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RESUMO

As andlises clinicas sao ferramentas essenciais que auxiliam o clinico no diagndstico,
prognostico e na tomada de decisoes terapéuticas adequadas. E importante que a ligagao
entre os dados clinicos e os dados laboratoriais sejam utilizados de forma adequada e

rentabilizando a maximo os recursos disponiveis.

O objetivo do estagio no Laboratério Sao José foi colocar em pratica os conhecimentos
adquiridos durante o Mestrado nas varias componentes tedricas e adquirir uma visao
diferente da realidade que existe fora dos servigcos hospitalares de Patologia Clinica, que foi

sempre a realidade com a qual tive contacto desde o inicio da minha atividade profissional.

Culmino com a apresentacao deste relatorio de estagio que visa explicar toda a atividade

laboratorial desenvolvida durante o periodo de estagio.

As quatro grandes valéncias das analises clinicas sao: Hematologia, Bioquimica, Microbiologia
e Imunologia. Algumas destas valéncias ja fazem parte do meu dia-a-dia na minha atividade
profissional, as outras apenas tive contato durante o meu percurso académico, nao tendo
nunca trabalhado diretamente nessas areas. Durante o estagio foi-me possivel contatar com
todas estas valéncias. No Laboratério Sao José a polivaléncia é fundamental e toda a equipa

executa as analises das varias valéncias.

Sendo as areas de Microbiologia e Hematologia as valéncias com as quais menos contacto
tenho tido ao longo do meu percurso profissional, optei por me debrucar essencialmente
nelas neste relatorio, pelo interesse que me despertam, pela sua abrangéncia, assim como,

pela importancia que estas representam ao nivel clinico.

Fago uma breve referéncia as outras valéncias, assim como, refiro a importancia da execugao

de controlos de qualidade, que garantam resultados fiaveis e precisos.






ABSTRACT

The clinical analysis are essential tools to support the doctors in providing a diagnosis, a
prognosis and in the decision taken process for therapeutic decisions. It is of upmost
importance the connection between the clinical data from the patience and the laboratorial

data. These will enable a correct and effective usage of the available clinical resources.

The main objective of the present fellowship in the Sao José Laboratory was focused in
putting into practice the acquired knowledge during the master’s, including all the theoretical
components, to acquire a different view of the reality outside the class room. The fellowship
in this lab allow also to understand the reality of laboratories outside of the large main

hospital pathology labs.

This report is the final activity that resumes the overall laboratorial activity performed during

the fellowship.

The major groups related with the clinical analysis are: Haematology, Biochemistry,
Microbiology and Immunology. Due to my professional activity (inside a main hospital
pathology lab), some of the groups are part of the day by day work, the remaining I've only
had interactions with during the previous academic degree. During the current fellowship
was possible to explore the four groups, with emphasis on Microbiology and Haematology.
These are the groups that are not part of my day to day work. In the Sao José laboratory,

the team is multidisciplinary, being responsible for the clinical analysis in all the groups.

Being the areas of Microbiology and Haematology the ones that | had less contact during my
professional experience, the option was to detail more on these and less on the others
(Biochemistry and Immunology). This choice was also based in the interest and fascination
that these two areas present to me. And, of course, due to the clinical importance that these

two areas represent at the clinical landscape.

This report presents the four main groups, with special focus on the Microbiology and
Haematology groups with detailed explanations of techniques and results. The report also
mentions the quality control necessary to achieve the excellence required in this type of

work.
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|. INTRODUCAO

As andlises clinicas sao uma parte importante na pratica clinica, ja que, auxilam no

diagnostico, progndstico e implementagao da terapéutica mais adequada.

E importante que a ligagao entre os dados clinicos e os dados laboratoriais sejam utilizados

de forma adequada e rentabilizando ao maximo os recursos disponiveis.

Sendo as andlises clinicas uma darea tdo vasta e abrangente que estd em constante
crescimento com o aparecimento de novos testes e com recurso a novas metodologias, é

fundamental que se aposte no conhecimento de modo a retirar o maximo beneficio.

E de extrema importincia que todo o processo que compreende o exame laboratorial
decorra sem fatores que perturbem o resultado final das nossas determinagoes. Para tal, é
necessario que todas as variaveis que decorrem na fase pré-analitica, analitica e pos-analitica
sejam tidas em consideragao de forma a obter resultados precisos e fiaveis, que fornegam ao

clinico os dados necessarios e adequados ao contexto que desencadeou a solicitagao.

O estagio curricular do Mestrado de Analises Clinicas decorreu no Laboratoério Sao José,
sob orientagio do Dr. Paulo Joao Soares, Diretor Técnico do laboratério. Nos
esclarecimentos relativos a realizagao do relatorio de estagio, contei com o apoio da
Professora Doutora Ana Miguel Matos, minha orientadora interna da Faculdade de Farmacia

da Universidade de Coimbra.

Apesar de ter tido contacto com todas as valéncias que o Laboratério Sao José possui, incidi
essencialmente nas valéncias de Hematologia e Microbiologia, dreas com as quais apenas
tinha tido contacto durante o meu percurso académico. Estas duas valéncias sio muito
vastas e de extrema importancia na clinica. Apesar de adquirirmos conhecimentos teéricos
que sao o nosso ponto de partida e que devem ser utilizados no decurso da nossa atividade
profissional, a realidade é que a experiéncia do dia-a-dia nos ajuda a cimentar estes
conhecimentos e contribui para a melhoria da nossa atividade. A bagagem tedrica que
trazemos € muito importante, mas a pratica faz de nés melhores profissionais, leva-nos a
procurar a melhor forma de executar as nossas fungoes e langa-nos novos desafios. S6

fazendo é que percecionamos as verdadeiras dificuldades e simultaneamente aprendemos.

O tempo de estagio é sempre curto para aprender areas tao vastas, todos os dias sao novos
desafios e cabe a cada um de nods assegurar que possuimos capacidade para os enfrentar e
sobretudo, prestar um servico de qualidade aos utentes que confiam no nosso

profissionalismo.






2. DESCRICAO DO SERVICO

O Laboratorio Sao José existe ha mais de 40 anos e estd atualmente sediado no piso 0 do

edificio IDEALMED UHC — Unidade Hospitalar de Coimbra.

O laboratério possui um horario de funcionamento de segunda a sabado (das 7h30 as 20h30
de segunda a sexta-feira e das 9h as 12h aos sabados). Disponibiliza também os seus servigos

de urgéncia 24h por dia, os 7 dias da semana.

O laboratorio funciona com varios postos de colheita no concelho de Coimbra (IDEALMED,
Rua dos Combatentes, Pedrulha, CLIMAG, Ceira), assim como, postos em Semide, Miranda
do Corvo, Figueira da Foz e Lourigal. Para além destes postos de colheita, o laboratoério
também disponibiliza, mediante marcagao prévia, a possibilidade de realizar as colheitas aos
utentes no respetivo domicilio. Também chegam ao laboratorio amostras provenientes de
locais com os quais existem protocolos, como por exemplo as Residéncias Montepio, da
propria IDEALMED UHC, nomeadamente dos servigos de Internamento, Oncologia,
Maternidade, Atendimento médico permanente e da Ferticentro (unidade de medicina de

reprodugao), assim como, de outros laboratoérios da regiao.

Tem como Diretor Técnico o Dr. Paulo Joao Soares, licenciado em Ciéncias Farmacéuticas e
Especialista de Analises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos. Conta também com uma
equipa constituida por pessoas com distintas formagoes, nomeadamente pessoal
Administrativo, Enfermeiros, Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica (Analises

Clinicas — TACSP), Farmacéuticos (Técnicos Superiores — TS) e Assistentes Operacionais.

Sao varias as valéncias técnicas que o laboratério dispoe para a analise de amostras
biologicas, nomeadamente: Bioquimica, Hematologia, Microbiologia, Imunologia e Serologia,
Endocrinologia laboratorial, Monitorizagao de farmacos e Toxicologia clinica e Patologia

molecular.

Diariamente sao recebidas uma média de 150 a 200 amostras. Estas amostras sao colhidas na
sua generalidade pelos Enfermeiros, TACSP e TS, com excegao para as amostras de urina e

fezes que sao colhidas pelo proprio utente.

O LS) possui dupla certificagao: ISO 9001:2008 e Normas para o Laboratério Clinico
NLC:2003, e procura manter a exceléncia em todas as fases (pré-analitica, analitica e pos-

analitica) das analises que realiza.

Uma das fases fundamentais em todo o processo analitico é a fase pré-analitica. Esta fase

comeca com a rececao e registo dos pedidos solicitados pelo clinico. Neste primeiro
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contacto entre o utente e o laboratorio é fundamental que a este lhe seja explicada de forma
clara e rigorosa quais as condi¢oes necessarias para efetuar a colheita da amostra de forma
adequada, de modo a que os resultados obtidos a partir das mesmas sejam o mais fiaveis

possiveis.

Durante a inscricao do utente, o sistema informatico gera um codigo de barras que vai
identificar a(s) amostra(s) e a requisicao com uma referéncia interna unica e especifica e que

fica associado ao processo do utente.

Ja na sala de colheitas onde se procede a colheita das amostras, é fundamental que seja
confirmada a identificacao do utente, assim como, assegurar que este cumpriu com as
recomendagoes especificas consoante as analises solicitadas. Se estao reunidas as condigoes
necessarias, as colheitas serao feitas consoante a natureza do produto para os respetivos
tubos e/ou contentores que foram previamente identificados com os cédigos de barras
gerados no momento da inscri¢ao. Para amostras bioldgicas de sangue venoso, consoante o

tipo de amostra analitica que é necessario obter, utiliza-se tubos de colheita contendo no
seu interior composigoes especificas (Tabela 1), que deverao ser colhidos segundo uma
ordem especifica, para evitar possiveis interferéncias dos seus varios componentes que
comprometam a precisao e exatidao dos resultados.

Tabela I: Tipos de tubos, composicao e valéncias onde sao utilizados.

. Amostra A
Ordem Tubo Composicao analitica Aplicacao
] , -
o Meio de cultura (tripticase de Sangue . o
| ’i . Microbiologia
=) soja, SPS, entre outros) total
=
o Esferas de poliestireno Bioquimica
2 . - Soro .
ativadoras da coagulagao Imunologia
-
3° . Citrato de sédio (1:9) Plasma Coagulagao
4° Heparina litio Plasma Bioquimica
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Amostra

Ordem Tubo Composicao analitica Aplicacdo
5o EDTAK, Sangue Hgmatf)lggla
total Bioquimica
6° ol Citrato de sédio (1:4) Sangue VeIQC|dade fi N
total sedimentagao

Apos a colheita, as amostras sao rececionadas no laboratério e triadas, de forma a verificar
que cumprem todos os requisitos necessarios para o seu processamento. Se porventura se
verificar que a amostra apresenta algumas condicionantes que obriguem a sua rejeicao
(amostra mal identificada, tubo inadequado para a determinagao pretendida, volume
incorreto de amostra, amostra com coagulos, entre outras) esta deve ser inutilizada e

solicitada uma nova amostra, de modo a evitar erros e resultados inadequados.

Consoante o tipo de amostra e a analise pedida, esta devera ser tratada, processada e

acondicionada, segundo os critérios do laboratorio.

A automatizagao € transversal a maioria das valéncias do laboratério, gerando rapidez e
eficacia na resposta, o que € uma mais valia dado ao elevado nimero de amostras. O facto
de haver menos técnicas manuais, onde o manuseamento de amostras € maior, contribui
para minimizar os erros. No entanto, existem areas no laboratério, como por exemplo a

Microbiologia, onde todo o processo € manual, exigindo grande competéncia tedrica e
técnica. Os equipamentos utilizados nas diferentes valéncias estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Equipamentos utilizados nas diferentes valéncias.

Amostra
Valéncia Equipamento analitica Método
utilizada

Plasma (Heparina,
EDTA Kj3, Citrato); Espectrofotometria;

Bioquimica/Toxicologia ARCHITECT <8000 Soro; Urina, Turbidimetria;
Sangue total Potenciometria
(EDTA K3), LCR
Saneue total Espectrofotometria;
Cell-Dyn 3700 8 Impedancia elétrica;
(EDTA K3) ) ,
. Citometria de fluxo
Hematologia
Sangue total
LENA (Citrato de sodio | Westergren modificado
1:4)
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Amostra

Valéncia Equipamento analitica Método
utilizada
Plasma
Sysmex CA-1500 (Citrato de sodio Turbidimetria
1:9)
Sebia Hydrasis Sangue total Eletroforese

Plasma (Heparina, ™
ARCHITECT i2000SR | ppTA K, Citrato); CHEMIFLEX

Soro: Urina (Imunoensaio de
S:;Ol;e trclmai microparticulas por
ARCHITECT i1000SR g quimioluminescéncia)

Imunologia/Endocrinologia (EDTA K;), LCR

Imunoensaio
I CAP S
mmtno ore fluorenzimatico (FEIA)
Sebia Hydrasis Soro Eletroforese

Caso sejam solicitadas analises que nao se realizem no LSJ, as amostras podem ser colhidas,
devidamente acondicionadas e enviadas, de forma a serem processadas por laboratorios

externos com os quais o LS] tem parcerias, o que resulta numa mais-valia para os utentes.

Toda a fase analitica é precedida da execugao periodica (diaria ou semanal) de controlos de
qualidade internos (CQI), independentemente de se tratarem de equipamentos
automatizados ou técnicas manuais. Os resultados dos CQI devem-se situar dentro de um
intervalo—alvo de valores, garantindo assim, que os resultados das nossas amostras sao
fidveis e foram obtidos sob condigbes técnicas adequadas. O laboratério também participa
em programas de avaliagao externa da qualidade (AEQ) que permitem a monitorizagao dos

resultados laboratoriais (ver Capitulo 3).

Finalmente, os resultados sao validados biopatologicamente pelo Diretor Técnico, tendo em
conta o historico disponivel (caso ele exista), assim como, a situagao clinica indicada pelo

clinico requisitante.

As amostras de sangue total, plasma e soro no fim do seu processamento sao armazenadas
durante um determinado periodo de tempo em racks do sistema indexor, sistema que
funciona como um armazenador de amostras. O cddigo de barras da amostra é lido e a
amostra é colocada numa posi¢ao a escolha na rack de armazenamento. O sistema indexor
identifica o local onde a amostra foi colocada e caso seja necessario localizar de novo a
amostra, apenas sera necessario identificar o nimero da mesma que o sistema indica o
numero da rack e a respetiva posigao.
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3. CONTROLO DE QUALIDADE

E de extrema importancia assegurar que todos os resultados obtidos sao fidedignos. O
laboratério realiza periodicamente dois tipos de controlo, o controlo de qualidade interno e
o controlo de qualidade externo, de forma a monitorizar o desempenho do processo

analitico e avaliar a exatidao dos seus resultados.

3.1. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
O controlo de qualidade interno permite monitorizar a reprodutibilidade analitica e verificar

a precisao dos resultados.

Sao utilizados controlos fornecidos pelas casas comerciais cujos valores-alvo e respetivos
desvios-padrao sao conhecidos. Normalmente sao utilizados um nivel de controlo normal e
um ou dois niveis considerados patoldgicos (alto ou baixo), usados de forma alternada ou
em simultineo, consoante o analito que pretendemos avaliar. Para determinagoes
qualitativas, os fabricantes fornecem controlos reativos e controlos nao reativos, que devem
ser utilizados preferencialmente uma vez em cada série de amostras. Ha parametros que sao
avaliados diariamente e outros semanalmente, mas tudo esta previamente definido conforme
a frequéncia com que as determinagoes sao solicitadas, assim como, da estabilidade dos
reagentes utilizados. Nos respetivos equipamentos estao introduzidas as cartas de Levey-
Jennings, cabendo ao Diretor Técnico otimizar as cartas de controlo, mediante a verificagao
da variagao dos resultados obtidos, tendo em consideragao o equipamento e o método
utilizado. Caso os controlos ultrapassem os valores limite, assim como, se se verificar apos
andlise dos resultados nas respetivas cartas-controlo face as regras de Westgard que o
processo analitico nao esta em conformidade, deverao ser tomadas medidas corretivas
adequadas. E preciso ter a nogio que sio multiplas as fontes de erro (reagentes que perdem
estabilidade, falha do equipamento, contaminagao, falhas do operador, entre outras), por

isso, deve-se utilizar uma abordagem logica para a resolugao do problema.

2

E muito importante que todas as determinagoes analiticas estejam corretamente calibradas
nos respetivos equipamentos. Os calibradores sao solugoes com quantidades conhecidas dos
parametros que pretendemos analisar. A calibragdo gera uma curva de calibragao que vai
permitir a exatidao dos resultados obtidos nas nossas determinagoes, devendo ser realizada
sempre que ha mudanca de lote ou quando os valores do controlo de qualidade estio

sistematicamente afetados.
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3.2. AVALIAGAO EXTERNA DA QUALIDADE

A necessidade de monitorizar resultados e obter valores comparaveis ao longo do tempo,
independentemente do método/equipamento utilizado, leva a que que o LS] participe em
varios programas de controlo de qualidade externo. Estes programas permitem avaliar a
exatidao dos resultados, apresentando beneficios ao nivel da comparabilidade, uniformidade
e melhoria do desempenho. Estes programas sao ciclicos e estao calendarizados ao longo do
ano. A entidade organizadora do programa envia amostras cujos resultados para os
parametros em estudo sao desconhecidos para os seus participantes. Alguns dos programas
nos quais o laboratério participa sao:

= AEFA (Asociacion Espanola de Farmaceuticos Analistas) e UK NEQAS (United Kingdom
National External Quality Assessment Service) — Microbiologia;

= PROBIOQUAL (Association pour la Promotion du Contréle de Qualité en Biologie) —
Bioquimica, Hematologia, Hemostase, Imunologia, Marcadores tumorais, HbA
Serologia;

= SEHH (Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia) — Hematologia e Hemostase;

= EQAS (External Quality Assurance Services) — Hematologia.

Os resultados obtidos no laboratorio para as amostras controlo sao enviados para a
entidade organizadora destes programas, que analisa os resultados e prepara o respetivo
relatorio que devera ser enviado posteriormente a todos os participantes. Cabe ao Diretor
Técnico, apos a chegada do relatorio, avaliar os resultados e fazer os devidos ajustes, casos

os valores obtidos nao coincidam com os valores de consenso inter-laboratorial.
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4. SECTOR DE HEMATOLOGIA

O sangue é um tecido liquido que esta em estreita comunicagdo com todas as células do
nosso organismo gragas a uma ampla rede de vasos. E constituido essencialmente por

eritrocitos, leucocitos e plaquetas que estao suspensos num fluido denominado por plasma.

Entre as suas fungoes a que mais se destaca é a do transporte de oxigénio pela hemoglobina
contida nos eritrocitos, assim como, nutrientes e produtos do metabolismo que necessitem
de ser armazenados ou eliminados. Também tem a funcao de defesa exercida pelos

leucocitos e prevengao da hemorragia pela agao das plaquetas e fatores da coagulagao.

Todas as células sanguineas maduras derivam de uma célula-mae hematopoiética. Esta célula-
mae tem capacidade de autorrenovagao e € pluripotente, isto €, tem capacidade de
diferenciacao. Esta diferenciagao ocorre na medula ossea através de mediadores sollveis
(citocinas) e sinais de contacto emitidos pelas células do estroma e outras células acessorias,

que criam um microambiente propicio para que ocorra a hematopoiese.

As células progenitoras mieldides dao origem aos megacarioblastos precursores dos
megacariécitos, células grandes e multinucleadas que quando se dividem dao origem as
plaquetas; eritroblastos, que se diferenciam em eritrocitos; mieloblastos, que diferenciam em
neutrofilos, eosindfilos e basdfilos (células com nicleo segmentado e por isso chamadas de
polimorfonucleares), assim como, monoblastos, precursores dos monocitos (células
mononucleares). As células progenitoras linfoides dao origem aos linfoblastos, que se podem
diferenciar em linfocitos T (responsavel pela resposta imune celular) e linfocitos B

(responsaveis pela resposta imune humoral, pela produgao de anticorpos) [I].

A regulagao da hematopoiese € essencial para o equilibrio ao nivel da manutengao de uma
pool constante de células hematopoiéticas, assim como, adaptagao as necessidades do

organismo.

As células que circulam no sangue, em sua grande maioria, ja atingiram a sua maxima

diferenciagao, sendo incapazes de novas divisoes celulares.

Conhecer as causas que levam as alteragoes quantitativas e/ou qualitativas dos diferentes
tipos de células presentes no sangue periférico é essencial no diagndstico de diversas

patologias.

O LS) realiza varias determinagoes que permitem avaliar quantitativamente e
qualitativamente as células sanguineas, entre as quais podemos destacar o hemograma,

contagens celulares na cdmara de Neubauer, observagao do esfregaco de sangue periférico,
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velocidade de sedimentagao e eletroforese de hemoglobina. Também sao realizados estudos
da hemostase, destacando as determina¢oes dos tempos de coagulagao, quantificagao de
fibrinogénio e D-dimeros. Outras determinagoes no ambito da hemostase (doseamento de
fatores da coagulagao, por exemplo) também podem ser requisitadas, mas nesses casos o LS|
tem um protocolo de colaboragao com um laboratério parceiro onde estas determinagoes
sao realizadas. Neste sector, também sao realizadas a determinagao do grupo sanguineo

ABO/Rh, assim como, o teste de Coombs direto e indireto.

4.1. HEMOGRAMA
E dos exames mais solicitados ao nivel laboratorial, pois fornece informagées relevantes que

auxiliam o clinico tanto no diagnostico, como na monitorizagao de varias patologias.

Compreende a determinagao de um conjunto de parametros entre os quais se incluem as
contagens dos elementos figurados do sangue (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, e se
solicitado, também reticuldcitos), calculo de indices eritrocitarios, doseamento da
hemoglobina e a razao entre o niumeno de eritrocitos e o volume que ocupam no plasma
(hematocrito), indices plaquetarios, assim como, determinagao do diferencial dos leucocitos

nas suas 5 subpopulagoes.

E efetuado a partir de uma amostra de sangue venoso, colhida para um tubo revestido com
anticoagulante. O  anticoagulante utilizado para o hemograma ¢é o acido
etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA-K,). O EDTA-K, funciona como um quelante
dos ides de calcio, evitando a agregagao plaquetar e interrompendo a cascata da coagulagao,

para além de preservar a morfologia celular [2].

No LS] os hemogramas sao realizados no contador hematologico automatizado Cell-Dyn

3700.

