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RESUMO

O Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
culmina com a realizagdo de um estagio curricular, cujo objetivo consiste em aplicar, em
contexto de trabalho, os conhecimentos tedricos adquiridos ao longo das diversas unidades
curriculares.

Este estagio curricular decorreu no laboratorio Germano de Sousa — Centro de Medicina
Laboratorial, inserido no Hospital CUF Viseu, e teve a duragdo de aproximadamente 600
horas. Ao longo do estagio, integrei e participei na rotina de funcionamento do laboratério, o
que me permitiu consolidar conhecimentos e adquirir experiéncia na execugao das mais
variadas técnicas e tarefas.

O presente relatério, descreve o funcionamento do laboratorio e as atividades desenvolvidas
nos setores da Bioquimica, Imunologia, Microbiologia e Hematologia, nas quais participei.
Contudo, sao abordados de forma mais breve, os setores da Bioquimica e da Imunologia, e de

forma mais aprofundada, os setores da Microbiologia e da Hematologia.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Germano de Sousa, Hospital CUF, Microbiologia,

Hematologia.
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ABSTRACT

The Master's Degree in Clinical Analysis, of the Faculty of Pharmacy, of the University of
Coimbra, culminates with the completion of a curricular internship, whose objective is to
apply, in the context of work, the theoretical knowledge acquired throughout the various
course units.

This curricular internship took place at the Germano de Sousa - Laboratory Medicine Center,
inserted in the CUF Viseu Hospital, and lasted approximately 600 hours. Throughout the
internship, | integrated and participated in the laboratory's operating routine, which allowed
me to consolidate knowledge and gain experience in the execution of the most varied
techniques and tasks.

This report describes the operation of the laboratory and the activities developed in the
sectors of Biochemistry, Immunology, Microbiology and Hematology, in which | participated.
However, the sectors of Biochemistry and Immunology are covered in a more brief way, and,

in more depth, the sectors of Microbiology and Hematology.

Keywords: Clinical Analysis, Germano de Sousa, Hospital CUF, Microbiology, Hematology.







I.INTRODUCAO

As andlises clinicas sao um dos mais importantes meios de diagnéstico complementares,
uma vez que permitem, através da recolha de materiais biologicos como urina, sangue, fezes,
saliva ou outros tecidos, diagnosticar anomalias e/ou patologias, de maior ou menor gravidade,

contribuindo ainda para a sua prevencgao, detecao precoce e monitorizagao.

Ao longo dos anos, com vista a obtengao de resultados mais exatos, precisos e
fidedignos, tém sido desenvolvidos métodos cada vez mais sensiveis, muitas vezes integrados
em equipamentos automatizados. Estes conseguem processar um elevado numero de
amostras em curtos espagos de tempo, reduzindo a manipulagao humana e consequentemente
os erros humanos. O tempo entre a colheita da amostra e a disponibilizacao do resultado
também acaba por diminuir, fator importantissimo na evolugao do estado clinico do doente.
Para além disso, estes equipamentos conseguem ser integrados com os sistemas informaticos
dos laboratorios, e assim comunicar os resultados automaticamente, sem ser necessario a
introdu¢ao manual sujeita a erros. A existéncia de programas e estratégias de controlo da
qualidade, quer interna como externa, torna-se também imprescindivel para assegurar a

qualidade dos resultados.

Num ano atipico, de pandemia, como aquele que vivemos atualmente, as analises clinicas
vém demonstrar ainda mais a sua importancia, e o quanto as metodologias e equipamentos se

revolucionam, e adaptam rapidamente aquilo que se quer detetar e diagnosticar.

O Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
oferece no primeiro ano um conjunto de unidades curriculares onde se adquirem os
conhecimentos teoricos necessarios para, no ano seguinte, poderem ser aplicados em
contexto de trabalho no estagio curricular. No meu caso, o estagio decorreu no Laboratorio
Germano de Sousa - Centro de Medicina Laboratorial integrado no Hospital CUF Viseu, onde
me foi possivel integrar a rotina normal de trabalho, desde o acompanhamento da recegao e
triagem de amostras (fase pré-analitica), passando pela processamento das mesmas (fase
analitica), até ao acompanhamento da validagao de resultados. Apesar de ter passado pelas
quatro grandes areas de Anadlises Clinicas — Bioquimica, Imunologia, Hematologia e
Microbiologia — no presente relatério abordarei resumidamente as areas da Bioquimica e

Imunologia e de forma mais completa as areas da Microbiologia e Hematologia.
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2. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE
ESTAGIO

O grupo Germano de Sousa realiza andlises clinicas ha 45 anos, tendo ao longo do tempo
procurado dar respostas cada vez mais rapidas e melhores face a evolugao e aos desafios da
medicina. Contando atualmente com cerca de 450 postos de colheita distribuidos por todo o
pais, o laboratorio tem ainda parcerias com empresas no ambito da medicina do trabalho e

alguns hospitais, fazendo também colheitas ao domicilio.

O laboratério Germano de Sousa — Centro de Medicina Laboratorial (GS-CML)
integrado no Hospital CUF Viseu tem como diretor técnico o Dr. Antonio Gomes Fernandes,
Farmacéutico especialista em Analises Clinicas. O laboratorio da resposta a nivel hospitalar ao
servico de urgéncia e ao posto de colheitas ambulatério do Hospital, bem como a nivel
comunitario, aos diversos postos de colheita externos, distribuidos por diferentes locais,
dentro e fora de Viseu. O laboratério dispoe de uma sala ampla onde se encontra a area da
Bioquimica e da Imunologia. Conta ainda com mais duas areas laboratoriais, Microbiologia e
Hematologia. Em apoio as dreas laboratoriais podemos encontrar ainda uma sala de lavagens,

sala de triagem, gabinete de validagao, recegao e uma sala polivalente.

A principal preocupagao do laboratério é fornecer resultados com qualidade de modo
a satisfazer os clinicos e os utentes. Para isso € extremamente importante garantir todas as
medidas de gestao da qualidade, para além de uma boa formagao da equipa. Tudo isto com
vista a aumentar a eficiéncia, facilitar a comunicagao com o exterior e também estar sempre
atualizado em relagao aos avangos tecnologicos (novos testes, metodologias, equipamentos,

entre outros).
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2.1 FLUXO DE TRABALHO NO LABORATORIO

Na rotina didria do laboratério GS-CML Viseu, todo o processo se inicia com a fase pré-
analitica. Sabe-se que é nesta fase que ocorre a maior parte dos erros que podem
comprometer todo o resultado analitico, sendo fulcral que este processo seja efetuado com
o maior rigor possivel. Em primeiro lugar é necessario confirmar as andlises pedidas na
requisicao e verificar se o utente retline as condigoes necessarias a colheita, como por exemplo
estar em jejum. Apos a recolha dos produtos bioldgicos, estes devem ser transportados até
ao laboratorio o mais rapido possivel de modo a garantir a viabilidade das amostras. Os
produtos bioldgicos que provém do Servigo de Urgéncia do Hospital chegam ao laboratério
através de assistentes operacionais, enquanto que aqueles que provém dos postos de colheita
externos, chegam através de estafetas, que os transportam devidamente acondicionados em
malas térmicas. De salientar que a cada amostra é atribuida uma etiqueta com cédigo de barras
e codigo alfanumérico, que vai permite a leitura por parte dos equipamentos, e estes
automaticamente saberao quais os parametros analiticos que a amostra tem para determinar.

Os produtos do Servigo de Urgéncia chegam devidamente etiquetados e sdo triados e
processados com a maior brevidade possivel, uma vez que o clinico estd a espera dos
resultados para dar seguimento a terapéutica do doente. Os produtos rececionados dos
postos de colheita externos, apesar de virem etiquetados, antes de serem processados sao
primeiro direcionados a sala de triagem. Este € um passo muito importante que tem de ser
feito com a maxima atengao e concentragao, uma vez que € no processo de triagem que se
percebe qual o tipo de andlises que o utente tem, se ha andlises para o exterior e se as colheitas
foram efetuadas de acordos com as anilises pedidas. E importante estar atento as nio
conformidades, como colheitas em tubos ou recipientes inapropriados, falta de identificacao,
amostra mal etiquetada, hemolisada e/ou com volume insuficiente, entre outras, para assim se
proceder a aceitagao ou rejeicao das amostras. Posto isto, as que estao em conformidade sao
centrifugadas, se necessario, e de seguida separadas pelos diferentes setores, consoantes as
requisicoes clinicas de cada uma. No entanto, nem todos os parametros sao realizados no GS-
CML Viseu. As amostras com andlises para o exterior sio separadas em aliquotas,
armazenadas e enviadas para laboratérios externos com os quais o laboratério tem
protocolos, nomeadamente o Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
(Laboratorio Central) em Lisboa e o Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa no

Porto, onde se encontra a unidade de citometria.
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Apods todo este processo, as amostras distribuidas pelas suas respetivas areas, sao
processadas, sendo a grande maioria em equipamentos totalmente automatizados. Os
resultados analiticos passam, em primeiro lugar, por uma validagao a nivel dos equipamentos,
onde se comparam os resultados com os valores de referéncia e se efetuam repetigoes de
alguns parametros, se necessario, conforme padroes previamente estabelecidos.
Posteriormente os resultados sofrem uma validagao final pelo Farmacéutico especialista do
laboratorio, onde sao validadas a concordancia entre os resultados de todas areas e o histérico
clinico do utente.

O laboratorio GS-CML trabalha com um sistema informatizado designado Apollo, que
permite a integracao de todos os postos de colheita, validagao dos resultados comunicados
pelos aparelhos, elaboracao de folhas de trabalho (analises por fazer ou a repetir), historico

clinico dos utentes e ainda uma rastreabilidade das amostras.

