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Abreviaturas

AEQ_ Avaliagao Externa da Qualidade

APTT_ activated partial thromboplastin time (tempo de tromboplastina parcialmente ativado)
AR _ Artrite Reumatoide

CA 19.9_ cancer antigen 19-9

CA 125_ cancer antigen 125

CEA _Carcinoembryonic Antigen (Antigénio Carcino-Embrionico)

CK_ Creatina Quinase

CLED _ ¢ystine lactose eletrolyte deficient

CMI_ Concentracao Minima Inibitéria

CMV_ Citomegalovirus

CQI_ Controlo de Qualidade Interno

CRP_ C-reactive protein (Proteina C-Reativa)

DGS_ Direcao Geral de Sadde

EDTA _ ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra-acético)
EN_ European Standard (Norma Europeia)

FSH_ Follicle-Stimulating Hormone (Hormona Estimuladora do Foliculo)
HAV_ Hepatite A Viral

HCV_ Hepatite C Viral

HDL _ High Density Lipoprotein (Lipoproteina de Alta Densidade)

HIV_ Human Immunodeficency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
HPLC_ High Performance Liquid Chromatography (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
H,S_ Sulfureto de Hidrogénio

INR_ international normalized ratio ( razao normalizada internacional)
INSA _ Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

ISE_ ion-selective electrode (elétrodo seletivo de ides)

ISO_ International Organization for Standardization

LDH_ Lactato Desidrogenase

LH_ Luteinizing Hormone (Hormona Luteinizante)

MALT_ mucosa-associated lymphoid tissue (tecido linfoide associado a mucosa)
MCDT_ Meios Complementares de Diagnostico e Terapéutica

MGUS_ Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance

NECAS_ National External Quality Assessment Service

NP_ Norma Portuguesa
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PLT-O_ canal 6tico para contagem de plaquetas

PSA _ Prostate Specific Antigen (Antigénio Prostatico Especifico)
RICAS_ Randox International Quality Assessment Scheme

RF_ Rheumatoid Factor (Fator Reumatoide)

RNA _ ribonucleic acid (acido ribonucleico)

SEQC_ Sociedad Espariola De Bioquimica Clinica Y Patologia Molecular
SS_ Salmonella Shigella Agar

TGO _ Transaminase Glutamico-Oxalacética

TGP_ Transaminase Glutdmico Pirtvica

TP_ tempo de protrombina

TPHA _Treponema pallidum Haemagglutination

TSH_ Thyroid-Stimulating Hormone (Hormona Estimuladora da Tiroide)
TT_ tempo de trombina

T,_ Triiodotironina

T, Tiroxina

UFC_ Unidades Formadoras de Colénias

VDRL_ Venereal Disease Research Laboratory

WABC_ white blood cells (leucocitos)

B-HCG_ Fracao B da Gonadotrofina Coridénica Humana
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Resumo

Os meios complementares de diagnostico e terapéutica (MCDT) é a designagao
genérica que engloba varios tipos de exames, entre os quais os laboratoriais, e a colheita de
amostras por meios mais ou menos invasivos, realizados em regime ambulatério ou hospitalar
e que se revelam da maior importancia para a atividade clinica, possibilitando o diagnéstico e
a prescricao adequados a cada utente e a cada situagdo. Acompanhando a evolugao cientifica
e tecnoldgica, existe atualmente um leque cada vez mais diversificado e automatizado destes
meios, o que se traduz numa economia de tempo e recursos extremamente importante na
sociedade atual.

Este relatorio descreve de forma sucinta a aplicagao de alguns desses meios a nivel
clinico, em contexto real de laboratério. O trabalho apresentado foi desenvolvido ao longo
de 5 meses, no Laboratério de Andlises Clinicas de S.Lazaro em Braga, no ambito do estagio
final para obtengao do grau de Mestre em Andlises Clinicas pela Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra.

Serao abordadas genericamente as valéncias de Imunologia, Bioquimica, Microbiologia

e Hematologia.



Abstract

The complementary methods of diagnosis assume a total relevance in clinical activity,
enabling the diagnosis and the prescription suitable for every situation. Following the scientific
and technological evolution there is, nowadays, a much more diversified and automatized set
of these methods, which leads to a time and resource economy extremely important in
current society.

This report describes, in a short way, the use of some of those methods in a real clinical
laboratory context. The work submitted was developed for 5 months, at Laboratoério de
Anilises Clinicas de S. Lazaro in Braga, within the final stage to obtain the master's degree in
Clinical Analysis by the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra.

Will be generally discussed the fields of Immunology, Biochemistry, Microbiology and

Hematology.



Introducao

O Laboratério de Analises Clinicas de S. Lazaro, dirigido pelo Dr. Duarte Paiva, é,
desde Dezembro de 2001, certificado pela norma portuguesa e europeia NP EN ISO
(International Organization for Standardization) 9001:2000. Como parte integrante de seu
Sistema de Qualidade, o Laboratério além dos seus processos internos de controle de
qualidade, tem os seus desempenhos nas diferentes areas de atuagao monitorizados
permanentemente através da participagdo em programas de controle de qualidade externos
com instituicoes nacionais e estrangeiras, entre as quais o Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge (INSA), a Labquality (Finlandia), NEQAS - National External Quality Assessment
Service, RIQAS - Randox International Quality Assessment Scheme (Reino Unido) e a SEQC -

Sociedad Espafiola De Bioquimica Clinica Y Patologia Molecular (Espanha).

O laboratério encontra-se dividido em 3 setores:

e Setor administrativo: é suportado por um sistema informatico (segilac-Edeia) para
gestao do atendimento aos utentes do laboratério e postos, desde a integracao dos dados
analiticos a emissao dos boletins e faturagao. O laboratério possui um total de 10 recegoes (2
no laboratodrio central e 8 nas unidades de colheita) distribuidas pelo distritos de Braga e Vila
Real. As unidades de colheita encontram-se ligadas informaticamente com o laboratério
central, permitindo o processamento célere dos dados administrativos e técnicos das amostras
provenientes das mesmas.

e Setor de colheitas: existem 2 setores de colheitas no laboratoério central, cada um deles
com varias salas, e nas unidades de Real , Maximinos, Vieira do Minho, Vila Verde, Amares,
Monsul, Pévoa de Lanhoso e Montalegre.

e Setor técnico: com um fluxo médio de 250 utentes por dia e ainda algumas amostras
veterinarias, o Laboratério de Analises Clinicas de S. Lazaro conta com uma equipa
multidisciplinar de Técnicos de Andlises e Técnicos Superiores nas diferentes valéncias, em

constante atualizagiao e formagao e é dotado de equipamentos analiticos de ultima geragao.

Neste relatorio serio aprofundados os processos relativos ao sector técnico, no

ambito das suas valéncias especificas: Microbiologia, Hematologia, Bioquimica e Imunologia.



Fase Pré-Analitica

A realizagao dos exames laboratoriais abrange 3 etapas distintas: a pré-analitica, a
analitica e a pds-analitica, sendo o principal objetivo assegurar uma articulagao e coordenagao
entre as trés, de modo a que a determinagao da concentragao ou atividade do analito no
material biologico reflita a qualidade do desempenho prestado.

Durante esta primeira fase, a atengao para com o utente e o cuidado com os
procedimentos para obtengao do material biolégico sao um modo de garantir a qualidade no

laboratoério.

l. Pedido de exame

O processo para a realizagao dos exames laboratoriais inicia-se com uma requisigao
de exame, elaborada de um modo geral em consulta médica, podendo no entanto o utente,
se assim o desejar, efetuar uma requisicio a titulo préprio. E conveniente que o clinico
descreva corretamente o que solicita. O pedido deve ser o mais informativo possivel,
constituindo um auxilio no momento de realizagao do exame. Dado que a solicitagao pelo
médico tem como objetivo a confirmagao ou rejeigao de um diagnodstico ou obtengao de
parametros para acompanhamento, os resultados corretos sao extremamente importantes

para a decisao adequada com vista a condugao do tratamento.