Este contador utiliza 3 técnicas diferentes ao longo de varios canais para reduzir ao maximo
possiveis interferentes e desta forma obter os diferentes parametros hematologicos. Estas
técnicas sao impedancia elétrica, citometria de fluxo com tecnologia MAPSS (Multi-Angle
Polarized Scatter Separation) e espectrofotometria [3]. Estes métodos irao sendo abordados a

medida que for introduzindo os diferentes parametros.
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4.1.1 ERITROCITOS
A contagem da série vermelha no equipamento Cell-Dyn 3700 é feita por impedancia

elétrica num canal proprio. Este canal é o mesmo que é utilizado para a contagem das

plaquetas.

O principio do método consiste em diluir a amostra com uma solugao eletrolitica isotonica.
A seguir, a mistura é encaminhada para um canal elétrico, sendo aspirada através de uma
pequena abertura onde é aplicada uma corrente elétrica constante entre dois elétrodos de
cargas opostas. As células sanguineas apresentam uma fraca condutividade elétrica
relativamente a solugao eletrolitica onde se encontram. Quando cada célula passa através da
abertura, gera uma mudanga na resisténcia elétrica, produzindo um pulso elétrico, pulso este
que ¢ detetado, amplificado e registado. O numero de pulsos vai ser diretamente
proporcional a quantidade de células que passam pela abertura, enquanto que a amplitude

dos pulsos é proporcional ao volume celular. O equipamento fornece para além da

contagem em numero absoluto (Tabela 3), histogramas da distribuicao por volume celular

[3].
Tabela 3: Eritrocitos e principais causas de alteragdes nas suas contagens. [2]

Imagem no Alteracdes nas contagens

ESP (causas)

Eritrocitos

Forma arredondada e biconcava.
Eritrocitose

Diagmetro: 7,5um

Policitemia vera, desidratagao
Nucleo: ausente.

severa, doengas pulmonares,

Citoplasma: acidofilo. Coloragao rosa
outros.
derivada pela presenca de hemoglobina.

Eritropenia

Funcdo: assegurar o estado funcional da
Anemia, hemorragia, hipervolémia

hemoglobina.

A contagem de eritrocitos é determinada de uma forma direta e expressa em valor absoluto

pela seguinte equagao:

RBC = nimero %10'* células/L ou niimero x 10° células/uL

O volume globular médio (VGM), corresponde a um dos indices eritrocitarios que sao
avaliados no hemograma. Pelo método da impedancia elétrica este valor é determinado de

forma direta, ja que, vai derivar da média da distribuicio do tamanho gerada durante a
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contagem dos eritrocitos, que como foi referido anteriormente, correspondia a amplitude
dos pulsos medidos [3]. Esta medida é expressa em fentolitros (fL). Este parametro permite

classificar os eritrocitos em microciticos, macrociticos ou normociticos [2].

A variabilidade de tamanho dos eritrocitos é dada pelo RDW. Este parametro corresponde
a um coeficiente de variagao de volume dos eritrocitos que foram contados e é determinado
de forma direta a partir da distribuicdo das amplitudes dos pulsos medidos. Este coeficiente

¢ indicativo de anisocitose e é apresentado em percentagem.

O hematocrito (Hct) € a relagao entre o volume ocupado pelos eritrocitos e o volume total
do sangue [3]. Este valor é dado em percentagem e pode ser calculado a partir do VGM e do

numero de eritrocitos pela equagao:

Hct (%) = [RBC (x10"IL) x VGM (x107°IL)] x100

A hemoglobina é a hemoproteina presente nos eritrocitos que permite o transporte de
oxigénio e diéxido de carbono. E constituida por 4 cadeias polipeptidicas (cadeias de globina)
e 4 grupos heme que contém ferro. Podemos classificar a hemoglobina consoante a sua
constituicao de globinas. A hemoglobina A (HbA) é constituida por 2 cadeias de globina o e
2 cadeias de globina 3, e corresponde entre 85-95% da hemoglobina total. Também existe a
hemoglobina (HbA,) e a hemoglobina F (HbF) que correspondem a menos de 3,5% e 1% da
hemoglobina total, respetivamente. A HbA, é constituida por 2 cadeias o e 2 cadeias d e a
HbF constituida por 2 cadeias o e 2 cadeias y. Variagoes estruturais, isto &, qualitativas nas
cadeias de globina levam a hemoglobinopatias, enquanto variagdes quantitativas originam

talassémias [8][13].

A determinagao da concentragao de hemoglobina é feita por espectrofotometria no mesmo
canal que mede a impedancia dos leucocitos. Apos diluicao da amostra, é adicionado um
reagente (imidazola) que vai lisar os eritrocitos e converter a hemoglobina num complexo
cromogeénico estavel que absorve a luz a 540 nm. Um fotodetetor mede a quantidade de luz
que passa através da amostra diluida, sendo a concentragao de hemoglobina na amostra
tanto maior, quanto maior for a absorvancia [3]. O valor de hemoglobina é expresso em

gramas de hemoglobina por decilitro de sangue total (g/dL).

Existem outros parametros eritrocitarios que sao determinados por calculo, ou seja, duma
forma indireta e a partir de alguns dos parametros que foram introduzidos anteriormente.
Estes parametros sao a hemoglobina globular média (HGM) e concentragao da hemoglobina
globular média (CHGM).

30



A hemoglobina globular média (HGM) é o valor médio de hemoglobina contida em cada
eritrécito. E expresso em picogramas (pg) e é obtido a partir da relacio entre o valor de
hemoglobina total e o numero de eritrocitos. Este parametro permite classificar os
eritrocitos em hipocromicos, hipercromicos ou normocromicos e € calculado pela

expressao:

HGM (pg) = [Hemoglobina (g/dL) | RBC x10°/uL] x 10

Finalmente, a concentragao da hemoglobina globular média (CHGM) corresponde a massa
de hemoglobina reportada ao volume dos eritrocitos. Este parametro é expresso em gramas

por decilitros (g/dL) e dado pela seguinte equagao:

CHGM (gldL) = [Hemoglobina (g/dL)/ Hct (%)] % 100

4.1.2 RETICULOCITOS
Os reticulocitos sao eritrécitos imaturos que apesar de ja nao apresentarem nucleo, ainda

contém RNA ribossomico, permanecendo no sangue periférico entre 24 a 48h até
maturarem. Este RNA vai precipitar formando reticulos na presenga de certos corantes,
permitindo assim a sua contagem. No LS] é usado o azul de metileno novo, corante que a
Abbott fornece num tubo proprio de contagem de reticulocitos. Para este tubo deve
pipetar-se um volume predefinido de sangue total colhido em EDTA-K; (20uL) e deixar
incubar durante |5 minutos a temperatura ambiente, de modo a permitir que o corante se
ligue a0 RNA. A contagem destes elementos é feita por contagem otica por citometria de
fluxo (ver explicagao da técnica no capitulo 4.1.3), sendo o resultado dado em numero
absoluto, mas também em percentagem de reticulocitos (%), que resulta do quociente entre
o numero absoluto de reticulocitos e o numero de eritrécitos que foram previamente
contabilizados no hemograma [3]. Nem todos os reticulocitos apresentam o mesmo grau de
maturagao, sendo os mais imaturos aqueles que apresentam maior quantidade de
precipitados. O Cell-Dyn 3700 fornece também informagao sobre o nimero de reticulocitos

imaturos (IRF).

RETIC = niimero % 10°células/uL

A contagem de reticulocitos permite estimar a taxa de producao de eritrocitos pela medula
o0ssea. O aumento de reticulocitos verifica-se em situagoes de anemia hemolitica,

hemorragia, doentes sob terapéutica para corrigir a anemia, ou gravidez. Uma contagem
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reduzida em doentes com anemia pode surgir em condigoes em que a hematopoiese esta a

ser ineficaz.

A anemia é uma sindrome que se caracteriza pela reducao da concentragao da hemoglobina
ou diminui¢ao da proporgao de eritrocitos, quando relacionados com os valores normais
previamente estabelecidos em pessoas saudaveis. E muito importante conhecer quais os
valores de normalidade previamente estabelecidos para pessoas da mesma faixa etaria,
género e raga. A contagem do numero de eritrocitos, determinagao da concentragao de
hemoglobina, indices eritrocitarios, assim como, a contagem dos reticulocitos sao uma mais-

valia na conducao do diagnostico etioldgico da anemia (Tabela 4) [2] [13] [18].

Tabela 4: Diagnostico das anemias de acordo com o padrao morfologico.

Classificagcao morfologica Causas

Microciticas e Normocrémicas
Deficiéncia de ferro (precoce), 3-talassémia minor, anemia

VGM < 80 fL .
HGM: 27. 33 pg por doenga cronica.
Microciticas e Hipocrémicas Deficiéncia de ferro (tardia), a-talassémia, 3-talassémia
VGM < 80 fL intermédia ou major, anemia sideroblastica congénita, anemia
HGM <27 pg por doenga cronica, intoxicagao por chumbo, outras.
Normocitica e Normocrémica Infiltragao da medula 6ssea, hemdlise, anemia aplasica, anemia
VGM: 80-95 fL por doenga crénica, anemia por insuficiéncia renal,
HGM: 27- 33 pg hemorragia.

Macrocitica

VGM > 95 fL

Deficiéncia de vitamina B, e/ou folato, doenca hepitica,

alcoolismo, sindromes mielodisplasicos, hemorragia, hemolise,

hipotiroidismo, algumas drogas.

Existem varias alteragoes que podemos identificar nos eritrécitos quando observados no
esfregaco de sangue periférico (ESP) (ver modo de execugao e observagao do ESP no
Capitulo 4.3). Estas alteragoes podem ser ao nivel do tamanho, da coloragao (policromasia —
variagao da cor), da forma (poiquilocitose — variagao da forma). As formas mais comuns sao:
esferocitos, eliptocitos, dacriocitos, equindcitos, acantocitos, células em alvo, drepanocitos,
estomatocitos, esquizocitos), ou ao nivel das inclusdes (corpos de Howell-Jolly, pontilhado
baséfilo, corpusculos de Pappenheimer, anéis de Cabot). E necessirio também estar atentos
a presenga de eritroblastos circulantes, assim como, a aglutinagao de eritrécitos formando

roleaux ou rosetas [2].
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4.1.3 LEUCOCITOS
A contagem de leucocitos no Cell-Dyn 3700 resulta da combinagao da contagem por

impedancia elétrica com a contagem otica por citometria de fluxo. Na contagem otica é
utilizada a tecnologia MAPSS (Multi-Angle Polarized Scatter Separation). A tecnologia MAPSS
consiste na combinagao de sinais de dispersao da luz que permitem diferenciar e agrupar as
células segundo as suas caracteristicas, isto é, segundo tamanho e complexidade [3][I5].
Logo, a contagem dos leucocitos inclui o seu numero absoluto, assim como, o diferencial dos
mesmos nas suas varias populagoes (neutréfilos (NEU), linfécitos (LYM), monocitos
(MONO), eosinofilos (EOS) e basofilos (BASO)). A contagem diferencial é dada tanto

numero absoluto, como em percentagem (%).

WBC = niimero % 10° células/L ou nimero % 10° células/uL

A amostra é previamente tratada com um reagente especifico que lisa os eritrdcitos, desta
forma, estes nao interferem nas contagens dos leucocitos. De seguida a amostra € injetada
por fluxo laminar de modo a que as células fiquem alinhadas uma a uma, de modo a

interatuar com a luz do laser individualmente (Figura 1)

g a
L i)
ﬁ‘ Fiter | : |_| WBC Differential
2 v Detactor
é fa
I Fiter |_| 90° Lobularity | h monocytes
e Detector i 10° Complexity 4
) s -\hasophils
- > k1
| W ;
L g N -
Detectors | #. e @ nucleated RBC
LN _ g
: ¢ Flow Cell T M T
, A B 7' - COMPLEXIT C

Figura |: Método de contagem e diferenciacao dos leucocitos pela tecnologia MAPSS - A: Principio de
contagem otica de células por medicdo de luz refratada (citometria de fluxo); B: Caracteristicas celulares e

angulos de medigio; C: Histograma do diferencial de WBC gerado pela combinacgio de sinais de dispersio.'

[
A: Adaptado: http://www.medical-labs.net/automated-cell-counting-based-on-optical-technology-optical-principle-3 173/
B: Adaptado: https://www.corelaboratory.abbott/int/en/offerings/brands/cell-dyn/cell-dyn-ruby
C: Fonte: HOFMANN, | J.M.L; VILLARRUBIA, J.; VAN DUN, L. Cell-Dyn Sapphire -Hematology Monograph series. Volume 4,
Abbot Diagnostics Division, 2012.
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A intensidade de luz refratada é medida sob 4 angulos (Tabela 5):

Tabela 5: Angulos de medicao dos sinais luminosos e caracteristicas celulares avaliadas.

Angulo Caracteristicas celulares avaliadas
0° Volume celular
10° Complexidade da estrutura celular (estrutura interna)
90° Granularidade interna e segmentagao nuclear (lobularidade)

90° despolarizado

Granularidade dos eosinofilos

Caso se verifiquem grupos de células com caracteristicas anomalas durante a contagem e

diferenciagao, o equipamento gera um conjunto de alarmes, como por exemplo blastos,

linfocitos atipicos, eritroblastos ou granulocitos imaturos, aos quais deveremos estar atentos

e confirmar pela visualizagao do esfregaco de sangue periférico (ESP). Quando observamos

os leucocitos no ESP devemos avaliar a forma dos seus nucleos, a presenca de nucléolos,

aparéncia da cromatina, caracteristicas das suas granulagoes e presenga de vacuolos (Tabela

6).

Tabela 6: Identificagao diferencial dos leucocitos e causas das principais alteragdes nas suas contagens [3].

Leucocitos

Imagem no

ESP

Alteracdes nas contagens

(causas)

Polimorfonucleares

Neutrofilos

bfilos

1INO

Eos

Didmetro: 12 - 15um
Citoplasma: acidéfilo com
granulos neutrofilos
dispersos uniformemente.
Nicleo: 3 a 5 l6bulos
distintos de cromatina
densa.

Fungdo: defesa de infegoes
bacterianas e flngicas.

Didmetro: 12 - 17um
Citoplasma: levemente
basofilo com granulos

levemente maiores que os
neutrdfilos, que ocupam

todo o citoplasma, corando
de laranja-avermelhado

Niicleo: bilobulado de

cromatina densa.

Funcdo: defesa contra
infecoes parasitarias e
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Neutropenia
Produgao diminuida pela MO,

infecoes virais, infegoes bacterianas
graves, farmacos, doengas
autoimunes.
Neutrofilia
Infegbes bacterianas, tratamento
com fatores de crescimento,
processos inflamatorios, neoplasias,
doengas metabodlicas.

Eosinofilia
Reagoes alérgicas, infecoes
provocadas por parasitas.



Imagem no Alteracdes nas contagens

Leucocitos
ESP (causas)
mediadores da resposta
alérgica.
Didmetro: 10- 14pm
Citoplasma: acidofilo, com
granulagoes preto-purpureas
que ocupam todo o
(4 . ~ . .
o citoplasma e se sobrepoe ao s ’ Basofilia
5 nucleo e sao ricas em X Reagoes alérgicas. Leucemia
m 0 . . . . ’ .
g heparina e histamina. mieloide croénica.
Niicleo: lobulado (2 a 3) com
cromatina densa e irregular.
Funcdo: resposta alérgica.
Diédmetro: 10- |6um
Citoplasma: escasso e Linfocitopenia
levemente basofilo, com Insuficiéncia grave da MO,
poucas granulagoes sindromes de imunodeficiéncia,
2 azurdfilas. tratamento com
55 Nticleo: redondo, imunodepressores.
QCE’ ligeiramente indentado e ‘ Linfocitose
o cromatina condensada. Comum em criangas
- Nucléolos invisiveis. Infe¢oes virais
g Funcdo: especificidade na Patologias linfoproliferativas, como
9 resposta imunoldgica. a leucemia linfocitica cronica (LLC).
U ,
3 Defesa contra virus.
c —
g Didmetro: 12- 20um
(=} Citoplasma: basofilo, com )
z . . Monocitose
granulos azurdfilos finos. ~ . -
, Infecoes bacterianas cronicas:
" Pode apresentar vactolos. i
3 i . tuberculose, brucelose, endocardite
O Nticleo: grande e irregular, de . o
‘C ) bacteriana, febre tifoide.
O forma variada, com L . -
c . o, Leucemia mielomonocitica crénica
<] cromatina fina e distribuida i )
b Doencas do tecido conectivo

uniformemente.
Funcdo: fagocitica.
Apresentacao de antigénios
aos linfocitos.

Doengas autoimunes
Infecoes por protozoarios.

4.1.4 PLAQUETAS
Como ja foi referido, a contagem de plaquetas no Cell-Dyn 3700 é feita no mesmo canal

onde é feita a contagem dos eritrécitos, usando a técnica de impedancia elétrica. A

separacao é feita consoante o tamanho, e os pulsos contados que correspondam as
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particulas com volume entre os |-35 fentolitros (fL) sao incluidos nas plaquetas (Tabela 7).

Os resultados sao expressos em numero absoluto.

PLT = nimero x10° células/uL

Assim como nos eritrocitos o volume era determinado pela amplitude dos pulsos contados,
as plaquetas também podem ser caracterizadas pelo seu volume plaquetar médio (VPM)
expresso em fentolitros (fL) e pela sua heterogeneidade, isto ¢, pelo indice de dispersao do

volume plaquetar (PDW), que resulta do seu coeficiente de variagao, dado em percentagem.

Tabela 7: Plaquetas e principais causas de alteragdes nas suas contagens [3].

Imagem no Alteracoes nas contagens

Plaquetas
ESP (causas)

Trombocitopenia

Trombocitopenia autoimune,
hiperesplenismo, sépsis, infegoes
virais, coagulacao intravascular

disseminada, induzida por drogas,
Diédmetro: 1,5- 3um P &

: n . . transfusoes, outras.
Citoplasma: granulos azurdfilos finos dispersos

] . Devemos excluir: aglutinagao das
no citoplasma ou concentrados no centro 5 -
, plaquetas pela colheita com EDTA
Nucleo: ausente. ) .
P (pseudotrombocitopenia), plaquetas

Funcdo: participar junto com os fatores da ]
coagulacio na hemostase gigantes, contagem elevadas de
) eritrocitos, satelitismo plaquetar,

microcoagulos (observar ESP).
Trombocitose
Trombocitemia essencial, algumas
doengas mieloproliferativas,
inflamacio.

4.2. CONTAGENS NA CAMARA DE NEUBAUER

A contagem de células sanguineas na camara de Neubauer no LS] é feita essencialmente para
confirmar situagdes em que as contagens dadas pelo analisador automatico nao coincidam
com a clinica do paciente, ou sejam pouco coerentes, como acontece quando existe um
reduzido nimero de eritrécito e/ou plaquetas e nao exista coagulo, pelo menos visivel, por
exemplo. Também podemos auxiliar-nos desta contagem em situagoes de intensa

leucopenia/leucocitoses, onde o analisador perde alguma linearidade.
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Para tal, utilizam-se pipetas especificas, que irao aspirar um volume predefinido de sangue
total colhido em EDTA-K,; e que vai ser diluido com diluentes especificos que variam

consoante as células que se queiram analisar-.

A camara enche-se com a diluigao e é observada no microscépio 6tico na objetiva de 40x. A
camara de Neubauer apresenta um reticulo com uma série de quadrados com areas
distintas. Consoante o tipo de célula que queiramos contar, deveremos escolher os
quadrados correspondentes. A seguir, o numero de células contadas, o fator de diluigao, a
area da superficie contada e o volume da camara sao utilizados para efetuar os calculos e

expressar o resultado da contagem.

4.3. ESFREGAGCO DE SANGUE PERIFERICO

O esfregago de sangue periférico no LS] é realizado a partir da amostra usada para o
hemograma (sangue total colhido com EDTA-K,) quando é requisitado pelo clinico ou
quando é necessario esclarecer contagens do autoanalisador onde sao detetadas algumas

alteragoes suspeitas.

E imprescindivel que o ESP seja tecnicamente bem feito, com zonas de leitura definidas,
assim como, bem corado. S6 desta forma é possivel proceder a uma correta avaliagao e

detetar eventuais alteragoes sanguineas.

Os ESP sao efetuados pelo método manual. Para tal, coloca-se uma pequena gota de sangue
numa das extremidades duma lamina de vidro previamente limpa e desengordurada e com
outra lamina ou espalhador, fazendo um angulo de aproximadamente 45°, deixa-se difundir a
gota de sangue pela aresta e desliza-se longitudinalmente num movimento rapido e uniforme.
Devemos obter uma camada fina de sangue, com trés areas distintas de grossura, que de

seguida serad fixada e corada pela coloragao Wright (Figura 2).
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Figura 2: Esfregaco de sangue periférico. A: Método de distensao de sangue periférico; B: representagao das 3
areas da distensdo (l: cabega ou ponto de aplicagdo - area muito espessa e 3: franjas - area muito fina. Nao
adequadas para observagio; 2: Corpo/monocamada do esfregaco - local ideal de observagio).’

O corante de Wright é constituido por metanol, eosina e azul de metileno. O metanol serve
essencialmente para fixar o esfregago. A eosina e o azul de metileno sao substiancias muito
sensiveis as diferentes variacoes de pH das estruturas celulares. A eosina, sendo um corante
acido, tem maior afinidade por estruturas com propriedades basofilas, corando-as de laranja
e cor-de-rosa. Da mesma forma, o azul de metileno que é um corante basico, cora
estruturas com propriedades acidfilas, que adquirem uma coloragao azulada [2]. Estruturas
com propriedades neutras, fixam em simultineo ambos os corantes. Apés adicao do corante
e passados alguns minutos, é adicionado um tampao fosfato (PBS) com pH de 6,8 que ajuda a
atenuar as variagoes de pH. No fim, é necessario lavar o esfregaco com abundante agua

destilada e deixar secar, de forma a poder ser observado ao microscépio o6tico.

7

E importante ter alguns aspetos em consideragao quando vamos observar um ESP. Primeiro
devemos realizar uma avaliagio macroscopica do esfregaco, tanto ao nivel da qualidade,
como da sua coloragao, verificando se existem ou nao precipitados. Seguidamente, proceder
a avaliagao microscopica, comegando com a objetiva de menor ampliagao (10x), que avalia a
qualidade do esfregaco e deteta a presenca de aglutinados de eritrocitos, eritrocitos
empilhados (roleaux), agregados plaquetares e células anormais ou destruidas. Também
devemos observar a distribuicao e coloragao dos leucocitos. Depois devemos observar com
a objetiva de 40x e a seguir, com a objetiva de maior ampliagao (100x), utilizando o6leo de
imersdo. Na objetiva de maior ampliagao fazemos a contagem diferencial dos leucécitos e

observamos eventuais alteragoes morfoldgicas, identificando no minimo 100 leucocitos

2

A: Fonte: BAIN, Barbara J. — Células sanguineas: um guia pratico. 5* Edigao, Artmed, 2016.
B: Adaptado: http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb 140/corepages/blood/blood.htm
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consecutivos. Nesta contagem também se incluem os leucocitos imaturos. Com a objetiva
de 100x também observamos os eritrocitos e a sua morfologia, assim como, avalidmos as

plaquetas.