2.2CONTROLO DE QUALIDADE

O Grupo Germano de Sousa encontra-se certificado de acordo com a Norma ISO
9001:2015, que através de um conjunto de normas visa orientar a implementagao e
manutengao de um sistema de gestao de qualidade (SGQ). Torna-se fulcral que um laboratério
adote um SGQ, com vista a garantir a maxima fiabilidade e rigor dos resultados, e assim uma
melhor qualidade dos servigos prestados. Neste sentido, o laboratério GS-CML Viseu aplica
varios controlos de qualidade internos (CQlI), estando também inserido em varios programas

de avaliagao externa da qualidade (AEQ).

2.2.1 CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
(cQi)

O CQIl avalia a precisao analitica e consiste num conjunto de controlos de preparagoes
comerciais onde a concentragao de cada analito é conhecida, existindo sempre niveis normais
e niveis patologicos. Os controlos sao realizados diariamente ou semanalmente, consoante o
parametro e o equipamento, sendo utilizados 2 ou 3 niveis de controlo. A partir dos dados
fornecidos pelas bulas que acompanham os controlos, sao desenhadas automaticamente nos
equipamentos cartas de Levey Jennings, sendo os critérios de andlise previamente estabelecidos

pelo diretor técnico e feitos com base nas regras de Westgard. As cartas sao diariamente
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monitorizadas pelos responsaveis de cada setor, e mensalmente avaliadas pelo responsavel da
qualidade e pela diregao do laboratério, assegurando assim o rigor nos resultados dados ao
utente e facilitando a identificacio de nao conformidades.

O CQI ¢ ainda complementado com calibragoes periodicas ou sempre que ha novos
lotes de reagentes, e ainda com manutengdoes semanais € mensais aos equipamentos

automatizados.

2.2.2 AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE
(AEQ)

A AEQ visa avaliar a exatidao analitica, havendo para isso uma avaliagdo comparativa
entre o desempenho do nosso laboratorio e outros que participem no programa. Neste
sentido, sao enviadas amostras cegas pelo laboratério responsavel pela avaliagao, que sao
processadas como uma amostra normal. Os resultados obtidos sao comparados com o valor
real da amostra, e com os resultados obtidos pelas outras entidades participantes que usem
as mesmas metodologias. Assim, é possivel aferir o desempenho de um certo método ou
equipamento, alertando para eventuais erros e necessidade de agoes corretivas, em beneficio
da fiabilidade dos resultados.

O laboratorio GS-CML Viseu esta inserido em varios programas de AEQ como o da
Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio (SEQC), United Kingdom National External Quality
Assessment Service (UK NEQAS) e o Plano Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade

Laboratorial do Instituto Ricardo Jorge.
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3. BIOQUIMICA

A grande maioria dos produtos biologicos que chegam ao laboratério GS-CML Viseu,
apresentam requisicao para a determinagdo de parametros bioquimicos pelo que o grande
volume das amostras é concentrado nesta area. De facto, esta é uma area complexa que
permite avaliar a maioria das fungdes do organismo, desde a fungao hepatica, renal,

pancreatica, cardiovascular, entre outras.

A amostra principal é o soro, cuja colheita de sangue é feita para um tubo sem
anticoagulante, com esferas ativadoras da coagulagao e gel separador. Depois da colheita, estas
amostras sao sujeitas a uma centrifugagao de 3000 rotagoes por minuto (rpm), durante 10
minutos. Para além do soro, chegam também a este setor as amostras de urina, colhidas para
recipientes estéreis, no caso de amostras ocasionais, ou para contentores com maior
capacidade para as urinas de 24h. Antes de serem processadas, sao colocadas em tubos de
separagao para serem centrifugadas a 3000 rpm, durante Sminutos. A partir dai podem ser

processadas.

O laboratério GS-CML Viseu esta equipado neste setor por trés equipamentos
automatizados. Dois deles sao o Dimension® RxL Max da Siemens, destinados a
determinagoes de parametros analiticos relacionados com o metabolismo dos glicidos,
metabolismo proteico, metabolismo mineral e 6sseo, fungao hepatica, fungao renal, fungao
pancredtica e fungao cardiaca. Estas determinagoes sao feitas através de métodos enzimaticos,
cinéticos, espetofotométricos, turbidimétricos e potenciométricos. A unidade ISE, que ambos
tém incorporada, é a que garante as determinagoes das espécies idnicas por potenciometria.
Apesar de serem ambos iguais, um dos equipamentos esta direcionado para as amostras
urgentes que poderao chegar do Servico de Urgéncia, pelo que devera manter-se livre. Por
conseguinte, o outro equipamento destina-se as amostras de rotina. Os principais parametros
analiticos determinados pelo Dimension RxL Max bem como a metodologia associada,

encontram-se na tabela |.

—t

20

—



Tabela | — Parametros analiticos efetuados pelo Dimension RXL Max.

Equilibrio

Hidroeletrolitico

Metabolismo dos Lipidos

Metabolismo dos
Hidratos de Carbono

Metabolismo do Ferro

Metabolismo das

Proteinas

Metabolismo Mineral e

Osseo

Funcio Cardiaca

Funcdo Hepatica

Funcido Pancreatica

Funciao Renal

Doencas Auto-imunes

Doencas Infeciosas

Sédio
Potassio
Cloreto

Triglicerideos

Colesterol

Colesterol HDL

Colesterol LDL

Glicose

Ferro
Ferritina
Albumina
Proteinas Totais Séricas
Proteinas Totais Urinarias
Proteina C Reativa
Calcio
Magnésio
Fosfato (Fosforo inorganico)
Creatina cinase
Lactato desidrogenase
Aspartato aminotransferase
Alanina aminotransferase
Gama-Glutamiltransferase
Fosfatase Alcalina
Bilirrubina Direta
Bilirrubina Total
Amilase
Ureia
Creatinina
Acido Urico
Microalbuminuria
Fator Reumatoide

Anti-estreptolisina O

Potenciometria com elétrodos

seletivos de ides

Ensaio de cor enzimatico

Cilculo através da formula de

Friedwald

Ensaio UV enzimatico

Ensaio de cor fotométrico

Imunoensaio turbidimétrico

Ensaio de cor fotométrico

Imunoensaio turbidimétrico

Ensaio de cor fotométrico

Ensaio UV fotométrico

Ensaio UV cinético

Ensaio UV Cinético

Ensaio de cor cinético

Ensaio de cor fotométrico

Ensaio de cor cinético
Ensaio UV Cinético
Ensaio de cor cinético
Ensaio de cor enzimatico
Imunoensaio turbidimétrico
Imunoensaio turbidimétrico

Imunoensaio turbidimétrico
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Para além dos Dimension RxL Max, o Minicap da Sebia ¢é outro dos equipamentos
automatizados pertencentes ao setor da Bioquimica. Este permite realizar a eletroforese das
proteinas séricas (EPS), um método semi-quantitativo que consiste na separagao das proteinas
do sangue, de acordo com o seu peso molecular e carga elétrica. Assim uma EPS resulta num
grafico com seis principais fragoes proteicas: albumina, alfa--globulina, alfa-2-globulina, beta-
| -globulina, beta-2-globulina e gamaglobulina. Estas proteinas estao envolvidas em inimeros
processos bioquimicos importantes ao bom funcionamento do organismo. Alteragoes no perfil
eletroforético podem significar doengas das mais variadas etiologias, no entanto as principais
sao as gamapatias monoclonais (Mieloma Multiplo, Doenca de Waldenstrom, entre outras),
sendo este exame importante no seu diagndstico e monitorizagao.

Neste setor laboratorial, ha uma grande preocupagao em manter os equipamentos
calibrados e controlados para garantir que os resultados sao fidedignos. Acaba por ser uma
questao de grande importancia, e por isso as amostras s6 sao colocadas nos equipamentos
depois destes estarem controlados e aptos a usar. Estes equipamentos encontram-se ligados
a um servidor que transmite todos os parametros analiticos que tém de ser determinados,

bem como o resultado dos mesmos.

4.  MUNOLOGIA

O setor de Imunologia do laboratério GS-CML Viseu é extremamente importante na
determinagao de parametros como marcadores tumorais, hormonas da reproducao,
marcadores tiroideos, marcadores cardiacos e ainda marcadores de doengas infeciosas
(imunoserologia). Mais uma vez, o principal produto biolégico usado é o soro. Se a amostra ja
passou pelo setor de Bioquimica € sujeita a uma nova centrifugagao a 3000 rpm, durante 10
minutos, com o objetivo de ficar mais limpida. Caso a requisicio s6 tenha parametros
imunologicos, depois da amostra ser triada, é centrifugada a 3000 rpm, durante 10 minutos e

levada para o setor de Imunologia.

Assim como o setor de Bioquimica, o setor de Imunologia é igualmente muito
automatizado, sendo os equipamentos aqui utilizados o ADVIA® Centaur XP, da Siemens, e
o mini VIDAS® Blue, da BioMérieux. O ADVIA® Centaur XP é um equipamento que utiliza
a quimioluminescéncia associada ao imunoensaio, como metodologia de analise. A luz emitida

durante a reagao quimioluminescente, sera proporcional a quantidade de analito presente na
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amostra. O marcador de quimioluminecéscia utilizado é o Ester de Acridina. O equipamento
utiliza dois tipos de imunoensaio para a detegao de antigénios, assim como anticorpos:
a) o imunoensaio do tipo Sandwich para a determinagao de Antigénio Hbs, Anticorpo

Hbs, Anticorpo HCV, Cal25, CEA, Ferritina, FSH, HIV, PSA, PSA livre e TSH;

b) e imunoensaio Competitivo, na determinagao de T3, FT3, FT4 e Vitamina BI2.

O mini VIDAS® Blue, por sua vez, é um equipamento utilizado essencialmente em
contexto de urgéncia. E um sistema automatizado de imunoensaio com base no principio do
Teste Imunoenzimatico por Fluorescéncia. Todas as etapas de reagao enzimatica no
imunoensaio sao executadas automaticamente num espago minimo: pipetagem, incubagao,
lavagem, leitura, e os resultados sao imediatamente enviados e impressos numa impressora
integrada. A maioria dos parametros determinados sio parametros de urgéncia, como a
Troponina |, a Mioglobina, o NT-proBNP, a CK-MB (marcadores cardiacos), os D-dimeros e
a Procalcitonina (marcador de sépsis). No entanto, também se determina parametros de
rotina, como a gonadotrofina coriénica humana.

