durante os 120 dias de vida dos eritrdcitos e
depende da concentracdo de glucose no sangue. A glicémia dos ultimos 30 dias antes do
doseamento contribui com 50% da hemoglobina glicada doseada, e as glicémias dos
ultimos meses (2 a 4), com 25%. A determinacdo final corresponde, portanto, a média
ponderada dos niveis das glicémias das 6 a 8 ultimas semanas antes da determinacéo.
Este doseamento serve para a monitorizacdo a longo prazo de doentes diabéticos, uma
vez que ndo é afetado pelas variacdes diarias de glucose, nem pelo exercicio ou ingestéo

recente de alimentos.

4.5.1. ADAMS Alc HA-8160

O equipamento utilizado (exclusivamente) para a determinacdo da hemoglobina
glicosilada é o ADAMS Alc HA-8160 (Figura 8), pela técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Pressdo (HPLC).

Figura 11 - ADAMS Alc HA-8160
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A metodologia utiliza uma coluna composta por resina de troca i6nica de caracter
cationico de fase reversa. A leitura das fracbes obtidas é realizada a 415 nm e 500 nm.
Assim, nestes comprimentos de onda podemos obter as seguintes fracGes: HbAlc,
HbA1, HbF, HbA2 e hemoglobinas variantes. O aparelho dilui, hemolisa e remove a
base de Schiff (resultado da reacdo responsavel pela formacdo da hemoglobina
glicosilada) automaticamente. Esta remocéao é realizada com tetrapolifosfato (pH 6,0)
durante 2 minutos, a 48°C. Apds 4,2 min obtém-se o cromatograma. Os valores normais

variam entre 4 e 6%.

4.6. Técnicas manuais em imuno-hematologia
4.6.1. Grupo sanguineo

A determinagdo do grupo sanguineo baseia-se na identificacdo dos componentes
antigénicos presentes na superficie dos eritrocitos e € um pardmetro de elevada
importancia, ja que esta diretamente relacionado com a terapéutica transfusional e a

prevencdo de acidentes hemoliticos graves secundarios a ela.

4.6.1.1. Tipagem ABO e Rh

Os antigénios ABO sdo expressos ao nivel da membrana eritrocitaria, endotelial e
epitelial,  desempenhando um  papel importante como antigénios de
histocompatibilidade.

Existem 4 grupos sanguineos: A, B, AB e O. Os epitopos antigénicos sdo determinados
por hidratos de carbono ligados a polipéptidos ou lipidos, formado respetivamente
glicoproteinas ou glicolipidos. A cada antigénio corresponde uma isoaglutinina (Anti-A
ou Anti-B). Os individuos do tipo A tém antigénios A nos eritrdcitos e aglutininas
naturais no soro contra eritrécitos tipo B; os do tipo B tém nos eritrécitos antigenio B e
no soro anticorpos naturais tipo aglutininas contra eritrocitos do tipo A; o soro dos
individuos do grupo AB ndo contém anticorpos, € o0 soro dos individuos O tem

anticorpos tipo aglutininas anti-A e também aglutininas anti-B.

A Tipagem Rhesus (Rh) é bastante complexa, e por tal os individuos sdo classificados
apenas como Rh positivo ou Rh negativo, dependendo da presenca ou auséncia do
antigénio D a superficie do eritrécito. Quando um individuo ndo possui este antigenio, o

seu sistema imunitario é facilmente estimulado, produzindo anticorpos na presenca de
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eritrocitos com o antigénio D. Em situacdes de transfusdo podem ocorrer reacoes

hemoliticas graves, ou no caso de uma gravidez, a doenca hemolitica do recém-nascido.

Os antigénios utilizados para a grupagem sanguinea ABO e Rh sdo anticorpos

monoclonais IgM: Anti-A, Anti-B, Anti-AB e Anti-D. O método usado ¢ a aglutinacao

direta

>
>

Neste

e consiste em:

Numa placa de vidro, colocar 1 gota dos reagentes em cada poco;

Juntar uma pequena gota de sangue anticoagulado com EDTA a cada reagente;
Com uma vareta, misturar o reagente e o sangue uniformemente numa &rea de
cerca de 20mm de diametro;

Rodar durante alguns segundos;

Observar macroscopicamente a aglutinacdo. Se o0s antigénios estiverem

presentes, a reacdo ocorre imediatamente.

laboratério o procedimento é realizado por 2 técnicos, para que haja uma dupla

confirmacdo dos resultados obtidos, evitando assim erros na leitura da presenca ou

auséncia de aglutinacéo.

Tabela 4 - Aglutinacdo dos anticorpos consoante o grupo sanguineo.

Grupo Anticorpos
Sanguineo Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
A+ + - + +
A- + - + -
B+ - + + +
B- - + + -
AB+ + + + +
AB- + + + -
O+ - - - +
O- - - - -

(+) aglutinou; (-) ndo aglutinou
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4.7. Estudo da coagulagéo

O sangue contém um grande nimero de proteinas plasmaticas, entre elas estdo os
fatores da coagulacdo e os seus inibidores, que estdo implicados numa sequéncia de
interacdes muito controlada, que resulta na formacédo de trombina e, posteriormente, de
fibrina. O sistema de coagulagédo esta dividido em 2 vias: a via extrinseca, na qual se
forma um complexo entre o fator VII, o calcio e o fator tecidular; e a via intrinseca, na
qual 3 proteinas plasmaticas (fator XIlI, cininogénio e pre-calicreina) formam um

complexo sobre o colagénio do subendotélio vascular.

O Coaguldémetro ST4 da STAGO (Figura 12) é o equipamento semiautomatico utilizado
para o estudo da coagulacdo, nomeadamente do tempo de protrombina (TP) e do tempo
de tromboplastina parcial ativada (aPTT). Tem como método a detecdo do coagulo por
alteracdo da densidade 6tica do meio de reacdo (método ético turbidimétrico). Os testes
da coagulacdo sdo executados em plasma com citrato trissédico, numa razdo de 1:9

(uma parte de citrato para 9 de sangue).

Figura 12 - Coagulometro ST4 da STAGO.

4.7.1. Tempo de protrombina (TP)

Este teste explora principalmente a existéncia de defeitos na via extrinseca da
coagulagdo (protrombina e fatores Il, V, VII e X). O tempo de protrombina (TP) é
utilizado trés situacOes: (i) monitorizagdo da terapéutica com anticoagulantes; (ii)
triagem de distarbios do sistema da coagulacéo; (iii) como prova da funcdo hepatica.
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4.7.1.1. Fundamento do método

Na presenca de iGes calcio, a tromboplastina tecidular ativa a via extrinseca da
coagulacdo. Assim, a adicdo a amostra de um excesso de tromboplastina e ides célcio
vai desencadear a formacao de um coagulo de fibrina. Um plasma com deficiéncia de
um fator de coagulagéo da via tecidular levard mais tempo que um plasma normal para
formar um codgulo. O intervalo de coagulacdo esta também aumentado em plasmas
cujos fatores dependentes de vitamina K funcional se encontrem diminuidos por

administracdo de anticoagulantes orais.

4.7.1.2. Procedimento

Consiste em colocar 100 ul de amostra no pogo e incubar 2 minutos, a 37°C. Adicionar

depois 200 pl de tromboplastina e medir o tempo de coagulacao.

4.7.1.3. Interpretacdo dos resultados

O resultado é expresso em: Racio Tempo do doente/tempo normal, Taxa de protrombina
(% de atividade) e INR. O INR (International Normalized Ratio) foi criado de forma a
uniformizar os resultados, ndo havendo influéncia do reagente ou da técnica. E a razio
entre o TP do doente, em segundos, e 0 tempo padrdo. Os valores interpretativos do

INR sdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Valores de INR e respetiva interpretacao.

INR=1,0 Individuos saudaveis sem tratamento anticoagulante

2<INR<35 Desejavel sob terapéutica anticoagulante

INR>o0u=5 Risco de ocorréncia de hemorragias

INR<ou=15 Menor eficacia da profilaxia (risco aumentado de tromboembolismo)

4.7.2. Tempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)

O TTPA é o teste mais utilizado para a exploracdo dos fatores plasmaticos da via
intrinseca da coagulacdo. Explora todos os fatores da via intrinseca (pré-calicreina, o
cininogeénio de alto peso molecular e os fatores XII, XI, IX e VIII e o tronco comum da
coagulacao (factores X, V, Il e I). Utiliza-se na detecdo de deficiéncias congeénitas e

adquiridas destes fatores e na monitorizacao terapéutica da heparina.

64



Este teste é recomendado para a monitorizacdo da terapéutica com heparina, mas nao é
recomendado para a monitorizacdo da terapéutica com anticoagulantes orais, nem é

sensivel a disfuncdo plaquetaria.