2. Preparagao do paciente

No momento que antecede a colheita, o paciente recebe todas as informagoes
necessarias para a realizagao do exame pelo laboratério, nomeadamente do periodo de jejum
que devera seguir e outras orientagoes especificas necessarias para o exame a que sera
submetido. Essas orientagoes sao fornecidas por escrito quando o paciente for o responsavel
pela colheita, ou facultadas verbalmente no caso de instrugoes simples. Sao recomendadas
instrugoes escritas para exames como espermograma, provas hormonais funcionais, provas

digestivas funcionais, entre outras.

3. Colheita

No momento da colheita, o técnico de analises deve sempre agir com cuidado e

atengao, seguindo as diretrizes especificas de modo a diminuir os erros que podem
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eventualmente ocorrer. A preparagao e organizagao do material e equipamentos sao de suma
importancia para o trabalho desenvolvido neste momento. As amostras depois de obtidas sao
transportadas e encaminhadas em tempo util, de modo a nao comprometer a sua qualidade e

o resultado final.

4. Transporte

ApOs a colheita, as amostras sao corretamente identificadas e armazenadas até ao seu
processamento analitico. Se necessario o transporte, estas sao acondicionadas em maletas
proprias, refrigeradas e transportadas em veiculos adaptados, sendo a relagio

tempo/temperatura a qual o material é exposto rigorosamente controlada.

5. Preparacao final

Imediatamente antes do processamento analitico, é efetuada novamente a verificagao

da qualidade das amostras, retragao, centrifugacdo e aliquotagem quando necessario e

distribuicao final pelo setor analitico.



Fase Analitica

Microbiologia

O sector de Microbiologia/Bacteriologia é responsavel por todos os processos
analiticos associados ao estudo microbiologico das amostras, sendo estes observagao
microscopica de produtos biologicos como fezes, urina, exudatos vaginais e ureterais,
expetoragao, fluidos nasais, esperma ou aspirados/raspados; exames culturais dos mesmos e
posterior identificacdo e antibiograma. Sao definidas diariamente listas de trabalho pelo
Técnico Superior, em fungao das andlises solicitadas, que sao executadas pelo Técnico de

Analises.

As andlises bacteriologicas mais frequentemente efetuadas sao as uroculturas,
coproculturas, culturas de exsudatos vaginais, uretrais, expetoragao, fluidos nasais ou esperma,
bem como alguns testes rapidos de pesquisa de microrganismos especificos nestes produtos
biolégicos. Podem ainda ser realizadas pesquisas parasitoldgicas microscopicas, a fresco ou
com coloragao. Caso seja confirmada a presenga do microrganismo, segue-se uma

identificacao e teste de suscetibilidade a antibioticos.

Urocultura

As infecoes do trato urindrio sao das mais comuns em humanos, principalmente em
mulheres. O acesso dos microrganismos pode dar-se por via ascendente, hematogénea ou
linfatica, sendo a ascendente a mais frequente. A infecao pode ser sintomatica ou assintomatica
e é demonstrada pela bacteriuria. A presenga de enterobactérias é a causa mais comum, no
entanto podem ainda estar associados fungos como Candida, nomeadamente em pacientes
algaliados ou com outras patologias do trato urinario.

Para o diagnostico laboratorial deste tipo de infegoes € realizada uma sementeira de
urina em meio CLED (cystine lactose eletrolyte deficient), com quantificagao dos microrganismos
presentes na urina (um resultado positivo é dado pelo isolamento de pelo menos 10* UFC -
unidades formadoras de colonias, salvo nimero inferior a valorizar pela clinica), e uma analise
sumaria (Urina Tipo Il) que verifica a presenga ou auséncia de determinados parametros

quimicos e bioquimicos, bem como o estudo do sedimento urinario.



O laboratério define critérios especificos para a colheita e transporte, de modo a evitar
contaminagoes. Em casos particulares podem ser recolhidos sacos coletores de urina,

amostras cateterizadas ou a partir de aspiragao supra-pubica.

Analise sumaria de urina

Inclui o exame fisico, quimico e microscépico da urina, a partir do qual é possivel o
rastreio de bacterilria assintomatica, proteinuria e/ou hematuria e inclui a avaliagao dos
seguintes parametros: densidade, pH, presenca de leucocitos, nitritos, sangue, proteinas,
glucose, acido ascorbico, cetonas, urobilinogénio e bilirrubina. Pode ser realizado por técnica
manual, através de tiras de teste (Comburl0 Test-® Roche) ou pelo analisador automético
CLINITEK Novus (Siemens) (figl-a). Conjuntamente, siao ainda avaliados outros parametros
como a presenca de bactérias, cristais, cilindros, leucécitos, células epiteliais e eritrocitos pelo
UF-1000i (sysmex). (figl-b) Se as amostras revelarem parametros anormais ou discordantes

entre si sao submetidas a uma analise microscopica de sedimento confirmatéria e conclusiva.

-
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Fig. I-a: Analisador automatico CLINITEK Novus (Siemens)

Fig. I-b: UF-1000i (sysmex)

Faz ainda parte dos procedimentos do laboratério a realizagao de testes como o
imunoldgico de gravidez e despiste de drogas de abuso, tanto a partir de |*as amostras como

de urinas de 24 horas, por recurso a kits de ensaio imunocromatografico.

Coprocultura e exame parasitologico de fezes

O diagnéstico das infegoes gastrointestinais pode ser realizado a partir de culturas,

testes rapidos ou exame parasitologio de amostras de fezes.



Para uma coprocultura é utilizada uma amostra de fezes, inoculada em dois meios: SS
(Salmonella Shigella Agar) e Hektoen (meios seletivos e de diferenciacao destinados a pesquisa
de espécies de Shigella e Salmonella) e caldo Selenito F (destinado ao enriquecimento de
Salmonella a partir de fezes. Apos a etapa de enriquecimento, o caldo selenito é repicado
novamente para os meios destinados a detecao das Salmonella).

e Gelose Hektoen: os microrganismos que fermentam um dos 3 agucares contidos no
meio originam colonia amarelas a amarelas salmao, os restantes colonias azuis a azuis
esverdeadas. Os microrganismos que produzem H,S (sulfureto de hidrogénio) originam
coldnias com centro negro. A presenca de coldnias verdes a azuis esverdeadas com ou sem
centro negro (coldnias caracteristicas) é presuntiva de Salmonella ou Shigella. Para confirmagao
segue-se o processo de identificagdo e antibiograma. A inibicao de microrganismos gram
positivo é obtida por uma mistura de sais biliares e corantes.

e Gelose SS: o meio permite evidenciar colonias que fermentam a lactose e reduzem o
tiussulfato. Os microrganismos que fermentam a lactose originam coldnias rosa, os outros
coldnias incolores. Os microrganismos que produzem H,S originam colénias com centro
negro. A presenca de colonias incolores ou fracamente coloridas com ou sem centro negro é
presuntiva de Salmonella ou Shigella. Para confirmagao, segue-se o processo de identificagao e

antibiograma.

O exame parasitoldgico é realizado de forma macroscopica, com observagao direta dos
parasitas ( incluindo larvas e fragmentos) ou microscépica direta, a partir de uma preparagao
a fresco entre lamina e lamela ou apos concentragao. Através de um exame microscopico
direto minucioso € possivel encontrar grande parte dos parasitas intestinais, nomeadamente
quistos de protozoarios ou ovos de helmintas.

A colheita de fezes para exame parasitologico deve ser efetuada para um recipiente
descartavel em 3 dias consecutivos, sem misturar as amostras. E aconselhada a colheita em 3
dias distintos para a pesquisa de parasitas presentes em pequena quantidade ou de eliminagao

intermitente.