Ambos os equipamentos sao sujeitos a calibragoes e controlos. No que diz respeito as
calibragoes, sao realizadas aquando de mudanca de lote dos reagentes ou periodicamente
quando pedido pelo equipamento. O controlo é feito diariamente, mas nao em todos os
parametros. Existe um mapa onde estao assinalados todos os controlos a fazer em cada dia.
Para além dos controlos assinalados ficam sujeitos a controlo os parametros que sofrerem

calibracao.

A Serologia Infeciosa também faz parte do setor da Imunologia, no entanto ao contrario
dos parametros anteriores, que eram determinados por equipamentos automatizados, os
testes serologicos sao essencialmente realizados de forma manual. Diferentes casas comerciais
disponibilizam kits que vém equipados com reagentes, controlos e bulas para diferentes
determinagoes. Nestes casos em que o processamento € essencialmente manual, devem ser
executadas com aten¢ao todas as etapas, de forma a minimizar os erros humanos. Os

principais testes seroldgicos realizados no laboratério GS-CML Viseu incluem:

a) Verenal Disease Research Laboratory — teste de aglutinagao, nao treponémico, para o
diagnodstico de sifilis. O reagente com combinagao de lecitina, colesterol e cardiolipina
possui semelhanga imunologica com antigénios de Treponema pallidum, constituindo um
antigeno nao treponémico. A interagao de anticorpos (reaginas) do soro do utente, com

este antigeno ira levar a floculagao que pode ser observada a olho nu;
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b)

d)

Treponema pallidum Hemaglutination Assay - teste de aglutinagao, treponémico, mais
especifico e sensivel para o diagnostico de sifilis. Neste caso, o reagente usado contém
eritrocitos sensibilizados com T. pallidum permitindo detetar anticorpos IgM e IgG
especificos contra a bactéria;

Reacao de Weil-Felix — teste de aglutinagao para o diagnostico de infegoes por Rickettsia
spp. O reagente utilizado contém estirpes de Proteus spp. que possuem antigenos comuns
as riquétsias. Assim, a adicao do reagente, ao soro do utente, permitira observar a
aglutinagao;

Reacdao de Paul-Bunnell - teste de aglutinagao para o diagnéstico de mononucleose
infeciosa. Este teste pesquisa a presenga de anticorpos heterofilos do tipo IgM no soro,
produzidos em resposta ao virus. Estes sao capazes de aglutinar os eritrocitos de carneiro
presentes no reagente;

Reacao de Widal - teste serologico presuntivo que permite detetar infecao por bactérias
do género Salmonella (especialmente para detecao de febre tifoide e paratifoide). O teste
consiste em verificar a aglutinagao de anticorpos numa amostra de soro apos a adigao de
uma pequena quantidade dos antigénios O-somatico e H-flagelar contidos no reagente;
Reacdao de Rose-Bengal — teste de aglutinagao para o diagndstico de brucelose. Os
anticorpos anti-Brucella que eventualmente estiverem presentes no soro, vao reagir com
a suspensao antigénica de Brucella abortus presente no reagente, e sera observada a

aglutinagao macroscopicamente.
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5.MMICROBIOLOGIA

A Microbiologia desempenha um papel fundamental no estudo dos diferentes
microrganismos (bactérias, fungos, parasitas, virus) e da sua interagdo com o ser humano,
focando a sua atengao naqueles que sao patogénicos, no sentido de entender qual o
mecanismo de doenga e qual a terapéutica adequada [I].

Apesar de associarmos os microrganismos a estados de doenga, a verdade é que
possuimos uma microbiota, ou seja, uma comunidade de microrganismos que nos coloniza,
variando de pessoa para pessoa e consoante o estado de saude. Estes organismos
desempenham um papel crucial no bom funcionamento do nosso metabolismo e sistema
imunitario, prevenindo ainda a colonizagao do nosso corpo por agentes patogénicos. Qualquer
desequilibrio nesta comunidade, deixara o nosso corpo mais suscetivel a que espécies
indesejadas se multipliquem e causem infe¢ao. Contudo, nem todos os microrganismos causam
uma doenga especifica, podendo um Unico agente ter varias manifestagoes clinicas. Alguns sao
sempre patogénicos e outros s6 O sao em certas circunstincias (oportunistas). O
desenvolvimento de uma infecao vai entao depender de inumeros fatores, incluindo a
suscetibilidade do hospedeiro, a viruléncia do microrganismo, entre outros [I].

O objetivo do laboratoério de microbiologia € conseguir identificar qual o microrganismo
responsavel pela infecao e qual a terapia mais adequada para a combater. Porém, nem sempre
€ uma tarefa facil, uma vez que podera haver contaminagao com a microbiota do préprio
organismo, tendo o microbiologista o papel de conseguir discriminar entre o que é valorizavel
e o que é comensal [I].

A qualidade das amostras que chegam a este setor é de extrema importancia para o
sucesso do diagnostico. Estas devem ser colhidas adequadamente e transportadas no menor
tempo possivel, de modo a garantir a recuperagao do microrganismo implicado. Uma boa
colheita leva a uma melhor interpretagao dos resultados, melhor evolugao clinica do utente,
diminuicao do numero de infe¢oes hospitalares e ainda uma diminuicao de custos associados
[2].

De todos os setores do laboratério este é o menos automatizado e que exige um maior
trabalho técnico. Desta forma, o risco de contaminagao é muito grande e devera ser
colmatado com boas praticas laboratoriais no sentido de nio por em causa o trabalho

efetuado, nem a segurancga do pessoal técnico.
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5.1 MEIOS DE CULTURA

O diagndstico microbioldgico baseia-se na recuperagao do agente causador da infegao,

sendo feito um exame cultural onde as amostras sao inoculadas em meios de cultura e sujeitas

a condigoes de incubagao especificas. Os meios de cultura podem ser liquidos, solidos (com

1,5% de agar) ou semissolidos (com 0,5% de agar). Estes meios podem ainda ser: seletivos, ou

seja, favorecem a dete¢io de determinados microrganismos, através da inibicio do

crescimento de outros por meio de certos aditivos (corantes, antibioticos); nao seletivos, os

quais permitem o crescimento da maioria dos microrganismos; e diferenciais, que através da

adicao de determinados substratos, permitem identificar presuntivamente e distinguir os

microrganismos através da aparéncia que adquirem no meio (cor, formagao de precipitados)

[1]. Os meios de cultura utilizados no laboratério GS-CML Viseu incluem:

+ Meios liquidos:

Caldo de selenito - meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp. e Shigella
spp. O selenito de sddio inibe a maioria das Enterobacteriaceae [3].

Caldo cérebro-coracao (BHI) - caldo extremamente rico e nutritivo que permite
o crescimento de microrganismos exigentes.

Caldo Todd Hedwitt - caldo de enriquecimento seletivo para estreptococos do grupo
B;

Meios solidos:

Gelose chromID™ CPS® Elite (CPSE) - Meio cromogéneo para o isolamento,
contagem e identificagao direta ou presuntiva de microrganismos de infecao do trato
urinario.

Gelose chromID™ Strepto B (STRB) - Meio cromogéneo seletivo utilizado para
a detegao de Streptococcus agalactiae em mulheres gravidas.

Gelose MacConkey (MCK) - meio seletivo e diferencial para isolamento de bacilos
Gram negativo. Os sais biliares inibem o crescimento da maioria das bactérias Gram
positivo. A presenca de lactose permite diferenciar as bactérias fermentadoras das nao
fermentadoras deste agucar [3].

Gelose Hektoen (HEKT)- meio seletivo diferencial para o isolamento de Salmonella
spp. e Shigella spp. Os sais biliares inibem as bactérias Gram positivo e retardam o
crescimento de algumas Enterobacteriaceae [3]. O tiossulfato de sédio e o citrato

férrico amoniacal permitem detetar a produgao de sulfureto de hidrogénio (H,S) [4].
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Gelose Campylosel (CAM) - Meio seletivo para a recuperagao de Campylobacter spp.
Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro (COS) - meio de isolamento
especialmente desenvolvido para facilitar o crescimento de microrganismos exigentes.
Adaptado a cultura da maior parte das espécies de bactérias, independentemente do
seu metabolismo. Permite a observagao da presenga ou nao de hemdlise e o tipo de
hemolise [3];

Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro suplementado com colistina e
acido nalidixico (CNA) — meio seletivo para bactérias Gram positivo. A presenca
de colistina e o acido nalidixico inibem o crescimento das Enterobacteriaceae e
Pseudomonas spp. Permite a observagao da presenga ou nao de hemolise e o tipo de
hemolise [3];

Gelose de Chocolate + PolyVitex (PVX) - Meio usado na recuperagao de
microrganismos fastidiosos (Neisseria spp., Haemophilus spp., etc.); O sangue adicionado
ao meio basal ainda quente leva a lise dos glébulos vermelhos tornando o meio
castanho e tornando disponivel nutrientes intracelulares como o fator X (hemina) e V
(NAD- Nicotinamida adenina dinucleétido) [3];

Gelose de Chocolate + PolyVitex VCAT3 (VCAT) - Meio seletivo para Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis; Contém os fatores V e X e ainda um conjunto de
antibiéticos (vancomicina, colistina, anfotericina e trimetoprim) que inibe a maior parte
das outras bactérias [3];

Gelose de Chocolate Haemophilus spp. (HAE2) - meio seletivo para o
isolamento de Haemophilus spp.. Contém os fatores V e X. A seletividade do meio ¢
obtida através da combinagao de agentes antimicrobianos e antifungicos;