E desejavel que a informagao fornecida ao clinico relativamente ao ESP seja concisa,

informativa e relevante.

4.4. VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria corresponde a velocidade a que os eritrocitos
existentes numa amostra de sangue total sedimentam no intervalo de uma hora. Esta
amostra é colhida para um tubo estreito e graduado contendo citrato de sédio na
proporcao |:4 e permite medir em milimetros a distancia de sedimentagao. O resultado é

expresso em milimetros por hora (mm/h).

O mecanismo para ocorrer a sedimentacao eritrocitaria parece obedecer a um fenomeno
fisico, resultante das interacoes electroestaticas entre a membrana dos eritrocitos e diversas

proteinas plasmaticas que favorecem ou diminuem a sua agregacgao [4].

Esta determinagao nao deve ser usada como teste de triagem, ja que, é pouco especifico e as
suas alteragoes podem estar associadas a diversas patologias ou estados fisiologicos. Desta

forma, apenas devera funcionar como um teste complementar.

Normalmente os seus valores apresentam-se elevados em processos inflamatorios, anemia,

gravidez, lesao tecidular, entre outros.

No LS] esta determinagao é realizada no equipamento LENA. Este equipamento utiliza o
método de Westergren modificado, permitindo obter resultados em apenas 20 minutos. A

leitura é feita por luz infravermelha a partir de um sensor incorporado no equipamento.

4.5. ELECTROFORESE DE HEMOGLOBINAS

As hemoglobinas normais presentes nos adultos, sao a HbA, HbA, e a HbF que se
apresentam em determinadas proporg¢oes, como ja foi referido anteriormente. Para a
realizagao da electroforese de hemoglobina, os eritrocitos sao lavados e lisados, libertando a
hemoglobina. Estas hemoglobinas tem uma determinada carga elétrica e quando submetidas
a um campo elétrico em gel de agarose com pH alcalino (pH 8.5) migram para o anodo.
Quando ha mudanga na sequéncia dos aminoacidos das cadeias de globina formam-se

variantes de hemoglobina, que migram de forma diferente. As varias fragoes da hemoglobina
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podem ser visualizados mediante coloragao com negro de amido e a sua quantificagao

relativa calculada por densitometria otica.

As anomalias da hemoglobina podem ser estruturais ou qualitativas, dando origem as
hemoglobinopatias, ou quantitativas, devido a um desequilibrio na sintese de cadeias normais

de globulinas, chamando-se talassémias.

No LS| a eletroforese de hemoglobinas é feita no equipamento Sebia Hydrasis com o kit
Hydragel Hemoglobin(E), que permite a separagao das hemoglobinas normais A e A, e a
detecao das principais hemoglobinas andémalas (S ou D e C ou E). Entre as
hemoglobinopatias mais conhecidas temos a drepanocitose, onde a presenga de HbS leva a
que os eritrocitos adquiram a forma de foice (drepandcitos). As talassémias podem ser
classificadas em alfa ou beta—talassémias, consoante o defeito da sintese se dé nas cadeias o

ou B, respetivamente [5].

4.6. CASOS CLINICOS
A interligagao dos resultados obtidos nas determinagoes das varias valéncias laboratoriais é

fundamental para o diagnostico clinico.

De seguida serao apresentados alguns casos clinicos que foram observados durante a minha
passagem pelo laboratorio. Os dados obtidos foram interpretados mediante as analises
solicitadas pelo clinico, no entanto, durante a discussao dos mesmos, poderei sugerir alguns
parametros que também podem ser determinados (e que na altura nao foram solicitados
pelo clinico), mas que auxiliam num possivel diagnéstico diferencial.

4.6.1 CASO CLINICO |

Utente de 69 anos, sexo masculino, dirigiu-se ao laboratoério fazendo as analises apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8: Valores correspondentes ao caso clinico |.

Intervalo de

Parametro Resultado Unidades
referéncia
o Eritrocitos 4,86 x 106/l 3,900 — 5,000
‘=
‘5“0 g Hemoglobina 993 gL 12,0- 15,5
0o (V]
: < Hematécrito 31,5 % 34,9 — 445
‘=
)
g ! VGM 649 fl 81,6 —983
I 5
v HGM 204 pg 27,0 -33,0
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Intervalo de

Parametro Resultado Unidades
referéncia
CHGM 31,50 g/dL 32,0 - 36,0
RDW 186 T % 11,8-156
Leucécitos 5,81 x 103/l 35-105
:g Neutrofilos 2,53 (43,6) x103/uL (%) 1,7-70
% Eosinofilos 0,194 (3,34) x103/uL (%) 0,1 —0,5
E Basofilos 0,101 (1,74) x103/uL (%) <03
% Monécitos 0,477 (8,21) x103/uL (%) 03-09
Linfocitos 2,51 (43,1) x103/uL (%) 09-29
Plaquetas 270 x103/uL 150 —450
g Saturagao da Transferrina 50 % (20-50)
% Ferritina 70 ng/mL (20,0 — 300,0)
i§- Ferro 2 pg/dL (25— 156)

Observando o eritrograma verificamos que este apresenta diminuicdo em quase todos os
seus parametros, nomeadamente na hemoglobina, hematécrito e indices eritrocitarios.
Verifica-se também que o RDW esta aumentado. Perante estes resultados podemos concluir
que estamos perante uma anemia microcitica e hipocrémica, apresentando anisocitose, ou

seja, desigualdade no tamanho dos eritrocitos.

Relacionando estes dados com os resultados bioquimicos do metabolismo do ferro,
verificdmos que todos os parametros estao diminuidos. Diminuicdo da saturagao da
transferrina, proteina que transporta o ferro no plasma, assim como, diminuicao dos niveis
séricos de ferritina, proteina que armazena o ferro, sao o reflexo da deficiéncia de ferro,

como se pode verificar também pelo seu doseamento.

Perante estes dados, podemos depreender que este utente apresenta uma anemia
sideropénica. Este tipo de anemia é das mais frequentes em todas as faixas etarias, sendo
varias as suas causas, como por exemplo: necessidades aumentadas por perdas hemorragicas
ou parasitoses, dieta pobre em ferro ou faléncia na absorgao. Cabe ao clinico identificar a

causa e instituir o tratamento adequado para reverter a situagao.
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4.6.2 CASO CLINICO Il

Utente de 81 anos, sexo masculino, que se encontra num centro residencial para idosos foi

solicitado hemograma completo, cujos resultados podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9: Valores correspondentes ao caso clinico Il.

Intervalo de

Parametro Resultado Unidades
referéncia
Eritrocitos 3,50 | x 106/l 3,900 — 5,000
. Hemoglobina 1,41 gL 120155
EE Hematocrito 352 % 349 — 44,5
_é VGM 01,0 fl 81,6 — 983
<
§ HGM 32,7 pg 27,0-33,0
o g CHGM 325 g/dL 32,0-36,0
é" RDW 18,6 T % 11,8-156
é Leucocitos 3,00 4 x103/uL 35-105
T :§ Neutréfilos 1,82 (60,6) x103/uL (%) 1,7-7,0
'§ Eosinéfilos 0,014 (0466) = x103/uL (%) 0,1-05
Vv
§ Baséfilos 0,025 (0,835 | x10%/uL (%) <03
:g Mondcitos 0,374 (12,5) x103/uL (%) 03-09
v Linfécitos 0771 (257) | x10%/pL (%) 09-29
Plaquetas 102 ) x103/uL 150 — 450
PDW 81 fL 59-98

Pelos resultados do hemograma verifica-se que existe pancitopenia, ja que, eritrocitos,
plaquetas e leucocitos estao diminuidos. Verifica-se também um valor diminuido para a

hemoglobina e um VGM elevado, estando perante uma anemia macrocitica.

A este doente também |he foram solicitadas as transaminases alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, lactato-desidrogenase e doseamento de

bilirrubinas total e direta. Todos estes parametros apresentavam-se dentro da normalidade.

Perante estes dados, deveria fazer-se uma avaliagao do esfregagco de sangue periférico,

observando-se a morfologia de todas séries celulares, assim como, realizar-se o doseamento
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de vitamina B, e folato e contagem de reticuldcitos. Os resultados destes doseamentos

podem ser indicativos da etiologia da anemia.

No esfregaco de sangue periférico é importante ter em consideragao a forma dos
macrocitos (ovais ou arredondados), presenga de anisocitose e poiquilocitose, segmentagao
do nlcleo dos neutrdfilos, assim como, leucocitos e plaquetas displasicas. Estes dados sao

muito importantes na orientagao diagnostica.

Se estivermos perante uma anemia megaloblastica, poderemos ter deficiéncia de folato ou
deficiéncia de vitamina B,,, essenciais na hematopoiese, sobretudo na sintese de ADN. A
etiologia destes défices deve ser determinada, por isso, quando ha deficiéncia de vitamina B,,
deve-se determinar a presenc¢a de anticorpos anti-fator intrinseco (glicoproteina produzida
pelas células parietais, e que se combina com a vitamina B, para esta ser absorvida no
intestino) e/ou presenca de anticorpos anti-células parietais (APCA), de forma a excluir a
anemia perniciosa, anemia de origem autoimune. A anemia megaloblastica também cursa

com pancitopenia e apresenta neutrofilos hipersegmentados.

Excluindo a anemia megaloblastica, as macrocitoses também podem ocorrer nas sindromes
mielodisplasicas, doengas hepaticas (hipotese que pode ser excluida para o nosso utente, ja
que, os marcadores hepaticos estavam dentro da normalidade), hemorragia recente ou
hemolise (sugere-se a contagem de reticulocitos) ou por efeito medicamentoso
(imunossupressores, por exemplo). Cabera ao clinico solicitar as determinagoes que
considere pertinentes, consoante o historial clinico do utente para determinar a possivel

causa desta macrocitose e estabelecer o tratamento adequado.

4.7. HEMOSTASE

A hemostase € a capacidade que o organismo tem de fazer frente de forma rapida e eficaz a
perda de sangue nos locais de lesao vascular, pela formagao local de um trombo de fibrina, e
simultaneamente permitir a manutengao do fluxo sanguineo. Este trombo de fibrina é
mantido até a completa cicatrizagao do vaso, altura em que é degradado completamente, de

forma a atingir de novo o estado de normalidade.

Este é um processo altamente complexo e regulado que envolve varios intervenientes. Eles
sao a parede do vaso, nomeadamente as células endoteliais, as plaquetas e proteinas
plasmaticas (fatores da coagulagao, inibidores da coagulacido e proteinas do sistema

fibrinolitico).
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A hemostase inclui a constricao do vaso lesado, a ativagao, adesao e agregagao plaquetar, a
ativagao das varias vias do sistema de coagulagao (Figura 3), assim como, a ativagao do

sistema fibrinolitico.

Quando ha lesao do vaso sanguineo, as células do endotélio exibem colagénio, que em
circunstancias normais nao esta em contacto com o sangue. As plaquetas que circulam no
local da lesao, ao entrar em contacto com o colagénio vao ser ativadas e comegam a aderir e
agregar-se na superficie lesada, formando um trombo plaquetar (hemostase primaria). Em
simultaneo, o fator tecidular também vai ser exposto, ativando a cascata de coagulagao, onde
intervém um conjunto de proteinas plasmaticas (fatores da coagulagao) que a partir de
reagoes enzimaticas progressivas e amplificadas geram um coagulo de fibrina estavel
(hemostase secundaria). Finalmente, é necessario que exista um mecanismo que permita a
degradagao controlada do codgulo, que é conseguido a partir de proteinas plasmaticas que

atuam quando a lesao do vaso esta resolvida (fibrinolise)[19].
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Figura 3: Cascata da Coagulagio®.
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E essencial o equilibrio na formagao do coagulo e na sua posterior degradagao, ja que,
qualquer alteragao num ou mais intervenientes da hemostase podem resultar num disttrbio

hemorragico ou na tendéncia para coagular.

Nas provas de hemostase é utilizado plasma obtido a partir de sangue venoso colhido para
um tubo com citrato de sédio. O citrato de sodio € um anticoagulante que vai neutralizar os
ioes de calcio, inibindo assim a cascata da coagulagao. A proporgao de anticoagulante e

amostra é fundamental para garantir que nao ha alteragao do fator de diluicao e que os

3 Adaptado: http://vet.uga.edu/ivevm/courses/VPAT5200/01 _circulation/hemostasis/images/clotcascade.jpg
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nossos resultados sao fidveis, evitando assim diagndsticos incorretos que levem a
tratamentos inadequados. A relagao correta do volume de citrato e sangue devera ser 1:9. A

amostra devera ser centrifugada de forma a obter um plasma pobre em plaquetas.

No LSJ todas as provas da hemostase sao realizadas no equipamento Sysmex CA-1500, com

excecao da quantificagao dos D-dimeros (feita no ARCHITECT no modulo ¢8000).

O Sysmex CA-1500 deteta o coagulo de fibrina por turbidimetria. Para um determinado
volume de amostra ¢é adicionado um volume predefinido de reagente, conforme o teste que
esta a ser avaliado. Esta mistura vai ser exposta a um feixe de luz com um comprimento de
onda de 660 nm e a turbidez da mesma, pelo processo de conversao de fibrinogénio em
fibrina, vai ser detetada pela mudanga de intensidade de luz que é transmitida. Um fotodiodo
recebe a luz transmitida e converte a intensidade da luz em sinais elétricos, sinais estes que

sao analisados pelo equipamento e convertidos em tempo de coagulacao [6].

E de ressaltar que como em qualquer determinagao analitica, mais importante que obter um

resultado, é sabé-lo interpretar.

4.7.1 TEMPO DE PROTROMBINA
O tempo de protrombina é uma prova de screening que visa avaliar globalmente a via

extrinseca (Fator VII), assim como, a via final comum da coagulagao (Fatores Il, V, X e

fibrinogénio).

Para tal, vai ser medido o tempo que a amostra demora a formar coagulo apos adigao
sequencial de uma concentragio 6tima de tromboplastina tecidual (de origem animal:
humano, coelho ou recombinante) que equivale ao fator tecidular in vivo, e ainda adigao de

calcio e fosfolipidos (que substituem a membrana das plaquetas ativadas) [10].

Este tipo de prova avalia deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores da via extrinseca e
da via comum, como foi referido anteriormente, controla a capacidade de sintese do figado,
deteta deficiéncia de vitamina K, assim como, monitoriza a terapéutica com anticoagulantes

orais [19].

Os resultados de TP geralmente siao relatados sob a forma de tempo (segundos), mas

também pela razao do TP e pelo calculo do International Normalized Ratio (INR).

A razio do TP é o quociente entre o tempo de coagulagio da amostra e o tempo de

coagulagao dado por uma pool de plasma com valores de normalidade de TP ou um
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controlo normal. Esta razao é dada em percentagem e em individuos saudaveis é

aproximadamente 100%.

O calculo do INR é de extrema importancia no controlo da terapéutica com anticoagulantes
orais. Como ja foi referido, as tromboplastinas podem ter origens diferentes e em
consequéncia podemos ter ligeiras variagdoes nos tempos para a mesma amostra de plasma
[7]. Posto isto, € imprescindivel que exista uma uniformizagao relativamente ao TP para
deste modo ser possivel comparar os resultados obtidos em qualquer laboratério. A fim de
compensar estas diferengas, € necessirio que se saiba a sensibilidade da tromboplastina
utilizada expressa pelo Internacional Sensitivity Index (ISI). O ISI, nao é mais que um fator de
correcgao utilizado pelos fornecedores dos reagentes, e que geralmente varia a cada lote.
Este ISI é determinado comparando cada reagente com a tromboplastina padrao (OMS). O

INR vai resultar da razio do TP elevado ao ISI.

E fundamental que a cada lote diferente de tromboplastina tecidual, assim como o TP da pool
normalizada, sejam atualizados para que os cilculos nas amostras sejam o mais corretos

possiveis.

4.7.2 TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA
O aPTT é um teste de screening usado no estudo global da via intrinseca (Fatores Xll, XI, IX

e VIII), assim como da via comum da coagulacao (Fatores X, V, Il e fibrinogénio). Mede o
tempo de coagulagio do plasma, apoés a adicio de um ativador dos fatores da fase de

contacto (sem adigao de fator tecidular), calcio e fosfolipidos.

Este parametro avalia défices congénitos ou adquiridos dos fatores da via intrinseca e da via
comum, alteragao da capacidade de sintese hepatica, deficiéncia da vitamina K, monitorizagao
da terapéutica com heparina nao fracionada e presenca de anticoagulante lupico e outros

inibidores (anti-fator, por exemplo) [10] [19].

O resultado devera ser expresso em segundos.

4.7.3 TEMPO DE TROMBINA
E o parimetro que permite avaliar a Gltima fase da coagulagio (via comum), em que o

fibrinogénio é convertido em monomeros de fibrina. Para tal, é adicionada trombina na
amostra de plasma citratado. Desta forma, faz-se uma avaliagao qualitativa do fibrinogénio,
em que o tempo que a amostra demora a coagular é inversamente proporcional a

quantidade de fibrinogénio presente. O resultado vem expresso em segundos [10].
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Este parametro tem utilidade clinica para confirmar ou descartar a presenga de heparina no

plasma, presenca de anti-lla e anormalidades qualitativas/quantitativas do fibrinogénio.

Este parametro raramente é solicitado, sendo mais comum o doseamento de fibrinogénio,

como veremos a continuagﬁo.

4.7.4 DOSEAMENTO DE FIBRINOGENIO (METODO DE CLAUSS)
O fibrinogénio é o Ultimo interveniente da via comum da coagulagao. Este doseamento visa

uma determinagao quantitativa do fibrinogénio pela adicdo de trombina em altas
concentragoes na amostra de plasma diluida, sendo a formagao de fibrina apenas dependente

da quantidade de fibrinogénio existente [12].

Mede-se o tempo que a amostra demora a formar coagulo de fibrina, sendo o valor de
fibrinogénio extrapolado a partir duma curva de calibragao, resultante das diluicoes seriadas

realizadas num plasma de referéncia, com concentragdes de fibrinogénio conhecidas.

O doseamento de fibrinogénio permite-nos controlar caréncias congénitas, hepatopatias,

monitorizagcao da terapia fibrinolitica e CID (coagulagao intravascular disseminada)[|9].

4.7.5 PESQUISA DE ANTICOAGULANTE LUPICO
O anticoagulante lupico € um autoanticorpo dirigido contra proteinas que ligam fosfolipidos.

Estes anticorpos prolongam os testes de coagulagao in vitro e estao associados a um risco

trombotico significativo.

No LSJ esta determinagao é realizada a partir de um teste de mistura, onde vamos repetir o
aPTT e a interpretagao do resultado é dado pela razao do aPTT. A amostra de plasma do
paciente, cujos tempos estao prolongados, € misturada com uma amostra de plasma de um
paciente com tempos normais (ou seja, com presenc¢a de todos os fatores). Se a razao do
aPTT da mistura corrige e normaliza, relativamente a razao da amostra inicial, nao estaremos
na presen¢a de AL, mas talvez na presenca de alguma deficiéncia de fator. Se a razao do
aPTT da mistura nao corrige, entao estaremos na presenca de inibidores (entre os quais se
pode incluir o AL) que prolongam o tempo da amostra “controlo” que inicialmente era

normal [10].
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4.7.6 DOSEAMENTO DE D-DIMEROS
Ao contrario dos Ultimos parametros referentes a hemostase que no LS] sao realizados no

equipamento Sysmex CA-1500, o doseamento dos D-dimeros € realizado no autoanalisador

ARCHITECT no médulo ¢8000 utilizando o plasma citratado.

Os D-dimeros sao dominios antigénicos que resultam da degradagao da fibrina insoltvel pela
plasmina durante a fibrinolise. Niveis de D-dimero elevados no plasma sao indicadores que a

fibrina estd a ser degradada, o que significa que a fibrina foi formada previamente [10].

O seu aumento no plasma pode estar relacionado com CID, processos inflamatoérios ou
infeciosos, gravidez, enfarte do miocardio, idade, entre outros. Esta determinagao também é
de grande utilidade clinica no diagnostico de trombose venosa profunda e embolismo

pulmonar.

A sua quantificagao € feita por imunoturbidimetria. Para tal, utiliza-se particulas de latex
revestidas com um anticorpo monoclonal especifico anti-D-dimero. Ao adicionar a amostra,
ha formagao de um complexo antigénio-anticorpo na presenga de D-dimeros. Estes
complexos alteram a turbidez da suspensiao e a sua concentragao é tanto maior quanto
menor for a transmitancia, que é medida por espectrofotometria. O resultado é expresso

em microgramas por litro (ug/L).

4.7.7 CASOS CLINICOS

4.7.7.1 CASO CLINICO lIl
Utente de 84 anos, sexo masculino a quem foi solicitado hemograma e tempo de

protrombina para monitorizagdo da terapéutica com anticoagulantes orais, apresenta os
seguintes resultados que constam na Tabela 10, assim como, os resultados de uma vinda

anterior ao laboratorio.

Tabela 10: Valores correspondentes ao caso clinico lIl.

puimero | Peido Restodt Uriuaes Vo
Tempo de protrombina 43,3 20,6 segundos 10,1 — 14,8
Razdo de TP 17,4 41,6 % 70,0 -130,0
INR 4,0 1,81 0,86 — 1,27
Plaquetas 107 102 x103/uL 150 — 450
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A terapéutica com anticoagulantes orais, ou antagonistas da vitamina K, é usada na
prevencao do aparecimento de trombos inesperados. Existem multiplos fatores que podem
interferir com estes anticoagulantes, por isso, as doses devem ser ajustadas individualmente,
exigindo um estreito controlo e vigilancia clinica periodica, de modo a evitar complicagoes

tromboticas ou hemorragicas.

Este utente apresenta-se com trombocitopenia, situagao que ja se verificava na sua vinda
anterior. Sera de esperar que este utente apresente o TP prolongado, visto que usa
anticoagulantes orais, deste modo, a avaliagao sera feita pelo INR. O INR quando o utente
fez as determinagoes a 03/2017 apresentava-se ligeiramente aumentado, tendo em
consideragao os valores de referéncia que sao utilizados na rotina para individuos saudaveis.
Sendo um utente que utiliza anticoagulantes orais, ndo podemos utilizar os valores de
referéncia para individuos saudaveis. Cabe ao clinico avaliar e ter em consideragao a
patologia de base e os respetivos valores terapéuticos para o INR (sendo a maioria dos
casos entre 2,0-3,0, salvo raras exce¢oes em que pode ser superior). Na sua vinda a 04/2017
o valor de INR ja estava consideravelmente aumentado, por isso, é bastante provavel que o

clinico proceda ao ajuste da dose de anticoagulante e faga novo controlo.