Ao longo do tempo que permaneci nesta valéncia, tive ainda a oportunidade de realizar os

seguintes testes rapidos:

|. Pesquisa de Campylobacter spp. - CertTest campylobacter one step card (Certest BioTec)



Imunoensaio cromatografico para a detegao qualitativa de Campylobacter spp. a partir de

amostras de fezes ou de colonias suspeitas em coprocultura.

2. Pesquisa de Helicobacter pylori (Pylory-strip Coris BioConcept)
Imunoensaio cromatografico para a detecao in vitro de Helicobacter pylori em amostras de

fezes.

3. Pesquisa de Helicobacter pylori por teste respiratorio
O HeliProbe ® é um sistema de diagnéstico primario para detegao de Helicobacter pylori.
Helicobacyet pylori é uma bactéria que infeta o estomago e é responsavel pela elevada
percentagem de Ulceras estomacais e duodenais, estando associada a cancro do estomago e
ao linfoma de MALT (mucosa-associated lymphoid tissue). A infecao ocorre geralmente na
infancia e pode persistir por varios anos. A transmissao da-se por contacto direto com a
pessoa infetada.

O sistema HeliProbe ® é constituido por 3 componentes: HeliCap™, BreathCard™ e um
analisador. (fig Il) O paciente ingere uma capsula com ureia marcada com C'*. (HeliCap™). Na
presenca de Helicobacter pylori a ureia é metabolizada a diéxido de carbono e amdnia pela

enzima urease, produzida pela bactéria.

H,N("*CO,)NH,0 + H,0 ---(urease)---» 2NH;+'*CO,

Os isétopos C'* disponiveis na forma de '“CO, sio difundidos no sangue e
transportados para os pulmoes, onde sio exalados durante a expiragao. A detecio deste
isotipos (positividade da amostra) constitui uma evidéncia conclusiva de que o paciente esta
infetado com Helicobacter pylori. Na auséncia de Helicobacter pylori, a ureia administrada é

absorvida pelo trato gastrointestinal e subsequentemente eliminada.



Fig. II: llustragdo do funcionamento do HeliProbe ®. O paciente ingere a capsula HeliCap™. Apds 10 minutos, o paciente respira para o
BreathCard™, que retém a amostra. Este dispositivo é colocado no analisador e a anilise é efetuada. Apos 250s, o resultado do teste esta

disponivel.

4. Pesquisa de sangue oculto (NADAL ®FOB cassete)
Teste rapido de visualizagao imunocromatografica para a detegao qualitativa de hemoglobina
humana em amostras de fezes, com vista a indiciar possiveis disturbios gastrointestinais, cancro

do intestino ou hemorroidas graves.

Culturas de outros produtos

Para além das uroculturas e coproculturas, faz ainda parte dos procedimentos diarios
do laboratorio as culturas de outros produtos biologicos: exsudatos vaginais, uretrais,
expetoragao, fluidos nasais, esperma e aspirados/raspados.

Para estas amostras sao realizados esfregagos com coloragao de Gram e podem ser
inoculados os seguintes meios, cuja selegao vai depender do microrganismo em pesquisa:

e Gelose ChocolatetPoliVitex: indicada para o crescimento das estirpes exigentes
pertencentes aos géneros Neisseria, Haemophilus e Streptococcus (S.pneumoniae). Este

meio é constituido por uma base nutritiva enriquecida com factores X (hemina) e V

(NAD), introduzidos pela hemoglobina e pelo PoliVitex.

e Gelose Columbia + 5% sangue carneiro: meio de isolamento que se destina a facilitar o
crescimento de microrganismos exigentes (como estreptococos e Listeria) O sangue
de carneiro torna-o um meio nutritivo muito rico, adaptado ao crescimento da maioria

das estirpes bacterianas, independentemente do metabolismo destas e permite a
8



expressao de hemolise, o que constitui um critério de base para a orientagao da
identificacao bacteriana. Esta gelose é também adequada para o isolamento de
anaerobios, pelo que é incubada em anaerobiose.

¢ Gelose Chapman: destina-se ao isolamento e diferenciagio de estafilococos. Os
microrganismos fermentam o manitol, originando colénias amarelas por acidificagao do meio.
Esta caracteristica constitui um critério de orientagao presuntiva para a identificagao de
Staphylococcus aureus. O teor elevado em cloreto de sédio do meio limita o desenvolvimento
de outros microrganismos que nao estafilococos.

e Gelose MacConkey: esta gelose com cristal violeta € um meio de isolamento seletivo e
de diferenciacao para pesquisa de enterobactérias. Permite evidenciar a fermentagao da
lactose pela viragem do vermelho neutro. Os microrganismos que fermentam a lactose
originam colonias rosa ou vermelhas, por vezes contornadas por um halo de sais biliares. Os
microrganismos. que nao fermentam a lactose originam colonias incolores ou ligeiramente
bege. A seletividade em relagao as bactérias gram positivas é proporcionada pelos sais biliares
e o cristal violeta.

e Gelose Sabouraud Cloranfenicol: meio seletivo recomendado para o isolamento de
leveduras e de fungos filamentosos. A presenga de peptonas favorece o desenvolvimento das
estirpes fungicas. A seletividade do meio em relagio as bactérias é assegurada pelo
cloranfenicol.

Os raspados de tipo ungueal apenas sao inoculados neste tipo de meio.

Para além destes meios, pode ainda ser inoculado o meio de Lowenstein-Jensen a partir de

expetoragao, urina ou lavados gastricos, apenas para pesquisa de micobactérias.

No ambito destes produtos pude ainda realizar alguns testes rapidos de pesquisa de
microrganismos especificos, tais como:
e Pesquisa de estreptococos B-hemoliticos do grupo A (S. pyogenes), por imunoensaio
em cassete
e Pesquisa de Clamydia por imunocromatografia
e Pesquisa de micoplasmas urogenitais — com a galeria Mycoplasma IST2
e Pesquisa de estreptococos B-hemoliticos do grupo B (S. agalactie) em meio Granada, a

partir do exudato vaginal de gravidas, incubado em anaerobiose.



Identificacio e Antibiograma

A identificagao de microrganismos em culturas positivas pode ser feita a partir de:
e Repicagem de coldnias suspeitas e utilizagao de teste rapidos de identificagao ou provas
de filamentagao para leveduras.
e Repicagem de colonias, com ou sem nova inoculagao em meios diferenciais, seguida de

confirmagao pelo Vitek 2 compact.

O Vitek 2 compact (fig.lll) possui uma unidade de leitura de codigos de barras de cartas de
identificagdo e antibiogramas. O aparelho inclui: uma cdmara de enchimento de cartas por
vacuo, uma zona de selagem das cartas e uma zona de incubagao e leitura automatica das
mesmas (por turbidimetria e colorimetria), acoplado a um software e base de dados que
analisam e interpretam os dados enviados pelo sistema de leitura. Este software cruza a
informagao da identificagao e do antibiograma. Esta informagao permite a avaliagao dos valores
resultados obtidos. A avaliagao final indica se o resultado do antibiograma é consistente com

a bactéria identificada. (1)

Fig. Ill: Vitek 2 compact
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Hematologia

A Hematologia compreende o estudo do sangue e dos tecidos hematopoieticos e
constitui uma das areas mais requisitadas pelos clinicos. A este nivel, o Laboratério de S.
Lazaro executa, por métodos automaticos, os seguintes exames de hematologia de rotina:

e Hemograma

e Velocidade de Sedimentacao

e Estudo da coagulagao

e Doseamento da hemoglobina glicada
e por técnicas manuais:

e Tipagem sanguinea A,Be O

e Tipagem Rh

Os hemogramas (eritograma, leucograma e contagem de plaquetas) sao efetuados a partir
de amostras de sangue colhidas em tubo com K3-EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético)
(fig.IV). Este anticoagulante preserva a morfologia celular ao atuar como quelante pela ligagao

com os ides de Ca**

Fig. IV: tubos de colheita com K3-EDTA

As amostras sao processadas automaticamente pelo Sysmex XT-4000i (fig.V), tendo por
base o principio de contagem celular a partir da tecnologia de citometria de fluxo fluorescente
e foco hidrodinamico, o que oferece a sensibilidade necessaria para contar e diferenciar os
constituintes presentes no sangue total, permitindo classificar de modo consistente
populagoes normais de leucocitos, eritrocitos e plaquetas, diferenciando-as das populagoes

anormais, o que reduz o numero de intervengoes manuais. ()
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Fig. V: Sysmex XT-4000i

A citometria de fluxo fluorescente permite uma contagem diferencial de 6 partes para
WBC (leucocitos: neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eodsindfilos, basofilos e granulocitos
imaturos), reticulocitos, fragdo de reticuldcitos imaturos e PLT-O (contagem otica de
plaquetas). O foco hidrodindmico, corrente direta, permite a contagem de eritrocitos e
plaquetas.