Gelose de Chapman (MSA2) - Meio seletivo para Staphylococcus spp. O alto teor
de cloreto de soédio no meio limita o crescimento de bactérias que nao sejam
Staphylococcus spp.. Microrganismos que fermentam manitol produzem coldnias
amarelas (permite identificagao presuntiva de Staphylococcus aureus) [3];

Gelose de Sabouraud (SCG2) - Meio seletivo para recuperagao/isolamento de
fungos (pH 5,5); Contém gentamicina e cloranfenicol que inibe o crescimento
bacteriano [I];

Meio de Lowenstein Jensen - Meio para isolamento de micobactérias; O verde

malaquite inibe crescimento de outras bactérias que podem estar presentes na amostra

[4]-
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5.2PROVAS BIOQUIMICAS

Os meios referidos anteriormente vao permitir a recuperagao do possivel agente
causador da infecao, todavia, nem todos os meios sao seletivos e muitas vezes cresce também
microbiota associada ao local anatomico de onde foi feita a colheita. Nesse sentido, existem
algumas provas manuais complementares que vao auxiliar no processo de identificagao do
microrganismo. As que estao disponiveis no laboratorio GS-CML Viseu e que foram utilizadas
ao longo do estégio sao:

> Prova da Catalase

A catalase € uma enzima que permite a algumas bactérias (e outras células) remover o
peroxido de hidrogénio (H,O,) potencialmente prejudicial que se acumula no seu ambiente,
transformando em agua (H,O) e oxigénio (O,). Assim, a prova consiste em adicionar gotas de
H,O, a uma coldnia bacteriana e observar se ha libertacao de O, sob a forma de bolhas. Isto

indica a presenca da enzima e da-se o resultado como positivo [5].

> Prova da Oxidase

As enzimas citocromo-oxidases sao hemoproteinas que atuam como elo final na cadeia de
respiragao aerobia transferindo eletroes (hidrogénio) para o oxigénio, com formagao de agua.
Para detetar a presenca desta enzima, é retirada uma colénia bacteriana que vai ser colocada
sobre papel de filtro com algumas gotas de reagente. Este reagente utiliza um corante que
substitui o oxigénio como aceitador de hidrogénio, provocando o aparecimento de uma cor

azul-pUrpura na presenca da enzima (positivo) [5].

> Prova da Coagulase (Pastorex™ Staph-plus)

Este € um kit comercial que o laboratério utiliza para uma detecao mais rapida de
Staphylococcus aureus e é um método alternativo a prova da coagulase em lamina. A maioria
dos S. aureus produzem proteina A que tem afinidade especifica para o fragmento Fc da
imunoglobulina G. Assim, a prova consiste em particulas de latex revestidas de plasma humano
contendo imunoglobulina G e fibrinogénio que vao reagir quer com o fator de aglutinagao
(fator clumping) quer com a proteina A, originando aglutinagao que ¢ visivel a olho nu. Contudo
ha limitagoes, uma vez que bactérias pertencentes a outros géneros poderao gerar uma reagao

positiva, e por outro lado, algumas estirpes de S. aureus gerarem reagao negativa [3].
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> Prova de Sensibilidade a Optoquina

A espécie Streptococcus pneumoniae é geralmente sensivel a optoquina, o que o distingue dos
outros estreptococos a-hemoliticos. Assim, o aparecimento de um halo de inibicao 2 19 mm
a volta do disco de optoquina na superficie de uma placa semeada, é sugestivo da presenga de

S. pneumoniae [3].

5.3EQUIPAMENTOS AUTOMATIZADOS

O setor de Microbiologia ainda é um setor muito manual, no entanto cada vez estao
mais presentes equipamentos automatizados nos diversos setores, e este nao € excegao. O
seu bom uso tem inUmeras vantagens, nomeadamente a diminui¢ao de erros inerentes a mao
humana, a maior rapidez e também eficacia na obtencao dos resultados. Tudo isto traz
beneficios incluindo permitir que o médico inicie a terapéutica adequada mais cedo, havendo
uma melhor evolugao clinica e, portanto, uma diminuicao da taxa de mortalidade.
Consequentemente, havera menores tempos de internamento e menos gastos em

tratamentos desadequados, trazendo beneficios também a nivel econdmico.

5.3.1 BACTEC 9050

O BACTEC 9050 é um dos equipamentos automatizados no setor da Microbiologia do
laboratério GS-CML Viseu. Este consiste num sistema automatizado para detetar o
crescimento microbiano em hemoculturas. A medida que os microrganismos presentes,
metabolizam os substratos do meio de cultura, vao consumir O,, e libertar CO,. O CO, que
é libertado, é detetado por um sensor presente na garrafa, uma vez que a quantidade de luz
que € absorvida pelo material fluorescente presente no sensor, ¢ afetada pela concentragao
deste elemento. Os detetores vao entao medir esta fluorescéncia, e um aumento nesta sera
proporcional a quantidade crescente de CO, no meio ou a diminuigao da quantidade de O,.
O equipamento agita continuamente as garrafas, rodando-as para serem lidas por um de trés
detetores. O aparelho monitoriza o sensor de cada garrafa de 10 em |0 minutos, ou seja, 144
vezes por dia. O tempo de incubagao é de 7 dias a uma temperatura de 37°C e ao fim deste
tempo as culturas sao consideradas negativas. A maior parte dos microrganismos significativos
sao detetados nas primeiras 48h, sendo emitido um sinal sonoro pelo aparelho para avisar da

eventual presenca de microrganismos viaveis [6].
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5.3.2 VITEK 2 COMPACT

O VITEK 2 COMPACT é outros dos aparelhos automatizados do setor da
Microbiologia e ¢ utilizado para identificagdo microbiana e realizagdo de testes de
suscetibilidade antimicrobiana (TSA), em microrganismos isolados de amostras clinicas. O
sistema opera com cartas com codigos de barras, assegurando uma completa rastreabilidade
e minimizando o risco de erros de transcricao. As cartas destinadas a identificagio dos
microrganismos contém substratos bioquimicos e um pogo de controle de crescimento, além
de marcadores de resisténcia, proporcionando a identificagido rapida e precisa a nivel de
espécie de mais de 350 bactérias e leveduras clinicamente relevantes. Ja as cartas destinadas
ao TSA, contém pogos impregnados com antibioticos onde se determina a Concentragao
Minima Inibitoria (CMI).

Para a utilizagao destas cartas € necessario preparar uma suspensao bacteriana a partir
de colodnias puras, em 3mL de solugao salina (0,85% NaCl) com uma turvagao equivalente a
0,5-0,65 McFarland. A escolha adequada das cartas de identificagao e TSA é fulcral para se
obter bons resultados, sendo que para a identificagao de bactérias de Gram negativo sao
usadas as cartas VITEK 2 GN e para a identificagao de bactérias de Gram positivo as cartas
VITEK 2 GP. Apés a escolha, estas sao inseridas no aparelho e carregadas através de um sistema
de vacuo, sendo posteriormente seladas e colocadas num carrossel de incubagio. E através
de um sistema otico que o equipamento executa a analise de identificacao e sensibilidade,
através da monitorizagdo continua do crescimento e da atividade dos microrganismos no
interior das cartas. Nas cartas para identificacio o aparelho faz uma leitura automatica, por
espetrofotometria, da alteragao de cor promovida pela mudanga de pH devido ao
metabolismo microbiano. Depois o equipamento compara os resultados com uma base de
dados tentando encontrar um microrganismo com o mesmo padrao de resultados do que
queremos identificar, dando uma probabilidade da sua identificagao estar ou nao certa. Nas
cartas para TSA o sistema otico baseia-se na medida da transmitancia utilizando luz visivel,
sendo feitas leituras em intervalos de |5 minutos, que medem o crescimento dos organismos
através da quantidade de luz transmitida através do poco [2] [4]. O TSA é emitido nao so6 por
categorias (sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R)), mas também com a indicagao da
CMI de cada farmaco. Além disso, os principais mecanismos de resisténcia bacteriana sao
detetados e sugeridos. Isto vai permitir auxiliar os médicos na escolha de dosagens mais
adequadas e eficazes para o tratamento do utente. Os resultados sao depois interpretados de

acordo com as normas da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).
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5.4 AMOSTRAS BIOLOGICAS E SEU
PROCESSAMENTO

Ao chegarem ao laboratorio e antes do seu processamento, todos as amostras biolégicas
passam por um exame macroscopico, onde se verifica qual a andlise pedida, se a colheita foi
feita no recipiente correto e se a requisicao € do utente ao qual pertence aquela amostra.

Todas as amostras devem ser colhidas antes de iniciada qualquer terapéutica antibiotica,
para que nao se verifique inibicdo do crescimento do agente patogénico. A colheita deve ser
efetuada em condigoes de esterilidade, de modo a que o produto biolégico nao seja
contaminado, pelo que se torna necessaria a descontaminagao da superficie corporal e a
utilizacao de instrumentos de colheita estéreis. Para além disto, a amostra deve ainda ser
representativa do processo infecioso e a quantidade deve ser adequada. Durante o transporte,
a amostra deve ser conservada o mais possivel no seu estado original e sem deterioragao
significativa, mantendo a viabilidade dos microrganismos [3].

No laboratério GS-CML Viseu, as amostras biologicas recebidas com maior frequéncia
no setor da Microbiologia sao a urina e as fezes, seguindo-se o exsudado vaginal. Com menor
frequéncia chegam também pus/exsudado de feridas, exsudado uretral, secre¢oes do trato
respiratorio e garrafas para hemocultura. O processamento de cada uma destas amostras sera

descrito de seguida.