4.7.2.1. Fundamento do método

O reagente fosfolipidico € misturado com o plasma para produzir uma activacédo
uniforme e optimizada da amostra. Apds incubacdo a 37°C, durante um determinado
periodo de tempo, a reagdo € iniciada pela adicdo de ides célcio, sendo registado o
tempo, em segundos, necessario a formacdo do coédgulo de fibrina. Um plasma com
deficiéncia num fator de coagulacdo da via intrinseca levara mais tempo a formar um

coagulo que um plasma normal.

4.7.2.2. Procedimento

Consiste em colocar 100 pl de amostra no pogo e adicionar 100 pl de reagente
fosfolipidico, incubando 5 minutos a 37°C. Adicionar depois 100 pl de cloreto de calcio

(pré-aquecido), destravar o crondmetro e medir o tempo de coagulag&o.

4.7.2.3. Expressao do resultado

O resultado pode ser expresso em segundos ou mediante o rdcio Tempo do doente/

tempo normal.
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5. Valéncia de Bioquimica
5.1. Introducéo

A é&rea da bioquimica clinica € uma &rea multidisciplinar, que tem por objetivo
determinar os parametros bioquimicos, permitindo a sua utilizacdo no diagnostico,

tratamento, monitorizacdo ou prevencédo da doenca.

No laboratorio Dr. Aires Raposo e Dr.2 Teresinha Raposo Lda. as amostras para analise
de parametros bioguimicos sdo previamente triadas no periodo da manhd, sendo de

seguida encaminhadas para o 1° piso, onde sdo analisadas.

Os parametros bioquimicos sdo maioritariamente efetuados no aparelho Cobas® 6000
Analyser Series HITACHI Roche® Diagnostics, em amostras de soro, plasma e urina.
Além destas determinacdes, fazem-se também a eletroforese de proteinas, a anélise
bioquimica da urina e pesquisa de sangue oculto nas fezes. Este capitulo pretende

resumir o trabalho efetuado nesta area.

5.2. Cobas® 6000 e parametros analisados

O Cobas® 6000 é um analisador automatico utilizado na determinagdo
espectrofotométrica, imunoturbidimétrica e potenciométrica de parametros analiticos. O
aparelho automatico conta com 5 unidades hardware: uma unidade de controlo, uma
unidade central (core), um mddulo ISE e outros dois mddulos distintos, 0 médulo
c501® e 0 modulo e501®.

Figura 13 - Cobas 6000 Analyser Series HITACHI
Roche® Diagnostics.
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A grande maioria dos pardmetros bioquimicos analisados é medida através da técnica de
espectrofotometria/colorimetria, que se baseia na absor¢do ou emissdo de radiagédo
electromagnética por diversas moléculas, quando os seus electrbes se movimentam
entre niveis energéticos. Os testes colorimétricos baseiam-se na medicéo das variagdes
de absor¢do na zona visivel (entre 400 e 700 nm). Através do espetrofetometro é
possivel medir a absor¢do ou emissdo e estabelecer uma relagdo com a concentracéo de
uma determinada biomolécula. Esta relacéo é feita aplicando a lei de Lambert-Beer. Na
equacdo que expressa esta lei, é estabelecido um quociente entre a luz incidente e a luz
transmitida, sendo que o logaritmo deste quociente traduz a absorvancia. O que se
verifica € que a absorvancia é proporcional a concentracdo da substancia a analisar. A
absorcdo de luz é tanto maior, quanto mais concentrada for a solucdo por ela
atravessada e também quanto maior for a distancia percorrida pelo feixe luminoso

através das amostras.

Para a determinacdo do ionograma (mdédulo ISE) utiliza-se a potenciometria, que esta
incluida no grupo das técnicas electroquimicas que envolvem a medicdo de corrente ou
voltagem gerada pela atividade de ifes. A potenciometria é a medigdo do potencial entre
2 elétrodos numa célula eletroquimica. Estes 2 elétrodos estdo conectados por uma
solucdo eletrolitica que conduz os ides. O eléctrodo consiste num condutor metalico que
esta em contacto com a solucdo e os potenciais elétricos sdo gerados pela troca de ides
entre o condutor metalico e a solucdo. E necesséario para este tipo de doseamento um
eléctrodo de referéncia onde o potencial gerado por determinado ido é constante e
servira de comparagdo ao potencial gerado no eléctrodo de trabalho ou seletivo para
aquele ido. Aplicando a equacdo de Nernst é assim posteriormente determinada a

concentragdo do ido na amostra em estudo.

Antes das determinacfes analiticas do aparelho, verifica-se a necessidade de calibracéo
(por exemplo, pela substituicdo de reagente) e efetua-se o controlo de qualidade interno.
O aparelho é programado e as amostras sdo colocadas em racks numeradas e a sua

identificacdo é feita através da leitura do codigo de barras, pelo préprio dispositivo.

Durante o estagio, aprendi a programar os modulos c501® e ISE, e os parametros

analisados nestes modulos sdo descritos em seguida.
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5.2.1. Glucose

A glucose é o principal hidrato de carbono presente no sangue periférico. A sua
oxidacdo é a maior fonte de energia celular do organismo. O doseamento da glicose €
indispensavel ao diagndstico e monitorizacdo de doencgas causadas por producao
anomala de insulina e outras hormonas essenciais ao seu metabolismo. Estes distdrbios
na producdo de insulina podem conduzir a estados de hiperglicémia ou de hipoglicémia.
A causa mais frequente de hiperglicémia é a Diabetes Mellitus, originada por um défice
da secrecdo ou da acdo da insulina. Outros fatores secundarios contribuem também para
a existéncia de niveis altos de glicose, como a pancreatite, disfuncdo da tirdide, a

insuficiéncia renal e hepatopatias.

A hipoglicémia é observada com menos frequéncia, mas sdo vérias as patologias que
podem originar uma diminuicdo dos niveis de glicose no sangue: o insulinoma, o
hipopituitarismo e a hipoglicémia induzida por insulina. Para aléem do soro, a glicose
podera ser determinada na urina (glicosuria), procedimento utilizado para o despiste

e/ou monitorizacdo da Diabetes Mellitus e para detetar defeitos tubulares renais.

5.2.1.1. Principio do teste

Para a determinacdo da glucose, utiliza-se 0 método enzimatico de referéncia com
hexoquinase. A hexoquinase catalisa a fosforilacdo da glucose em glucose-6-fosfato por
ATP. A glucose-6-fosfato desidrogenase oxida a glucose-6-fosfato na presenca de
NADP em gluconato-6-fosfato. Nenhum outro hidrato de carbono é oxidado. A taxa de
formacdo de NADPH é diretamente proporcional a concentracdo de glucose, sendo

determinada fotometricamente.

5.2.1.2. Diagnostico da Diabetes

Considera-se atualmente como um dos critérios de diagnostico da diabetes a obtengéo
de niveis de glicémia em jejum superiores a 126 mg/dL em mais de uma ocasido. No
entanto, como esta isoladamente nao é capaz de detetar todos os casos de diabetes e ndo
deteta muitos dos casos de diminuicdo da tolerancia a glucose, sdo muitas vezes pedidas
provas de sobrecarga (Prova de Tolerancia Oral a Glucose) em individuos com niveis de
glucose em jejum entre 110 e 126 mg/dL e em individuos com tolerancia diminuida sem

diagnostico de diabetes. Considera-se critério diagnostico de diabetes a presenca de
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niveis de glicémia superiores a 200 mg/dL numa amostra colhida 2h apds a sobrecarga
de glucose. No laboratorio, sempre que sdo requisitadas PTGO, opta-se pela realizacéo
de colheita de amostra em jejum e duas horas apds ingestdo de 75g de glucose nos
adultos e 100g de glucose nas gravidas, desde que ndo exista informacéo clinica em

contrério.

No intervalo de tempo entre a ingestdo e as restantes colheitas o utente é instruido para
ndo efetuar qualquer esforco de forma a ndo mascarar uma possivel hiperglicémia por
consumo de glucose. Nestes casos, a determinacdo da glucose de um determinado
paciente é programada manualmente no aparelho, de forma a fazer distingdo entre os
tempos de colheita.

5.2.2. Colesterol total

O colesterol ¢é sintetizado principalmente no figado e na parede intestinal. Cerca de trés
quartos do colesterol sdo formados por sintese e um quarto tem origem na alimentacao.
O seu estudo € de interesse, ndo s6 como principal componente das membranas
celulares e regulador da sua fluidez, mas também como precursor de muitas moléculas
sinalizadoras, incluindo hormonas esterdides — progesterona, testosterona, estrogénios e
cortisol. A determinacdo do colesterol total € utilizada para o despiste do risco
aterogénico e no diagndstico e tratamento de doencas que envolvem niveis elevados de
colesterol, bem como de perturbacdes do metabolismo lipidico e lipoproteico. A
hipercolesterolémia € um fator de risco da aterosclerose, existindo uma correlacdo entre

o valor de colesterol e a incidéncia de doengas cardiovasculares.