O XT-4000i utiliza ainda o reagente livre de cianeto laurilsulfato de sodio para
determinagao da hemoglobina. O produto final € um composto corado cuja leitura é feita no

espectrofotometro.

Interpretacao de Hemogramas

Eritrograma:

O eritrograma ¢ definido a partir de 3 pontos: o hematocrito, a concentragao de
hemoglobina e a contagem de eritrocitos, aos quais se associam 3 indices: Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina Globular Média (HGM), e Concentragao Média da Hemoglobina
Corpuscular (CMHC). A anemia é uma patologia que pode estar associada a alterages ao
nivel destas especificagoes.

A anemia corresponde a uma redugao do niimero de globulos vermelhos no sangue.
Sendo estes os responsaveis pelo transporte do O, por meio da hemoglobina, numa situagao
anémica existe um menor aporte do mesmo aos tecidos. A anemia pode ser consequéncia de
deficiéncias a nivel da eritropoiese ou destruicao/perda excessiva relativamente a sua
capacidade de reposicao pela medula ossea.

Pode ser classificada com base na concentragao de hemoglobina determinada e na sua

morfologia.
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A mais comum é a anemia causada pela deficiéncia em ferro ou ferropriva, consequente
de perda croénica no adulto, ma-absorgao, ingestao insuficiente ou mesmo por aumento das
necessidades em criangas e gestantes.

Para uma avaliagao mais precisa do estado de anemia podem ainda ser requisitados
outros exames complementares que auxiliem o diagnostico, como o doseamento do ferro
sérico, transferrina, ferritina, acido félico, vitamina Bl2, taxa de saturacao de transferrina e

capacidade total de fixagao do ferro.

Leucograma:

O leucograma diferencial da Sysmex XT-4000-i permite a quantificagao individual das
subpopulagoes leucocitarias: linfocitos, granulocitos (basofilos, eosindfilos, neutréfilos) e
monocitos, e ainda a contagem de granulocitos imaturos, sendo possivel a partir da tecnologia
de fluorescéncia diferenciar as populagées normais e anormais de modo confiavel.

As alteracdes do numero e funcio dos leucécitos podem estar associadas varias
patologias, congénitas ou adquiridas, sendo portanto a historia clinica de extrema importancia
na avaliagao e diagnostico. As mais comuns estiao associadas a infe¢des com alteragao no
numero de neutrofilos, como o caso de infegoes bacterianas, uma vez que estes constituem a
populacao mais abundante. Nas infe¢oes viricas é frequente a linfocitose e nas parasitarias e

reacgoes alérgicas a eosinofilia.

Plaquetas:

As plaquetas tém como principal fungao a hemostase.

Tal como os globulos vermelhos ou leucocitos, a avaliagao plaquetaria é feita a partir
da sua quantificagao, morfologia e funcao. A contagem de plaquetas pode ser conseguida a
partir de dois métodos: o tradicional de impedancia ou a partir de fluorescéncia ética, o que
maximiza o nivel de informagoes obtidas a partir das amostras.

A hemostase é comprometida quando se verificam distlrbios da fun¢iao plaquetaria
como trombocitopenias (diminuicio do numero de plaquetas), faléncias de agregacao

plaquetaria, dos fatores de coagulagao ou trombocitose (aumento do nimero de plaquetas).

Histograma

Os resultados do pedido de hemograma sao apresentados da seguinte forma (fig. VI),
13
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Fig. VI: Exemplo de um resultado de hemograma

sendo dados como POSITIVOS ou NEGATIVOS consoante sejam detetadas ou nao alteragoes
nas populagoes celulares, respetivamente. Estes dados sao revelados de forma quantitativa,
percentual ou sob a forma de histogramas. A alteragoes estao normalmente associados alertas
(flags), dados pelos sistema. No entanto serd sempre importante uma avaliagao do historial
clinico do utente para melhor interpretacao dos resultados. Podera também ser necessario a
realizacao de esfregacos sanguineos nos casos positivos com alteracoes morfoldgicas

significativas ou que apresentem valores muito diferentes dos de referéncia.

Esfregsacos sanguineos

Os esfregacos sanguineos podem ser realizados, nao sé para as situagoes acima
descritas, como também como meio de diagnostico para pesquisa de parasitas presentes no
sangue periférico: Plasmodium, Babesia e Leishmania, ou a pedido especifico do clinico. Sao
corados pela técnica de May-Griinwal-Giemsa. Este método permite a coloragao diferencial dos
varios componentes celulares, com base na sua acidofilia ou basofilia, por recurso a utilizagao
de um corante basico (azul de metileno) e outro acido (eosina). O azul de metileno cora os

nucleos, granulos de granulécitos basofilos e moléculas de RNA (acido ribonucleico) no
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citoplasma dos leucocitos; a eosina as hemacias e os granulos dos granulocitos eosindfilos.
Deste modo, os nucleos dos leucocitos e os granulos dos granulocitos basofilos surgem com
cor azul enquanto que os gldbulos vermelhos e os granulos dos eosindfilos sao corados de
vermelho. Ja os neutrdfilos apresentam um nlcleo azul escuro e citoplasma rosa, com
granulagdes que variam do rosa ao azul claro e os monocitos um nlcleo azul violeta e
citoplasma azul claro. O citoplasma dos leucécitos apresenta uma coloragao azul clara, devido

a baixa concentragao de moléculas de RNA. (fig. VII)

Fig. VII: aspeto de um esfregaco de sangue periférico,

apos coloragdo com May-Griinwal-Giemsa.

Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao ¢é a determinagao dada ao teste que, a partir de sangue
com anticoagulante em coluna vertical, mede a distancia do hematocrito ao plasma por hora

por recurso a um sensor otico. Esta analise é efetuada a partir de sangue colhido em tubos

com K3-EDTA no VES- MATIC Clube 200 (Diesse). (fig. VIII)

Fig. VIII: VES-MATIC Clube 200 (Diesse)

Neste aparelho os tubos inseridos sao primeiramente agitados, permanecendo depois
em posicao vertical, permitindo a sedimentagio. A analise pode ser conseguida em
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aproximadamente 30 minutos, por recurso apenas a leitura por sensor otico da altura da
coluna de eritrocitos que sedimentam, evitando a utilizagdo de outros consumiveis e
reagentes. O resultado sera extrapolado para um periodo de uma hora de sedimentagao,
sendo esse valor calculado automaticamente. No entanto em casos que assim o exijam, como
volumes pequenos de amostra, a andlise pode ser efetuada manualmente com uma pipeta
graduada.