5.4.1 URINA

O aparelho urinario é estéril em todo seu trajeto, com excec¢ao do tergo terminal da
uretra, onde se encontram bactérias oriundas do perineo. Além disso a urina com
osmolaridade extremamente elevada e pH acido (entre 5 e 7), também inibem o crescimento
bacteriano [4]. Quando microrganismos alcangam outras areas do trato urinario (via
ascendente ou via hematogénea) e através de diversos fatores de viruléncia, conseguem
colonizar e invadir os tecidos, desencadeia-se a infegao do trato urinario (ITU). Estas infegoes
podem ocorrer ao nivel do trato urinario inferior, sendo a cistite a mais comum e podem
também atingir o parénquima renal, sendo designadas de pielonefrites. Particularmente as
mulheres sio mais vulneraveis, sobretudo porque possuem menor extensio anatomica da
uretra do que os homens, e maior proximidade entre a vagina e o anus. Além disso os fluidos
prostaticos presentes na urina dos homens tém atividade bactericida, e, portanto, constituem

outro fator para uma menor vulnerabilidade destes [2].
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Os agentes etiologicos frequentemente associados a ITU nas criangas e adultos, sao as
Enterobactérias, em particular: Escherichia coli (a mais comum), Proteus spp., Klebsiella spp.
Enterobacter spp. e Citrobacter spp.; e ainda outras bactérias Gram-negativas, como a
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e algumas Gram-positivas, como Enterococcus
faecalis, Staphylococcus saprophyticus ou Staphylococcus aureus [2].

A colheita da amostra para o diagndstico laboratorial destas infegoes, pode ser feita pelo
utente colhendo a primeira urina da manha, dado que é a mais concentrada. O utente deve
rejeitar a primeira porgao da micgao e recolher para contentor estéril o jato intermédio,
descartando o restante. E importante evitar a contaminacio com a microbiota normal da zona
vaginal, perianal e uretral [3]. Posteriormente, o processamento divide-se em duas partes:
exame sumario da urina (urina do tipo 2) e exame bacteriologico (urocultura). O exame
sumario da urina é realizado no equipamento AUTION MAX AX-4280, que usa tiras reagente
para avaliar alguns parametros bioquimicos, como glicose, proteinas, pH, presenga de sangue,
leucocitos, nitritos, entre outros. Apos essa analise, as amostras sao centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 minutos, sao decantadas e procede-se a observagio do sedimento urinario ao
microscépio otico. O objetivo € avaliar a presenga de elementos figurados como leucocitos,
eritrocitos, bactérias, elementos leveduriformes, células epiteliais, cilindros, entre outros, e
reportar a sua presenga com uma estimativa do numero por cada campo. O exame
bacteriolégico da urina (urocultura) tem inicio com a homogeneizagao da amostra que é
depois semeada com uma ansa de | pL na gelose CPSE e incubada em aerobiose, 37°C, durante
|8-24h, podendo este tempo de incubagao ir até as 48h. Este meio é diferencial, permitindo-
nos uma identificagao direta de Escherichia coli, cujas colonias sao avermelhadas, e identificagao
presuntiva de outras enterobactérias. Permite ainda uma analise semi-quantitativa, sendo
consideradas positivas as culturas com um ou dois microrganismos com um nimero igual ou
superior a 10° UFC/ml (unidades

formadoras de colonias) (Figura 1).
Contudo, a valorizacao do eventual
crescimento microbiano, vai depender
nao s6 da observagio macroscopica

das colonias, como também do exame

sumario da urina feito anteriormente.

Figura | — Gelose CPSE de urocultura positiva com

Escherichia coli (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).
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Uma cultura pura de pelo menos 10°

UFC/mL, cujo sedimento urinario
apresente leucécitos, raras células
epiteliais e eventualmente bacteridria,
sao critérios para valorizar e

considerar a urocultura positiva. Por

outro lado, um crescimento muitas
vezes polimicrobiano, cujo sedimento Figura 2 - Gelose CPSE de urocultura com crescimento
apresente muitas  células epiteliais, polimicrobiano (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).
mesmo com presenca de leucdcitos, é bastante sugestivo de contaminagao, muitas vezes
associado a uma ma colheita da amostra. Neste caso, o crescimento nao é valorizado, dando
a urocultura como polimicrobiana, a valorizar pela clinica (Figura 2). Em caso de pouco ou
nenhum crescimento, a urocultura é negativa e o processo termina. Existem outras situagoes
cuja avaliagao e interpretagao dos resultados deve ser feita de acordo com o tipo de utente
em causa, tendo em atencao o método de colheita e a informacao clinica do utente.

A partir das uroculturas positivas procede-se entao a identificagao e TSA, a excegao da

E. coli, para a qual apenas é realizado o TSA.

4+ Pesquisa de Streptococcus pneumoniae e Legionella pneumophila

No laboratério GS-CML Viseu, as amostras de urina sao ainda utilizadas para a pesquisa
de Streptococcus pneumoniae e Legionella pneumophila. Estes exames sao pedidos essencialmente
em contexto de urgéncia para um despiste e diagnostico rapido de uma possivel infecao
respiratéria, uma vez que estes dois microrganismos
sao agentes etiologicos de pneumonia.

O BinaxNOWR® Streptococcus pneumoniae da
Alere é um ensaio imunocromatografico de
membrana utilizado para detetar os antigénios
soliveis de S. pneumoniae na urina de doentes

infetados. O BinaxNOW® Legionella é igualmente

um ensaio imunocromatografico de membrana, mas k

neste caso utilizado para detetar o antigénio solivel _. ) )
P g Figura 3 - BinaxNOW® Streptococcus pneumoniae e

de Legionella pneumophila serogrupo | na urina BinaxNOW® Legionella com resultado negativo

humana (fonte: Laboratério GS-CML Viseu)
Um resultado negativo nestes testes (Figura 3), nao exclui completamente a infegao por

estes microrganismos.
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5.4.2 FEZES

O trato gastrointestinal possui diversos mecanismos de defesa impedindo que os
microrganismos que ingerimos através dos alimentos e/ou agua possam causar infecao. O pH
acido do estomago e do duodeno, a microbiota intestinal, o peristaltismo, a presenca de
mucinas e a secregao de IgA pela mucosa intestinal, constituem os principais mecanismos que
inibbem o desenvolvimento de microrganismos potencialmente patogénicos. Contudo, ha
microorganismos que através de diversos fatores de viruléncia, sio capazes de sobreviver e
escapar as defesas do organismo causando as principais infegoes do trato gastrointestinal, as

gastroenterites [4] [5].

+ Exame Bacteriolégico de Fezes (Coprocultura)

A coprocultura é pedida por rotina para o despiste de Salmonella spp, Shigella spp,
Campylobacter spp, que sao alguns dos principais agentes etiologicos das gastroenterites de
origem bacteriana. A transmissao ocorre principalmente pela ingestao de alimentos ou agua
contaminados. O mecanismo de patogenicidade passa pela capacidade destas bactérias, através
de diversos fatores de viruléncia, invadirem as células epiteliais da mucosa intestinal e em
alguns casos da submucosa, gerando uma inflamagao com possivel aparecimento de muco,
leucocitos e sangue nas fezes [5].

Para o diagndstico laboratorial destas infegoes, sao colhidas pelo utente até um total de
3 amostras de fezes (dejegoes diferentes), sendo que nos casos agudos uma amostra € quase
sempre suficiente [3]. Apds recegao no laboratério, a primeira etapa do processamento passa
pelo exame macroscopico no sentido de observar a consisténcia das fezes, a presenca de
sangue e/ou muco. De acordo com o que se observa, sao retiradas, pequenas porg¢oes de cada
amostra para | ml de solugao salina. A partir desta mistura, sao feitos dois esfregacos, um
destinado a coloragao de Gram e outra a coloragao de Wright (avaliar a presenga de células,
leucocitos, nomeadamente polimorfonucleares, e eritrocitos).

Ainda a partir da mistura das fezes em solugao salina, sao inoculadas as geloses MCK e
CAM. Por ultimo, a partir da(s) amostra(s) de fezes, sao retiradas com uma ansa pequenas
porcoes de cada uma, desta vez para o caldo de selenito. A gelose MCK e o caldo de selenito
sao incubados na estufa em atmosfera de aerobiose, a 35°C, durante 18 a 24 horas. Ja a gelose

CAM ¢ incubada em atmosfera de microaerofilia (5% de O,, 10% de CO,, e 85% de N,), a
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42°C, durante 48 a 72 horas. Apos as 24h é efetuada a partir do caldo, a subcultura para o
meio solido HEKT, sendo este incubado em aerobiose, a 35°C, durante |18 a 24h.

A leitura das placas é feita normalmente as 48h. Na gelose MCK o crescimento de
coldnias cor de rosa (fermentadoras da lactose) irao aparecer como resultado do crescimento
da microbiota intestinal associada. Neste meio, serao de especial atencao, colonias incolores
(nao fermentadoras da lactose) que poderao ser sugestivas de Shigella spp. e Salmonella spp.
Na gelose HEKT, colonias verdes sao sugestivas de Shigella spp, enquanto que colonias azul-
esverdeadas, com ou sem centros pretos (produgao de H,S) sao sugestivas de Salmonella spp
[5]- Na presenca de pelo menos uma destas colonias, uma repicagem para nova gelose HEKT
é realizada a fim de obter colonias isoladas, e posteriormente confirmar se ha critérios para
avancar ou nao. Por ultimo, na gelose
CAM, caso haja crescimento, ¢ realizada a
prova da oxidade e da catalase. Se ambas
forem positivas é sugestivo da presenga de
Campylobacter spp. A coloragao de Gram
a partir de uma colonia isolada (Figura 4),
podera ser feita com o objetivo de .
visualizar bacilos de Gram negativo em
forma de S ou em espiral, descrito como
uma morfologia em “asa de gaivota”,
aspeto caracteristico de Campylobacter

spp [5] Toda a interpretac;io e valorizagﬁo Figura 4 — Observagao microscopica (objetiva 100x)

de coloragido de Gram feita a partir de coldnias isoladas

linica d I 3 sempre dependen
clinica das placas, esta sempre dependente da gelose CAM. Presenca de bacilos de Gram negativo

daquilo que o Patologista Clinico observa nos com morfologia “asa de gaivota” sugestivo de

esfregagos eda informagio clinica do utente. Campylobacter spp. (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).