5.2.2.1. Principio do teste

O colesterol total é determinado por um meétodo colorimétrico enzimatico. Os ésteres do
colesterol séo clivados através da acéo da colesterol esterase e produzem colesterol livre
e acidos gordos. A colesterol oxidase catalisa a oxidacéo do colesterol para colest-4-en-
3-ona e perdxido de hidrogénio. Em presenca da peroxidase, o peroxido de hidrogenio
formado afeta o acoplamento oxidativo do fenol e da 4-aminoantipirina, formando um
corante vermelho de quinona-imina. A intensidade da cor do corante formado é
diretamente proporcional & concentracio de colesterol. E determinado medindo o

aumento da absorvancia.
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5.2.3. Colesterol HDL

As lipoproteinas de alta densidade sdo responsaveis pelo transporte inverso do
colesterol das células periféricas para o figado. No figado o colesterol é transformado
em é&cidos biliares, que sdo excretados para os intestinos através das vias biliares. E
clinicamente importante monitorizar o colesterol HDL no soro, pois existe uma
correlacdo inversa entre as concentracfes séricas de HDL e o risco de doenca

aterosclerotica.

As concentracdes elevadas de colesterol HDL protegem contra as cardiopatias
corondrias. Concentragdes reduzidas de colesterol HDL associadas a niveis altos de
triglicerideos aumentam o risco cardiovascular. Actualmente ja existem estratégias para
aumentar o colesterol HDL. Torna-se assim prioritario dosear o Colesterol HDL em
individuos nos quais sdo aplicadas estas estratégias, sejam elas alimentares ou

medicamentosas.

5.2.3.1. Principio do teste

O colesterol HDL é determinado por um método colorimétrico enzimatico homogéneo.
Na presenca de ibes magnésio, o sultato de dextrano forma seletivamente complexos
hidrossoltveis com LDL, VLDL e quilomicrons que sdo resistentes as enzimas

utilizadas, modificadas por PEG (particulas reativas magneticamente).

A concentracdo do colesterol HDL é determinada enzimaticamente pela colesterol

esterase e colesterol oxidase acopladas com PEG aos grupos amino.

Sob a influéncia da colesterol esterase, os ésteres de colesterol sdo quantitativamente
decompostos em colesterol livre e acidos gordos. Na presenca de oxigéenio, o colesterol
¢ oxidado pela colesterol oxidase a A*-colestenona e peréxido de hidrogénio. Na
presenca da peroxidase, o peroxido de hidrogénio gerado reage com a 4-aminoantipirina
e a HSDA [ SddioN-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina] para formar um
corante purpura azulado. A intensidade da cor do complexo puarpura formado €

directamente proporcional a concentracdo de colesterol e é medida fotometricamente.
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5.2.4. Colesterol LDL

As lipoproteinas de baixa densidade sd@o os principais transportadores de ésteres de
colesterol, do figado para os tecidos periféricos. Tém um papel determinante na
formacédo da aterosclerose, com especial destaque para a esclerose coronaria. As LDL
derivam das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), e sdo sintetizadas no
figado. A eliminacdo do colesterol LDL do plasma ocorre através das células do
parénquima hepatico, por meio de receptores especificos para LDL. As concentracfes
elevadas de LDL no sangue e o tempo de permanéncia, associada a um aumento da taxa
de modificagdo bioldgica, resultam na destruicdo da fungdo endotelial dos vasos
sanguineos e numa captacdo superior do colesterol LDL pelo sistema
monocitos/macréfagos e pelas células do musculo liso nas paredes dos vasos. Assim
sendo, a maioria do colesterol armazenado nas placas ateroscleroticas deriva das LDL.
Entre todos os parametros isolados, o colesterol LDL tem um valor preditivo clinico
muito importante em relacdo a aterosclerose corondria. As estratégias terapéuticas
actualmente adoptadas tém por objetivo a reducdo lipidica, e como principal alvo o
colesterol LDL, levando a um melhoramento da funcdo endotelial e na prevencdo da
aterosclerose, reduzindo a sua progressao e evitando a ruptura das placas.

5.2.4.1. Meétodo: Colesterol LDL Directo

5.2.5. Triglicéridos

Os triglicéridos, ou triacilglicerois, sdo ésteres de glicerol tri-hidratado com 3 &cidos
gordos de cadeia longa. Uma fracdo é obtida na dieta diaria e outra € sintetizada no
figado. A avaliacdo dos triglicéridos € utilizada no diagnostico e tratamento de doentes
com Diabetes Mellitus, obstrugdo hepética, alteracbes do metabolismo dos lipidos e
outras doencas enddcrinas. No entanto, para o diagnostico e monitorizagdo de doencas

cardiovasculares, deve ser feito em conjunto com o colesterol e lipoproteinas.

5.2.5.1. Principio do teste

A determinacdo deste parametro é efetuada por um ensaio colorimétrico enzimatico,
utilizando uma lipoproteina lipase para a hidrolise rapida dos triglicéridos em glicerol,

seguida de oxidacdo para fosfato de di-hidroxiacetona e peroxido de hidrogénio. O
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peroxido de hidrogénio reage depois com 4-aminofenazona e 4-clorofenol sob a agéo
catalitica da peroxidase, para formar um corante vermelho (reacdo de ponto final de
Trinder). A intensidade cromética do corante vermelho formado é diretamente

proporcional a concentracao de triglicéridos, podendo ser formada fotometricamente.

5.2.6. Proteinas totais
As proteinas plasmaticas sdo sintetizadas sobretudo no figado, células plasmaticas,
ganglios linfaticos, baco e medula Ossea. A proteina mais abundante no plasma
sanguineo é a albumina, que contribui para a pressdo osmotica e € responsavel pelo
transporte de substancias (hormonas, célcio, &cidos gordos livres, drogas, bilirrubina,
farmacos). Existem também as proteinas da coagulacdo e as imunoglobulinas,
importantes na manutencdo da homeostase do organismo, para além de muitas outras

existentes em menor quantidade.

No decorrer de uma patologia, tanto a concentragdo de proteinas totais como a
percentagem representada por fragdes individuais pode apresentar desvios significativos
dos valores normais. A hipoproteinémia pode ser causada por doencas e perturbacdes
como perda de sangue, caquexia aftosa, sindrome nefrotico, queimaduras graves,
sindrome de retencdo de sal e Kwashiorkor (deficiéncia protéica aguda). Pode observar-
se hiperproteinémia em casos de desidratacdo grave e doengas como mieloma mdaltiplo.
As alteracdes da percentagem relativa de proteinas plasmaticas podem ser provocadas
por uma modificacdo da percentagem de uma fracdo proteica plasmatica. Muitas vezes,
nestes casos, a quantidade de proteinas totais ndo sofre qualquer tipo de alteracdo. O
racio A/G é normalmente utilizado como indice de distribuicéo das fracGes de albumina
e de globulinas. Podem observar-se alteracdes marcadas deste racio no caso de cirrose
hepética, glomerulonefrite, sindrome nefrético, hepatite aguda, lGpus eritematoso e

ainda em determinadas inflamacGes agudas e cronicas.

5.2.6.1. Principio do teste

A determinacdo das proteinas totais é feita por ensaio colorimétrico. Em solucédo
alcalina, o cobre bivalente reage com as ligacGes do péptido proteico e forma o
complexo de biureto com o caracteristico tom purpura. O tartaro sodico-potassico

impede a precipitacdo do hidréxido de sodio e o iodeto de sodio impede a auto-reducao
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do cobre. A intensidade cromatica é diretamente proporcional a concentracdo de

proteinas, determinada fotometricamente.

5.2.7. Albumina

A albumina é uma proteina ndo glicosilada, sintetizada nas células do parénquima
hepatico. Quantitativamente, € 0 componente proteico mais importante (>50%) do

plasma, LCR e da urina.

Esta proteina desempenha duas funcGes principais no plasma: manutencdo da pressdo
oncdtica e transporte. E a proteina mais importante no transporte de substancias que
apresentam baixa hidrossolubilidade (&cidos gordos livres, bilirrubina, ides metalicos,

hormonas e produtos farmacéuticos).

A diminuicdo dos niveis de albumina no soro é causada pela hiper-hidratagdo,
insuficiéncia da sintese hepatocelular, alteracGes da secrecdo no espaco intravascular,
distribuicdo anormal entre o espaco intra e extravascular, catabolismo e perda de

albumina, reagdes de fase aguda e analouminemia congénita.

Quando ocorre excrecdo diminuta, mas anémala, de albumina na urina estamos perante
um caso de microalbumindria. As suas causas podem ser glomerulares (devias a
microangiopatia diabética, hipertensdo, lesdo glomerular menor), tubulares (inibicdo da
reabsorcdo) ou pos-renais. A albumina é também uma proteina que funciona como

marcador de varias formas de proteindria.

5.2.7.1. Principio do teste

A albumina é quantificada no soro e urina através de um ensaio imunoturbidimétrico.
Os anticorpos anti-albumina reagem com o antigénio na amostra e formam complexos

antigénio/anticorpo. Estes, apos aglutinacdo, sdo determinados por turbidimetria.