A velocidade de sedimentagao é um parametro analitico usado como medida nao
especifica da inflamagao. Embora nao sendo especifico, € um teste muito sensivel e o primeiro
indicador de doenga quando outros parametros quimicos e fisicos permanecem normais.
Existem varios fatores que o podem influenciar, no sentido do seu aumento, como existéncia
de inflamagao aguda ou cronica, artrite reumatoide, idade avangada, gravidez, anemia,

paraproteinémia, infecao ou malignidade. (llI)

Estudo da coagulacio

Todos os ensaios de hemostasia sao realizados na Sysmex CA-500. (fig. IX). Este
equipamento determina varios parametros relacionados com a fungao de coagulagao a partir
do plasma, tais como o APTT (tempo de tromboplastina parcialmente ativado), TP (tempo de
protrombina), TT (tempo de trombina) e a concentragao de fibrinogénio e antitrombina Ill, a
partir da detegao otica do coagulo formado. Para tal sao utilizadas amostras colhidas em tubos
com o anti-coagulante citrato de sodio (fig. X), seguidas de centrifugacao.

O APTT (tempo de tromboplastina parcial ativada) avalia a via intrinseca da cascata de
coagulagao e pode estar prolongado em situagao de deficiéncia dos fatores de coagulagao |, I,
V, VI, IX, X, Xl, e Xll, uso de heparina, coagulagao intravascular disseminada ou doenga
hepatica. Pode estar diminuido em qualquer situagao de hipercoagulabilidade.

O PT (tempo de protrombina) avalia a via extrinseca a partir dos fatores dependentes
da vit.K (Il, VII, X), fibrinogénio e fator V. Um aumento do TP pode ser resultado de uma
deficiéncia destes fatores ou da propria vit.K ou de terapéuticas com varfarina. Atualmente
este resultados sao expressos através de um padraio mundial, o INR (razio normalizada
internacional). Este indice internacional normalizado é muito utilizado na monitorizagao da
terapéutica com anticoagulantes, sendo o valor de 0,8-1,2 o considerado normal para um

individuo nao medicado, podendo atingir os 3 para um paciente em terapia.
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Fig. IX: Sysmex CA-500 Fig. X: tubos de colheita com citrato de sédio

Doseamento da Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada resulta de uma reagao nao enzimatica, lenta e irreversivel
(glicagao), entre a glicose que circula no sangue e os grupos amina livres existentes na
hemoglobina dos eritrocitos.

Segundo a DGS (Diregao Geral de Salde), a hemoglobina glicada Alc (HbAlc) é
determinada, por rotina, em todas as pessoas diagnosticadas com diabetes mellitus, de modo
a avaliar o grau de controlo glicémico, uma vez que a glicagao da hemoglobina varia em fungao
da concentragao da glicose a que os eritrocitos sao expostos, integrada ao longo do tempo
de vida destas células. A hemoglobina glicada é assim um indicador de grande utilidade clinica,
refletindo a glicémia média nas ultimas 8 a 12 semanas, atendendo a que o tempo médio de
vida dos eritrécitos € de 120 dias. Este parametro é determinado a partir de sangue total,
podendo o proprio ser usado como método de diagnostico da doenga quando a HbA | ¢ >6,5%.
No entanto devera privilegiar-se, para o diagnostico da diabetes, o valor da glicose obtida no
plasma venoso em jejum ou os valores da prova de tolerancia a glicose oral. (V)

A determinaciao da HbAIc deve ser realizada, pelo menos, semestralmente em todas
as pessoas com diabetes.

O doseamento da HbA c é efetuado na ADAMS Alc HA-8160 (fig. Xl), pelo método de
HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). Os resultados siao apresentados na forma
percentual e de cromatograma, no qual figuram, para além da Alc, as fragoes HbAI, HbF e

hemoglobinas variantes.
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Fig. XI: ADAMS Alc HA-8160

Técnicas manuais em Hematologia

Tipagem de grupos sanguineos: A, B, 0 e fator Rh

Os tipos sanguineos sao determinados pela presenga de diferentes antigénios na
superficie das hemacias, de natureza bioquimica distinta. Cada individuo possui um conjunto
diferente de antigénios eritrocitarios, em cujo soro estio ausentes as respetivas aglutininas. A
determinagao dos tipos sanguineos é de extrema importancia para garantir o sucesso das
transfusdes sanguineas. Os reagentes utilizados na grupagem sanguinea sao anticorpos
(aglutininas) monoclonais do tipo IgM: anti-A, anti-B e anti-AB, cuja aglutinagao direta em
sangue total é indicativa da presenga do antigénio correspondente.

O fator Rh é outro tipo de antigénio eritocitario de grande importancia clinica, estando
envolvido nas reacdes transfusionais hemoliticas e na doenca hemolitica do recém-nascido. E
obrigatoria a sua determinagdo, juntamente com os antigénios do grupo ABO, no
procedimento de tipagem sanguinea que antecede qualquer transfusao. Os individuos sao
classificados como Rh* ou ~ consoante a presenca ou auséncia do antigénio D respetivamente.
Quando o individuo nao possui este antigénio, € facilmente sensibilizado na presenga do
mesmo, o que estimula a produgao dos anti-corpos correspondentes. Esta situagao pode
ocorrer numa gravidez de mulher Rh com feto Rh* ou transfusdo incompativel, o que pode
resultar em doenga hemolitica do recém-nascido ou noutras reacgoes hemoliticas graves.

O procedimento de determinagao do fator Rh é semelhante ao do sistema ABO, com base no

principio da aglutinagao.
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Teste de Coombs

O teste de Coombs ou da antiglobulina humana baseia-se no principio de pesquisa e
identificagdo de anticorpos que provocam aglutinagao das hemacias. Existem dois tipos de
teste:

e Coombs directo, que permite a detegao de anticorpos ligados a superficie das hemacias,
por reagao com as respetivas antiglobulinas. A positividade da reagao (ocorréncia de
aglutinagao) confirma a presenca dos anticorpos. Este teste é efetuado a partir de sangue total
e constitui o método de diagndstico de doenga auto-imune ou doenga hemolitica do recém
nascido.

e Coombs indirecto, que deteta anti-corpos contra as hemacias que se encontram livres
no plasma sanguineo. Este teste, realizado a partir do soro, é utilizado como exame pré-natal

de gravidass Rh™ e em fases pré-transfusionais.

Outras técnicas executadas no setor de Hematologia:

e Pesquisa de eosindfilos em secregao nasal para diagnodstico de rinite alérgica.

e Teste de avaliagao da fragilidade osmotica eritocitaria para diagnostico de esferocitose

hereditaria ou talassemia.
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Bioquimica

E na secgao de Bioquimica Clinica que sao realizados os testes automatizados de

quimica clinica, a maior parte a partir de soro sanguineo (fig. XIl) mas também de plasma e

urina, com recurso ao ADVIA® [800 (Siemens) (fig. XIII).

Fig. XII: tubo de colheita para obtengao

de soro, contendo gel separador

Fig. XIIl: ADVIA® 1800 (Siemens)

O ADVIA ® 1800 é o analisador automatizado de quimica clinica utilizado para
processar testes no soro humano, plasma ou urina, tanto por fotometria como pelo método
ISE (elétrodo seletivo de ides) indireto, para doseamentos de sodio, potassio e cloro.

Os ISE, ou elétrodos seletivo de ides, sao elétrodos de membrana que respondem
seletivamente a alguns ides em presenca de outros, medindo o potencial de um iao especifico
em solugao. Sao utilizados 2 tipos de elétrodos, um enquanto analisador da amostra ( um para
cada iao a determinar) e outro de referéncia. Uma vez que os potenciais de membrana dos
elétrodos de referéncia sao constantes, qualquer variagao na voltagem ¢ devida a atividade do
iao especifico na amostra (a diferenca de potencial entre os dois elétrodos depende da
concentragao do iao).