4.7.7.2 CASO CLINICO IV
Utente de 75 anos, sexo feminino e que estava no internamento, foram-lhe pedidas as

determinagoes do tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada. Esta

utente nao tinha histérico no laboratério. Os valores obtidos constam na Tabela I 1.

Tabela | I: Valores correspondentes ao caso clinico IV.
Parametro Resultado Unidades Valores de referéncia
Tempo de protrombina 4877 segundos 10,1 — 14,8
Razio de TP 15,6 % 70,0 — 130,0
INR 4,47 0,86 — 1,27
aPTT 4557 segundos 23,0-31,9

Como se pode verificar, ambos os tempos estao prolongados. Nao havendo qualquer
informacao relativamente a utente, varias hipéteses podem ser colocadas para esclarecer o
prolongamento dos tempos, como por exemplo, se sofre de alguma patologia hepatica que

possa estar na origem do défice de fatores da via comum, se lhe sio administrados
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anticoagulantes orais diretos ou heparina nao fracionada, se tem caréncia de vitamina K, se
existe a presenc¢a de algum inibidor, ou se estamos perante uma coagulagao intravascular

disseminada.

Quando temos estes dois tempos prolongados pode ser pedido o tempo de trombina e
doseamento de fibrinogénio. Se estes doseamentos derem valores normais, estamos perante
deficiéncia de fatores da via comum. Se por acaso, o tempo de trombina der prolongado,
entao poderemos estar perante uma deficiéncia de fibrinogénio (que sera confirmada com o
seu doseamento) ou entao estar na presenga de heparina no plasma (o teste de reptilase
podera confirmar o descartar a presenga de heparina, normalizando o tempo, ja que, nao ¢
afetado pela heparina). Os anticoagulantes orais diretos, ao atuar diretamente sobre os

fatores da via comum, afetam o TP, aPTT e TT, prolongando-os.

Os testes de mistura (com determinacao do TP e aPTT) também podem ser requeridos.
Caso os tempos normalizem, poderemos estar perante uma deficiéncia de fator que é
corrigida pela adicio de um plasma com tempos normais (ou seja, sem deficiéncia de

fatores), caso os tempos permaneg¢am prolongados, poderemos estar perante um inibidor.

A coagulagao intravascular disseminada vai levar ao consumo de fatores da coagulagao e
plaquetas, o que consequentemente ira prolongar os tempos. Esta sindrome pode ser

confirmada pelo doseamento dos D-dimeros, que estarao elevados.

4.8. MUNO-HEMATOLOGIA

A membrana eritrocitaria é composta por diversos carboidratos e proteinas, que funcionam
como antigénios e sao capazes de induzir a formagao de anticorpos. Consoante a presenca
destes antigénios podemos fazer a tipagem do sangue em varios sistemas de grupos

sanguineos. O sistema ABO e o sistema Rh sao os mais conhecidos.

4.8.1 SISTEMA ABO E RH
O sistema ABO é composto pelos antigénios A, B e H e pelos anticorpos naturais anti-A e

anti-B. Estes anticorpos estao presentes consoante o antigénio nao expresso na membrana
eritrocitaria, isto &, individuos com antigénios A desenvolvem anticorpos anti-B, individuos
com antigénios B apenas desenvolvem anticorpos anti-A. Todos os individuos tém antigénios
H (salvo raras excegoes) [I][19]. Os individuos que apenas tem antigénio H, desenvolve
anticorpos anti-A e anti-B. Estes anticorpos sao essencialmente do tipo IgM e sao capazes de

aglutinar e lisar os eritrocitos, por isso, e visto que eles sao formados naturalmente, apos
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uma unica transfusao de eritrocitos ABO incompativeis pode ocorrer hemdlise intravascular
grave que pode levar a morte. Na Tabela 12 estao apresentadas a classificagao sanguinea

segundo o sistema ABO tendo em conta os antigénios e anticorpos presentes.

Tabela 12: Classificagao sanguinea segundo do Sistema ABO.

Grupo Antigénios Anticorpos
0 H (auséncia de A e B) Anti-A e Anti-B
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB -

O sistema Rh é bastante complexo, constituido por muitos antigénios diferentes, codificados
por varios genes. Os antigénios deste sistema sao: D, C/c e E/e. Estes antigénios induzem a
producao de anticorpos essencialmente do tipo IgG, apds a exposigao com eritrocitos
incompativeis, sendo o antigénio D considerado o mais imunogénico. Se os eritrocitos de
um individuo possuirem o antigénio D este é considerado Rh-positivo, caso haja auséncia do
antigénio D é considerado Rh-negativo, independentemente da presenca dos outros

antigénios [19].

A seu interesse clinico deve-se essencialmente pelo seu envolvimento na doenga hemolitica
do recém-nascido (ja que, os anticorpos do tipo IgG conseguem atravessar a barreira

placentaria) e nas reagoes transfusionais hemoliticas.

No LSJ a tipagem sanguinea ABO/Rh ¢ feita a partir de técnicas de aglutinagao. Para tal,
utilizam-se soros contendo anticorpos especificos para os antigénios A, B e D. Uma gota de
anti-A, anti-B e anti-D sao colocadas respetivamente numa lamina, a cada gota é adicionada
uma gota de sangue total colhido com EDTA que vai conter os respetivos antigénios
eritrocitarios. Se os eritrocitos do paciente tiverem antigénios para os respetivos anticorpos,
entao formam-se imunocomplexos com as particulas antigénicas. Estes imunocoplexos ligam-

se entre si e formam aglutinados que sao visiveis a vista desarmada (Tabela 13).
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Tabela 13: Tipagem de sanguinea segundo a classificagao ABO/Rh.

Aglutina
Tipagem ABO/Rh
Anti-A Anti-B Anti-D
X - X A Rh positivo
- X X B Rh positivo
X X X AB Rh positivo
- - X 0 Rh positivo
X - - A Rh negativo
- X - B Rh negativo
X X - AB Rh negativo
- - - 0 Rh negativo

4.8.2 TESTE DE COOMBS
O teste de Coombs pode ser direto ou indireto. O Coombs direto visa pesquisar a

sensibilizacao eritrocitaria, isto ¢, detetar anticorpos ligados aos eritrocitos in vivo. Para tal, é
adicionada uma gota de soro de Coombs (que é um soro que contém anticorpos anti-
imunoglobulina humana) a uma gota de sangue total (colhido com EDTA) do paciente,
verificando-se se existe aglutinagao. Caso haja aglutinagao pelo teste de Coombs direto,
podemos estar perante varias condi¢oes: reacao hemolitica transfusional, doenga autoimune,
doenca hemolitica do recém-nascido, ou secundaria ao uso de medicamentos. No teste de
Coombs indireto vamos pesquisar a presenca de anticorpos, a partir de uma reagao entre
anticorpos do paciente e uma suspensao duma pool de eritrocitos do tipo 0 (Rh positivos e
negativos), in vitro. Se apds uma fase adequada de incubagao for adicionado soro de Coombs
e houver aglutinacao, dizemos que estamos perante anticorpos anti-eritrocitarios. Este teste
€ muito utilizado para acompanhar doentes que foram sensibilizados por antigénios de
qualquer sistema sanguineo, mas principalmente do sistema Rh. Nas gravidas Rh negativas,
este teste € muito solicitado, para verificar se estas apresentam anticorpos anti-D, com o

intuito de avaliar se existe o risco de desencadear a doenca hemolitica do recém-nascido

[10].
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5. SECTOR MICROBIOLOGIA

O sector da Microbiologia contribui para o diagnostico e auxilio no tratamento de doencas

infeciosas.

No LS] sao solicitadas para uma grande diversidade de amostras biologicas, a pesquisa e
identificacdo de bactérias, fungos e parasitas. Igualmente, sao realizadas analises que visam
detetar a resposta dada pelo sistema imunologico perante a infe¢ao causada por agentes
etiologicos de infegao, como por exemplo os virus, para além dos outros agentes enunciados
anteriormente. Sao também realizados testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para

orientacao do tratamento.

Esta € uma das areas do laboratério menos automatizada, embora para algumas das

determinagoes também se recorra a utilizagdo de equipamentos automatizados.

E de extrema importancia que sejam seguidas as normas relativas a colheita, transporte,

conservagao, processamento e armazenamento das amostras bioldgicas.

A colheita da amostra devera ser feita preferencialmente numa fase inicial da infecao e

mesmo antes de qualquer terapéutica antibiotica, ja que, estes interferem com resultado.

E fundamental conhecer o tipo de flora normal e possiveis contaminantes que possam surgir,
consoante o local anatomico de onde provem o produto que estamos a trabalhar. Desta
forma sera dado o tratamento mais adequado a amostra, sendo possivel identificar o
microrganismo que esta implicado no quadro clinico do paciente, assim como, poder

recomendar um tratamento adequado.

5.1. HEMOCULTURA (SANGUE)
Em condigoes normais o sangue é um fluido estéril, logo, o seu exame bacterioldgico visa

pesquisar a presen¢a de microrganismos na corrente sanguinea.

2

E muito importante que o local onde é realizada a venopungao seja corretamente
desinfetado e que o volume de sangue colhido corresponda a proporgao recomendada pelo

fabricante do meio de cultura utilizado [10].

Quanto maior o volume de sangue que for possivel colher, maiores serao as probabilidades
de encontrar o microrganismo que esta a provocar a infegao, ja que, na maior parte das

situagoes estes microrganismos nao se encontram em grande ndimero.

A presenca de qualquer microrganismo devera ser valorizada, embora seja necessario estar

alerta para a presenca de contaminantes da pele que podem confundir a interpretagao dos
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resultados e gerar falsos positivos [|3]. Nestes casos, sera necessario ter um espirito critico

e valorizar de acordo com o contexto clinico do paciente.

E obrigatério nunca refrigerar as hemoculturas apoés a colheita para garantir a viabilidade de
eventuais microrganismos. Elas deverao ser incubadas a 37°C durante 7 dias e s6 ao fim
deste tempo podera ser considerado o resultado negativo. Existem microrganismos cujo

crescimento é mais lento, e nestes casos o tempo de incubagao devera ser mais prolongado.

O sistema para hemocultura usado no LS] é o Oxoid SIGNAL® Blood Culture System
(Figura 4). Este sistema consiste numa garrafa contendo um meio liquido de enriquecimento
constituido essencialmente por tripticase de soja e polianetolsulfonato de sédio (SPS), entre
outros constituintes. Este meio permite o crescimento de microrganismos aerobios,
anaerobios e microaerofilicos [11][23]. O SPS tem a particularidade de ajudar a inativar a
acao dos antibidticos na amostra de sangue, neutralizar a agao bactericida do soro, prevenir

a fagocitose, inibir a coagulagao e servir de suporte nutricional.

Este sistema tem uma camara acoplada com uma agulha que vai até ao fundo do meio liquido
e que funciona como indicador de crescimento. Sempre que se gera pressao positiva na
garrafa, ha deslocamento da mistura para a camara que funciona como um sinal da
proliferagio bacteriana, derivado da geragao de gases, consequéncia da sua atividade
metabdlica. E importante também a inspecio visual da cultura, para verificar turbidez,
hemolise ou formagao de pelicula ou colonias visiveis entre o meio de cultura e o sedimento

eritrocitario [ 1].

Desta forma quando é requerida uma hemocultura, a fase inicial ira consistir num exame
macroscopico, através da visualizagao diaria e de forma a verificar a existéncia de
crescimento bacteriano. Caso se verifique crescimento, a hemocultura é considerada
positiva e devera ser preparado um esfregaco em lamina a partir desta. O esfregaco devera
ter um gradiente de espessura suficientemente denso que facilite a visualizacao, ser fixado
pelo calor e corado pela técnica de coloragao de Gram (Anexo A), assim como, realizar a

subcultura em meio sdlido.
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Figura 4: Sistema de hemocultura OXOID SIGNAL®*,

A coloragao de Gram é uma coloragao diferencial, ja que, permite distinguir as bactérias
consoante a estrutura da sua parede celular, podendo-as classificar em Gram positivas e
Gram negativas. As bactérias Gram positivas sao formadas por uma camada espessa de
peptidoglicano ficando coradas de purpura e as Gram negativas sio compostas por uma
camada fina de peptidoglicano, assumindo uma coloragao rosa. O corante violeta de
Genciana penetra no interior da bactéria e forma um complexo com o soluto de Lugol
(constituido por iodo), quando este € adicionado. Ao ser aplicado o diferenciador, este
complexo nao é removido das bactérias Gram positivas devido a espessura do
peptidoglicano das suas paredes, o que confere a tonalidade purpura. Por outro lado, as
bactérias Gram negativas ao ter uma espessura de peptidoglicano muito menor, a aplicagao
do diferenciador remove os complexos formados entre o violeta de Genciana e o soluto de
Lugol, tornando a membrana muito permeavel e descorando-as. Para visualizar as bactérias
Gram negativas é entao adicionado um segundo corante de contraste, a Fucsina de Ziehl

diluida, conferindo a estas bactérias uma coloragao rosa [10].

Ao observar o esfregaco corado, devemos fazé-lo com a objetiva de 100x (objetiva de
imersao). Para além da cor adquirida pelas bactérias, também devemos observar a sua
morfologia e classifica-las em cocos ou bacilos. Os cocos podem estar agrupados e serem
classificados consoante o seu arranjo. Se este arranjo for em cacho denominam-se
estafilococos, se for em cadeia sao estreptococos. Caso se verifique a presenca de fungos,

deveremos classifica-los como fungos leveduriformes ou filamentosos.

Os meios sélidos utilizados para a subcultura sao o meio Columbia Agar+Sheep Blood Plus —

(COLS+), também conhecido por gelose de sangue, e o meio Chocolate Agar+Vitox —

(CHOCV) (Figura 5).

4 Fonte: https://www fishersci.com/shop/products/thermo-scientific-oxoid-signal-blood-culture-system-blood-culture-system/r654 10
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Figura 5: Meios solidos utilizados para subcultura de hemocultura — A: Meio Columbia Agar+Sheep Blood

Plus; B: Meio Chocolate Agar+Vitox®

O meio COLS+ é um meio enriquecido que deriva da combinacio de peptonas que
fornecem azoto, carbono, vitaminas e alguns elementos vestigiais. Possui extrato de levedura
como fonte de vitaminas do complexo B e sangue de carneiro que permite a detegao de
reagoes hemoliticas, ja que, fornecem fator X (hemina), necessario para o crescimento de
muitas espécies patogénicas. O sangue de carneiro contém NADase que destréi o

dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD), também denominado por fator V.

Ha microrganismos que para crescerem necessitam fatores X e V. Por esta razao devemos
utilizar também o meio CHOCYV. Este é um meio enriquecido, obtido por aquecimento do
sangue que liberta o fator X e é suplementado com fator V. Deste modo é possivel

recuperar microrganismos mais fastidiosos como as Neisseria spp. e Haemophilus spp. [1 1].

Apods sementeira, pela técnica de esgotamento do produto por extensao a superficie do
meio solido (Figura 6), as subculturas devem ser incubadas numa atmosfera com 5% de CO,
a 37°C até 48h para depois prosseguir com a sua identificagio e efetuar o teste de

suscetibilidade a antimicrobianos (TSA) de acordo com o protocolo do laboratorio.

Figura 6: Esquema representativo da técnica de esgotamento por extensao a superficie do meio sélido. I:

Esgotamento inicial; 2,3 e 4: Sequéncia de estrias.

5

A: Adaptado: http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/30-columbia-agar-+-5-percent-sheep-blood
B: Adaptado de: http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/27-chocolate-agar-polyvitex
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Existem outros fluidos biologicos que habitualmente siao estéreis e que podem ser
inoculadas nos frascos de hemocultura, nomeadamente o liquido pleural, liquido

cefalorraquidiano (LCR), entre outros.

5.2. FEZES
A infecao do trato gastrointestinal pode ser devida a varios agentes enteropatogénicos que

alteram a funcao intestinal.

O despiste de rotina é direcionado para os principais agentes bacterianos, Salmonella spp.,

Shigella spp., Campylobacter spp. e Staphylococcus aureus [10][13].

Outras pesquisas como Yersinia, pesquisa de Rotavirus/Adenovirus, pesquisa das toxinas A e
B do C. difficile e Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 devem ser solicitados a

parte, ja que, tem procedimentos especiais.

O tempo que medeia entre a colheita e o seu processamento deve ser inferior a 2h e a
amostra devera ser mantida a uma temperatura inferior a 20°C caso nao seja possivel

refrigerar.

Os meios utilizados na rotina do LS| para coproculturas sao meio Hektoen Enteric — (HE),

meio de Chapman — (CHAP) e meio Campylobacter Karmali Selective — (CCDA) (Figura 7).

Figura 7: Meios utilizados para coprocultura — A: Meio Hektoen Enteric; B: Meio de Chapman; C: Meio

Campylobacter Karmali Selective®.

O meio HE é simultaneamente seletivo e diferencial para microrganismos entéricos Gram
negativos. E utilizado para isolar espécies de Shigella e Salmonella. Na sua composicio contém
sais biliares que tornam o meio seletivo porque inibe o crescimento de bactérias Gram
positivas e algumas bactérias nao patogénicas Gram negativas. Foram incluidas lactose,

sacarose e salicina que permitem a diferenciagao entre espécies de Salmolnella e Shigella nao

6

A: Adaptado: http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/38-hektoen-agar

B: Adaptado: https://www flickr.com/photos/medmicro/3396459999/in/album-721576 16105563630/

C: Adaptado: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/PO504 | A?lCID=search-product
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fermentadoras destes compostos, de microrganismos entéricos que ao fermentar estes
compostos produzem acidos que provocam uma alteragao da cor do indicador de pH. As
espécies nao fermentadoras formam coldnias azuis/verdes e as fermentadoras formam
coldnias amarelas/alaranjadas. O citrato de amonio férrico e tiossulfato de sédio presentes
no meio permitem a detegao de sulfureto de hidrogénio (H,S). As salmonelas produzem H,S
formando colénias com um precipitado preto. O sistema indicador de pH é fucsina acida e

azul de bromotimol [1I].

O meio CHAP é um meio seletivo e diferencial para Staphylococcus spp., agente que por
vezes esta na origem das diarreias. Tem na sua constituicao peptonas, manitol e vermelho de
fenol como indicador de pH. Apresenta também uma concentragao de 6,5% de cloreto de
sodio que permite uma inibicao parcial ou completa de microrganismos que nao sejam
halotolerantes. A fermentagao com manitol permite a diferenciacio das espécies de
estafilococos, ja que, as espécies que fermentam o manitol produzem colénias amarelas,
sendo indicativo de S. aureus. As espécies nao fermentadoras de manitol produzem colonias

vermelhas e nenhuma alteracao do indicador de pH [I ]

O meio CCDA é um meio seletivo para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. Tem como

base o meio Columbia, carvao ativado, agentes redutores, antibioticos e antifungicos [I 1].

Os meios HE e CHAP devem ser incubados entre 18-24h a 37°C em atmosfera de
aerobiose. O meio CCDA devera ser incubado numa atmosfera microaerofilica e capnofilica
a 42°C, durante 48-72h. Apds incubagdo deveremos prosseguir com a identificacio e efetuar

o TSA de acordo com o protocolo do laboratério.

Para pesquisa de Yersinia spp. € utilizado o meio Yersinia Selective (Figura 8). Este meio
contém peptonas e manitol [I1]. A Yersinia enterolitica fermenta o manitol e na presenga de
vermelho neutro e origina coldnias caracteristicas de "olho-de-boi", incolores/rosa palido e
com centros vermelhos. A inibicao seletiva de organismos Gram negativos e Gram positivos
obtém-se por meio do cristal violeta, desoxicolato de sodio e os agentes antimicrobianos.
Este meio devera ser incubado em aerobiose durante 18-24h a 32°C. As colénias isoladas

deverao ser identificadas e realizado o respetivo TSA.
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Figura 8: Meio Yersinia Selective com crescimento de colénias de Yersinia enterolitica’.

A pesquisa de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) OI157:H7 utiliza para o seu
isolamento o meio seletivo MacConkey/Sorbitol. Este meio contém lactose e peptonas que
servem de fonte de nitrogénio. O sorbitol é um hidrato de carbono fermentavel que a
maioria das estirpes de E. coli hemorragicas nao fermentam, dando origem a coldnias
incolores. Os sais biliares e o cristal violeta sao agentes seletivos que inibem o
desenvolvimento de organismos Gram-positivos e o vermelho neutro é um indicador de pH
[11]. A incubagio devera ser feita em aerobiose durante 18-24h a 37°C e as coldnias

isoladas deverao ser identificadas e realizado o respetivo TSA.

Pesquisa de toxinas A e B do Clostridium difficile € apenas realizada quando solicitada pelo
clinico e devera ser feita em amostras diarreicas, ja que, este € um dos sinais inerentes a
infecao por C. difficile e cujas toxinas constituem seus principais fatores de viruléncia. A
toxina A é uma enterotoxina e a toxina B é uma citotoxina. Existe situagoes em que existe
C. difficile nas fezes, mas este nao € produtor de toxinas, logo, nao é considerado patogénico.
A pesquisa é qualitativa pois consiste num ensaio imunocromatografico baseado em reagoes
imunoldgicas efetuadas numa membrana de nitrocelulose por migragao. O kit utilizado no
LS] é o Stick 2A-Bdiff / Simple 2A-Bdiff da OPERON e consiste em particulas de latex
vermelhas conjugadas a um anticorpo especifico que reage contra a toxina A. Para além
deste conjugado, existe outro anticorpo especifico para a toxina A que esta fixo a
membrana. O mesmo principio é aplicado para a toxina B. Também existem particulas de
latex a azuis conjugadas a um antigénio especifico e reconhecidos por um anticorpo
especifico fixo a membrana que vai servir como controlo do teste. A amostra recebe um
pré-tratamento inicial com um tampao diluente para conseguir extrair as toxinas da matriz
fecal. Apds extragao coloca-se um volume predefinido de sobrenadante na membrana que
migra por capilaridade durante |5 minutos a temperatura ambiente. Quando a amostra flui

pela membrana as particulas de litex coloridas migram e caso a amostra apresente as

7 Adaptado: https://www fishersci.com/shop/products/yersinia-selective-agar/p-4523654
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respetivas toxinas, estas serao “capturadas” pelos anticorpos especificos que estao fixos na
membrana. Diferentes linhas serao observadas, consoante o conteudo de toxinas da
amostra. As linhas sao usadas para interpretar o resultado. E de salientar que a linha de

controlo do teste tera que estar sempre presente para conseguir validar o nosso resultado

(Figura 9).