5.2.8. Proteina C reativa
A PCR € a proteina classica de fase aguda das reacdes inflamatorias. Sintetizada no
figado, é constituida por cinco cadeias polipeptidicas idénticas que formam um anel
com cinco membros. A sua determinagdo € utilizada para detetar processos
inflamatorios sistémicos, avaliar o tratamento de infe¢Ges bacterianas com antibidticos,

monitorizar terapeuticamente doencas reumaticas e avaliar a terapéutica anti-
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inflamatoria. As medigdes sensiveis da PCR foram utilizadas e discutidas para a detecao
precoce de infecBes em pediatria e na avaliacdo de riscos de doenca coronéria cardiaca
(Proteina C reativa de alta sensibilidade ou ultra sensivel). Chegou-se a concluséo de
que a medicdo da alta sensibilidade da PCR pode ser utilizada como marcador para
prever o risco de doenca cardiaca coronéaria em pessoas aparentemente saudaveis e

como indicador para progndstico de eventos recorrentes.

5.2.8.1. Principio do teste

Trata-se de um ensaio imunoturbidimeétrico com intensificagdo da reacdo por particulas.
A PCR humana aglutina-se com particulas de latex revestidas com anticorpos

monoclonais anti-PCR. O precipitado é determinado turbidimetricamente.

5.2.9. Acido Urico

O é&cido drico € o produto final do metabolismo das purinas no organismo humano. A
sua sintese ocorre no figado e a excrecao é feita ao nivel dos rins. A sua determinacgéo é
utilizada no diagnostico e tratamento de diversas perturbacBes renais e metabdlicas,
incluindo insuficiéncia renal, gota, psoriase e na monitorizacdo de doentes sob

terapéutica citotdxica.

5.2.9.1. Principio do teste

Trata-se de um ensaio colorimétrico enzimatico. A uricase desdobra o &cido Urico em
alantoina e peroxido de hidrogénio. Na presenca da peroxidase, a 4-aminofenazona é
oxidada pelo peroxido de hidrogénio, formando um corante quinona-diimina. A
intensidade da cor da quinona-diimina formada é diretamente proporcional a

concentracédo de &cido urico e é determinada medindo o0 aumento da absorvéancia.

5.2.10. Creatinina
A creatinina € um produto do fosfato de creatina no metabolismo muscular, que
normalmente é gerado no organismo a uma Vvelocidade razoavelmente constante,

dependente da massa muscular.

A sua determinacgdo no soro ou plasma constitui 0 método mais utilizado na avaliagéo
da funcgdo renal, uma vez que é filtrada livremente pelos glomérulos e, em condigdes
normais, ndo é re-absorvida pelos tdbulos em quantidades relevantes. Tem valor de

diagnostico e prognostico nas seguintes situacdes: nefropatias (nefrose por produtos
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toxicos como Hg e Ag), insuficiéncia cardiaca (pode existir uma retencdo discreta ou
moderada de creatinina, embora ndo exista verdadeira nefropatia), e nas obstructes
urinarias (préstata, bexiga, ureter, calculos e andria reflexa) que produzem elevacgdes da

creatinina, reversiveis com a reparacao da obstrucao.

5.2.10.1. Principio do teste

A determinacdo da creatinina é feita através de um ensaio colorimétrico cinético
baseado no método de Jaffé. Numa solucéo alcalina, a creatinina forma um complexo
amarelo-avermelhado com picrato. A taxa de formacdo do corante é proporcional a

concentracdo de creatinina na amostra.

5.2.10.2. Clearance da creatinina

Como sb é observado um aumento da creatinina no sangue quando ocorrem lesdes
graves dos nefrénios, a determinacdo da creatinina ndo é adequada para detetar a doenca
renal numa fase inicial. Um teste consideravelmente mais sensivel e que permite obter
uma melhor estimativa da taxa de filtracdo glomerular (TFG) é o teste da clearance da
creatinina, que se baseia na concentracdo de creatinina na urina, no soro ou plasma e na
taxa do fluxo urinério. Para este teste é necessaria uma amostra de urina obtida em
tempo determinado (normalmente 24 horas) e uma amostra de sangue. Os valores de

creatinina determinados no sangue e urina sdo aplicados a equacéo seguinte:

Clearance creatinina (mL/min) =  [Creatinina Urina] x VVolume urina (mL)
[Creatinina Soro] Tempo da colheita (min)

5.2.11. Bilirrubina total e direta

O doseamento da bilirrubina € um parametro fundamental para o estudo da fungdo
hepatica. A bilirrubina forma-se no sistema reticuloendotelial, durante a degradacéo dos
eritrocitos envelhecidos. A porcdo heme da hemoglobina e de outras proteinas que
contém heme é removida, metabolizada em bilirrubina e transportada para o figado sob
a forma de complexo com a albumina sérica. No figado, a bilirrubina é conjugada com
acido glucordnico, para solubilizacdo e subsequente transporte através do canal biliar, e
eliminacdo através do aparelho digestivo.

Bilirrubina apresenta-se sob 3 formas: ndo conjugada, conjugada e ligada a albumina
com diferente solubilidade em meio aquoso. As doencas ou condigdes que produzem

bilirrubina mais rapidamente do que o figado a consegue metabolizar, fazem com que 0s
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niveis de bilirrubina ndo conjugada (indireta) aumentem na circulagdo. A imaturidade
hepética e vérias outras doencas em que 0 mecanismo de conjugacéo da bilirrubina esta
alterado provocam elevacdes semelhantes da bilirrubina ndo conjugada em circulacéo.
A obstrucdo do canal biliar ou as lesdes da estrutura hepatocelular causam aumentos dos
niveis tanto da bilirrubina conjugada (direta), como da ndo conjugada (indireta) na

circulacéo.

5.2.11.1. Principio do teste da Bilirrubina total

A Bilirrubina total é determinada através de um ensaio colorimétrico. Na presenca de
um agente solubilizante apropriado, liga-se a um ido diaz6nio em meio &cido. A
intensidade da cor do azo-corante vermelho formado é diretamente proporcional a

bilirrubina total e pode ser determinada fotometricamente.

5.2.11.2. Principio do teste da Bilirrubina direta

A bilirrubina conjugada reage diretamente com sal 3,5 diclorofenil diazénio em tampéo
acido, formando a azobilirrubina de cor vermelha. A intensidade da cor do azo-corante
vermelho formado é diretamente proporcional a concentracdo de bilirrubina direta,

sendo determinada fotometricamente.
5.2.12. lonograma

O ionograma € determinado por potenciometria, ja descrita anteriorimente.

No plasma existem diversos eletrélitos, positivos como o Na*, K*, Ca?*, Mg®*, ou
negativos como o CI', HCOj3', fosfatos e proteinas. Os seus valores sdo mantidos em
niveis relativamente constantes, e sobretudo a electroneutralidade, pelo que alteracGes
aos valores normais podem indicar situacdes patoldgicas. O objetivo do ionograma €
quantificar os iGes presentes numa amostra bioldgica, sendo que se determinam os ides
Na“, K eClI.

O sodio é o principal catido do liquido extracelular, essencial na manutengéo da pressédo
osmética nos compartimentos extracelulares. A hipernatrémia (excesso de Na*) pode
resultar de um fornecimento excessivo de sddio (por exemplo, por ingestdo de agua do
mar), por retencdo (hiperaldosteronismo, sindrome de Cushing) mas em geral reflete

uma desidratacdo (por perda de agua ao nivel gastrointestinal, transpiracdo, febre,
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queimaduras). A hiponatrémia (valor baixo de Na*) pode ser devida a perdas urinarias
(dosagem excessiva de diuréticos) ou digestivas (vomitos, diarreia abundante), entre

outras.

O potassio € o principal catido intracelular, que se mantém no interior da célula pois
difunde muito lentamente através da sua membrana, a0 mesmo tempo que a bomba de
Sédio-potéssio o transporta no sentido contrério ao do seu gradiente de concentracao.
Esta bomba € critica para a manutencdo e ajuste dos gradientes idnicos dos quais
dependem a transmissdo do impulso nervoso e a contractilidade dos musculos
esquelético e cardiaco. A Hipercaliémica (excesso de K+) pode resultar da diminuicéo
da excrecdo urinéria do potassio ou da transferéncia do potassio celular para o plasma.
A causa mais frequente é a insuficiéncia renal aguda. A Hipocaliémia (valor baixo de
K+) pode resultar de perdas digestivas (vomitos, tumores vilosos) ou urinarias (ingestao

de diureéticos, Hiperaldosteronismo, Sindrome de Cushing).

O cloro é o principal anido extracelular, que juntamente com o sodio representa a
maioria dos componentes osmoticamente ativos do plasma. Encontra-se envolvido na
manutencdo da distribuicdo de &gua e pressdo osmotica. A hiperclorémia (excesso de
Cl-) surge quando ha hipernatrémia. No entanto, o cloro pode estar anormalmente
aumentado em situacdo de sodio normal para compensar perdas do ido bicarbonato
(HCO3-), no caso de haver perda digestiva de bicarbonatos (diarreias abundantes,
aspiracdes digestivas). A hipoclorémia (valor baixo de Cl-) pode estar associada a uma
baixa de sodio, mas também pode existir independentemente, em situacdo de acidose
metabolica devido ao aumento de outros anides (ex: alcalose metabdlica, cetoacidose

diabética).