Na fotometria é medida a luz refletida dispersa. A luz refletida vem da iluminagao, com
luz dispersa, de uma mistura de reagao num suporte. A intensidade de luz refletida do suporte
de reagente é comparada aquela refletida por uma superficie de referéncia. Como a
intensidade de luz refletida nao é linear a concentragao do analito, sio normalmente utilizados

algoritmos matematicos para linearizar a relagao de refletancia para a concentragao. (V)

Na tabela I, encontram-se as principais andlises efetuadas no ADVIA® 1800 (Siemens).
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Tabela | - principais analises efetuadas no ADVIA® 1800 (Siemens)

CRP Amilase Cailcio Colestrol HDL LDH
Gama-GT Creatinina Bilirrubinas | Fosforo

CK Capacidade de fixagao do ferro | Magnésio Microalbuminuria

Ferro Ureia Acido Urico | Transferrina
Triglicerideos | lonograma TGO TGP

RF Fosfatase alcalina Colestrol Glucose

Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas € uma técnica de rotina utilizada nos laboratorios de
andlises clinicas para a deteg¢ao de anomalias no tipo e quantidade de proteinas presentes no
soro e outros fluidos.

Para o efeito é utilizado o Sebia Capillarys, cujo sistema se baseia no principio da
eletroforese capilar em solugao livre. As diferentes moléculas carregadas eletricamente sao
separadas com base na sua mobilidade a um pH especifico. Este instrumento possui varios
capilares dispostos paralelamente, o que permite multiplas analises em simultaneo.

Cada amostra é diluida com um tampao de dilui¢ao e os capilares sao preenchidos com
o tampao de separacao. As amostras sao injetadas por aspiragao na extremidade do anodo do
capilar. Uma separagao de alta voltagem é entao efetuada. A detegao direta e quantificagao
das diferentes fracoes de proteinas é realizada a um comprimento de onda especifico na
extremidade do catodo do capilar.

Neste equipamento podem ser utilizadas amostras de soro ou urina, sendo as proteinas
do soro separadas em seis fragoes principais: albumina, alfa-1, alfa2, beta-1, beta-2 e gama (fig.
XI1V) e as da urina em cinco: albumina, alfa-1, alfa2, beta e gama.

A eletroforese de soro e urina constitui uma andlise essencial para a detegao e
quantificagao de componentes monoclonais para o diagndstico e monitorizagao de pacientes
com gamopatias monoclonais (Mieloma Multiplo, MGUS — gamopatia monoclonal de

significado indeterminado, doenga de Waldenstrom, entre outras)
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Fig. XIV: Exemplo de perfil eletroforético de proteinas do soro. Da esquerda para a direira estio
representadas, respetivamente, as fragdes de albumina, a-1, a-Il, B-1, B-Il e gama, verificando-se um aumento

da banda das gamoglobulinas.

Gasometria

A gasometria arterial é o exame que avalia a performance pulmonar, indicando o status
acido-base do sangue arterial do paciente. A partir da amostra colhida da artéria radial, sao
fornecidos os valores de pH , pCO,, pO,, por recurso a elétrodos especificos, e eletrodlitos:
K™ Na’, Ca*"e CI" Outros pardmetros sio determinados de forma indireta por célculo, como
a saturagao da hemoglobina em O, e CO, HCO; e hiato anidnico.

O exame de gasometria é pedido como auxiliar ao diagnostico e monitorizagao de
doengas pulmonares, metabdlicas ou renais que possam causar desequilibrio acido-base ou
dificuldades respiratorias. A gasometria arterial por si sé nao fornece informagao suficiente
para diagnosticar uma doenga, mas ajuda a determinar se um paciente tem ou nao necessidade
adicional de oxigénio. Ao mesmo tempo, outros exames podem ser pedidos visando objetivos
correlacionados, como a dosagem da glicose, ureia e creatinina. Adicionalmente ajuda a avaliar
a fungao renal, o que constitui um fator essencial no equilibrio acido-base.

Neste laboratoério é utilizado o RAPIDLab 348 EX (Siemens) para este tipo de analise
(fig XV).

Fig. XV: RAPIDLab 348 EX (Siemens)
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Imunologia e Endocrinologia

Na seccao de Imunologia/Endocrinologia, o Laboratério de Andlises Clinicas de
S.Lazaro é dotado de trés equipamentos principais : Advia Centaur XP Immunoassay System
(Siemens), mini-ViIDAS® (Biomérieux) e ImmunoCAP 250 (Phadia).

O Advia Centaur XP Immunoassay System utiliza a tecnologia de quimioluminescéncia
direta para o imunoensaio, recorrendo a moléculas de conjugado geradoras de
quimioluminescencia, como os esteres acrinidium. Nesta reagado o substrato
quimoluminescente é hidrolisado, dando origem a um produto instavel, o qual apos
estabilizagao gera fotoes de luz amplificados que sao medidos através de um fotomultiplicador
cuja fungao é transformar a luz emitida pelos fotoes em impulsos elétricos. Estes impulsos sao
lidos em cps (contagens de luz por segundo). (VI)

Na tabela Il estao referenciadas as principais analises efetuadas no Advia Centaur XP

Immunoassay System:

Tabela Il: principais analises efetuadas no Advia Centaur XP Immunoassay System:

TSH Tse Ty livre Estradiol Rubéola IgG e IgM CEA

LH Prolactina CA 199 PSA e PSA livre Hbc total
Vit. By, Ferritina HCV HBsAg

Tse Tslivre B-HCG HBeAg Toxoplasma IgG e IgM
Progesterona Testosterona CA 125 Alfa-fetoproteina

Cortisol FSH HAV total Anti- Hbs

O mini-VIDAS® é um sistema automatizado de imunoensaios baseado nos principios
ELFA. (fig. XVI)

O ELFA ou Enzyme Linked Fluorescent Assay € um ensaio imunoenzimatico fluorescente
que incorpora o método sanduiche em duas etapas, com uma detegao final por fluorescéncia.
A reagao antigénio-anticorpo é dada a partir de um anticorpo associado com uma enzima
fosfatase alcalina, que ao reagir com um substrato ira produzira um composto fluorescente. A
emissao de fluorescéncia é proporcional a quantidade de antigénio (ou anticorpo) presente na

amostra.
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Fig: XVI: mini-VIDAS®

No mini-VIDAS® sio realizados os doseamentos de IgG e IgM de CMV
(citomagalovirus), HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (p24) e da 25-hidroxivitamina D

total.

ImmunoCap 250

O ImmunoCap 250 é concebido para a realizagao de testes de alergia, cujos ensaios
abrangem varias categorias (polen de gramineas, ervas e arvores; microrganismos; acaros;
gatos, caes e outros animais com pélo; insetos; venenos de animais; alergénios alimentares;
ECP- marcador celular de asma e inflamagao e tripticase- marcador de mastocitos) e testes
de auto-imunidade, cobrindo os marcadores clinicamente relevantes para a avaliagao das
doencas auto-imunes mais comuns, como a artrite reumatoide, doenca celiaca e doencas do
tecido conjuntivo. A tecnologia utilizada é de imunoensaio em sanduiche fluoroenzimatico
(EliA), (fig. XVIl) em que o poco é revestido com um antigénio que é reconhecido pelos
anticorpos alvo, representando os marcadores para determinada doencga auto-imune. Se estes
anticorpos especificos estiverem presentes na amostra de sangue do doente, ligar-se-ao ao
antigénio. No passo seguinte da reagao, um anticorpo secundario conjugado com enzima liga-
se ao anticorpo alvo, ligado ao antigénio. A enzima transforma um substrato adicionado num
produto fluorescente. A comparaciao do sinal de fluorescéncia com o de calibradores de
concentragoes conhecidas permite determinar a concentragao de anticorpos na amostra do
ensaio. (VII)

Nestes ensaios podem ser utilizadas amostras de soro ou plasma.
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O antigénio de interesse, revestido na fase solida, liga-se aos anticorpos (por ex. da classe

1gG) especificos na amostra do doente.
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Fig. XVII: Tecnologia EliA