Sample preparation

‘. - —

liquid stocls 75 ul
3 drops mix

Centrifuge /

=l

salid stoals 75 mg 13.000 )
(3.000 rpm

Stick 2 A-B diff INDEPENDENT bands for toxin A and toxin B

} M M M
B

Negative Toxin A positive Toxin B positive Tewin A + Toxin B positive

S

—r=
‘:’l‘ﬂ

%

Take supernatant

Figura 9: Esquema da preparacao da amostra, execugao e interpretagao de resultados do teste
imunocromatografico para pesquisa de toxinas A e B de C. difficile®.

O rotavirus e adenovirus sao os principais agentes causais de gastroenterites virais agudas
em criangas [10]. A sua transmissao ocorre por via oro-fecal e a sua pesquisa também pode
ser feita por ensaio imunocromatografico onde anticorpos monoclonais especificos reagem

contra proteinas virais.

No LS] também é frequente solicitarem o exame parasitologico das fezes de forma a

identificar trofozoitos, quistos e ovos de parasitas.

Para o exame parasitologico devem ser solicitadas 3 amostras, separadas, em dias alternados
[13]. Estas amostras devem ser transportadas de imediato para o laboratoério, se impossivel,

deverio ser refrigeradas até 12h a 4°C.

O diagnostico parasitoldgico recai essencialmente na identificagao das estruturas parasitarias.
No LS| este diagnostico € feito pelo exame direto das fezes, utilizando soluto de Lugol para
corar as estruturas parasitarias e pelo exame direto apds concentragao da amostra (Figura
10), pelo método de Ritchie (Anexo B). Apos concentragao, coloca-se uma pequena porgao

do sedimento numa lamina com uma gota de soluto de Lugol e cobre-se com uma lamela.

8 Adaptado: http://www.operon.es/sites/default/files/pdf/FIC-ENF-INF-GDH.2 AB.pdf
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Com a objetiva de pequena ampliagao (10x) é percorrida toda a area da lamela e caso seja
detetada uma estrutura suspeita esta é focada com uma objetiva de maior ampliagao (40x),

para identificagao da estrutura parasitaria.

HE

3« Add eth
to the m:;‘vﬁ:;ﬂmn

4= Connect wials A and B,

2 « Load sample in wial &
then invert

=

§ - Filtrate & -Separate different phases T -Microscopic diagnosis

Figura 10: Esquematizagio do método Ritchie para concentragdo de parasitas’.

No LS) também é realizada a pesquisa qualitativa de antigénios de Giardia lamblia por ensaio
imunocromatografico. O principio do teste é semelhante ao da pesquisa de toxinas A e B de
Clostridium difficile. Este teste utiliza anticorpos monoclonais especificos contra antigénios da

Giardia lamblia, independentemente da forma que o parasita apresenta no seu ciclo de vida.

Quando é pretendida a pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis a colheita da amostra
devera ser feita através do método de Graham. Este método consiste na aplicagao de fita
adesiva transparente nas pregas perianais. De seguida esta fita é colada numa lamina para ser
observada ao microscépio. A colheita deve ser feita de manh3, antes de efetuar a higiene, ja
que, a fémea desta espécie desloca-se durante a noite até a regidao perianal para fazer a

deposicao dos ovos [10].

5.3. URINA

A urina é um fluido organico isento de bactérias até chegar a uretra. Na uretra existe uma
flora comensal que é arrastada pela urina aquando a sua passagem. No entanto, a uretra
pode servir como porta de entrada de microrganismos patogénicos. Amostras de doentes
com suspeita de infe¢ao do trato urinario constituem o tipo de amostra mais comum na

maior parte dos laboratorios.

A colheita, acondicionamento e transporte da amostra sao essenciais para garantir a

fiabilidade dos resultados.

9 Adaptado: http://www.monlab.com/descargas/pruebas%20rapidas/PARASITOLOGIA/easy-copros.pdf
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Para o diagnostico de infegao urinaria a colheita pode ser obtida de diferentes formas, desde
que se mantenha as condigoes de assepsia e sempre de acordo com as indicagoes dadas pelo
laboratério. A amostra deve ser colhida para um contentor esterilizado e pode provir de
pungao supra-pubica, saco coletor (criangas), drenagem de nefrostomia/uretrostomia,
puncgao de cateter ou colheita por mic¢ao do jacto médio. Esta Ultima devera ser idealmente

a primeira urina da manha por estar mais concentrada.

Apos colheita para contentor esterilizado a urina deve ser transportada ao laboratério o

mais rapidamente possivel para ser processada até uma hora apos a colheita. Caso nao seja
. . . . 0

possivel processar neste intervalo de tempo, devera ser refrigerada a 4°C e processada

assim que possivel, nunca ultrapassando as 24h apos a colheita [10].

A urina pode ser colhida para contentores estéreis contendo acido bérico. O acido borico
funciona como conservante e permite que a urina permanega a temperatura ambiente até
24h apods a sua colheita. E importante ter em atencio que é necessirio respeitar as
proporgoes de urina/conservante, ja que, quando as urinas apresentam volumes muitos

reduzidos ha possibilidade de haver falsos-negativos.

A urocultura consiste no exame citoldgico a partir do sedimento urindrio e no exame

cultural [12].

O exame citologico € um exame a fresco efetuado a partir do sedimento. Para tal, é
necessario centrifugar aproximadamente 10 mL de urina a 1500 rpm durante 5 minutos.
Seguidamente, despreza-se o sobrenadante, o sedimento é homogeneizado e é colocada uma
gota deste entre lamina e lamela. A observacio com objetiva de 40x procura observar
células epiteliais, leucocitos, eritrocitos, cilindros, cristais, bactérias, fungos ou parasitas em
pelo menos 10 campos diferentes. Os leucocitos e eritrocitos devem ser quantificados por

campo.
Para o exame cultural a urina devera ser homogeneizada, mas nao centrifugada.

Para inocular os meios utiliza-se ansas de lpL (0,001mL) que sao imersas verticalmente na
urina. A utilizagao de ansas com volume predefinido permite calcular aproximadamente o
numero de unidades formadoras de colonias por mililitro de urina (ufc/mL), caso haja

crescimento.

O meio utilizado para o exame cultural é o Brilliance UTI Clarity — (UTI), mas se for
indicado também pode ser realizada sementeira em meio COLS+. Caso seja
simultaneamente pedida anadlise micologica deveremos inocular no meio Sabouraud com

gentamicina e cloranfenicol - (SAB GC).
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Os meios sao inoculados pela técnica de esgotamento do produto por extensao a superficie

do meio solido e sao incubados a 37°C em atmosfera de aerobiose durante |8-24h.

O meio UTI (Figura 11) é um meio cromogénico, nao seletivo, que permite uma facil e
rapida detegao, diferenciagio e identificagdo presuntiva de microrganismos que
habitualmente originam infecoes do trato urinario. Este meio contém substratos
cromogénicos que quando reduzidos por enzimas especificas produzem colonias

pigmentadas com diferentes tonalidades consoante a estirpe [II].

Inoculate plate.

Pink/Red Turquoise/Blue-Green  Dark Blue/Purple
E coli Enterococcus spp. coliforms
£
VA
Brown halo Brown/Green Non-pigmented
Proteus Translucent White
Morganella Pseudomaonas spp. staphylococci
Providencia streptococci
M 2.0
® .

Pink
Staph. saprophyticus

Figura | 1: Meio para urocultura — Brillance UT]I clarity com diferentes estipes que originam infe¢oes do tracto

urinario e seus pigmentos caracteristicos neste meio cromogénico'’.

ApOos incubagao sao contabilizados o numero de coldnias, ou seja, como a ansa utilizada é de
I uL, contabiliza-se o nimero de coldnias que cresceram e este numero € multiplicado por
1.000, convertendo assim a unidade microlitro em mililitro. Este valor é indicativo do
numero de colonias por mililitro de urina. A seguir procede-se a identificacao do

microrganismo isolado e a realizagao do TSA conforme o protocolo do laboratoério.

10 Adaptado: http://www.oxoid.com/pdf/2402|_oxoid_clarity UTI.pdf
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A valorizagao dos resultados devera considerar uma série de parametros tais como o tipo
de colheita, tipo de paciente, sinais e sintomas do paciente, observagao microscopica do

sedimento urinario, exames bacteriologicos anteriores, entre outros (Tabela 14).

Tabela 14: Critérios para o diagndstico de infegoes urinarias de acordo com as guidelines da Sociedade
Europeia de Microbiologia Clinica e Doengas Infeciosas. (legenda: ufc — Unidades formadoras de colénias; WBC
— leucocitos) [24].

Designacao Critérios laboratoriais
> 10 WBC/mm3
Bacterilria assintomatica >]05 ufe/mL em duas amostras consecutivas com

um intervalo > 24 h

> 10 WBC/mm3
Infecao urinaria aguda nao complicada em mulheres
> |03 ufc/mL
> |0 WBC/mm3
Pielonefrite aguda nao complicada
> 104 ufc/mL
> |0 WBC/mm3
Infecao urinaria complicada > |0# ufc/mL (homens)

\%

105 ufc/mL (mulheres)

103 ufc/mL

\%

Infe¢io urinaria recorrente

Quando se verifica crescimento de duas ou mais estirpes, considera-se que a técnica de
colheita niao foi adequada, ou provavelmente houve atraso no transporte e/ou no

processamento da amostra. Nestas situagées sugere-se o envio de nova amostra.

Sempre que a colheita seja realizada por punciao supra-plibica e excluindo possiveis
contaminagoes por bactérias comensais da pele, quaisquer espécies de bactérias isoladas

independentemente da sua quantificagao deverao ser valorizadas.

O meio SBA GC é seletivo para fungos constituido por peptonas, fonte de azoto e altas
concentragoes de glicose, fonte de energia para o crescimento dos microrganismos. O pH
acido e as altas concentragoes de glicose nao sao toleraveis para a maioria das bactérias. O
cloranfenicol e a gentamicina sao antibiéticos de largo espectro que funcionam inibindo uma
grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [I1]. O meio devera ser
incubado durante 24h a 37°C. Caso haja crescimento de coldnias, devera confirmar-se o

resultado a partir dum exame direto observado ao microscopio.
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5.4. EXSUDATOS PURULENTOS E LIQUIDO DE SEROSAS

Os fluidos serosos (pleural, peritoneal, pericardico e sinovial) sao habitualmente estéreis,
logo, sempre que é encontrado qualquer microrganismo este devera ser identificado. A
interpretacao final devera ter em consideragao o contexto clinico do paciente, assim como,

o microrganismo isolado [10].

A colheita da amostra devera seguir sempre uma técnica asséptica e o transporte devera ser
feito em funcao do microrganismo que queremos pesquisar. Em contentor esterilizado,
seringa ou zaragatoa, esta Ultima com meio de transporte que preserve a flora bacteriana da
amostra para pesquisa de aerdbios ou fungos, como é o meio Amies ou Stuart. Quando
pretendida a pesquisa de microrganismos anaerdbios, devera ser utilizado um meio de
transporte proprio, portagerm'", meio semi-sélido, tamponado numa atmosfera isenta de
oxigénio, com agentes redutores e com indicador de oxidagao-reducao, o que permite que a

amostra nao perca viabilidade para ser processada adequadamente e em conformidade.

Numa fase inicial o processamento da amostra inclui uma observagao e descri¢ao do aspeto
macroscépico da amostra. Os liquidos limpidos sao centrifugados durante |5 minutos a
I500g e é utilizado o sedimento para aumentar as hipoteses de encontrar microrganismos.
Caso a amostra seja purulenta nao sera necessario centrifugar, podendo ser a amostra
inoculada diretamente no meio de cultura. Caso a amostra esteja coagulada, sera necessario

proceder a sua homogeneizagao.

Seguidamente, procede-se a preparagao de um esfregago que ¢é fixado pelo calor e corado
pela técnica de Gram para realizar o exame direto. Para o exame cultural inocula-se os
diferentes meios de cultura, semeando pela técnica de esgotamento do produto por

extensao a superficie do meio sélido, de forma a obter colonias isoladas.

Os meios de cultura utilizados sao o Brain Heart Infusion Broth — (BHI), COLS+, CHOCV e
UTI.

O meio BHI é um meio liquido de enriquecimento que permite a recuperagao e crescimento
de todos os microrganismos. A sua composigao consiste em extrato de cérebro e coragao,
assim como peptonas, glicose e fosfato [1 1]. Este meio é incubado a 37°C e caso se verifique
turvagao do meio, significa que ha crescimento bacteriano. Efetua-se seguidamente um
esfregago que sera corado pela técnica de coloragao de Gram e inocula-se em meio sélido
adequado, de acordo com a suspeita clinica. Na pesquisa de anaerdbios, a repicagem devera

ser feita para uma gelose de sangue e incubado numa atmosfera isenta de oxigénio
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conseguida com camaras, jarras GasPak ou bolsas de anaerobiose durante 24-48h a

temperatura de 37°C.

A gelose de sangue e a gelose de chocolate devem ser incubadas em atmosfera capnofilica
(5% de CO2) a 37°C durante 18-24h. O meio UTIl e o meio BHI devem ser incubados a

37°C em aerobiose, este Ultimo no minimo 48h.

Caso seja pretendida uma pesquisa de fungos a amostra devera ser inoculada em meio SAB
GC e ser incubado durante 24h a 37°C. Caso ni3o haja crescimento, devera permanecer até
4 semanas para ser considerada negativa. No caso de haver crescimento de colonias, devera

confirmar-se o resultado a partir dum exame direto observado ao microscopio.

Apos isolar e identificar os potenciais microrganismos patogénicos, devera ser feito o TSA

segundo o protocolo estabelecido pelo laboratério.

5.5. LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
O LCR é um liquido estéril. Este liquido colhido por pungao lombar deve ser estudado

quanto ao seu aspeto, composi¢ao quimica, celularidade e analise microbiologica [10].

Apds a colheita, a amostra devera ser transportada em contentor estéril e mantida a
temperatura ambiente para ser processada. Caso nao seja processada de imediato, deve ser
colocada na estufa a 37°C para garantir a viabilidade dos microrganismos, nio devendo

nunca ser refrigerada.
S6 em situagoes onde apenas sao pedidos estudos virais é que pode ser refrigerada.

A amostra deve ser centrifugada durante 20 minutos a 1500g para obter um sedimento que

permita aumentar as probabilidades de encontrar microrganismos.

Para o exame microscépico direto colocam-se | ou 2 gotas do sedimento sobre uma lamina
previamente limpa com alcool e fixa-se para de seguida ser corada pela técnica de coloragao

de Gram.

O liquido é semeado utilizando uma pipeta esterilizada para inocular os meios BHI, COLS+,

CHOCV e SAB GC.

Os meios COLS+ e CHOCV devem ser incubados a 37°C em atmosfera capnofilica (5% de

CO,) durante 72h e as culturas observadas diariamente.

O meio BHI e o meio SAB GC sao incubados a 37°C em aerobiose durante 24-48h. A

passagem de indculo do meio liquido de enriquecimento para meios sélidos adequados
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devera ser feito apos 24-48h de incubagao, devendo ser acompanhado de um exame direto

corado pelo Gram.

O crescimento de microrganismos neste tipo de amostra é sempre significativo. O isolado
deve ser identificado e realizado o respetivo TSA conforme o protocolo estabelecido pelo

laboratorio.

5.6. EXSUDATOS VAGINAIS / URETRAIS
As culturas de material genital devem ser feitas em doentes que apresentem sinais de infecao

genital localizada ou suspeita de doenga sexualmente transmissivel (DST) [10].

E importante que a colheita seja enviada em meio de transporte adequado e que seja
processada o mais depressa possivel. Caso nao seja possivel processar de imediato, poderao
ser refrigeradas, desde que se tenha em consideragao qual o microrganismo que se pretende

identificar.

Sera necessario proceder a um exame direto a fresco, de forma a observar a presenga de

Trichomonas vaginalis ou elementos leveduriformes.

Também devera ser feito um esfregago corado pela técnica de coloragao de Gram, de forma

a caracterizar a flora existente e verificar a existéncia de leucocitos e possiveis clue-cells.

As clue-cells sao células epiteliais revestidas por bacilos pleomorficos e variaveis ao Gram.
Quando se observam estas células estamos perante uma infegao por Gardnerella vaginalis
[13].

Os produtos devem ser semeados pela técnica de esgotamento por extensao a superficie do
meio solido nos seguintes meios: COLS+, CHOCYV e UTI. Se for solicitado também podera
ser feita uma cultura em SAB GC, para a pesquisa de fungos leveduriformes. A gelose de
sangue e a gelose de chocolate sao incubadas em atmosfera capnofilica (5% de CO,) e os
outros meios apenas em aerobiose a 37°C, durante 18-24h. Apés incubagao, devera ser feita
a identificagao do microrganismo e respetivo TSA conforme o protocolo estabelecido pelo

laboratorio.

E de salientar que a valorizagao clinica das culturas devera ter em consideragao a informagao

clinica do paciente, assim como o exame direto.

67



5.7. SECRECOES RESPIRATORIAS
Quando ha suspeita de infegoes do trato respiratorio inferior sao varias as amostras que
podem chegar ao laboratério. Estas amostras incluem expetoragao, lavados ou aspirados

bronquicos e aspirado transtraqueal.

A expetoragao é a amostra mais comum. Este produto biolégico é composto por células de

descamacgao, muco rico em fibrina, leucocitos e bactérias.

E importante que as amostras que chegam ao laboratorio sejam representativas do produto
que vamos estudar, isto é, nao deve ser so saliva. Também é muito importante evitar a

contaminagao com flora comensal do trato respiratorio superior.

O tratamento laboratorial pode consistir num exame bacteriologico ou pesquisa de
micobactérias, conforme se pretenda diagnosticar uma infecao bronco-alveolar ou

tuberculose pulmonar, respetivamente.

7

E importante, que a colheita da expetoragao seja matinal. Isto porque a noite a acumulagao
de secregoes € maior e assim havera maior probabilidade de encontrar o microrganismo que

esta a originar a infegao.

O tempo que medeia a colheita e a sua chegada ao laboratério devera ser o mais curto
possivel. Quando a amostra chega ao laboratorio deve-se fazer um exame direto que ira ser
corado pela técnica de Gram. Para tal, escolhe-se uma parte purulenta ou hemoptotica para
fazer o esfregaco por estiramento. De seguida, observa-se ao microscépio otico com
objetiva de 10x (pelo menos 10 campos), de modo a conseguir avaliar a qualidade da
amostra, tendo em conta a presenga de células epiteliais pavimentosas da orofaringe e
leucocitos. Uma amostra valida devera ter um numero igual ou superior a 25
polimorfornucleares/campo e menos que 25 células epitelias/campo. Quando a amostra nao
é viavel, devera ser pedida uma nova amostra. Se a amostra for viavel, procede-se ao exame

cultural [19].

Os meios empregues para o exame cultural sao o COLS+, CHOCV e UTI. Se for solicitado,
também podera ser feita uma cultura em SAB GC, para a pesquisa de fungos. Estes meios
sao semeados pela técnica de esgotamento por extensao a superficie do meio solido. A
gelose de sangue e a gelose de chocolate sao incubadas em atmosfera capnofilica e o meio
SAB GC e UTI em aerobiose a 37°C, durante 18-24h. O meio SAB GC podera permanecer
até 4 semanas. Apos incubagao, devera ser feita a identificagao do microrganismo e respetivo

TSA conforme o protocolo estabelecido pelo laboratoério.
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Durante o meu periodo de estagio nao foi solicitada para nenhuma amostra a pesquisa de
micobactérias, no entanto, gostaria de fazer uma pequena referéncia a este tipo de amostra
e o tratamento da mesma. Estas amostras devem seguir um protocolo especifico. E
conveniente que sejam feitas colheitas de 3 dias consecutivos, ja que, as micobactérias sao

microrganismos cuja emissao nao € constante e a sua concentragao € baixa.

A sua pesquisa inclui inicialmente processos de homogeneizagao, fluidificacao,
descontaminagcao e concentracao de eventuais BAAR. E também necessario efetuar um
esfregaco feito a partir do sedimento obtido apos a homogeneizacgao, assim como, proceder

a cultura em meio adequado [10] [13].

As micobactérias possuem uma parede celular de composicao predominantemente lipidica.
Considera-se que este facto esteja na base da acido-dlcool resisténcia e da sua resisténcia a
agentes descontaminantes e desidratagao. Os BAAR quando corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen aparecem como bacilos purpura-vermelhos, curtos ou compridos, formando
“cordas”. Para além da técnica de Ziehl-Neelsen, existem outras técnicas afins que se podem

utilizar na pesquisa de micobactérias.

A cultura deve ser feita em meio adequado, como por exemplo o meio de Lowenstein. Este
€ um meio seletivo que contém na sua constituicao verde malaquite que inibe o crescimento
de contaminantes que possam ter sobrevivido ao processo inicial de descontaminagao.
Contém também proteinas provenientes do ovo, permitindo a producao de niacina para
assim diferenciar certas estirpes. A cultura deve permanecer incubada em aerobiose a 37°C
durante pelo menos 42 dias, aproximadamente, s apos este periodo é que se pode
considerar a cultura negativa. Caso se verifique crescimento, as colonias suspeitas tém

aspeto de “couve-flor”.

2

E importante referir que as amostras consideradas estéreis apenas necessitam ser
submetidas ao processo de concentragao, sem passar pelas fases de

liquefagao/descontaminagao.

5.8. EXSUDATO OROFARINGE

Habitualmente a faringite de origem bacteriana é provocada por Streptococcus beta-
hemoliticos do grupo A, nao entanto, existem outros agentes como a Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertussis e Corynebacterium diphtheriae que podem estar na origem da infegao [10].
A pesquisa destes ultimos agentes sé deve ser feita caso a situagao clinica do paciente assim

o justifique e seja especificamente solicitado pelo clinico.
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Deve-se colher duas zaragatoas. Uma devera ser transportada em meio de Amies ou Stuart
para ser processada no exame cultural e a outra, que nao que precisa de meio de
transporte, vai ser utilizada para a pesquisa qualitativa de antigénio (polissacarideo da parede

celular) do Streptococcus beta-hemolitico do grupo A por imunocromatografia.

A amostra deve ser inoculada em meio COLS+ ao qual foi adicionado um disco de
bacitracina e incubada a 37°C durante 18-24h em aerobiose. O Streptococcus pyogenes siao

sensiveis a bacitracina.