+ Pesquisa de Clostridium difficile

O Clostridium difficile € uma bactéria comensal do trato gastrointestinal, que coloniza o
colon em cerca de 3% dos adultos saudaveis e em 10-30% dos doentes hospitalizados. Em
condicoes normais, a microbiota intestinal inibe o crescimento de C. difficile. No entanto,
quando o equilibrio da microbiota intestinal é alterado por intermédio de antibioticos, o C.
difficile encontra as condigoes propicias a sua germinagao, colonizagao e segregagao de toxinas,
sendo responsavel por cerca de 30% das diarreias associadas ao uso de antibioticos. As

estirpes toxigénicas produzem uma enterotoxina, a toxina A, e uma citotoxina, a toxina B, que
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conduzem a uma colite pseudomembranosa. Além disso, todas as estirpes de C. difficile
produzem em grandes quantidades a enzima glutamato desidrogenase (GDH) [7]. Nesse
sentido, quer as toxinas, quer a GDH sao bons marcadores da presenca desta bactéria em
amostras de fezes.

O laboratério GS-CML Viseu, utiliza o teste TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® que é um ensaio imunoenzimatico rapido de membrana que permite a detegao
simultanea do antigeno GDH e das toxinas A e B do Clostridium difficile num Unico pogo de

reacgao.
+ Exame Parasitolégico de Fezes

As parasitoses intestinais sao infegoes do trato gastrointestinal causadas por parasitas.
Embora estes organismos tenham diminuido nos ultimos anos, devido a melhoria de condigoes
sanitarias, continuam a ter um peso importante nos disturbios gastrointestinais, sendo que as
criangas, individuos imunodeprimidos e viajantes que regressam de paises com piores
contextos sanitarios, sao os grupos mais afetados [4].

Os principais agentes etiologicos das parasitoses intestinais sao Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli, Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Ancylostoma e Necator spp e Enterobius
vermicularis [2].

A colheita de fezes para a realizagao deste exame devera ser de trés amostras em dias
nao consecutivos, tendo em conta a eliminagao intermitente de certos parasitas [4]. Uma vez
rececionadas as amostras, estas passam por um exame macroscopico, onde se observa a sua
textura, a cor e a eventual presenga de muco, sangue ou existéncia de parasitas ou fragmentos
de estruturas parasitarias macroscopicas. O diagnostico das parasitoses baseia-se
principalmente na detecio microscépica da morfologia de diversas estruturas parasitarias
(quistos, trofozoitos, ovos ou larvas) sendo fulcral conhecer os seus ciclos de vida, de modo
a ter conhecimento de quais as formas que poderao aparecer na amostra a analisar [2]. Este
exame microscopico realiza-se apos um método de concentragao, que se baseia no principio
de sedimentaciao. No laboratério GS-CML Viseu é utilizado um kit para a execugao deste
método. Consiste num pequeno tubo conico contendo uma solugao de formalina a 10%, que
funciona como meio de conservagao, onde siao colocados pedagos das trés amostras, sendo
adicionado de seguida um solvente de lipidos, o acetato de etilo. O kit traz outro tubo cénico
para onde se transfere a mistura anterior, e o filtro nele inserido, retém as particulas de

maiores dimensoes que nao se dissolvem. A mistura filtrada vai a centrifugar a 1500 rpm
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durante 10 min, obtendo-se um sedimento mais
limpo, com os elementos parasitarios em maior
concentragao, livre de todos os residuos lipidicos
[4]. Para melhorar a observagio microscopica,

utiliza-se o lugol como corante que ¢ adicionado a

mistura. De seguida, coloca-se uma gota da mistura

entre lamina e lamela, e é feita a observacao

microscopica primeiramente com a objetiva de 10x &
s

e depois com a de 40x (Figura 5), sendo fulcral que

Figura 5 — Observagao microscopica (objetiva 40x)

toda a lamina seja visualizada [2].
J [ ] de ovo fértil de Ascaris Lumbricoides em amostra de

fezes (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).

+ Pesquisa de Adenovirus e Rotavirus

Muitas gastroenterites apresentam origem viral sendo os agentes etiologicos mais
comuns, os virus Adenovirus e Rotavirus. Estes Ultimos, sao a causa mais comum de diarreia
em criangas com menos de 5 anos, causando cerca de 130 milhoes de episodios de diarreia
por ano em todo o mundo [4].

Estes virus entéricos infetam células das vilosidades do intestino delgado, levando a
atrofia epitelial e proliferagao de células com capacidade secretora. Essas alteragoes podem
diminuir a capacidade de absorgao do intestino e aumentar a quantidade de agua e eletrolitos
intestinais no lUmen, o que resulta em diarreia [4]. A principal via de transmissao é fecal-oral
[5]

O laboratoério GS-CML Viseu dispoe de um teste imunocromatografico para a detegao

destes dois virus em amostras fecais.
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5.4.3 EXSUDADO VAGINAL

A microbiota da vagina apresenta uma grande variedade de bactérias e leveduras, mas
principalmente Lactobacillus spp., bacilos Gram-positivo, que exercem um efeito protetor sobre
a mucosa vaginal. Estas bactérias metabolizam o glicogénio das células epiteliais vaginais, em
acido latico, criando um ambiente acido que € inibidor para muitos organismos. Algumas
estirpes sao ainda capazes de produzir perdxido de hidrogénio que também dificulta a
proliferagao de microrganismos [4] [5].

Um desequilibrio da microbiota vaginal estd relacionado com a diminuigao de
Lactobacillus spp., quer pelo fator idade, alteragoes hormonais ou devido ao uso excessivo de
antibioterapia. Esse desequilibrio vai permitir que certos microrganismos ja presentes na
microbiota (oportunistas), proliferem e causem infecio. E o caso da Gardnerella vaginalis, que
leva a vaginoses bacterianas, e de Candida spp., que leva a candidiases. Outros microrganismos
nao pertencentes a microbiota vaginal podem provocar infe¢oes vaginais, tais como: Neisseria
gonorrhoeae (gonorreia), Haemophilus ducreyi (cancroide) ou Trichomonas vaginalis
(tricomoniase) [4] [5]

Para o diagnostico laboratorial destas infegoes, os exsudatos vaginais sao colhidos com
zaragatoas secas e colocadas em meio de transporte de Stuart ou Amies com carvao.
Diretamente com a zaragatoa fazem-se trés esfregacos: um para a preparagao a fresco, outro
para a coloragao de Gram e o ultimo para a coloragao de Wright. A preparagao a fresco tem
como objetivo observar a presenca de trofozoitos flagelados de Trichomonas vaginalis e/ou
elementos leveduriformes. A coloragao de Gram possibilita uma avaliagao da presenga ou
auséncia de flora bacteriana (tipo e eventual predominio), e das “clue cells”. Estas sao células
epiteliais de descamagao repletas de bacilos de reagao de Gram variavel, sugestivas de infegao
por G. vaginalis, quando associadas a auséncia ou diminuicao de Lactobacillus spp. (bacilos
grandes de Gram-positivo) [4]. Por Gltimo, a coloragao de Wright permite avaliar a presenga
de leucocitos, nomeadamente polimorfonucleares, de eritrocitos e outras células. Para o
exame cultural, é feita uma suspensao da zaragatoa em solugao salina e a partir dai sao

inoculados os meios de COS, PVX, VCAT (atmosfera de 5 a 7 % de CO, a 35-37°C, durante
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48 horas) e SCG2 (aerobiose a 35-37°C,
durante 48 horas). A observagao das placas
deve ser feita a cada 24h.

No meio SCG2 o crescimento de
coldnias redondas de cor branca (Figura 6)
€ de especial atengao, e em alguns casos
vem corroborar a prévia observagao de
elementos leveduriformes no exame a
fresco. Nestes casos, o laboratorio executa

de seguida a prova da filamentagao/teste da

blastese. Consiste na suspensao de uma
Figura 6 — Gelose SCG2 com colénias sugestivas de

colonia isolada do meio SCG2, em 0,5 mL de Candida spp. (fonte: laboratério GS-CML Viseu).

uma amostra de soro humano, que vai a

incubar a 37°C durante 2,5 a 3 horas. Apos este tempo, a observagao microscopica, entre

lamina e lamela, da presenga do tudo germinativo sem formar constricao com a célula-mae

(Figura 7), permite a identificagao presuntiva de Candida albicans [4]. No resto dos meios, a

valorizagao clinica do eventual crescimento, deve ser efetuada de acordo com a informagao

clinica e com as observagoes feitas, no
exame direto, pelo Patologista
Clinico. Cabe a este, saber distinguir
os microrganismos potencialmente
patogénicos, daqueles que fazem
parte da  microbiota,  para
posteriormente se identificar e
reportar apenas os que tém

significancia clinica.

Figura 7 - Observagido microscopica (objetiva 40x) apos prova

da filamentagao com elementos leveduriformes sugestivos de
Candida albicans (fonte: Laboratério GS-CML Viseu). Observa-se

tubo germinativo sem contri¢do com a célula mae (Setas).




4+ Pesquisa de Streptococcus do Grupo B

Este exame bacteriologico tem especial interesse em mulheres gravidas para detetar a
provavel colonizagao da mucosa vaginal/anal por Sreptococcus agalactiae. A presencga deste coco
de Gram positivo durante a gravidez é importante, ja que, durante o parto, pode ocorrer
transmissao vertical causando pneumonia, septicémia, ou meningite no recém-nascido [1]. Por
este motivo, no 3° trimestre de gravidez, entre a 34" e 37* semana de gravidez, faz-se a recolha
de zaragatoas vaginais e anais. Estas sao inoculadas no meio de enriquecimento Todd Hewitt, a
37°C, durante 24 horas, apos as quais € efetuada a subcultura para o meio sélido STRB,
incubado a 37°C em atmosfera de 5 a 7 % de CO,, durante 48 horas. A observagao de coldnias
redondas com coloragao rosa palido a vermelho, permite dar o resultado como positivo

(Figura 8).