Técnicas manuais em Serologia

VDRL e TPHA

A sifilis € uma doenga cronica, exclusiva do ser humano, infectocontagiosa, transmitida
predominantemente por via sexual, mas que também pode ser transmitida verticalmente
durante a gestagao. Causada pelo Treponema pallidum, subespécie pallidum, a sifilis caracteriza-
se como doencga sistémica, pois o patogeno atinge a corrente sanguinea apos infetar o
organismo. Durante a evolugao natural da doenga, ocorrem periodos de atividade, com
caracteristicas clinicas, imunoldgicas e histopatologicas distintas e também periodos de laténcia

nos quais nao se observa a presenca dos sinais ou sintomas.
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Existem 2 tipos de testes imunologicos para detegao de sifilis, os treponémicos e os
nao-treponémicos. Os nao-treponémicos, como o VDRL (Venereal Disease Research
Laboratory), detetam anticorpos anti-cardiolipina que nao sao especificos para os antigénios do
T.pallidum. Este teste baseia-se numa suspensao antigénica constituida por uma solucao
alcodlica que contém cardiolipina, colesterol e lecitina purificada e utiliza soro como amostra.
Os componentes da suspensao antigénica (colesterol, lecitina e cardiolipina) ligam-se ao acaso
resultando na formacgao de estruturas denominadas micelas. Os anticorpos nao treponémicos,
quando presentes nas amostras, ligam-se as cardiolipinas das micelas. Consequentemente, a
ligagcao de anticorpos com varias micelas resulta numa floculagao. Os flocos ou grumos podem
ser pequenos ou grandes e sao visualizados a olho nu ou com o auxilio de um microscopio.
Nestes testes sao detetados anticorpos IgM e IgG contra o material lipidico libertado pelas
células danificadas em decorréncia da sifilis e possivelmente contra a cardiolipina libertada
pelos treponemas. No entanto, esses anticorpos nao sao produzidos exclusivamente como
consequéncia da sifilis e de outras doengas treponémicas. Eles podem surgir noutras doengas
que também levam a destruicao celular, resultando em falsos-positivos. Desta forma, o teste
nao-treponémico por si s6 nao confirma a infecao pelo T.pallidum e, portanto, nao define o
diagnostico de sffilis.

Por outro lado, os testes treponémicos, como o TPHA (hemoaglutinacio de
Treponema pallidum), detetam anticorpos especificos para os antigénios de T.pallidum e sao
mais especificos e sensiveis que o VDRL. A sua janela imunolégica é mais curta, podendo
apresentar um resultado positivo poucos dias apos o aparecimento da doenga. O TPHA
também apresenta menor taxa de falsos positivos que o exame VDRL. No teste TPHA, um
resultado normal aponta para uma leitura negativa no que respeita a presenga de anticorpos,
o que significa que nao ha infegao e nao existiu contacto anterior com a doenga. Um resultado
positivo significa que o individuo contraiu a infegao. Este resultado mantém-se sempre positivo
mesmo que exista diagnostico anterior de sifilis e que a doenga tenha sido tratada com
sucesso. Por esta razao, o TPHA nao pode ser utilizado para monitorizar a eficacia dos

tratamentos da doenca.

Reacao de Widal

A reacao de Widal é um teste serologico presuntivo que permite detetar a infegao por
bactérias do género Salmonella. O principio do teste baseia-se na aglutinagao de anticorpos

numa amostra de soro, apds adigao de uma pequena quantidade dos antigénios O-somatico e
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H- flagelar. (fig. XVIIl) No caso de infecao a aglutinagao ocorre na presenga de um ou ambos
os antigénios, consoante se trate de uma infecido por Salmonella typhi ou paratyphi,

respetivamente.

Fig. XVIII: Exemplo de um resultado de uma reagao de Widal

Para a reacao de Widal, o sangue deve ser colhido 7 a 14 dias apés o inicio da infecao.
Na primeira semana, em geral, é evidenciada a presenga de reagdes positivas com antigénio
“O” (com titulos iguais ou superiores a 1/80), confirmando a presenga de infegao ativa. As
reagcoes com o antigénio “H” aparecem mais tardiamente, com titulos superiores ao antigénio
“O”. Para a pesquisa de Salmonella paratyphi, titulos maiores que |1/80 sao sugestivos da doenca.

E importante realizar a avaliagao através de outros métodos: hemocultura ou coprocultura.

Reacao de Weil-Felix

A reagao de Weil-Felix é um teste de aglutinagao para o diagndstico de rickettsioses.
As rickettsioses sao causadas por bactérias gram negativo intracelulares obrigatérias da familia
Rickettsiaceae e que sao transmitidas por carrapatos, acaros ou piolhos. Nas doengas causadas

por rickettsiacaes estao incluidos o tifo epidémico, o tifo endémico e as febres exantematicas.

Reagcao de Waaler-Rose

O teste Wadaler-Rose é um teste rapido de aglutinagao (hemaglutinagao indireta) para a
determinagao qualitativa, em placa, do Fator Reumatdide, com recurso a hemacias de carneiro,
revestidas por imunoglobulina de coelho.

O termo fator reumatdide (FR) engloba um grupo de auto-anticorpos das classes IgG,
IgM e IgA que tém em comum a capacidade de reagir com diferentes epitopos da porgao Fc
da molécula da imunoglobulina G humana. Apesar da pequena evolugao no conhecimento dos
mecanismos de ligacao do FR (fator reumatoide) aos auto-antigénios e do seu envolvimento
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no processo patologico tipico da artrite reumatoide, o FR IgM pode servir como marcador
precoce na AR, apoiando-se em dados que demonstram que o risco de desenvolvimento de
AR (artrite reumatoide) aumenta de forma proporcional ao aumento da concentragao de FR
em individuos normais.

O FR esta presente em cerca de 50-90% dos casos de AR classicos, alguns meses apos
o inicio da doenga, e, dessa percentagem, 17% em média apresentam-se negativos nas fases
mais precoces da doenga. Durante a fase ativa, sao encontradas concentragoes mais elevadas,
que comeg¢am a decair a medida que o paciente evolui para a remissao clinica, mantendo-se
positivas em niveis baixos e estaveis e tornando a elevar-se nos periodos de reativagao da
doenca.

O FR estd aumentado também em 75 a 95% dos quadros de sindrome de Sjogren, em
50 a 60% dos pacientes com doenga mista do tecido conjuntivo (DMTC), em |5 a 35% dos
casos de lUupus eritematoso sistémico, em 20 a 30% dos casos de esclerodermia, em outros
casos de colagenoses e em outras patologias, como nefropatia e crioglobulinémia.
Sabe-se hoje que o FR nao é produzido apenas sob condigoes patologicas, e uma pequena
percentagem da populagao normal, especialmente os idosos, pode apresentar positividade

para FR. (VIII)

Reacao de Paul Bunnel

A reagao de Paul Bunnel destina-se ao diagnostico de mononucleose infeciosa. A
mononucleose infeciosa € uma doenga causada pelo virus de Epstein-Barr (EBV) e apresenta
maior incidéncia em criangas, adolescentes e adultos jovens, sendo caracterizada pelos sinais
clinicos de febre, adenomegalia e acompanhada por linfocitose com alto grau de atipia
linfocitaria. No decurso da infe¢ao sao produzidos anticorpos heterofilos, capazes de aglutinar
hemacias de carneiro e cavalo, caracteristica esta que permite o diagnostico da doenga a partir
deste teste, dado que a reagao pesquisa a presenca desses anticorpos. Sao considerados

sugestivos de mononucleose titulos superiores a 1/56.

Reagao de Wrigth

A reacao de Wrigth é a prova serologica que permite o diagnéstico presuntivo de
brucelose, também pela titulagio de anticorpos especificos no soro, medindo a sua fragao

aglutinante e na auséncia de confirmagao bacteriologica.
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A brucelose, também conhecida como febre ondulante, febre mediterranica, febre de
Malta ou doencga de Bang é causada por uma bactéria intracelular facultativa do género Brucella,
transmitida ao Homem pelo gado caprino, ovino, bovino e suino.