5.2.13. Calcio

O célcio é o elemento mineral mais abundante no organismo, encontrando-se
principalmente nos 0ssos (99%), sob a forma de hidroxiapatite. O restante calcio esta
distribuido no fluido extracelular e tecidos, em especial no musculo esquelético. Tem
um papel crucial em processos de manutencdo da vida, como a coagulagdo sanguinea,
condugdo neuromuscular na excitabilidade do musculo-esquelético e cardiaco, sintese e
regulacdo glandular e na conservacdo da integridade e permeabilidade da membrana

celular.
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O célcio no soro existe sob trés formas diferentes: calcio ionizado ou livre, que é a
forma fisiologicamente ativa, e corresponde aproximadamente a 50% do calcio total;
5% esta complexado com uma variedade de anides, particularmente fosfato e citrato; o
restante (cerca de 45%) esta ligado a proteinas, principalmente albumina e globulinas. A
distribuicdo das trés formas pode ser alterada por uma mudanca de pH dos fluidos
extracelulares ou da concentracdo da proteina. A acidose promove um aumento do
calcio ionizado, enquanto a alcalose acusa o seu declinio. Um aumento das proteinas
plasmaticas resulta num aumento do calcio total que reflete um aumento do célcio
ligado, o inverso acontece com a diminuicao das proteinas.

A hormona da paratiroide (PTH), a calcitonina e a vitamina D, controlam os niveis
séricos do célcio no organismo. O aumento do nivel de calcio, hipercalcémia, podera
estar associado a um aumento da mobilizacdo da fracdo Ossea como no caso da
osteoporose, ou de neoplasias dsseas. O calcio também se apresenta alto no
hiperparatiroidismo, absorcdo intestinal aumentada, mieloma mdltiplo e em outras

doencas neoplasicas.

A hipocalcémia pode ser observada em casos de hipoparatiroidismo, esteatorreia,

insuficiéncia renal, pancreatite, sintese deficiente de vitamina D.

5.2.13.1. Principio do teste
Os ibes de céalcio reagem com 5-nitro-5’-metil-BAPTA (NM-BAPTA) em condicdes

alcalinas e formam um complexo. Este complexo reage na segunda etapa com EDTA. A
alteracdo da absorvancia é diretamente proporcional a concentracdo de calcio e é

medida fotometricamente.

5.2.14. Fosforo

O fosforo estd presente maioritariamente no tecido 0sseo (80-85%) sob a forma de
hidroxiapatite. As restantes fracdes distribuem-se nas membranas celulares sob a forma
de fosfolipidos, nos acidos nucleicos e também sob a forma de adenosina trifosfato
(ATP), que esta envolvida na transferéncia de energia. No plasma estd presente como
fosfato de calcio, portanto, o nivel de fosforo plasmético esta intimamente relacionado
com os niveis de célcio apresentando uma relagdo de reciprocidade. Um aumento num
dos componentes é geralmente acompanhado por decréscimo do outro. A determinagdo
do fdésforo no soro e urina esta associada a detecdo de desordens renais, 0sseas e das

glandulas paratiréides. Um aumento do fésforo sérico pode ocorrer na hipervitaminose
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D, hipoparatiroidismo e insuficiéncia renal. Niveis reduzidos sdo observados em casos
de raquitismo (deficiéncia em vitamina D), hiperparatiroidismo e sindrome de Fanconi.

N&o se devem realizar determinacbes de fosforo passadas 24h da colheita, exceto se
tenha separado previamente o soro dos globulos (por exemplo por utilizacdo de tubos de
colheita com gel), visto que os eritrocitos contém niveis elevados de ésteres organicos
que s&o hidrolisados a fosfato inorganico durante o armazenamento do sangue e esse

processo ocorre mesmo que se mantenha o soro refrigerado.

5.2.14.1. Principio do teste

O fosfato inorganico forma um complexo de fosfomolibdato de amonio, que tem a
formula (NH4)3[Mo003)12], com molibdato de aménio na presenca de acido sulfurico.
A concentracdo de fosfomolibdato formado é diretamente proporcional a concentracao
de fosfato inorganico e € medida fotometricamente.

5.2.15. Magnésio

O magnésio desempenha um papel estrutural nos acidos nucleicos e particulas
ribossomais. E necessario como um ativador para varias enzimas e participa na
fosforilacdo oxidativa para a producdo de energia. O corpo normalmente contém entre
21 - 28 g de magnésio, dos quais mais de 50% estdo complexados com o célcio e o
fosfato no osso. Apenas aproximadamente 1% do magnésio total € encontrado no
liquido extracelular, pelo que tende a entrar e sair das células nas mesmas condicGes que
0 potassio. Aproximadamente 35% do magnésio no plasma estd ligado a proteinas,
principalmente a albumina e, portanto, as alteracbes na concentracdo de albumina
podem afetar o magnésio. A hipomagnesémia tem como consequéncia a perturbacdo da
funcdo neuromuscular e pode ser causada por diarreia prolongada grave, sindromes de
ma-absor¢do, hiperaldosteronismo e terapéutica diurética. A hipermagnesémia foi
identificada em casos de insuficiéncia renal glomerular e coma diabético. Existe
indicagdo para a sua determinagdo nos seguintes casos: enfarte do miocardio, arritmia
cardiaca refrataria, alcoolismo, hipocaliémia, hipocalcémia e hiponatrémia refratarias,
terapéutica com diuréticos, intoxicacdo pela digoxina, terapéutica com aminoglicosidos
e anfotericina B, diarreias severas, alteracdo dos eletrolitos de causa desconhecida,
irritabilidade neuromuscular de causa desconhecida, principalmente na auséncia de
hipocalcémia, terapéutica com agentes nefro ou citotoxicos, pré-eclampsia ou

eclampsia.
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5.2.15.1. Principio do teste

O magnésio é determinado a partir de um método colorimétrico com clorofosfonazo IlI.
O clorofosfonazo 111 (ZPZ 111) liga-se ao magnesio e causa um aumento da absorvancia.
O EGTA (acido tetra-acético etilenebis(oxietilenenitrilo)) é utilizado para inibir a
ligacdo do calcio ao CPZ Ill. As interferéncias de absorvancia ndo especificas séo
reduzidas pela adicdo de EDTA (acido etilenediaminetetra-acético), que remove o
magnésio do complexo magnésio-CPZ Il e possibilita uma medicdo exata do branco
amostra. A diferenca de absorvancia entre o complexo magnésio-CPZ Il e o complexo
tratado com EDTA ¢é a absorvancia devia apenas ao magnésio.

5.2.16. Ferro
O ferro é essencial para a maioria dos organismos vivos e participa numa variedade de
processos Vvitais, desde 0s mecanismos oxidativos celulares até ao transporte de
oxigeénio. O ferro é ingerido com a alimentacdo sob a forma férrica (Fe3+); chegando ao
estdmago, por acdao do acido ascorbico, acido cloridrico e glutatido presentes no suco
gastrico, é convertido na forma ferrosa (Fe2+), que é absorvida. Nas células das
mucosas, 0s ides Fe2+ ligam-se as moléculas de transporte. Antes de passarem para 0
plasma, os ides sdo oxidados pela ceruloplasmina a Fe3+ e ligados a transferrina sob
esta forma. E na forma do complexo transferrina-ferro que praticamente todo o ferro
sérico € transportado no plasma sanguineo. Cada molécula de transferrina tem a
capacidade de transportar um méximo de 2 moléculas de Fe3+. Um dos principais

destinos do ferro é a sua incorporacgdo na célula eritroide a nivel da medula.

As determinacdes de ferro sdo levadas a cabo para o diagnostico e monitorizacdo de
anemias (microciticas, macrociticas, normociticas, hemoliticas), hemoglobinopatias,
doengas da medula Ossea, lesdo tdxica da medula Ossea, doencas cronicas renais,
hemocromatose. A diminuicdo de ferro ocorre em associagdo com deficiéncia
generalizada de ferro, consequente de uma dieta pobre em ferro, absorcdo inadequada
ou perda crénica como resultado de hemorragia, perturbacéo na libertacdo do ferro pelo
sistema reticuloendotelial associado a um processo infecioso. As elevacbes de ferro
sérico podem estar associadas a destruicdo aumentada de eritrécitos (anemia
hemolitica), formagdo sanguinea diminuida (envenenamento por chumbo, deficiéncia de

piridoxina), libertacdo aumentada de ferro do armazenamento (necrose celular hepatica
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aguda), armazenamento defeituoso de ferro (anemia perniciosa), velocidade aumentada

de absorcéo (hemocromatose e siderose transfusional).

5.2.16.1. Principio do teste

Para determinacdo do ferro € utilizado um ensaio colorimétrico. Em condigdes acidicas,
o ferro € libertado da transferrina. O ascorbato reduz os ides de Fe3+ libertados a iBes
Fe?* que, de seguida, reagem com FerroZine e formam um complexo corado. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de ferro, sendo

determinada fotometricamente.