Os microrganismos isolados devem ser identificados. Se existir crescimento de flora
enddgena normal esta devera ser relatada, ja que, pode dar origem a resultados falsos-
negativos. Apos identificagdo do microrganismo isolado, realiza-se o TSA conforme o

protocolo do laboratorio.

5.9. PESQUISA DE Streptococcus DO GRUPO B
O Streptococcus agalactiae é uma bactéria extremamente comum que coloniza as regides

vaginais e rectais das mulheres.

Por ser um dos agentes que causa infegoes graves em recém-nascidos, nomeadamente,
meningite, pneumonia e sépsis, € importante pesquisar durante a gravidez se a mae é

portadora assintomatica e assim tomar as medidas necessarias para evitar a infecao do filho.

A pesquisa é feita as 35-37 semanas de gestagao e sao necessarias colher duas amostras.
Uma amostra de exsudato vaginal e outra de exsudato rectal. Estas amostras sao colhidas

com zaragatoa e transportadas em meio de transporte [10].

As amostras sao inoculadas pela técnica de esgotamento por extensao da superficie do meio
solido no meio Brillance GBS — (GBS) (Figura 12). Este meio € seletivo e cromogénico para a
identificagao presuntiva de Streptococcus do grupo B. De seguida é colocada a zaragatoa no
caldo BHI. Ambos os meios sio incubados a 37°C durante 18-24h. No dia seguinte é
reinoculada a zaragatoa no meio GBS, seguindo-se nova incubagio a 37°C durante |18-24h.

O objetivo é isolar e identificar o agente patogénico.

As colonias de Streptococcus agalactiae crescem produzindo colonias rosa/salmao, enquanto
que, colonias de estirpes cujo crescimento nao foi inibido, mas que nao sao Streptococcus
agalactiae produzem coldnias azuis ou roxas. As coldnias rosa/salmao que presuntivamente

sao positivas devem ser sujeitas a confirmagao por aglutinagao em latex.
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Figura 12: Meio Brillance GBS com crescimento de colénias de Streptococcus agalactiae''.

5.10. DIAGNOSTICO DE MICOSES SUPERFICIAIS
As micoses superficiais apenas estao limitadas a pele e/ou mucosas. As mais frequentes na

pratica clinica sao as dermatofitoses, candidose e pitiriase versicolor [17].

Um correto diagnostico vai depender essencialmente da colheita e transporte adequado da
amostra (raspados de pele ou unhas e cabelos — dermatofitos e amostras da cavidade oral,
pequenas e grandes pregas, ungueal e mucosa genital — por leveduras do género Candida),

observagao do exame microscopico direto, cultura e posterior identificagao.

A observagao do exame microscopico direto a fresco entre lamina e lamela com adigao de
hidroxido de potassio (KOH) é de grande utilidade. A adicao de KOH dissolve a queratina e
muco, ficando a estruturas celulares em destaque. A visualizagao ao microscopio é feita com
a objetiva de 40x e procura observar fragmentos micelares ou presenca leveduras, cujas

estruturas apresentam um brilho fluorescente [16].

A cultura devera ser feita em meio de SAB GC (Figura 13) e incubada a 37°C em aerobiose.
A cultura devera ser observada cada 24h. Caso nao haja crescimento, devera permanecer

até 4 semanas para ser considerada negativa.

A identificacao do microrganismo potencialmente patogénico devera ser feita pelo aspeto

cultural e observagao microscopica.

I Fonte: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/PO5320A?ICID=search-product
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Figura 13: Meio de Saboraud com Cloranfenicol e Gentamicina para crescimento de fungos'?.

5.11. IDENTIFICAGAO DE MICRORGANISMOS

Apos inoculagdo e incubagio nos meios de cultura adequados, as colonias de
microrganismos que foram isolados e que sejam de valorizar consoante a clinica do paciente
e o local anatomico de onde foi colhida a amostra, € que devem ser identificados e

submetidos a testes de suscetibilidade a antimicrobianos (TSA).

A identificagao consiste inicialmente numa identificagdo macroscopica das caracteristicas
culturais das coldnias que cresceram nos meios de cultura, assim como, uma avaliagao da
morfologia das bactérias a partir do exame microscopico de preparagoes coradas
(identificagao da forma e afinidade para corantes). Pela coloragao diferencial de Gram
devemos avaliar se a bactéria € Gram positiva ou Gram negativa. S6 apods esta informagao
inicial € que devemos avangar para uma segunda fase que consiste em provas de identificagao
bioquimica que permitem orientar para a correta identificagdo do microrganismo, consoante

as suas caracteristicas metabdlicas.

Existem laboratorios que utilizam equipamentos automaticos para realizar esta segunda fase,
no entanto no LS] esta fase é unicamente feita recorrendo a procedimentos manuais.

5.11.1 HEMOLISE

Consoante a capacidade que algumas estirpes tem de lisar os globulos vermelhos, quando
estas sao cultivadas em gelose de sangue, o meio pode apresentar caracteristicas diferentes
ao redor das coldnias. Se fizerem hemolise total e apresentarem um halo incolor, sao
consideradas beta-hemoliticas. Se apenas apresentarem uma clarificagao parcial do meio,
com um tom esverdeado, sao denominadas alfa-hemoliticas. Caso se verifique auséncia de

hemolise, entao sao consideradas gama-hemoliticas [ 6].

12 Adaptado: http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/46-sabouraud-gentamicin-chloramphenicol-2-agar
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5.11.2 OXIDASE
Esta prova permite detetar a presenga duma enzima intracelular, a citocromo oxidase. Na

presenca de oxigénio e de citocromo C, esta enzima vai oxidar um corante redox, o
tetrametil-p-fenilenodiamina, o qual é reduzido para um composto purpura, o indolfenol.
Para tal, espalha-se com uma ansa descartavel um indculo da colénia suspeita sobre uma tira
de papel de filtro (Whatman n°l ou equivalente), humedecido com o tetrametil-p-
fenilenodiamina e aguarda-se entre 10-60 segundos o aparecimento da cor. Esta enzima esta
presente nas espécies de Neisseria, Aeromona, Vibrio e para a maioria das Pseudomonas. As
Enterobacteriaceae, assim como outros bacilos Gram-negativos sao oxidase-negativa [I3].
5.11.3 CATALASE

O perdxido de hidrogénio (H,0,) € um produto resultante do metabolismo celular ou da
fagocitose, e em excesso torna-se toxico para as bactérias. Existem bactérias que possuem

uma enzima, a catalase, capaz de converter o H,O, em oxigénio e agua [16].

A pesquisa da catalase faz-se colocando sobre uma lamina de vidro, uma gota de H,0O, a qual
se junta uma coldnia bacteriana suspeita. Se houver formagao de bolhas, significa que ha
libertagao de O, e que a enzima catalase esta presente. A presenga desta enzima € comum
nas estirpes de Staphylococcus spp. e esta ausente nas estirpes de Streptococcus spp. Deve-se
evitar ao colher a coldnia carregar também meio de cultura, especialmente se este for gelose
de sangue, ja que, reagoes falso-positivas podem ocorrer, pois os globulos vermelhos
possuem a enzima catalase.

5.11.4 COAGULASE

A forma mais facil de identificar Staphylococcus aureus é a prova da coagulase. Esta enzima
pode existir tanto na sua forma livre, assim como, ligada a parede da célula bacteriana. A
coagulase ligada a parede reage diretamente com o fibrinogénio e converte-o em fibrina. A
produgao de coagulase livre geralmente ocorre quando o microrganismo € inoculado em
meio liquido, atuando sobre protrombina e formando um complexo que atua sobre o

fibrinogénio que é transformado em coagulo de fibrina [16][19].

A pesquisa da coagulase no LS] é feita utilizando uma pequena fragao de plasma num tubo,
que vai ser inoculado com algumas coldnias bacterianas. O tubo é incubado a 37°C, no

minimo 4h até 24h. A formagao de um coagulo no plasma indica produgao de coagulase.

Além de S. aureus, ha outras espécies de estafilococos que produzem coagulase, mas estas

espécies raramente causam infegoes no Homem.
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5.11.5 INDOL
Alguns microrganismos possuem enzimas intracelulares, as triptofanases, com capacidade

para degradar o triptofano (aminoacido) em indol e outros produtos metabdlicos.

A reacgao do indol consiste na adi¢ao de um aldeido, que em combina¢ao com o indol forma

um produto corado [I3].

No LS) é colocada uma ou duas gotas do reagente de JAMES sobre um papel de filtro
(Whatman n°l ou equivalente) e esfrega-se com uma ansa uma colénia pura sobre o papel
de filtro saturado com reagente. Se aparecer uma coloragao rosa-purpura € considerada
positivo para a reagao.

5.11.6 FERMENTACAO DO MANITOL

Para distinguir S. aureus de outras espécies de Staphylococcus, podemos utilizar um meio
seletivo, o meio de Chapman. Este meio contém manitol e uma elevada concentragao de
cloreto de sodio. O indicador de pH é o vermelho de fenol. Quando as coldnias fermentam
o manitol, o meio torna-se amarelo ao redor das mesmas, consequéncia da libertagao de
acido que baixa o pH. Se a reagao for negativa o meio permanece avermelhado. O S. aureus
tem capacidade de fermentar manitol [16].

5.11.7 TESTE CAMP

Este teste permite a identificagao presuntiva de Streptococcus do Grupo B (Streptococcus
agalactiae), ja que, este estreptococo beta-hemolitico é o Unico capaz de dar um teste de
CAMP positivo. O fator CAMP é uma proteina extracelular produzida pelo S. agalatiae, que
aumenta a atividade da beta-hemolisina que é produzida pela maioria das estirpes de S.aureus
[16].

Para tal, deve-se inocular uma estria Unica de uma amostra de Staphylococcus aureus no
centro de uma placa de gelose de sangue. De seguida formando um angulo recto com a
estria de inoculagao do S.aureus, inocula-se a amostra a ser testada, ficando proximas, mas
nunca tocando as estrias entre si. Se se verificar que se trata dum S. agalatiae, observa-se um
alargamamento da zona de lise, que adquire a forma duma seta, nos locais proximos onde

estas estirpes foram semeadas (Figura 14).
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Figura 14: Representacio do teste de CAMP para a identificagdo de Streptococcus do grupo B'.

5.11.8 PROVA DA SENSIBILIDADE A OPTOQUINA
A optoquina é uma substancia que inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae, ao

contrario de outros Streptococcus alfa-hemoliticos [13].

Para a realizagao desta prova seleciona-se uma colonia bem isolada do microrganismo a ser
testado e faz-se uma suspensao em soro fisioldgico. De seguida, pelo método de sementeira
em toalha inocula-se uma placa de gelose de sangue. Com ajuda de uma pinga estéril, coloca-
se um disco de optoquina no centro da placa e incuba-se a 37°C durante 18-24h em
atmosfera capnofilica. O aparecimento de uma zona de inibicao igual ou superior a |4
milimetros, significa que a bactéria é sensivel a optoquina, ou seja, estamos presente um S.
pneumoniae.

5.11.9 FERMENTACAO DE ACUCARES

Esta prova permite distinguir o mecanismo oxidativo ou fermentativo na utilizagao de

hidratos de carbono pelas bactérias.

Algumas bactérias conseguem metabolizar os hidratos de carbono produzindo acido apenas
em condigoes aerodbias, enquanto outras o conseguem tanto em condi¢oes aerdbias como

anaerobias.

No LS) procede-se ao estudo da fermentagao da glicose e da lactose utilizando o meio de
Kligler. Este meio é um meio diferencial que permite a identificagao de Enterobacteriaceae e é
constituido por peptonas, assim como, por hidratos de carbono fermentaveis, glicose e
lactose, sendo a concentragao de glicose de apenas 10%. O indicador de pH é o vermelho
de fenol. Possui também tiossulfato de sédio e citrato férrico amoniacal para detetar a
producao de sulfureto de hidrogénio (H,S). Este meio é um meio semi-inclinado e a
inoculagdo do meio com os microrganismos que queremos identificar faz-se por picada
central até ao fundo do meio, seguido de extensio na superficie [I1]. Incuba-se em

aerobiose durante 18-24h a 37°C.

13 Adaptado: http://microbesinfo.com/2013/07/camp-test-christie-atkins-and-munch-peterson-test/
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A fermentagao dos hidratos de carbono produz acidos que sao detetados pela mudanga de
cor do indicador de pH, que vira de vermelho para amarelo. A produgao de sulfureto de
hidrogénio pelas bactérias evidencia-se pela formagao dum precipitado negro e a capacidade
de producao de gas é visivel pela formacao de bolhas, fragmentagao ou deslocamento do

meio.

A interpretagao dos resultados deve ser feita pelo registo das reagoes ocorridas no fundo
do meio, na superficie inclinada, assim como, a producao de gis e de sulfureto de

hidrogénio.

Se a superficie do meio esta alcalina (vermelho) e o fundo acido (amarelo), o microrganismo
s6 fermenta a glicose. Isto ocorre porque as enzimas do metabolismo da glicose sao
constitutivas, e as bactérias obtém o maximo de energia a partir do agUcar mais simples. A
utilizagao da glicose ocorre aerobicamente na superficie do meio onde existe oxigénio como
aceitador final dos eletroes, mas também pode ocorrer anaerobicamente no fundo do meio.
Se o microrganismo em causa nao fermentar a lactose, que estd no meio com uma
concentragao superior a concentragao de glicose, a partir do momento em que se esgota a
glicose a superficie, ocorre oxidagao dos acidos produzidos em aerobiose, tornando o meio

alcalino na superficie, o que confere uma cor vermelha.

Se a superficie esta acida e o fundo também, entao o meio apresenta uma cor amarela e diz-

se que as bactérias fermentam tanto a glicose como a lactose.

Caso se trate de bactérias que nao fermentam nem glicose, nem lactose, o meio apresentara
uma cor vermelha tanto na superficie como no fundo.

5.11.10 PROVA DA SENSIBILIDADE A BACITRACINA

Esta prova avalia a sensibilidade dos microrganismos a bacitracina, permitindo distinguir
Streptococcus do grupo A dos restantes Streptococcus beta-hemoliticos. A sementeira em
toalha devera ser feita em gelose de sangue. Coloca-se um disco de bacitracina na placa
inoculada e incuba-se a 37°C durante [8-24h em aerobiose e auséncia de CO,. A
identificagdo presuntiva de S. pyogenes ocorre se se observar qualquer halo de inibigao.
5.11.11 HIDROLISE DA ESCULINA BILIS

Esta prova permite identificar bactérias que hidrolisam a esculina em esculetina e glicose,

sejam eles Streptococcus do grupo D de Lancefield, assim como, Enterococcus spp.

Utiliza-se um meio diferencial contendo esculina e bilis. A esculina quando convertida em

esculetina difunde-se no meio que contém citrato férrico amoniacal e forma um complexo

76



preto-acastanhado. A bilis serve para inibir cocos Gram positivos que nao sejam Enterococcus

| Streptococcus do grupo D (Figura 15) [I1].

Os Enterococcus também tém a particularidade de crescerem em meios com elevado teor de
NaCl, sendo esta prova da tolerancia, realizada muitas vezes em simultaneo para distinguir

os Enterococcus dos Streptococcus do grupo D.

Figura 15: Meio Esculina Bilis com crescimento de E. faecalis. Precipitado de ides de ferro de cor preto-

acastanhado a volta das coldnias'*.

5.11.12 SISTEMAS DE IDENTIFICACAO MANUAL
No LS) sio usados sistemas de identificagio manual para Enterobacteriaceae, o Oxoid ™

Microbact ™ GNB (Figura 16). Este sistema consiste em tiras que contém uma série de
substratos geralmente utilizados pelas bactérias. Com este sistema podem ser realizadas 24

reagoes bioquimicas em simultaneo.

Apods uma suspensao do microrganismo suspeito e respetiva inoculagao nos pocos da tira,
incuba-se a 37°C entre 18-24h. Para algumas das reagdes sera necessario adicionar dleo
mineral no momento da inoculagao. Apos incubagao, existem reagoes que sao de leitura e
interpretacao direta, mas para outras sera necessario adicionar reagentes especificos em
determinados pocos para se darem as respetivas reagoes e proceder a sua interpretagao. A
utilizagao dos diferentes substratos para reagoes especificas leva 2 mudanga de cor e vai

orientar na identificacao da bactéria.

O resultado das varias reagoes bioquimicas pode ser transformado num cédigo numérico

que consta duma base de dados e que identifica a estirpe estudada.

14 Adaptado: http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/33-d-coccosel-agar
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Figura 16: Sistema de identificagio Oxoid ™Microbact ™ GNB Kit".

5.12. TESTES DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Consoante o produto biologico em estudo e o género da espécie isolada em cultura, o LS)
definiu um conjunto de antimicrobianos a serem testados. O método utilizado é a difusao
em disco ou Kirby-Bauer. Este método é um método qualitativo que permite caracterizar a

suscetibilidade do microrganismo ao antimicrobiano em sensivel, intermédia ou resistente
[13].

Este método utiliza uma suspensao bacteriana obtida a partir de coldnias puras suspensas em
soro fisiologico estéril e com turvagao correspondente a 0,5 McFarland (podendo ser outra,
se assim for recomenda). A seguir, inocula-se num meio de Mueller-Hinton, meio que esta
estandardizado para os testes de suscetibilidade a antimicrobianos, pela técnica de Kirby
Bauer. A sementeira é feita pela técnica de sementeira em toalha. Deixa-se secar o inoculo,
nunca excedendo os |5 minutos e aplicam-se os discos de papel impregnados com
antibioticos de determinadas concentragoes previamente conhecidas. De seguida o meio é

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

Os procedimentos para alguns microrganismos sao diferentes da generalidade. Por exemplo,
Haemobphilus spp, devem ser inoculados em meio de Mueller-Hinton suplementado com 5%
de sangue de carneiro e as N. gonorrhoeae e N. meningitidis em gelose de chocolate com 1%
de suplemento de crescimento. Ambos os meios devem ser incubados em atmosfera

capnofilica a 37°C e durante 18-24h.

A validade deste teste é dada pela observagao da distribuicao do inoculo na placa e pelos
halos de inibicao formados. A avaliagao das resisténcias a cada antimicrobiano é feita por
defeito com base nos halos de inibicio estabelecidos pelo European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

15 Adaptado: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/MB [ 074A
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5.13. CASO CLINICO

O tipo de amostra que chega com maior frequéncia ao sector de Microbiologia é urina, por
isso, optei por apresentar um caso que apareceu no laboratério, a fim de discutir também
um pouco a necessidade da utilizacdo adequada de antibidticos, evitando o surgimento de
estirpes resistentes, assim como, adotar medidas que promovam a prevencao e controlo da
infecao e que diminuam a transmissao destas estirpes entre a populagao.

5.13.1 CASO CLINICO V

Utente de 86 anos, sexo masculino, residente numa residéncia para idosos, foi-lhe pedido

um exame bacteriologico de urina. Os resultados sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Valores correspondentes ao caso clinico V.

Urina,

sl Resultados
bacteriolégico
Células epiteliais Algumas
Leucécitos 70 /campo
Piocitos |0/campo
Exame citologico Eritrocitos |0/campo
Cilindros hialino- }
granulosos
Proteinas (+-)

Exame direto ao Gram Encontraram-se bacilos negativos ao Gram

Identificacdo Klebsiella pneumoniae

Contagem de
e | 06 bactérias/mL

colonias
Sensivel Resistente
I1° abordagem | 2* abordagem |° abordagem 2% abordagem
[ Amoxicilina;
= .. 4
2 AmoxicilinatAc.
S Al ) .
v Clavulanico; Piperacilina/Tazobactam;
g Cefalexina; Levofloxacina;
Q TSA o Cefuroxima sodica; Ciprofloxacina;
5 . Polimixina B/ . .
Fosfomicina o Ceftriaxone; Cefotaxima;
Colistina . .
Norfloxacina; Tobramicina;
Cotrimoxazole; Imipenem
Doxiciclina;
Aztreonam;
Meropeneme

Estirpe multirresistente produtora de carbapenemases
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O exame citoldgico mostra que a urina apresenta elementos celulares, eritrocitos e piocitos,
cuja presenca € caracteristica de infecao. A infecao urinaria foi confirmada por exame
cultural e exame direto ao Gram, tendo sido identificada a estirpe Klebsiella pneumoniae
(bacilos Gram negativos que pertencem a familia das Enterobacteriaceae). Numa primeira
abordagem, foi feito um TSA utilizando um conjunto de antibidticos que normalmente sao
utilizados no TSA para Enterobactérias que usualmente provocam infe¢coes urinarias.
Verificou-se que esta estirpe era resistente a maioria dos antibioticos testados, para além de
ser produtora de beta-lactamases e carbapenemos. Voltou-se a fazer novo TSA, mas desta
vez usaram-se antibioticos que podem ser considerados de dltima linha e verificou-se
resisténcia a maioria dos antibioticos. Os Unicos antibidticos testados e aos quais esta
estirpe foi sensivel foram a Fosfomicina e a Polimixina B/Colistina, sendo este Ultimo um dos

antibidticos de ultima linha utilizado em bactérias multirresistentes.

Este caso torna-se relevante pela necessidade que hda na prevengao de resisténcias a
antimicrobianos. E fundamental que o uso de antibidticos apenas seja feito quando
necessario e que a sua utilizagdo seja o mais correta possivel, tanto na escolha do principio

ativo adequado, assim como, na dose e duragao da terapéutica.

A necessidade de utilizar antibioticos de ultima linha é por si so arriscado, ja que, pode
induzir a novas resisténcias e de momento existe muito pouco desenvolvimento em novos

antibioticos capazes de atuar em estirpes mais resistentes.

Sempre que o laboratério identifica uma bactéria produtora de carbapenemases, deve
notificar imediatamente a Direcao Geral da Salde, assim como, enviar uma suspensao
bacteriana da estirpe para o Instituto Nacional de Salide Ricardo Jorge (laboratério de

referéncia).

Adotar medidas que promovam a prevengao e controlo de infegoes é de extrema

importancia para evitar a disseminagao de microrganismos resistentes.
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6. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE DOENCAS INFECIOSAS

Na pratica laboratorial nem sempre é possivel isolar e identificar o agente patogénico que
esta na origem da infecao (seja ele virus, bactéria, fungo ou parasita), de modo que, as
detecoes de anticorpos especificos tendem a ser de maior utilidade clinica. Um individuo
imunocompetente consegue responder a maioria das infegoes ou imunizagoes através da
producao de anticorpos especificos para os antigénios que pertencem e/ou sao produzidos
pelo agente patogénico. Estes anticorpos sao encontrados na corrente sanguinea, embora
também podem ser detetados noutros fluidos corporais. E na base desta especificidade que

assenta a maioria das técnicas imunoldgicas para a detegao de antigénios e anticorpos.