E uma zoonose com distribuicio universal e virias vias de transmissido: contacto
(maioria dos casos de doenca profissional), inalagao e ingestao de produtos lacteos nao
pasteurizados, nomeadamente leite e queijo fresco. Reconhecem-se 6 espécies diferentes: B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis e B. neotomae, sendo as quatro primeiras
responsaveis pela maioria dos casos de doenga humana. As primeiras manifestagoes clinicas
surgem em média 2 a 8 semanas apos a inoculagao podendo contudo ser mais tardias, com
um intervalo de varios meses.

A sintomatologia € regra geral inespecifica, pelo que uma histéria detalhada, incluindo
local de residéncia, viagens, exposi¢do a animais e habitos alimentares é extremamente
importante.

Febre, com ou sem arrepios, cefaleias, sudorese, anorexia, fadiga e perda de peso sao

os sinais e sintomas mais referidos. Nas criangas, a sintomatologia &, regra geral menos grave,

sendo classicamente descrita a triade: febre, artralgia/artrite e hepatosplenomegalia. (1X)
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Fase pos-analitica

Controlo de qualidade

Sistema de gestao de qualidade da empresa

A Associacao Portuguesa para a Qualidade define qualidade como “a totalidade das
caracteristicas de um produto ou servico que determinam a sua aptidao para satisfazer uma
dada necessidade”. Segundo a proépria definigao da ISO, o Sistema de Qualidade é “uma
estrutura organizativa que define responsabilidades, procedimentos, atividades, capacidades e
recursos, que garante que os processos, produtos e servicos respondem aos requisitos da
Qualidade estabelecidos”. Ou por outras palavras, € o conjunto de compromissos,
metodologias e regras que, aplicados a organizagao e funcionamento da empresa, lhe garante
a conformidade com os requisitos da Norma selecionada.

O Sistema de Gestao da Qualidade do Laboratorio S.Lazaro caracteriza-se por:

e Descrever os processos operativos em procedimentos hormalizados, na otica dos seus
executores;

e Clarificar a relagao interna Fornecedor/Cliente;

e Responsabilizar as atividades componentes do processo operativo;

e lIdentificar e regulamentar os Documentos Controlados, os Registos de Qualidade e
os objetivos da qualidade dos diferentes processos;

e Ser acessivel a qualquer colaborador, tanto para consulta, como para iniciativas de

melhoramento e agoes de corregao e prevengao.

Componentes do sistema de qualidade:
e Politica da Qualidade
e Manual da Qualidade
e Objetivos da Qualidade
e Procedimentos Gerais
e Procedimentos Especificos
e Matrizes
e Registos de Qualidade
e Procedimentos Diarios

e Procedimentos de controlo internos
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e Procedimentos de Manutengao
e Manuais Internos
e Instrucoes de Trabalho

e Manuais de Equipamentos

Procedimentos de controlo internos

Controlo de qualidade interno (CQI)

E um conjunto de procedimentos postos em pratica no laboratério com vista a permitir
um controlo da qualidade dos resultados das analises a medida que as mesmas sao executadas.
Baseia-se na analise diaria de uma amostra controlo, cujos valores analiticos sao conhecidos,
permitindo avaliar a precisao dos ensaios, garantir a reprodutibilidade dos resultados e
verificar a calibragao dos sistemas analiticos.

Através do controlo de qualidade interno pode-se avaliar o funcionamento efetivo e
eficiente dos procedimentos laboratoriais fornecendo resultados validos, que possam

contribuir de forma eficaz no estabelecimento do diagndstico pelo clinico. (X)

Em linhas gerais e de forma a uniformizar o controlo de qualidade interno no
laboratodrio, existem 2 procedimentos validos para cada processo:
I. Utilizagao de controlos a dois niveis diferentes (normal e patoldgico) no inicio de cada
procedimento analitico.
2. Repeticao de amostras de utentes no mesmo dia selecionadas de forma aleatéria e

executadas em diferentes fases do dia de trabalho.

Avaliacao externa da qualidade (AEQ)

Trata-se de uma avaliagao interlaboratorial, por meio de testes de proficiéncia em que
o resultado de cada parametro realizado no laboratério participante é comparado com a
média de consenso, obtida a partir dos laboratorios participantes que utilizam a mesma
metodologia, = para  verificar  regularmente = a  exatiddo  dos  resultados.
Os participantes, por sua vez, recebem relatorios de desempenho individuais e globais em que

podem avaliar a sua propria pratica. (X)
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O Laboratério de Analises Clinicas de S. Lazaro garante a qualidade dos seus resultados
através de programas de controlo da qualidade interno (CQI) e da participagao em programas
de Avaliacao Externa da Qualidade.

O Laboratério de Andlise Clinicas de S. Lazaro participa nos seguintes programas de
AEQ:

e [NSA (Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge)

e RIQAS (Randox International Quality Assessement Schemes)

e Labquadlity

o UKNEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Service)
e SEQC (Sociedad Espariola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular)
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Conclusao

A realizacdo deste estagio permitiu a consolidagio dos conhecimentos tedricos
adquiridos a nivel curricular no mestrado em Analises Clinicas com a pratica desenvolvida a
nivel laboratorial, o que me permitiu adquirir competéncias especificas para execugao de
fungoes enquanto Técnica Superior de Saude e profissional apta para planear, otimizar e
executar procedimentos de analises clinicas com recurso aos métodos analiticos mais
adequados, respeitando as normas de seguranga e os procedimentos definidos no ambito da
acreditacao e certificagao e promovendo a melhoria continua do controlo de qualidade
analitica do laboratorio.

Enquanto primeiro contacto com o mundo do trabalho revelou-se uma uma
experiéncia extremamente enriquecedora e gratificante e nao poderia estar mais satisfeita com

esta opgao.

33



VL.

VII.

VIII.

Bibliografia

L'ETOILE, Marcy - bioMérieux SA. VITEK® 2 Compact Operation Summary.
France: bioMérieux SA, 2005 [Acedido a Junho 2016]. Disponivel na Internet :

www.biomerieux.pt.

Haematology Analyzer. Japan: Sysmex Corporation, 2016 [Acedido a Julho 2016].

Disponivel na Internet: www.sysmex.com.

MALCOLM L. BRIGDEN, MD., B.C. - Clinical Utility of the Erythrocyte
Sedimentation Rate. In: Am Fam Physician. Kelowna, British Columbia, Canada:

Cancer Agency, 1999. 60(5):1443-1450

PORTUGAL. Direcao-Geral da Saude — Norma 033/2011: Prescricio e

Determinacao da Hemoglobina Glicada Alc. Lisboa, 2012.

BOYD J.C, HAWKER C. D., Automatition in the clinical laboratory. In: Burtis
CA, Ashwood ER, Bruns DE, eds. Tietz textbook of clinical chemistry and molecular
diagnosis, 4th ed. Philadelphia: Sauders, 2006: 265-97.

KRICKA, LJ., PHIL D. — Principios das Técnicas Imunoquimicas. In: Burtis CA ,
Ashwood Er, Bruns, DE. Tietz Fundamentos de Quimica Clinica. Brasil: Elsevier, 2008.

ISBN: 978-85-352-2845-8. p 171-172.

U.S.A. Thermo Fisher Scientific Inc - Principio do teste EliA. Waltham, 2016

Factor Reumatoéide. Portugal: Laboratério Pioledo, 2016 [Acedido em Agosto

2016]. Disponivel na Internet: www.laboratoriopioledo.pt

34



Wright. Portugal: Instituto Camoes, 2006 [Acedido em Agosto 2016]. Disponivel na

Internet www.instituto-camdes.pt

Garantia da Qualidade. Portugal: Laboratorio Vale do Sousa, 2016 [Acedido em

Agosto 2016]. Disponivel na Internet: www.labvalesousa.pt

35