5.2.17. Titulo de antiestreptolisina O (TASO)

A estreptolisina O é uma enzima produzida pelos estreptococos do grupo A
(Streptococcus pyogenes). Estes microrganismos tém a capacidade de causar diferentes
infecdes: doencas da pele ou amigdalites que podem ser seguidas de glomerulonefrite,
endocardite aguda, doenca de Sydenham e febre reumatica aguda. Estas infecdes
podem, mais tarde, dar origem a lesGes cardiacas ou renais. O diagndstico precoce,

tratamento e monitorizacdo do doente permitem reduzir estes riscos.

5.2.17.1. Principio do teste

E um teste imunoturbidimétrico. Os anticorpos anti-estreptolisina O aglutinam-se com
particulas de latex revestidas com antigénios estreptolisina O. O precipitado é

determinado turbidimetricamente.

5.2.18. Fator reumatoide
Os fatores reumatoides sdo um grupo heterogéneo de autoanticorpos dirigidos contra as
determinantes antigénicas da regido Fc das moléculas de 1gG. Sao importantes no
diagnostico da artrite reumatoide, mas também podem ser detetados noutras doencas
inflamatorias reumaticas e outras doengas ndo reumaticas. Também s&o encontrados em

pessoas saudaveis acima dos 60 anos.

5.2.18.1. Principio do teste

A determinacdo ¢ feita através de um ensaio turbidimétrico. A 1gG inativada por calor e

ligada a particulas de latex, reage com os anticorpos anti-RF na amostra e forma
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complexos antigénio/anticorpo. Estes, ap6s aglutinagdo, sdo determinados por

turbidimetria.

5.2.19. Aspartato aminotransferase
A enzima aspartato aminotransferase (AST), também conhecida como transaminase
glutdmica oxaloacéetica (GOT), encontra-se amplamente distribuida pelo tecidos,
principalmente o hepatico, cardiaco, muscular esquelético e renal. Encontram-se niveis
séricos elevados em doencas que envolvem estes tecidos. As doencas hepatobiliares,
como a cirrose, o carcinoma hepético e a hepatite viral, provocam um aumento dos
niveis séricos de AST. A seguir a um enfarte do miocardio, a AST sérica aumenta,
atingindo o seu pico maximo dois duas ap0s a ocorréncia. A aparente reducdo dos niveis
séricos desta enzima pode estar relacionada com a diminuicdo do fosfato piridoxal, o

grupo prostético das AST, de onde resulta

5.2.19.1. Principio do teste

A AST na amostra catalisa a transferéncia de um grupo amina entre L-aspartato e 2-
oxoglutarato, formando oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato reage entdo com
NADH na presenca de malato desidrogenase (MDH), formando NAD®. A taxa de
oxidagdo de NADH ¢ diretamente proporcional & atividade catalitica da AST. E

determinada medindo a diminuicdo da absorvéancia.

5.2.20. Alanina aminotransferase
A alanina aminotransferase ou transaminase glutdmico pirtvica (GPT) esta presente em
varios tecidos, mas a sua principal fonte é o figado, tornando-se um parédmetro de

referéncia para o diagndéstico de doencas hepaticas.

Os aumentos séricos da ALT verificam-se nas hepatites, cirrose, ictericia obstrutiva,
carcinoma hepatico e no abuso cronico de alcool. Apresenta apenas um ligeiro aumento
em doentes com enfarte agudo do miocardio sem complicagdes. Quando ha um
comprometimento hepatico, tanto a ALT como a AST séricas ficam elevadas, mas a
ALT é mais especifica do figado, para além de que o seu aumento persiste durante mais

tempo.

5.2.20.1. Principio do teste

82



A ALT catalisa a reacdo dentre L-alanina e 2-oxoglutarato. O piruvato formado é
reduzido por NADH numa reacdo catalisada por lactato desidrogenase (LDH),
formando L-lactato e NAD". A taxa de oxidacdo de NADH ¢é diretamente proporcional

a atividade catalitica de ALT. E determinada medindo a diminuic&o da absorvancia.

5.2.21. Gama glutamiltransferase

Esta enzima é utilizada no diagnéstico e monitorizacdo das doencas hepatobiliares e

como teste de despistagem para o alcoolismo oculto.

5.2.21.1. Principio do teste

E feito um ensaio colorimétrico enzimatico no momento da sua determinacdo. A Gama-
GT transfere o grupo gama-glutamil de L-gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida para
glicilglicina. A quantidade de 5-amino-2-nitrobenzoato libertada é proporcional a
atividade da Gama-GT na amostra. E determinada medindo o aumento da absorvancia

fotometricamente.

5.2.22. Fosfatase alcalina
A fosfatase alcalina no soro é o conjunto de quatro isoenzimas: fracdo hepatica, fracéo
Ossea, fracdo placentar e fracdo intestinal. Estd presente nos hepatdcitos, osteoblastos,
leucdcitos, rins, baco, placenta, préstata e intestino delgado. A sua presenca nos
osteoblastos motivou a sua utilizacdo no diagnostico e monitorizacdo de patologias
Osseas, justificando que nas criancgas a sua atividade no soro seja superior a dos adultos,
uma vez que estas se encontram em periodo de crescimento, assim como em mulheres

pOs menopausicas, devido a osteoporose.

Ocorre um aumento da fosfatase alcalina em todas as formas de colestase, em particular
na ictericia obstrutiva e doencas que se caracterizam pela formagdo aumentada de tecido
0sse0 ou alteracdo Ossea (doenca de Paget, hiperparatiroidismo, raquitismo,

osteomalacia, fraturas e tumores malignos).

5.2.22.1. Principio do teste

A sua determinacdo é feita por ensaio colorimetrico. Em presenca de ides magnésio e

zinco, o p-nitrofenil fosfato é clivado por fosfatases, formando fosfato e p-nitrofenol. O
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p-nitrofenol libertado é diretamente proporcional & atividade catalitica da ALP. E

determinada medindo 0 aumento da absorvancia.
5.2.23. Lactato desidrogenase

A enzima lactato desidrogenase catalisa a oxidagao reversivel do lactato em piruvato e
encontra-se amplamente distribuida a nivel dos tecidos, sendo mais abundante no

miocardio, rins, figado e musculo.

Os niveis elevados de LDH observam-se em doentes com anemia megaloblastica,
enfarte do miocéardio, carcinoma disseminado, leucemia e traumatismos. Niveis
ligeiramente aumentados encontram-se em casos de anemias hemoliticas, distrofia

muscular, enfarte pulmonar, hepatite, sindorma nefrotico e cirrose.

5.2.23.1. Principio do teste

A LDH catalisa a reacio entre piruvato e NADH formando L-lactato e NAD". A taxa
inicial de oxidacdo de NADH é diretamente proporcional a atividade catalitica da LDH.

E determinada medindo a diminuicdo da absorvancia.

5.2.24. Creatina cinase

A creatina cinase é um dimero composto por subunidades derivadas do musculo (M) ou

do cérebro (B). Foram identificadas 3 isoenzimas: MM, MB e BB.

A CK sérica normal é predominantemente a isoenzima CK-MM. Encontram-se niveis
séricos de CK em doencas musculo esqueléticas, particularmente na distrofia muscular.
A fragdo CK-MB encontra-se principalmente no tecido do miocérdio e é geralmente
detetada durante o periodo de 48 horas que se segue ao aparecimento de um enfarte do
miocardio. A utilizagdo de CK total e da CK-MB no diagnostico de enfarte do
miocardio é a aplicagdo mais importante desta enzima. O seu aumento tambeém esta
relacionado com a isquemia cerebral, doenca vascular cerebral aguda e traumatismo

craniano.

5.2.24.1. Principio do teste

Para a determinagdo da CK utiliza-se um teste UV, que consiste na detecéo de variacOes

de absorvancia na zona dos ultra-violetas. A reagdo inicia-se com a conversdo do fosfato

84



de creatina pela CK e culmina com a determinacdo de NADPH. A taxa de formacgdo de
NADPH é diretamente proporcional a atividade catalitica da CK e é determinada medindo o

aumento da absorvancia.

5.2.25. Amilase

As a-amilases catalizam a degradacdo hidrolitica dos hidratos de carbono poliméricos,
como a amilose, a amilopectina ¢ o glicogénio. Existem 2 tipos de a-amilases: a do tipo
pancredtico (P) e a do tipo salivar (S). Enquanto o tipo P pode ser atribuido quase
exclusivamente ao pancreas e, por isso, é especifica do 6rgdo, a de tipo S tem origem
em diversos locais: além de se encontrar na saliva, existem também nas lagrimas, no
suor, no leite materno, no liquido amnidtico, nos pulmdes, nos testiculos e no epitélio

das trompas de Falopio.