Quando as proteinas do soro sao separadas por eletroforese é possivel identificar na regiao
gama 5 classes de imunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Em resposta a um processo
infecioso, basicamente IgM e IgG sao as imunoglobulinas formadas [I7]. Os anticorpos da
classe IgM sao os primeiros a aparecer no soro como resposta primaria, | a 2 semanas apos
a manifestagao da infecao e podem persistir até 3 meses, sendo indicadores de infegao ativa
ou recente. A presenca de titulos séricos de IgG surgem entre 2 a 3 semanas apos a infegao
e podem persistir com titulos detetaveis ao longo da vida, conferindo imunidade ao individuo
[19].

Na rotina laboratorial é muito frequente o clinico solicitar a pesquisa de antigénios e/ou
anticorpos para varios agentes patogénicos de forma a poder auxiliar no diagnostico. O LS)
utiliza varios métodos para a pesquisa de marcadores seroldgicos consoante o agente em

causa.

Geralmente estas pesquisas sao feitas em amostras de soro, no entanto, existem
determinagoes que podem serem feitas em plasma de heparina—litio. Nao obstante, é
prudente saber se esta possibilidade vem referenciada na bula de modo a que o resultado

nao seja afetado.

6.1. VIRUS

6.1.1 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence a familia dos retrovirus. E um virus

muito variavel e que sofre mutagées com extrema facilidade. Existem dois tipos de virus da

imunodeficiéncia humana, o HIV-I e o HIV-2, cuja estrutura e tropismo celular é semelhante.

O HIV-I é o responsavel pela infegao da maioria dos doentes em todo o mundo, podendo

ser dividido em varios grupos e subtipos, consoante a sua variabilidade genética. O HIV-2
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apresenta uma menor patogenicidade e tem uma distribuicao geografica mais restrita. Tanto
o HIV-1 como o HIV-2 sao transmitidos por via sexual, por introdugao parentérica ou de

mae para filho.

O virus do HIV é um virus de RNA de dupla cadeia localizado no interior duma capside com
morfologia conica. Sua estrutura genética apresenta genes que codificam proteinas
estruturais: gag (proteinas da capside), pol (polimerase/transcriptase reversa) e env (proteinas

do envelope). Outros genes adicionais regulam a sintese de outras proteinas virais [17].

O antigénio CD4 ¢ o recetor do virus e estd presente essencialmente nos linfocitos T CD4”,

mas também em mondcitos e macrofagos.

Os sintomas da infe¢ao primaria surgem 2 a 4 semanas apos o contagio, apresentando um
quadro febril agudo, com dores musculares, linfodenopatias, faringite e exantema. Esta fase
apresenta uma viremia elevada e extensa disseminagao linfoide do virus, acabando com uma
deplecdo dos linfocitos T CD4" e com uma resposta intensa e especifica dos linfocitos T
CD8’ citotdxicos, que destrdi as células infetadas mas ndo erradica o virus. Poucas semanas
ap6s o quadro agudo, surgem anticorpos especificos para as proteinas do envelope (gp120 e
gp4l) e para a proteina da capside (p24), também detetada na corrente sanguinea, sendo
estes os alvos dos testes serologicos. A presenca de antigénio p24 antes da seroconversao,

permite a detegao precoce da infecao por HIV.

Segue-se a infe¢ao croénica assintomatica, que se apresenta com viremia menor que na fase
inicial e uma diminui¢io lenta e gradual dos linfocitos T CD4". A replicagio do virus
permanece ativa no tecido linfoide apesar de existir anticorpos especificos contra o virus e
haver resposta por parte dos linfocitos T CD8" citotdxicos. Surgem sintomas constitucionais
inespecificos como febre, sudoragao noturna, perda de peso, fraqueza. Algumas infegoes

oportunistas também podem surgir, afetando principalmente pele e mucosas.

A Ultima fase da infegdo designada por Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
resulta numa diminui¢io drastica de linfocitos T CD4" (< 200 linfécitos/uL) e um aumento
da viremia. Ha uma progressiva destruigao do sistema imune, surgindo neoplasias atipicas e

infecoes maioritariamente oportunistas [10].

No LSJ é realizado no equipamento ARCHITECT, no médulo de imunologia (i2000SR), por
imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) a detecao qualitativa e

simultanea do antigénio p24 e de anticorpos para o HIV-1/ HIV-2.

O ensaio por quimioluminescéncia tem duas fases (Figura 17). Numa primeira fase a amostra

€ combinada com um tampao, um diluente da amostra e microparticulas paramagnéticas.
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Estas microparticulas estao revestidas com anticorpos monoclonais contra o p24 e
antigénios HIV-1/HIV-2 aos quais se vao ligar o antigénio p24 e os anticorpos anti-HIV-
|/anti-HIV-2 presentes na amostra. Apos lavagem para retirar o excesso, o antigénio p24 e
anticorpos anti-HIV-1/anti-HIV-2 ligam-se a um conjugado marcado com acridina (anticorpo
monoclonal p24 para HIV e antigénios HIV | e HIV-2 recombinantes, respectivamente) e
apo6s outro ciclo de lavagem ¢é adicionada uma solugao ativadora a mistura de reagao. A
reagao € medida por um sensor otico e traduzido em unidades relativas de luz (RLUs). A
relagao entre as RLUs e a quantidade de antigénio p24 e anticorpos anti-HIV-I/anti-HIV-2 é
diretamente proporcional. A presen¢a ou auséncia de antigénio p24 e/ou anticorpos anti-
HIV-1/anti-HIV-2 na amostra é determinada por comparagio entre o sinal
quimioluminescente da amostra e o sinal obtido a partir da calibragao do ensaio [20]. Todas
as amostras inicialmente reativas ou com resultados préoximos do cut-off tem de ser
analisadas novamente em duplicado. Caso continuem a ser reativas deverao ser confirmadas

por testes confirmatorios — imunoblot (Western blot).

Step 1
9
Paﬁ.em o Incubate
specimen Selacmaioin
Wash
viral lysate ?‘ '\f
antigen coated Antibody/Antigen
microparticles Complex
Step 2
‘A Incubate }\ Pretrigger - "*1“'--7.}:
Wash ‘ Trigger < 2
Acridinium Chemiluminescence
labelled mouse
anti-human IgG Y

Figura 17: Esquema do imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) '.

O imunoblot permite detetar a presenca de um ou mais anticorpos em simultineo. Estes
anticorpos vao reagir com diferentes proteinas que foram separadas por peso molecular e

posteriormente imobilizadas numa membrana de nitrocelulose.

Os imunoblots para HIV vao conter as proteinas do virus. Se amostra do paciente tiver
anticorpos para estas proteinas, entao estes vao-se ligar as respetivas, sendo esta ligagao
revelada pela adicao de um conjugado (anticorpo que funciona como anticorpo secundario e
esta ligado a uma enzima, geralmente peroxidase) que se liga aos anticorpos do paciente

(anticorpos primarios) retidos na tira. Apos incubagao é removido o conjugado em excesso

16 Adaptado: http://www.gfmer.ch/Membres_ GFMER/pdf/Maine_2008.pdf
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e ¢é adicionado um substrato da enzima (geralmente, 3,3'5,5-Tetramethylbenzidine,
vulgarmente conhecido por TMB), aparecendo bandas escuras na tira de nitrocelulose. Esta
reacao pode ser parada a partir de uma solugao stop, que nalguns casos ¢ agua. A leitura é
feita através de uma tira controlo. Consoante a presenga de determinadas bandas e seguindo

determinados critérios é possivel fazer a distingao entre infecao por HIV-I ou HIV-2 [10].

6.1.2 HEPATITES VIRAIS
A hepatite € uma inflamagao generalizada do figado que pode ter varias etiologias: toxica,

auto-imune, genética e infeciosa.

A hepatite viral é induzida por virus hepatotropicos especificos. Existem para ja cinco tipos

de virus da hepatite identificados e classificados de A a E [17].

A via de transmissao varia consoante o tipo de virus. O virus da hepatite A e virus da
hepatite E sao transmitidos essencialmente por via fecal-oral a partir da ingestao de agua ou
alimentos contaminados por material fecal ou pelo contacto proximo com pessoas infetadas.
Os restantes virus, B, C e D sao transmitidos por via sexual, via perinatal ou por via

percutanea.

Os sintomas clinicos da hepatite provocados por estes virus sao analogos, embora variem na

gravidade, duragao e progressao para doenga hepatica cronica.

Geralmente estas infegoes sao acompanhadas por dor abdominal, fadiga, ictericia, elevagao

das transaminases, urina escura e fezes descoradas, entre outras.

Para além destes virus, existem outros virus e bactérias que podem dar origem a esta

patologia.

O diagnostico laboratorial das hepatites A, B, C, D e E consiste na detegao de antigénios

presentes nas particulas virais e/ou anticorpos especificos no plasma/soro do paciente.

Na hepatite A, os anticorpos anti-HAV IgM sao os primeiros a ser produzidos na fase inicial
da infegao e surgem em simultaneo com os primeiros sintomas da doenga. Estes anticorpos
sao de extrema utilidade para o diagndstico de infegado em curso ou recente e tendem a
desaparecer ao fim de 3 a 6 meses. A seguir aos anti-HAV IgM surgem lentamente os anti-
HAV IgG que persistem ao longo da vida e conferem imunidade ao individuo. Apos
vacinagao também é possivel detetar anti-HAV IgG. Normalmente a hepatite provocada por

HAV nao evolui para a cronicidade [13].
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A infecao pelo virus da hepatite B (HBV) pode ter uma evolugao distinta nos diferentes
individuos. Na maioria dos casos a infecao aguda é resolvida, mas também pode dar-se o
caso de a infegao evoluir para uma hepatite créonica. Apesar de ser muito raro, existem

situagoes em que a hepatite aguda evolui para fulminante.

Os marcadores serolégicos que permitem diagnosticar a hepatite por HBV surgem na
corrente sanguinea em periodos distintos, permitindo assim monitorizar o curso da infegao.
O primeiro marcador a surgir é o antigénio de superficie (HBsAg) que surge | a 10 semanas
apos exposicao aguda. Em doentes que resolvem a infecao este antigénio torna-se
indetetavel apos 4 a 6 meses. Se a sua presenca for persistente por mais de 6 meses
estaremos perante uma hepatite crénica. Logo, a sua pesquisa € primordial para o
diagnostico de hepatite B aguda recente ou identificagao de portador crénico do virus da
hepatite B. Apos varias semanas do desaparecimento do HBsAg surge o anticorpo contra o
antigénio de superficie, o anti-HBs. Este facto cria um periodo de janela onde tanto o HBsAg
como o anti-HBs sao negativos. A presenga de anti-HBs é indicativa de resolucao da infecao
e confere imunidade ao individuo. Esta imunidade também pode ser conseguida apos
vacinagao contra o VHB. Apesar de nao ser comum, pode-se dar o caso de existir
coexisténcia de HBsAg/anti-HBs, nestas situa¢oes, os anticorpos nao conseguem neutralizar

o virus, e os individuos sao considerados portadores.

O anticorpo contra a capside do HBV, o anti-HBc surge pouco tempo apds o inicio da
sintomatologia da hepatite. Inicialmente é constituido por anticorpos da classe IgM. Este
anticorpo € muito Util para diagnostico, ja que, esta presente no periodo que existe entre o
desaparecimento do HBsAg e o surgimento de anti-HBs. Quando ha resolugao da infegao, o
titulo de anti-HBc IgM diminui e o titulo de anti-HBc IgG comega a surgir. Normalmente os
testes comerciais detetam anti-HBc total (IgM e IgG) e anti-HBc IgM. A presenga de anti-
HBc pode ser o Unico marcador serologico existente anos apods infegao com HBV, mas tal

nao significa imunidade ao virus.

A presenca de antigénio HBe (HBeAg) é um marcador de replicagio viral do HBV. E nesta
fase que o periodo de contagio € mais elevado. A seroconversao de HBeAg para anti-HBe é
precoce e ocorre antes da seroconversao do HBsAg para anti-HBs. A persisténcia de HBeAg

estd associada a cronicidade da infegao [17].

A infecao pelo virus da hepatite C (VHC) origina uma hepatite aguda, normalmente
assintomatica e que na maioria dos casos cursa para a cronicidade. Esta cronicidade progride

lentamente para cirrose e nalguns casos esta na origem do carcinoma hepatocelular. A
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presenca de anticorpos anti-HCV indica que o individuo foi infetado com VHC e ser capaz
de transmitir o virus. Logo, nao é sinénimo de imunidade protetora, ja que a reinfegao com

outro genotipo do virus é possivel [17].

No LS] os testes para diagnostico das hepatites virais sao realizados no médulo de
imunologia do equipamento ARCHITECT e baseiam-se em imunoensaios de microparticulas
por quimioluminescencia (CMIA). Para a hepatite A sao pesquisados os anticorpos anti-HAV
IgM e anti-HAV IgG, respetivamente. No diagnostico de hepatite B é possivel pesquisar o
HBsAg e o HbeAg, assim como os anticorpos anti-HBs, anti-Hbe e o anti-HBc (total) e o
anti-HBc IgM. Finalmente, para a hepatite C determina-se a presenca de anticorpos anti-HCV

(inclui IgM e 1gG).

6.1.3 CITOMEGALOVIRUS
O CMV é um membro da familia Herpesviridae. Este virus penetra através das mucosas pelo

contacto com urina, saliva, secregoes orofaringeas, secre¢oes endocervicais, esperma, leite
materno, lagrimas ou por via hematogena, pela transfusio de produtos sanguineos ou
transplantacao de orgaos. As principais células infectadas sao os leucécitos e as células
endoteliais. Como todos os virus desta familia, o CMV permanece latente no organismo do
individuo apds a primo-infegao, sofrendo periodicamente reativagoes [I7]. O individuo
seropositivo pode igualmente ser infetado por uma nova estirpe, pelo que a imunidade nao

Ihe confere protegao.

A infecao num hospedeiro imunocompetente normalmente cursa de forma assintomatica ou
benigna. As infecgoes graves surgem normalmente nos recém-nascido ou nos hospedeiros

imunocomprometidos.

O diagnéstico do CMV em gravidas é de extrema importancia, ja que é uma das principais
causas de malformagao congénita, atraso psicomotor e surdez do recém-nascido. A pesquisa
de anticorpos anti-CMV IgM e anti-CMV IgG sao as pesquisas de primeira linha. Para
constatar que estamos perante uma primo-infecao € possivel avaliar com a técnica de avidez
das IgG. A avidez permite distinguir se estamos perante uma infe¢ao primaria ou nao [21]

(Figura 18) e (Tabela 16).
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Tabela 16: Interpretagao dos resultados serologicos do CMV.

IgM IgG Avidez Diagnostico
Negativo Negativo Nao imune. Risco de infecao
Positivo Positivo Baixa Possivel infecao aguda
Positivo Positivo Alta Reativacao/ Infecao passada
Negativo Positivo Alta Infecao passada

r 3

lgG

Past Infection

Antibody titres

Acute
Infection

[ S
IgG positive IgG positive lgG positive
IgM positive IgM negative/positive lgM positive
Low Avidity High Avidity High Avidity

Figura 18: Seroconversio associada a infegio por CMV".

No LSJ sao pesquisados no equipamento ARCHITECT os anticorpos anti-CMV das classes

IgM e IgG, assim como a avidez dos anti-CMV IgG, pelo método de CMIA.

6.1.4 EPSTEIN-BARR
Assim como o CMV o EBV também pertence a familia Herpesviridae. A sua transmissao

ocorre a partir das secregoes da orofaringe, embora também possa ocorrer, mas em menor
proporcao a partir de transfusdes sanguineas ou transplantes de medula éssea ou 6rgaos
solidos [17]. E o responsavel pela maior parte dos casos de mononucleose infeciosa, embora
também possa estar associado com o linfoma de Burkitt e com o carcinoma nasofaringeo.

Este virus infecta células do epitélio da orofaringe e linfocitos B.

No LS] sao feitas as determinagoes dos anticorpos especificos anti-capside de EBV, EBV VCA
IgM e IgG, respetivamente, e os anticorpos anti- antigénio nuclear de EBV da classe IgG
(EBNA |- IgG). Estas determinagoes sao feitas no equipamento automatico ARCHITEC,

pelo método CMIA.

17 Adaptado: http://www.diasorin.com/sites/default/files/allegati_prodotti/ese_schede_torch_unite.pdf
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Os anticorpos VCA IgM e IgG estao presentes na fase aguda da doenga, permanecendo estes
ultimos ao longo da vida. Os anticorpos IgG para o antigénio nuclear de EBV aumentam

tardiamente na infegao e persistem ao longo da vida.

6.1.5 RUBEOLA
A rubéola é uma doenga transmitida por via aérea e altamente contagiosa, afetando

essencialmente criangas e jovens adultos. E caracterizada pelo aparecimento de exantema e
linfoadenopatias e o seu diagnostico é de extrema importancia na mulher gravida e no
recém-nascido, ja que, se for contraida nas primeiras semanas de gestagao pode induzir

anomalias no feto e até provocar aborto [10] [22].

No LSJ a pesquisa de anticorpos especificos das classes IgM e IgG contra a rubéola é

realizada no equipamento ARCHITECT pelo método CMIA.

6.1.6 HERPES SIMPLEX | E 2
O HSV geralmente infecta a pele e as mucosas estabelecendo laténcia nos ganglios sensitivos

neurotropicos podendo reativar, originando infe¢oes sintomadticas assim como
assintomaticas, o que contribui para a transmissao do virus. A transmissao faz-se por varias
vias, consoante a espécie. O HSV-| é transmitido facilmente por via oral, pelo contacto com
as mucosas, enquanto a transmissao do HSV-2 é feita por via sexual. O risco de transmissao

vertical acontece geralmente em gestantes que apresentem herpes genital na altura do parto.

As manifestagoes clinicas variam consoante o local anatomico envolvido, a idade, sistema
imunitario do hospedeiro e do tipo antigénico do virus. A apresentagao clinica mais comum
€ a presen¢a de vesiculas ulcerativas, embora outras complicagdbes como queratite,

gengivoestomatite, encefalite, entre outras, possam ocorrer [|7].

A pesquisa de anticorpos especificos IgM e IgG contra os tipos | e 2 do HSV ajudam no
diagnostico em associagao com a observagao clinica das lesoes. A pesquisa destes anticorpos

no LSJ é feita por ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA).

Esta técnica utiliza as propriedades cataliticas das enzimas para detetar e quantificar reagoes
imunolégicas. Um dos componentes (antigénio ou anticorpo) da reagao esta aderido a uma
fase solida, uma placa poliestireno com 96 pogos de microtitulagio. As amostras de soro dos
doentes, assim como os calibradores (quando existem) e os controlos sao adicionados nos
pogos da placa e incubados durante um periodo de tempo definido pelo fabricante. Se existir

na amostra do paciente o antigénio/anticorpo-alvo que estamos a pesquisar, este une-se aos

88



componentes aderidos nos pogos. De seguida é removido o excesso através dum processo
de lavagem e é adicionado um conjugado que consiste num anticorpo especifico (para o
antigénio ou anticorpo que pretendemos determinar) associado a uma enzima (normalmente
uma peroxidase) que se vai ligar aos complexos antigénio-anticorpo pré-formados. Apos
nova incubagao é removido o excesso por meio de lavagem e adiciona-se o substrato
enzimatico (o 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine). Aguarda-se o tempo necessirio para que
ocorra a reagao de conversao do substrato em produtos e adiciona-se a solugao de paragem
que termina a reagao. Segue-se a leitura da absorvancia. A absorvancia é lida a 450 nm

utilizando um espetrofotometro onde a quantidade de produto formado é proporcional a

quantidade de antigénio ou anticorpo que estavamos a pesquisar [16].

Existem kits que possuem um conjunto de calibradores com concentragoes varias e cujos
valores de absorvancia permitem a obtengao de uma curva-padrao, dai ser possivel avaliar
quantitativamente as amostras analisadas. Esta curva é estabelecida sempre que é aberto um
novo kit. Apos a obtengao da curva, nos ensaios posteriores apenas sera necessario utilizar
os controlos, cujas concentragoes estao definidas, para deste modo poder controlar a

técnica e validar os nossos resultados com confianga.

No entanto, existem ensaios que nao utilizam curvas de calibragao, mas avaliam os
resultados consoante os valores de cut-off. Estes ensaios apenas nos permitem obter

resultados qualitativos.

E de extrema importincia que o processo de lavagem neste tipo de ensaios seja bem
executado, ja que, lavagens realizadas de maneira erronea podem comprometer os nossos

resultados.

6.2. PARASITAS

6.2.1 TOXOPLASMOSE
O Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério. O seu ciclo de vida inclui uma

fase sexuada que ocorre nos hospedeiros definitivos (gatos e outros felideos) e uma fase
assexuada nos hospedeiros intermediarios (aves e mamiferos). A transmissao ao Homem

pode ser feita por via oral-fecal (ooquistos) ou por via transplacentar (taquizoitos).

A infegao nos individuos imunocompetentes costuma ser assintomatica e autolimitada, a
grande preocupagao prende-se com a infegao nos individuos imunodeprimidos e mulheres

gravidas [17].
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A infecao congénita ocorre quando a mae sofre primo-infegao durante a gravidez. As
complicagoes sao tanto mais graves, quanto menor for o tempo gestacional e podem

resultar em alteragoes neurologicas e alteragoes oculares.

A imunidade adquirida permanece para o resto da vida, logo, infe¢oes passadas ou em curso

sao possiveis de diagnosticar por serologia.

No LS] é feita a pesquisa de anticorpos especificos IgG e IgM, assim como a avidez da IgG no

equipamento ARCHITECT, pelo método CMIA.

6.3. BACTERIAS

6.3.1 SIFILIS
A bactéria Treponema pallidum é o agente etioldgico da sifilis. Pode ser transmitida por via

sexual a partir de exsudatos infeciosos ou por via vertical, de mae para filho [10].

Esta infegao quando nao tratada evolui para a cronicidade apresentando periodos ativos
caracterizados por algumas sintomatologias, assim como, periodos latentes e assintomaticos.
As manifestagoes clinicas mais comuns incluem ulcera indolor, que geralmente aparece na
regiao genital, lesoes da pele e linfoadenopatias, até situagoes mais graves, como lesoes ao
nivel neurologico e cardiovascular. A infecao fetal pode provocar alteragoes cutaneas e das

mucosas, lesoes dsseas, meningite e até mesmo originar o aborto espontaneo.

Na pratica laboratorial existem dois tipos de testes seroldgicos utilizados no diagnostico:

testes nao treponémicos (inespecificos) e testes treponémicos (especificos).