Figura 8 — Gelose STRB com coldnias de Streptococcus

agalactiae (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).
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5.4.4 EXSUDADO URETRAL

A uretra anterior masculina é normalmente colonizada por um pequeno nimero de
microrganismos. A inflamagao na uretra (uretrite), associada a microrganismos que causam
doencgas sexualmente transmissiveis, € a causa mais comum reconhecida em homens. Estas
uretrites infeciosas podem ser divididas em gonococicas, causadas por Neisseria gonorrhoeae,
e em nao gonococica, causadas mais frequentemente por Chlamydia trachomatis e com menor
frequéncia por Ureaplasma spp., Mycoplasma spp. e Trichomonas vaginalis [4].

Para o diagnostico laboratorial destas infe¢oes, os exsudados uretrais sao colhidos com
zaragatoa apropriada, preferencialmente antes da |* mic¢ao. Caso nao seja possivel, deve-se
esperar pelo menos uma hora apoés a ultima micgao [3]. As condigoes de transporte sao as
mesmas dos exsudados vaginais. A primeira etapa do processamento pela pelo exame direto,
em que sao feitos os esfregacos, um para a coloragao de Gram (verificar a predominancia de
algum tipo morfologico) e outro para a coloragao de Wright (visualizar células, leucécitos e/ou
eritrocitos). No exame cultural sao inoculados os meios PVX e VCAT, que vao incubar em
atmosfera de 5 a 7 % de CO,; a 35-37°C, durante 48 horas. A observagao das placas deve ser
feita a cada 24h. Na meio VCAT o crescimento de colonias pequenas, elevadas e transltcidas
¢ sugestivo de Neisseria gonorrhoeae. O teste da oxidase deve ser feito de seguida, que no caso
deste microrganismo sera positivo. A observagao e interpretagao do Gram é de extrema
importancia nestas situagdes, uma vez que a presenca de numerosos leucocitos
polimorfonucleares e diplococos de
Gram negativo intra e extracelulares
(Figura 9), € uma forma bastante sensivel
e especifica de diagnosticar gonorreia em
homens sintomaticos (secre¢ao uretral
purulenta) [4]. Nas mulheres, a
existéncia de microrganismos

morfologicamente semelhantes a N.

gonorrhoeae na microbiota vaginal,

. , Figura 9 - Observagiao microscopica (objetiva 100x) de esfregago
tornam o exame direto menos senswel, -
de exsudado uretral corado com coloragdo de Gram. Presenca de

sendo facil confundir um MICrorganiSMoO  jeycocitos polimorfonucleares com diplococos de Gram negativo

comensal com um patogénico [5] intra e extracelulares (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).




5.4.5 PUS DE FERIDAS E ABCESSOS

A pele é a primeira linha de defesa do corpo contra a invasao microbiana. Como barreira
fisica dindmica, a pele sofre continuamente a renovagao das células epiteliais, removendo
substancias e também microrganismos potencialmente patogénicos da sua superficie. Além
disso, a pele é colonizada por uma variedade de microrganismos residentes que desempenham
uma fungao protetora. A elevada concentragao de sal e a presenca de lisozimas também inibem
a proliferacao de microrganismos patogénicos. No entanto, uma rutura nesta barreira pode
permitir que a microbiota ou outros microrganismos nao residentes, entrem e causem infegao.
Contudo, categorizar as infe¢oes da pele e dos tecidos moles torna-se problematico porque
algumas podem envolver mais de uma estrutura (pele, tecido subcutaneo, fascia, musculo), e
diferentes microrganismos podem produzir infegoes com as mesmas manifestagoes clinicas
[4]. Assim, torna-se importante saber o local da infegao, a historia clinica, nomeadamente
dados epidemioldgicos, o tipo de infegao (abcedada ou nao) e o modo de colheita [3]. Ainda
assim, os principais agentes etiologicos sao Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus
(associados a piodermas) Staphylococcus coagulase negativa, Enterococcus spp e Pseudomonas
aeruginosa [1].

As amostras para o diagnostico laboratorial destas infe¢oes, podem chegar ao
laboratério como, exsudados de feridas colhidos com zaragatoa e colocados em meio de
Stuart ou Amies; ou entio, no caso de serem amostras de pus ou abcesso, podem chegar em
frascos ou seringas esterilizados e fechados (nao inviabilizar eventuais anaerobios) [3]. O
processamento das zaragatoas passa pelo exame direto, com realizagao de esfregaco para
coloracio de Gram, e pelo exame cultural, inoculando as geloses MCK (incubado em
aerobiose a 37°C, durante 24 horas) e CNA (incubado em atmosfera de 5a 7 % de CO2 a
35-37°C, durante 48 horas). Por outro lado, nas amostras de pus e/ou abcessos sao efetuados
os dois esfregagos habituais, um para a coloragao de Gram, e outro para a coloragao de Wright
(avaliar a presenca de células e leucocitos, nomeadamente polimorfonucleares); e efetuado o
exame cultural com inoculagio dos meios soélidos MCK (incubado em aerobiose a 37°C,
durante 24 horas), PVX e CNA (incubados em atmosfera de 5 a 7 % de CO2 a 35-37°C,
durante 48 horas) e do meio de enriquecimento BHI. Este ultimo, se apresentar turvagao as
24h, deve ser repicado para os mesmos meios solidos utilizados.

A leitura e interpretagao das placas deve ter em conta o local e o tipo de colheita, uma
vez que as amostras colhidas com zaragatoas tém maior probabilidade de estar contaminadas
com microrganismos comensais do local. Estes acabam por crescer nos meios inoculados, mas

nao sao clinicamente valorizaveis. Este fator também deve ser levado em conta pelo Patologista
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Clinico aquando da observagao microscopica dos esfregacos. Os testes complementares de
identificagdo sao também um recurso importante nestas situagoes. A prova da catalase,
efetuada a partir de colonias que eventualmente cresgam na gelose CNA, vai permitir distinguir
os estreptococos, catalase negativos, dos estafilococos, catalase positivos. Neste meio também
¢ possivel observar a presencga dos tipos de hemolise caracteristicos de alguns microrganismos
associados a estas infegoes (Figura 10). A presenca de beta-hemolise e prova da catalase
positiva, podera ser sugestivo de S. aureus. Adicionalmente, podera ser feito o teste rapido de
aglutinagao em lamela (PASTOREX™ STAPH-PLUS), cuja observagao de aglutinagao ira
corroborar a suspeita. No caso de colonias com beta-hemolise mas catalase negativa, podera
ser sugestivo de S. pyogenes [1]. Nestas situagcoes, um esfregago para coloragao de Gram a
partir das coldnias isoladas, sera importante para verificar a conformagao dos cocos. No final,

a identificacao bacteriana e respetivo TSA devem ser feitos a partir das colonias valorizadas.

Figura 10 — Gelose CNA com crescimento de coldnias com

beta-hemolise (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).




5.4.6 AMOSTRAS DO TRATO RESPIRATORIO

O trato respiratorio apresenta muitos mecanismos naturais que os microrganismos
inalados tém de atravessar antes de poder causar infecao. Essas barreiras consistem nos pélos
nasais, as células mucociliares que revestem as superficies mucosas, a microbiota da oro e
nasofaringe, imunoglobulinas secretoras (IgA), defensinas e células inflamatorias fagociticas. Os
reflexos como a tosse, o espirro e o ato de engolir, também sao mecanismos que evitam a
acesso dos microrganismos ao trato respiratorio inferior. As alteragoes nestas barreiras
permitem que microrganismos potencialmente patogénicos sejam capazes de se estabelecer e

causar infecao [4].

+ Exsudado faringeo: pesquisa de Streptococcus do grupo A

A maioria das infe¢oes faringeas ocorre no inverno e no inicio da primavera. O aumento
do contato pessoa a pessoa durante estas estagoes favorece a transmissao dos agentes
causadores, que sao geralmente adquiridos pela contaminagao das maos com posterior
inoculagao do trato respiratorio superior. O agente bacteriano mais comum de faringite e
amigdalite é Streptococus pyogenes, um coco de Gram positivo pertencente ao grupo A de
Lancefield (beta hemolitico). Esta infe¢ao surge com mais frequéncia em criangas entre os 5 e
os |5 anos [4].

O principal objetivo dos testes laboratoriais na maioria dos casos de faringite aguda,
passa por diferenciar a faringite estreptococica dos casos mais comuns de faringite viral. Para
isso deve ser colhida uma zaragatoa na zona da faringe posterior e na area das amigdalas,
tocando também no exsudato se este estiver presente. A lingua e outras estruturas orais
devem ser evitadas no sentido de minimizar a contaminagao com microbiota oral e a diluicao
da amostra [4].