A sua determinacdo é importante no diagndstico das doencas pancreaticas, sobretudo no
diagndstico e monitorizacdo terapéutica da pancreatite aguda. Além de ocorrer na
pancreatite aguda e na fase inflamatoria da pancreatite cronica, também pode encontrar-
se 0 seu aumento em casos de insuficiéncia renal, inflamacdo pulmonar, doencas das

glandulas salivares, entre outros.

5.2.25.1. Principio do teste

Para a sua determinacdo € utilizado um ensaio colorimétrico enzimatico.
Oligossacarideos  definidos, como o  4,6-etilideno-(G7)p-nitrofenil-(G;)-a-D-
maltoheptaosido (etilideno-G;PNP), s&o separados pela agdo catalitica das a-amilases.
Os fragmentos G,PNP, G3PNP e G4PNP assim formados sdo completamente
hidrolisados em p-nitrofenol e glicose pela a-glicosidase. A intensidade da cor do p-
nitrofenol formado é diretamente proporcional & atividade da a-amilase. E determinada

medindo 0 aumento da absorvancia.

5.2.26. Fosfatase acida
A fosfatase &cida sérica é constituida por 5 isoenzimas produzidas sobretudo pelos
eritrocitos, plaquetas, células reticuloendoteliaisdo do baco e figado e células epiteliais
dos rins, 0ssos e prostata. Num individuo do sexo masculino, cerca de metade da
fosfatase acida total é fosfatase &cida prostatica, produzida maioritariamente (mas nao

exclusivamente) pela prostata.
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Geralmente, os niveis de fosfatase &cida total e da fosfatase acida prostatica aumentam
na presenca de carcinoma da prostata progressivo e metastatico. Em 80% dos doentes
com cancro da préstata metastatica este aumento depende da fase da doenca. Verifica-se
um aumento dos niveis de fosfatase acida na doenca de Gaucher, doenca de Niemann-
Pick, 1 a 2 dias ap0s a cirurgia da préstata, bidpsia, manipulacdes ou cateterizacdo e na
presenca de hipertrofia benigna da prdstata, prostatite e enfarte prostatico.

5.2.26.1. Principio do teste

Para a determinagcdo da fosfatase &cida € feito um teste colorimétrico. O 1-naftol
libertado durante a hidrélise enzimética do 1-naftilfosfato € convertido num corante
azdico através de acoplacdo com o fast red TR (2-amino-5-clorotolueno) diazotado. O
tartarato é utilizado como inibidor especifico da fosfatase acida prostatica. E possivel
determinar diretamente a fosfatase acida prostatica durante a medicao da fosfatase acida
total (ACP) num canal, e da fosfatase nao prostatica (NPP) noutro canal. O programa
especifico do equipamento imprime a diferenca entre as duas determinagdes como

fosfatase acida prostatica:

Atividade FNP = Atividade ACP - Atividade NPP

5.3. Eletroforese das proteinas plasmaticas

A utilizacdo desta técnica permite identificar alteracdes entre as concentracdes das
principais proteinas plasmaticas, podendo elucidar acerca de varias situagdes
patoldgicas: o pico gama monoclonal e policlonal, a ponte cirrética, entre outros. Por
exemplo, a figura 14 mostra um perfil eletroforético de proteinas normal e o de um
doente com cirrose hepatica (diminuicdo da albumina, aumento das gamaglobulinas,
planalto beta-gama). A razdo albumina/globulina também podera alertar para

glomerulonefrites, inflamacgdes ou sindrome nefrético.
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Poleinograma Blectrdonstico Momnal

Adb, alfal alfaZ beia ganmra

@ o

Proteinograma electroforético Anormal

Alb.  alfal alfa?  beta gama

Figura 14- Proteinogramas eletroforéticos:
normal e patoldgico.

5.3.1. Minicap

Para esta determinacdo o laboratério utiliza o MINICAP (Figura 15), um aparelho
automatico com leitura de codigo de barras, que faz a separacdo das fracdes das

proteinas no soro usando um sistema de dois capilares (eletroforese capilar).

Figura 15- MINICAP da Sebia® electrophoresis.

Fonte: http://www.sebia.com/V3/php/contenu_materiel.php?id_produit=78

A eletroforese capilar € definida como o transporte, em solugdo eletrolitica, de
compostos carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, no qual a
separagdo entre dois solutos ocorre de acordo com diferencas nas suas mobilidades
eletroforéticas. O uso de capilares com diametros internos extremamente pequenos (na
faixa de 15-100 pm) permite uma melhor dissipagdo do calor, possibilitando uma alta
eficiéncia de separacdo com tempo reduzido de analise. A eletroforese capilar permite

separar as proteinas séricas totais em 5 frag@es distintas: Albumina, Alfa 1, Alfa 2, Beta
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e Gamaglobulinas. A banda da albumina é relativamente homogénea, no entanto as

restantes sdo compostas por uma mistura de diferentes proteinas.

A determinacdo dos resultados obtidos requer o conhecimento das variagdes
fisiopatoldgicas destas proteinas e tem de ser complementada com a determinacdo da

concentracdo de proteinas totais do soro (efetuada no Cobas 6000).

5.4. Andlise bioquimica da urina
5.4.1. Urina tipo 1

A colheita de urina tipo Il € efetuada pelo proprio utente e corresponde a 1.2 emissdo da
manhd, por ser a amostra mais concentrada, assegurando a detecdo de substancias
quimicas ou de elemento figurados que podem ndo estar presentes numa amostra
colhida aleatoriamente. Deve ser recolhida em frasco fornecido pelo laboratério ou
adquirido numa farmacia e guardada no frigorifico até a sua entrega no laboratério, no

maximo 2 horas ap0s a recolha.

A analise segue 3 passos basicos: avaliacdo visual da cor e aspeto da amostra de urina, a
detecdo de substancias de interesse usando o aparelho Urisys 2400® da Roche e o

exame microscépico do sedimento urinario.

O Urisys 2400 (Figura 16) € um sistema automatico de analise de urinas, destinado a
determinacédo qualitativa ou semi-quantitativa de analitos da urina, incluindo leucécitos,
nitritos, proteinas, glicose, cetonas, urobilinogénios, bilirrubina e eritrdcitos, assim
como o pH, a densidade especifica, a cor e 0 aspeto. Estes parametros sao indicativos de

alteracdes renais, urinarias, hepaticas e metabolicas.

Figura 16 - Urisys 2400®
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As principais fungdes deste analisador incluem o reconhecimento das amostras (leitura

do cddigo de barras), distribuicdo automatica de tiras-teste, pipetagem automaética de

amostras e leitura fotométrica, em que os resultados dos testes se baseiam na leitura da

intensidade de luz refletida pela tira teste. Os parametros analisados e o respetivo

principio do teste estdo sumariamente descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Pardmetros analisados no Urisys 2400® e respetivo principio do teste.

A zona de teste contém os indicadores vermelho e metilo,

fenoftaleina e azul de bromotimol e reage especificamente com os

PH ides H*. Os valores de pH em individuos saudaveis variam entre 5 e
6.
O teste revela a presenca das esterases granulocitarias, que
Leucdcitos decompdem um éster indoxilico em indoxil, que por sua vez vai
reagir com um sal de diazonio, produzindo um corante violeta.
O teste é baseado no principio da prova de Griess. A reacao
revela a presenca de nitritos e, indiretamente, de bactérias
Nitritos produtoras de nitritos na urina, através de uma coloracdo rosa-
vermelha da zona de teste. Uma ligeira coloracdo rosa ja indica
bacterilria significativa
O teste baseia-se no principio do erro proteico de um indicador
Proteinas
de pH. A reacdo é particularmente sensivel a albumina.
A determinacdo da glucose é baseada na reacdo especifica da
Glucose glucoseoxidase/peroxidase (método GOD/POD).
Corpos . . .
o O teste baseia-se no principio da prova Legal.
ceténicos

Urobilinogénio

Um sal de diazdnio estavel reage quase instantaneamente com

o0 urobilinogenio, originando um corante azoico vermelho.

Bilirrubina

O teste baseia-se na ligagdo da bilirrubina a um sal de
diazénio. Uma coloracdo ligeiramente cor-de-rosa ja institui um

resultado positivo.

Sangue

A acdo, semelhante a peroxidase, da hemoglobina e da

mioglobina catalisa especificamente a oxidacéo do indicador através
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do peroxido de hidrogénio organico contido na zona do teste,

originando uma coloracédo azul-esverdeada.