Os testes nao treponémicos detetam anticorpos nhao treponémicos, ou seja, sao anticorpos
dirigidos contra antigénios lipidicos (cardiolipinas, lecitina e colesterol) das classes IgM e IgG
produzidos na sequéncia da infegao por Treponema pallidum. Estes testes podem ser o VDRL
(venereal disease research laboratory) e o RPR (rapid plasma reagin). Os testes positivos sao
apresentados como um titulo de anticorpos e servem para acompanhar a resposta eficaz da
terapéutica. Estes testes tem a desvantagem de poderem dar reagoes falso-positivas, ja que,
os anticorpos nao treponémicos ao nao serem especificos da infecao por Treponema
pallidum, podem surgir no decorrer de outras patologias ou situagoes fisiologicas, como
sendo doengas autoimunes, hepatites virais, vacinagao ou gravidez, entre outras. Sempre que
se verifique um resultado positivo, este deve ser confirmado por um teste especifico ou

treponémico [17].

Os testes treponémicos como o proprio nome indica, pesquisam anticorpos especificos

contra antigénios do Treponema pallidum e servem como confirmatorio dos testes nao
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treponémicos. Os testes mais utilizados sao o TPHA (Treponema pallidum hemagglutination),
imunofluorescéncia indireta (IFl) e imunoensaios (CMIA, ELISA, entre outros). A vantagem
da IFl e dos imunoensaios é que permitem uma deteg¢ao dos anticorpos das classes IgM e
IgG, que sao de grande utilidade no diagnostico da sifilis recente e congénita. No TPHA
eritrocitos de aves sensibilizados com componentes antigénicos de Treponema pallidum
tendem a aglutinar quando reagem com anticorpos contra esses antigénios presentes no

soro de doentes com suspeita de sifilis [16].

No LS] sao feitos testes nao treponémicos de VDRL, RPR, assim como, pesquisa de
anticorpos especificos (IgG e IgM) no equipamento ARCHITECT, pelo método CMIA, e pelo
TPHA.

6.3.2 Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatoria, sendo uma das causas mais
comuns de infecoes bacterianas sexualmente transmissiveis, a clamidiose genital.
Normalmente, a infegao por Chlamydia trachomatis € assintomatica. Algumas das
manifestagoes clinicas comuns sao disuria, pilria e exsudato purulento. A infecao neonatal na

altura do parto pode provocar no recém-nascido conjuntivite ou pneumonia.

Esta bactéria sendo intracelular, nao cresce nos meios tradicionais, sendo necessario o seu
cultivo num meio com células suscetiveis a infecao, sendo observada a sua presencga por

imunofluorescéncia indireta [16].

A detecao de Chlamydia trachomatis no LS] é feita pela determinagao de anticorpos IgG e IgM
por ELISA.

6.3.3 Brucella

A brucelose é uma infecao causada por bacilos Gram negativos do género Brucella. Estes
microrganismos apresentam um crescimento lento e exigente, sendo transmitidos pela
ingestao de leite e seus derivados ou por contacto da pele e mucosas com orgaos e
materiais infetados de animais contaminados. A apresentagao clinica pode ir desde

bacteremia, infegoes Osseas e articulares, infegoes gastrointestinais e hepaticas, pneumonia e

infecoes do SNC.

O exame serologico é o método mais frequentemente utilizado para o diagndstico de

doentes com suspeita de brucelose.

No LS] o teste realizado é o Rosa de Bengala. Este teste € um teste de aglutinagao que
permite uma triagem rapida. Consiste em colocar a amostra de soro do paciente em

contacto com o antigénio Rosa de Bengala (suspensao de Brucella abortus em meio
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tamponado e corado pela Rosa de Bengala). Caso a amostra apresente anticorpos
especificos para a brucelose, desenvolve aglutinagao visivel a olho nu e com intensidade

variavel [12].

E importante ter em atencio o efeito prozona, onde titulos elevados de anticorpos induzem
a um resultado falso-negativo. Quando as amostras sao diluidas este efeito € minimizado e o
resultado é positivo.

6.3.4 Salmonella

A pesquisa de anticorpos contra as salmonelas contribui para o diagnostico da febre tifoide.

Esta patologia esta associada aos serotipos S. typhi e S. paratyphi.

Quando estas bactérias sao ingeridas, passam para os ganglios linfaticos através do intestino
delgado, onde se multiplicam, seguindo para o sangue que as transporta para varios orgaos,

incluindo figado, bago, medula dssea e intestino, sendo excretadas nas fezes [|6].

O teste Widal-Félix é realizado no LS] quando sugerido pelo clinico e é util quando as
hemoculturas e as coproculturas se mantém negativas. Consiste em colocar diluigoes
seriadas do paciente na presenca de antigénios somaticos (O), e antigénios flagelares (H)
para os serotipos S. typhi e S. paratyphi (geralmente A e B). Estes antigénios foram obtidos a
partir de suspensio de bactérias, que foram inativadas. O antigénio na suspensiao vai

aglutinar na presenca do anticorpo especifico [12].

Uma elevagao paralela do titulo (normalmente > 1/80) dos dois anticorpos, o flagelar e o

somatico, ¢ indicativo de infecao.

7

E importante referir que este teste pode dar falsos-negativos se for realizado muito
precocemente, antes do paciente produzir anticorpos, ou em casos onde o tratamento
muito precoce deprimiu a resposta imunitaria. Falsos-positivos também siao possiveis em

situagoes de reacgoes cruzadas com outras espécies ou em caso de vacinagao.

6.4. CASO CLINICO

A serologia infeciosa permite estabelecer um diagnostico laboratorial a partir da pesquisa de
anticorpos contra determinado agente infecioso. Para ilustrar um pouco melhor a forma
como é feito o diagnostico, escolhi um caso onde siao utilizados dois tipos de testes

diferentes para a detencao de anticorpos contra o mesmo agente infecioso.
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6.4. CASO CLINICO VI
Utente de 36 anos, sexo masculino, com indicagao de uso de drogas de abuso, dirigiu-se ao

laboratorio para realizar a determinagao de antigénio/anticorpos contra a hepatite B,
anticorpos contra a hepatite C e antigénio/anticorpos contra o VIH. Os resultados estao

apresentados na Tabela 17 e Tabela 18.

Tabela 17: Valores correspondentes ao caso clinico VI (A).

Parametro Resultado Unidades Intervalo de referéncia

Na3o reativo: < 0,05

AgHBs 1912,5 IU/mL Reativo = 0,05
Nao reactivo: <10,00

HBV AcHBs 0,0 mUI/mL Reativo = 10,00
AcHBc S/CO Nao reactivo: <1,00

total 12,0 (sample RLU/cut-off Reativo = 1.00

ora RLU) =0

Anti- Nao reactivo: <1,00

HCY HCV 122 S/co Reativo = 1,00
Ag/Ac S/ICO Nao reactivo: <1,00

HIV HIV 1/2 769,1 Reativo = 1,00

Este utente também fez a determinagao de marcadores da fungao hepatica, nomeadamente a

GGT: 23 U/L (12-64) e as transaminases ALT: 12 U/L (<55) e AST: 20 (5-34), estando todas

dentro do intervalo de referéncia.

Sendo a amostra reativa para o Ag/Ac HIV 1/2, realizamos o teste confirmatoério, o Western
blot, de forma a identificar anticorpos especificos contra diferentes proteinas virais.
Conforme a presenca de determinados anticorpos e seguindo alguns critérios de
interpretagao, podemos identificar se se trata dum HIV-1 ou um HIV-2. Os resultados

obtidos estao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Valores correspondentes ao caso clinico VI (B).

Anticorpos reativos para proteinas virais Interpretacio

gag pI7
p24

p51

pol o3| Positivo para HIV-1

gp4l
gpl20

gp36
gpl05

env
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A pesquisa de anticorpos a partir do Western blot apresentou anticorpos especificos para

proteinas virais do HIV-1.

Como se pode observar pelas pesquisas de antigénios e anticorpos, este individuo também
esta co-infetado com HCV e HBV. Seria interessante que o clinico solicitasse a pesquisa de
anticorpos anti-HBc IgM, anticorpos anti-HBe e antigénio HBe, que permitissem confirmar

que estamos perante uma infecao aguda ou cronica por HBV.
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7. SECTOR BIOQUIMICA CLINICA

O sector da bioquimica clinica é bastante abrangente, uma vez que, permite avaliar
processos metabdlicos e estados patologicos através da quantificagao de um grande niumero
de substancias. Alteragoes nas concentragoes dessas substiancias sao de grande interesse

clinico, tanto ao nivel do diagnostico, como na monitorizacao de terapéuticas.

No LS] o tipo de amostra mais utilizado na Bioquimica é a amostra de soro, embora
amostras de sangue total colhido em tubo com EDTA-K;, amostras de plasma (colhidas em
tubo com heparina-litio ou citrato de sédio), assim como urina e outros fluidos bioldgicos,
também possam ser utilizados. E fundamental que para cada pardmetro avaliado seja utilizado
o tipo de amostra analitica correta, ja que, o desempenho de todos os reagentes é avaliado
pelas casas comerciais que os fornecem para determinados tipos de amostra. Caso nao
sejam respeitados os tipos de amostra com as quais foram estudados os desempenhos dos

kits, podemos correr o risco de interferéncias que possam alterar os resultados obtidos.

A determinagao da maioria dos parametros bioquimicos no LS| é realizada no autoanalisador
ARCHITECT (médulo ¢8000, i2000SR ou il 000SR). E também utilizado o equipamento Sebia
Hydrasis para tragar o perfil eletroforético das proteinas séricas, separando-as nas suas

varias fragoes.

Com excegao do sangue total colhido com EDTA-K, e utilizado na monitorizagao da HbA
todas as amostras deverio ser centrifugadas de forma a obter amostras limpidas. E
necessario ter espirito critico quando verificamos que a amostra apresenta determinado
grau de hemolise, lipémia e/ou ictericia, ja que, estes fatores podem influenciar o resultado

das determinagoes.

No sector de Bioquimica clinica do LS] os parametros mais solicitados sio determinados por
métodos espectrofotométricos, turbidimétricos ou potenciométricos. No método
espectrofotométrico recorre-se as propriedades das solugdes que ao absorverem
determinados comprimentos de onda permitem quantificar reagoes bioquimicas a partir dos
substratos consumidos ou dos produtos formados. Ao fazer-se incidir luz com determinado
comprimento de onda na solugdo, a concentragao do analito que estamos a quantificar é
proporcional 2 medida da radiagao absorvida. O método turbidimétrico € um método de
precipitacio em fase liquida, isto &, deixa-se reagir a amostra contendo o analito que
estamos a quantificar, que funciona como antigénio, com um anti-soro que contém o
respetivo anticorpo. Esta ligagao antigénio-anticorpo forma imunocomplexos insollveis que
interferem com a passagem do feixe de luz. Quanto maior a concentragao do analito, menor
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sera a luz que atravessa a solugao. Finalmente, o método potenciométrico mede as
propriedades elétricas duma dada solugao contendo eletrdlitos (sédio, potassio e cloreto),

através da diferenca de potencial gerada entre dois elétrodos [13].

Alguns dos parametros mais frequentemente solicitados estao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Parametros determinados com mais frequéncia no sector de Bioquimica clinica.

Grupo Parametros
Colesterol HDL,;
Acido drico; Creatinina; Colesterol LDL;
Bicarbonato; Cilcio; Ferro;
Lactato; Albumina; Bilirrubina total e direta;
Marcadores Magnésio; TIBC (capacidade de Vitamina D;
bioquimicos Proteinas totais; ligagao total do ferro); Vitamina B»;
Glicose; Triglicerideos; Homocisteina;
Amonia; Ureia; Folato;
Fosforo; Colesterol total; Peptideo nautriurético
tipo B (BNP)
Aspartato Lactato desidrogenase
Creatina cinase total
aminotransferase (LDH);
(CK);
(AST/GOT); Gamma-glutamil
Enzimas Creatina cinase B (CK-
Lipase; MB) transferase (GGT);
Amilase; ’ Alanina aminotransferase
Fosfatase alcalina;
Fosfatase acida; (ALT/GPT)
Haptoglobina;
o- | -Antitripsina;
Transferrina; Pré-albumina;
Apolipoproteina A; )
Troponina [; Antiestreptolisina O
Apolipoproteina B;
¥ ) [-2-microglobulina; (ASO);
‘ ipoproteina a;
Proteinas Complemento C3 e C4; Proteina C Reativa;
especificas Imunoglobulinas (A, M, G,
| Ceruloplasmina; Cadeias kappa e lambda;
’ Fator reumatoide (FR); Mioglobina;
Microalbumina;
Ferritina; Hemoglobina glicada
a- | -glicoproteina acida;
(HbA¢)
Eletrolitos Sédio Potassio Cloreto
Monitorizacio Valproato Vancomicina Digoxina
de drogas Fenobarbital Fenitoina Carbamazepina
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8. SECTOR IMUNOLOGIA

A area da imunologia visa quantificar elementos que envolvam a atividade do sistema
imunoldgico quando confrontado com um componente estranho ao organismo, assim como,
ser uma ferramenta essencial no diagnostico e monitorizagao de distUrbios imunologicos,
como se verifica nas doengas autoimunes, processos alérgicos e de hipersensibilidade. Esta
area também permite avaliar defeitos dos componentes do sistema imune que originam
imunodeficiéncias, assim como, monitorizagio de terapéuticas que envolvam

imunossupressao.

Por vezes ha desregulagao no controlo da multiplicagao celular. As células tumorais que se
geram, podem produzir certas substiancias cujo aparecimento ou pronunciado aumento
indicam a presen¢a de tumor. Estas substincias sio os chamados marcadores tumorais e
cujo doseamento permite uma monitorizagao no tratamento, assim como, avaliagao da
progressao da doenga. O marcador tumoral ideal seria aquele que permitisse o diagnostico,
isto &, sO surgir com o aparecimento do tumor, mas na pratica isto nao se observa, ja que, €
possivel dosear estes marcadores em pessoas aparentemente saudaveis, podendo aumentar

nalguns deles em situagoes fisioldgicas ou em doengas que nao sao do foro oncologico [9].

O tipo de amostra utilizada no LS] é preferencialmente soro, podendo eventualmente ser

usado outro tipo de amostra, desde que seja referenciado na bula dos reagentes utilizados.

No sector da imunologia as determinagoes baseiam-se em reagoes antigénio-anticorpo,
variando apenas o método de detegao. A serologia infeciosa e os varios métodos de detegao
enquadrei-os na area da Microbiologia, no entanto, no LS| também é possivel fazer o estudo
de doengas autoimunes a partir da determinagao de anticorpos que afetam um orgao
especifico (produz ou apresenta determinado antigénio) e anticorpos que originam
patologias sistémicas, afetando varios orgaos, como veremos na Tabela 20. Estas
determinagoes podem ser feitas manualmente ou automaticamente, nos varios modulos do

autoanalisador ARCHITECT.
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Tabela 20: Determinagoes imunolégicas mais frequentes (exclui serologia infeciosa).

Quimioluminescéncia ELISA

" Anti-peroxidase Anti-células parietais (APCA);
2 (anti-TPO) Anti-fator intrinseco;
] Anti-tiroglobulina (anti-TG); Anti-gliadina;
‘é Anti-recetor TSH (TRABs); Anti-transglutaminase;
g Anti-peptideos citrulinados (anti-CCP); Anti-endomisio;

Fator reumatoide (FR) Anti-actina (F-actina);

Anti-ds DNA

Os marcadores tumorais solicitados com maior frequéncia estao apresentados na Tabela

21 e sao feitos no autoanalisador ARCHITECT.
Tabela 21: Marcadores tumorais solicitadas no LSJ [9].

Marcadores tumorais Indicacdao mais frequente

a — Fetoproteina Hepatocarcinoma

Antigénio prostatico especifico (PSA) Cancro da préstata

livre e total
CA 153 Cancro da mama
CA 125 Cancro do ovario, pulmado e mama
CA 199 Carcinomas do tracto digestivo: pancreas, gastrico, colorrectal
CEA Cancro colorrectal
SCC Carcinoma das células escamosas

. ) Mieloma multiplo, Leucemia linfocitica cronica, Macroglobulinemia de
[3-2-microglobulina

Waldrenstron
HE-4 Cancro do ovario
CYFRA 21-I Neoplasia pulmonar

A monitorizacao terapéutica de imunossupressores é feita para a Ciclosporina, Tacrolimus e
Sirolimus no equipamento ARCHITECT (i2000SR) e o tipo de amostra utilizada é sangue

total colhido com EDTA. O doseamento é feito pelo método de quimioluminescéncia.

A pesquisa de IgE especificas associadas a reacgoes alérgicas é realizada no equipamento
ImmunoCap pelo método de referéncia, o imunoensaio fluorenzimatico (FEIA). A detegao
do imunocomplexo (antigénio-anticorpo) é conseguido pela adicio de um conjugado
(anticorpo anti-imunoglobulina humana) ligado a fluoroforo que emite fluorescéncia e é lido
por um fluorimetro. Os calibradores usados para calibrar os ensaios apresentam
concentragoes conhecidas que emitem um determinado valor de fluorescéncia e vao gerar
uma curva de calibragao na qual irao ser extrapolados os valores das amostras [25]. A

amostra analitica utilizada é soro.
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9. SECTOR ENDOCRINOLOGIA

Na area da endocrinologia avalia-se os disturbios do sistema endocrino. Este sistema é
composto por uma série de glandulas que vao secretar hormonas diretamente para a
corrente sanguinea, tendo cada hormona uma fungao especifica e sendo a sua concentragao

enquadrada dentro de condigoes especificas.

O doseamento das hormonas no LS| pode ser feito manualmente pelo método de
radioimunoensaio (RIA) ou nos médulos i2000SR/il000SR do autoanalisador ARCHITECT
pelo método de quimioluminescéncia, que ja foi abordado anteriormente. Utiliza
preferencialmente como amostra analitica o soro, mas também pode utilizar plasma, caso a

bula do reagente assim o especifique.

O método de radioimunoensaio baseia-se no principio da ligagao competitiva utilizando uma
molécula aniloga a que queremos quantificar. Esta molécula andloga estd marcada com
isétopos radioativos, iodo 125 (I'®) [13]. A radioatividade é medida num contador de
radiagao gama e sera tanto menor, quanto maior for a concentragao do analito que estamos

a determinar.

Algumas das hormonas que podem ser determinadas no LS] estao apresentadas na Tabela

22.

Tabela 22: Parametros da valéncia de Endocrinologia pedidos com maior frequéncia.

Radioimunoensaio Quimioluminescéncia
Prolactina; Hormona estimuladora da
Hormona luteinizante (LH); tiroide (TSH);
Testosterona livre; Testosterona total; Peptideo C;
| | 7-Hidroxiprogesterona; Estradiol; Insulina;
S Delta-4-Androstenediona; Dehidroepiandrostenediona sulfato Triiodotironina (T3) total e
g Hormona (DHEA-S); livre;
I adrenocorticotropica (ACTH); | Gonadotrofina coridnica humana total Tiroxina (T4) total e livre;
Renina; (hCG); Paratormona (PTH);
Aldosterona Progesterona; Cortisol;
Globulina transportadora de Hormona foliculo
hormonas sexuais (SHBG); estimulante (FSH)
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10. CONCLUSAO

O culminar deste relatorio é também o culminar deste meu percurso no Mestrado de

Analises Clinicas.

Este Mestrado apresenta uma componente teodrica e pratica que considero bastante
completas, permitindo-me colocar em pratica conhecimentos que possuo, reavivar outros,

mas essencialmente, adquirir novos conhecimentos.

Sempre tive a necessidade de aprender, ir mais além do esperado e embarcar em novos
desafios. Sempre que me surgiu a oportunidade de mudar de area no decorrer do meu
percurso profissional, assim o fiz, pois considero que conhecimento é a ferramenta que nos

destaca da maioria e nos torna mais preparados para os desafios do dia-a-dia.

Ao nivel do estagio curricular, apostei em sair da minha zona de conforto. Decidi conhecer
uma realidade diferente a que estou habituada, optei por realizar o meu estigio num
laboratorio privado, diferente aos servigos de Patologia Clinica de Hospitais Centrais por
onde passei e onde desenvolvo a minha atividade profissional. No Laboratoério Sao José, o
laboratério nao esta sectorizado, como acontece na maioria dos hospitais. Aposta-se na
polivaléncia, o que obriga, positivamente ao meu ver, que conhecimentos de todas as
valéncias estejam presentes. O facto de sectorizar servigos cria o inconveniente dos
profissionais apenas estarem especializados numa valéncia especifica, o que também ¢é
importante, mas acabam por “esquecer” um pouco os conhecimentos que possuem noutras
areas. E importante ter presente que todas as valéncias estio interligadas e que os dados

obtidos numa bioquimica, fazem sentido com os dados obtidos na hematologia, por

exemplo, e € esta interligagao que ajuda no diagndstico.

Trabalhar num servico de urgéncia aumentou a minha necessidade de me sentir mais
preparada ao nivel de conhecimentos tedricos e praticos, ja que, fora do horario de rotina, €

preciso dar resposta a determinadas solicitagoes dos clinicos nas varias valéncias.

Sem dulvida que esta experiéncia ao nivel académico, profissional e pessoal deixara a sua

marca.

Novos desafios se avizinham, aguardo-os de bragos abertos!
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ANEXOS

ANEXO A. COLORACAO DE GRAM

|. Adicionar Violeta de Genciana (1° corante) e esperar 2 minutos;

Lavar gentilmente com dagua destilada durante 2-3 segundos;

Adicionar soluto de Lugol (mordente) e esperar aproximadamente 30 segundos;
Lavar gentilmente com agua destilada;

Adicionar alcool-acetona (diferenciador), mas evitar descorar em excesso;
Lavar gentilmente com dgua destilada e descartar o excesso;

Adicionar Fucsina de Ziehl diluida (2° corante) e aguardar 20 segundos;

©® N o U1 A~ W DN

Lavar com agua destilada e secar-.

ANEXO B. METODO DE RITCHIE (PRINCIPIO DE SEDIMENTACAOQ)

I. Retirar com auxilio do coletor uma pequena amostra de fezes e colocar num tubo de
fundo plano;

Adicionar formol (conservante) até meio do tubo;

Fechar o tubo e vortexar até dissolver as fezes;

Retirar a tampa do coletor e adicionar 1,25 mL de Acetato de Etilio;

Conectar o tubo de fundo plano a um tubo cénico contendo um filtro e inverter;
Misturar agitando entre 10 a 30 segundos;

Deixar que a suspensao seja filtrada;

Centrifugar o filtrado durante 5 a 10 minutos a 1500 — 2000g;
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Retirar o filtro e rejeitar o sobrenadante;

o

. Observar o sedimento ao microscopio, podendo usar soluto de Lugol para facilitar a
observacao.
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