Apds a passagem pelo sistema automatico, todas as urinas sdo centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 min. Este procedimento permite concentrar as particulas sélidas no fundo do
tubo, para que possam ser observadas ao microscopio. No exame microscopico
valoriza-se a presenca de elementos como: eritrocitos, leucdcitos, cristais, células

epiteliais, entre outros.
5.4.2. Urina a tempo determinado (urina de 24 horas)

A colheita de urina de 24h constitui uma parte importante do exame e deve ser bem
feita. Se o volume de urina colhida for muito reduzido, € necessario repetir a colheita.
Antes da colheita, o utente é instruido para o seguinte procedimento:

» O inicio da colheita devera dar-se preferencialmente pela manhd, desprezando-se
a primeira micc¢éo;

» A partir dai, devera colher a urina de todas as mic¢des que se seguirem durante
as 24 horas, se possivel diretamente para o recipiente, sem perder qualquer
quantidade de urina;

» A (ltima miccdo devera ser rigorosamente a mesma hora em que iniciou a
recolha no dia anterior. A urina desta Gltima miccdo deve ser totalmente vertida
no recipiente de colheita;

» Se verificar que o frasco de 2 litros fornecido nédo é suficiente para guardar toda
a sua urina de 24 horas, pode colocar o excesso de urina numa garrafa de agua
de 1,5 litros, limpa e seca.

» Durante o periodo de colheita da urina de 24 horas, o(s) recipiente(s) deverao ser

armazenados no frigorifico.
Uma das principais indica¢Oes para a utilizacdo deste tipo de amostra é a avaliacdo da

diurese e funcéo renal. A urina de 24 horas pode ser também utilizada para doseamentos

de hormonas, metabolitos ou outras substancias que sdo excretados na urina.
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5.4.3. Pesquisa de drogas de abuso

Neste laboratorio utilizam-se testes rapidos para detetar a presenca de drogas de abuso
(canabinoides, opiaceos, cocaina e MDMA) na urina. Os testes baseiam-se num
imunoensaio cromatografico baseado no principio de vinculos competitivos. Durante o
teste, a amostra de urina, colocada no poco correspondente, migra por acao capilar. Se a
droga ndo estiver presente na amostra, ndo ocorrera a saturacdo das pontes do anticorpo.
As particulas revestidas de anticorpo serdo capturadas por conjugado da droga
imobilizado e uma linha colorida visivel aparecera na regido da linha teste. Se a droga
estiver presente na amostra, ndo se formard uma linha visivel, pois ocorrerd uma
saturacdo de todas as pontes de anticorpo anti-droga. Nestes casos o laboratorio congela

e guarda a amostra durante 3 meses. O teste € invalido se ndo surgir a linha de controlo.

Para a pesquisa de drogas de abuso, a amostra é obrigatoriamente colhida no
laboratério, sempre na presenca de um técnico. Tanto o utente como o técnico

responsavel assinam um documento modelo (cadeia de custddia).

5.5. Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Esta analise é bastante requisitada no laboratério. Normalmente surge o pedido em

utentes acima dos 40 anos, na suspeita de cancro colo-retal (CCR).

O CCR é uma das causas de morte mais frequentes por cancro. Uma detecao precoce do
cancro baseia-se na observacdo de que o tratamento é mais eficaz quando o cancro é
detetado mais cedo. Os polipos adenomatosos que tém o potencial de se transformarem
em cancro tendem a sangrar com frequéncia. Assim, a detecdo de sangue oculto nas
fezes representa uma ferramenta ndo invasiva e bem estabelecida para programas de
rastreio do cancro do CCR, apesar de um resultado positivo ndo estar necessariamente
ligado a esta patologia. Ulceras estomacais, fissuras, infecbes e inflamacBes anais
podem causar sangue nas fezes. Consequentemente, um resultado positivo indica um
distdrbio que, sem apontar automaticamente para o cancro colorretal, deve ser

investigado mais aprofundadamente.
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5.5.1. Colheita da amostra

A amostra de fezes deveré ser colhida durante os 3 dias consecutivos e anteriores a
analise (sdo 3 amostras por paciente para aumentar a probabilidade de encontrar sangue,

caso exista).

As amostras de fezes ndo devem ser obtidas durante o periodo menstrual (ou nos 3 dias
imediatamente antes ou depois), em casos de sangramento causado por obstipacao,

hemorrdidas ou em caso de administracdo retal de determinados medicamentos.

5.5.2. Principio do método

Para a determinacdo da presencga de sangue oculto nas vezes utilizam-se testes rapidos
da Biomérieux (bioNexia® FOBplus) com uma metodologia imunocromatografica, em

que se identifica a presenca de hemoglobina humana através de reacdes a anticorpos

especificos.
. N e
/'E_LLL
C C
BIODMERIEUX
T T
Control line (<)
Visible in all valid .
¢ . | results | | Read the results at Positive Negative
r 5 minutes
T - Testline (T) ! + -
Visible in positive .
samples
FOBplus
C C
Sample well(5) T T
S -] For the addition of
sample material
-
Patient or sample 1D X X

For identification
purpose

Figura 17 - Esquema ilustrativo do teste rapido bioNexia® FOBplus (Biomérieux)

extraido de http://www.biomerieux-diagnostics.com/bionexia-fobplus

A hemoglobina presente na amostra de fezes reage com um anticorpo monoclonal
especifico marcado com ouro. O complexo ouro-anticorpo-hemoglobina migra por agéo
capilar pela membrana e atinge a regido da linha de teste que se encontra pré-revestida
com anticorpos anti-hemoglobina. O complexo € capturado pelos anticorpos imobi

lizados na membrana, resultando na formacéo de linhas vermelhas.
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A presenca de uma linha vermelha na regiéo de teste indica um resultado positivo. Se a
amostra de fezes ndo contiver hemoblogina, ndo surgird nenhuma linha na regido da

linha de resultado de teste, indicando um resultado negativo.

Também devera aparecer uma linha vermelha na regido da linha de controlo. Esta linha
serve de controlo do procedimento e indica se a migracdo do teste foi corretamente

efetuada.

6. Controlo de qualidade

6.1. Controlo de qualidade interno (CQI)

O CQI permite avaliar a precisdo, variabilidade e reprodutibilidade dos métodos
laboratoriais, detetando erros aleatorios e permitindo a sua correcdo. Desta forma, o
laboratdrio garante que os resultados obtidos possam ser utilizados com confianca no

diagndstico, progndstico e decisdo terapéutica.

Durante o estagio nas valéncias de hematologia e bioquimica pude verificar que o
controlo interno é efetuado diariamente para todos os parametros, antes do
processamento das amostras. Para analises quantitativas (ex: hemograma) existem trés
niveis de controlo (normal, alto e baixo) que séo efetuados alternadamente, um por dia.

Para as andlises qualitativas alternam-se os controlos positivo e negativo.

A aceitacdo dos controlos € baseada nas respetivas bulas e interpretacdo dos graficos de
Levey-Jennings, tendo em conta as regras de Westgard. Os limites de aceitacdo sdo de
+3SD. Quando algum resultado se encontra fora dos limites de aceitacdo, procede-se a
acao corretiva, como por exemplo uma calibracdo. As calibracdes sdo também efetuadas

sempre que hd mudanca de lote de reagente.

O controlo de qualidade interno usado na area da Microbiologia consiste na utilizagdo
de duas estirpes padrdo, Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture
Collection),e Eschericha coli ATCC, para testar as cartas de identificacdo e de
antibiograma do VITEK® 2 Compact 15.
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A avaliacdo da esterilidade dos meios de cultura é feita sempre que se d& a abertura de
um novo lote. A placa é avaliada macroscopicamente ao nivel da desidratacdo, cor e
transparéncia do meio, e incubada mediante as respetivas condi¢des ideais, para

posterior observacao do desenvolvimento bacteriano.
6.2. Avaliagdo externa da qualidade

A avaliacdo externa da qualidade, também denominada por avaliacdo de desempenho ou
controlo da qualidade externo, consiste na avaliagdo do desempenho do laboratorio
através da andlise dos resultados obtidos/emitidos nos exames de material de controlo

realizados nas condicdes habituais de funcionamento.

Na préatica, sdo enviadas amostras para o laboratério, por uma entidade externa. O
contetdo das amostras é conhecido, mas ndo revelado ao laboratério. As amostras sdo
examinadas exatamente da mesma forma que as amostras dos utentes. Os resultados
obtidos sdo depois comparados com 0s resultados esperados, e estatisticamente tratados

pela entidade responsavel.

O laboratério de Andlises Clinicas Dr. Aires Raposo & Dr.? Teresinha Raposo Lda.
participa no programa NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment
Service).
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7. Conclusao

A realizacéo do estagio neste laboratdrio foi uma experiéncia nova que me possibilitou
a aquisicdo de novos conhecimentos e aplicagdo pratica dos conteddos tedricos

adquiridos ao longo do mestrado em analises clinicas.

O estagio nas areas de hematologia, microbiologia e bioquimica permitiu a
compreensdo do fundamento dos métodos utilizados pelos diferentes analisadores, a sua
manutencdo e correta interpretacdo dos resultados obtidos. Permitiu ainda que
aprendesse a colher sangue e outros produtos bioldgicos e que aperfeicoasse técnicas

manuais e observacdo microscopica.

De um modo geral, a realizacdo deste estagio permitiu-me adquirir uma visdo global de

um laboratdrio de analises clinicas e da sua aplicabilidade a Clinica.

Penso que os objetivos propostos inicialmente foram cumpridos e sinto que este estagio

realcou o meu lado mais habilidoso, competente e humano.
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