No laboratorio de estagio o exame para a detegao de Streptococcus do grupo A, € um
teste rapido pedido em contexto de urgéncia que se baseia num método
imunocromatografico, e deteta qualitativamente o antigénio estreptocécico do grupo A. O

resultado é obtido em apenas cinco minutos e é dado como positivo ou negativo.
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+ Exsudado nasal

As zaragatoas de exsudados nasais chegam ao laboratério com duas finalidades: a)
pesquisa de Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA); b) despiste de portadores de

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae e Haemophylus influenza.

a) A pesquisa de MRSA é de extrema importancia dado o aumento deste tipo de bactérias
resistentes a uma elevada gama de antibioterapias. Assim, torna-se imprescindivel localizar
hospedeiros e tentar erradicar a bactéria. As pessoas colonizadas tém maior probabilidade de
desenvolver infe¢oes provocadas por este microrganismo apos procedimentos cirlrgicos,
muitas das vezes com consequéncias graves apesar das terapias. Por este motivo, este exame
é pedido muitas vezes em contexto de pré-operatorios. O processamento passa pela
suspensao da zaragatoa em solugao salina com posterior inoculagao, por espalhamento, em
gelose MSA2 e colocagao de disco de cefoxitina. O meio vai a incubar a 37°C em atmosfera
de aerobiose durante 24 a 48h. A mudanga de coloragao do meio para amarelo é sugestiva de
S. aureus, uma vez que esta bactéria fermenta o manitol [5]. A resisténcia deve ser avaliada
pela observagao do halo de inibigao em torno das eventuais colonias.

b) O despiste dos portadores das bactérias acima mencionadas, destina-se a detetar os
portadores saos que constituem uma fonte perigosa de contagio, uma vez que disseminam um
grande nimero de microrganismos patogénicos. Para além disso, na presenca de fatores
predisponentes, esses microrganismos podem invadir sitios estéreis adjacentes ou a corrente
sanguinea, e causar infecao localizada ou sistémica no préprio hospedeiro. Neste caso sao
feitos quer o exame direto (citologico e Gram), quer o exame cultural (COS e PVX, incubados

em atmosfera de 5 a 7 % de CO, a 35-37°C, durante 48 horas).
+ Secrecdes do Trato Respiratério Inferior

O trato respiratério inferior constituido pela traqueia, bronquios, bronquiolos e
pulmoes, é geralmente estéril, embora possa ocorrer colonizagao transitoria por secregoes
das vias aéreas superiores. As infecoes no trato respiratério inferior podem resultar da
inalacao de aerossois infeciosos, aspiragao de conteudo oral ou gastrico ou disseminagao
hematogénea. As mais comuns sao: bronquites e bronquiolites, causadas essencialmente por

virus; pneumonias adquiridas em comunidade, em que o agente etioldgico mais comum em
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adultos é Streptococcus pneumoniae; e pneumonias nosocomiais causadas principalmente por
Pseudomonas aeroginosa, enterobactérias, Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae [4].

Para o diagnostico laboratorial destas infe¢coes, chegam ao laboratério uma grande
variabilidade de amostras, incluindo expetoracoes, lavados bronquicos, lavados bronco-
alveolares e aspirados bronquicos. Nas amostras de expetoragao, a colheita deve ser feita de
manha através de tosse profunda, uma vez que, devido a acumulagao de secregoes durante a
noite, a amostra vai ser mais representativa, aumentando as hipoteses de isolar o
microrganismo responsavel. Amostras de saliva ou rinorreia posterior devem ser desprezadas.
A avaliagao da qualidade da amostra, também é fulcral nas expetoragoes, uma vez que nestas
podera haver contaminagao com conteudo da orofaringe e microbiota associada, sendo esse
um critério de rejeicao. Nesse sentido, é feito um esfregago com coloragao de Gram, para a
observagao da quantidade de leucocitos e células epiteliais pavimentosas. Segundo o critério
de Murray e Washington, a observacao, na objetiva de 10x, de pelo menos 25 leucocitos e no
maximo |0 células epiteliais, em cerca de 10 campos, é o critério para considerar a amostra
de boa qualidade para o exame bacteriologico [3].

Independentemente do tipo de secregao, é efetuado o esfregago para coloragiao de
Gram tendo em vista a observagao do predominio de algum tipo morfologico. A observagao
de diplococos Gram positivos, por vezes capsulados, é sugestivo de S. pneumoniae enquanto
que cocobacilos Gram negativo pleomérficos, sugere infecao por H. influenza [3]. Para além
do Gram, é feito o esfregago para coloragao de Wright no sentido de observar células epiteliais,
leucocitos, nomeadamente polimorfonucleares, e outras células.

O exame cultural é efetuado com inoculagao das geloses MCK (incubado em aerobiose,
a 37°C) HAE2 e CNA (incubados em atmosfera de 5 a 7 % de CO, a 35-37°C, durante 48
horas). Na gelose CNA realiza-se a prova da optoquina, um antibidtico ao qual Sreptococcus
pneumoniae é sempre sensivel. Assim, o aparecimento de um halo de inibigao, permite um
diagnostico presuntivo deste microrganismo. Para além disto, sendo uma gelose de sangue,
sera ainda possivel observar alfa-hemolise de S. pneumoniae, com o aparecimento de uma zona
cinzenta ou esverdeada ao redor das coldnias. Na gelose HAE2, o crescimento de colonias
pequenas, redondas e translUcidas podera ser sugestivo de H. influenzae. A presenca do fator
V (nicotinamida adenina dinucleotido) e do fator X (hemida) neste meio de cultura, permite o
crescimento deste microrganismo fastidioso que carece de ambos os fatores para o seu
desenvolvimento. Adicionalmente podera ser feito, a partir das coldnias isoladas, as provas da

oxidase e da catalase, que no caso de H. influenza, sao ambos positivos [3].
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Toda a interpretagao feita a partir das culturas, deve ser conjugada com as observagoes
recolhidas pelo Patologista Clinico a partir do exame direto, e ainda com a informagao clinica

do utente. SO assim se sabera quais as coldnias a valorizar para a posterior identificagao e TSA.
+ Pesquisa de Micobactérias

As infegoes por micobactérias ou bacilos 4cido-dlcool resistentes (BAAR) constituem
uma enorme preocupagao de salde publica a nivel mundial. A micobactéria Mycobacterium
tuberculosis é o agente etioldgico da tuberculose pulmonar, causando cerca de 2 milhdes de
mortes todos os anos. Esta micobactéria é geralmente inalada (um bacilo viavel é suficiente
para causar doenga), sendo os pulmoes o principal 6rgao-alvo [5].

O tipo de amostras pode variar, no entanto as mais frequentes sao expetoragoes. O
exame direto é feito pela coloragao de Ziehl-Neelsen onde BAAR adquirem uma coloragao
avermelhada (diagnodstico presuntivo). O elevado conteudo lipidico (acidos micodlicos) da
parede celular dos BAAR, cria uma barreira hidrofobica que afeta a permeabilidade,
dificultando a agao dos mordentes e diferenciadores de corantes aquosos [|]. Por este motivo,
nao se utiliza a coloragao de Gram no exame direto de BAAR, mas sim a coloragao
anteriormente referida.

O exame cultural é mais sensivel do que o exame direto e € necessario para a
identificacao da espécie de micobactéria. No entanto, a recuperagao de BAAR pode ser dificil
uma vez que, sendo microrganismos de crescimento lento, a sua presenga pode passar
despercebida devido a outros microrganismos de crescimento rapido existentes na amostra
[I]. Neste sentido, as amostras devem ser previamente submetidas a processos de
homogeneizagao, descontaminagao e concentragao, no sentido de eliminar bactérias
contaminantes e aumentar a probabilidade de detetar BAAR, caso estes estejam presentes [5].
A amostra é depois semeada em meio Lowenstein Jensen, enriquecido com a presenga de ovo,
de asparagina e de fécula, que favorece o crescimento de BAAR. Este meio é incubado a 37°C
numa atmosfera capnofilica (5 a 10% CQO,) [4]. Devido ao crescimento lento, o meio deve ser
incubado durante 60 dias para se considerar a cultura negativa, sendo feitas observagoes
semanalmente. As coldnias de M. tuberculosis apresentardo um aspeto caracteristico

semelhante a couve-flor.
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5.4.7 LIQUIDOS DE CAVIDADES SEROSAS

Os liquidos de cavidades serosas (pleural, peritoneal, ascitico, sinovial), sio produtos
normalmente estéreis, dai que qualquer microrganismo que se desenvolva deve ser investigado
[3].

A colheita destas amostras deve seguir sempre uma técnica asséptica, e deve ser feita
para recipiente esterilizado seco com tampa de rosca. O volume recomendado para o estudo
bacteriologico é no minimo de | mL de amostra. Adicionalmente podem fazer-se colheitas
com inoculagao em frasco para Hemocultura, o que nao dispensa o envio de produto para
exame direto ou outros estudos laboratoriais [3].

No laboratério GS-CML Viseu, o processamento destas amostras, passa em primeiro
lugar pelo exame direto (coloragao de Gram) e de seguida pelo exame cultural, inoculando os
meios solidos CNA, PVX (incubados em atmosfera de 5 a 7 % de CO, a 35-37°C, durante 48
horas) e MCK (incubado em atmosfera de aerobiose, a 35°C, durante 18 a 24 horas) e o meio
de enriquecimento BHI. No caso deste Ultimo apresentar turvagao as 24h, deve ser feita a
subcultura para os mesmos meios solidos utilizados anteriormente. A interpretagao final deve

ter em conta o estado clinico do doente e o microrganismo isolado [3].

5.4.8 SANGUE (HEMOCULTURA)

A grande maioria das doengas infeciosas podem decorrer com bacteriemia transitoria,
intermitente ou persistente. Como o sangue é um produto biologico estéril, o isolamento de
um microrganismo a partir duma hemocultura é geralmente o agente etiologico da infecao [3].
As infe¢oes sao normalmente designadas por septicémias e sao consideradas das patologias
mais graves, sendo fulcral o seu correto e rapido diagnostico.

As colheitas sao feitas em garrafas de hemocultura e, uma vez que a quantidade de
microrganismos em circulagao é normalmente baixa, especialmente se o doente ja esta com
antibioterapia, torna-se importante colher volume suficiente (cerca de 10mL a 30mL em
adultos) [3]. E importante desinfetar muito bem a pele do local antes da colheita, para evitar
a contaminagdo da amostra com a microbiota da pele, nomeadamente Staphylococcus
epidermidis [5]. No entanto em doentes debilitados estes microrganismos comensais podem
ter um papel patogénico importante e por isso devem efetuar-se colheitas de varias amostras

individuais do sangue, 3 hemoculturas em 24 horas, colhidas separadamente [3]. O isolamento
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da mesma espécie de microrganismo, a partir de amostras diferentes, sugere que ele se
encontra, provavelmente, presente como causa de infe¢ao e nao como contaminante.

As garrafas que chegam ao laboratério sao imediatamente colocadas no BACTEC 9050.
Ao fim do tempo de incubagao definido (7 dias) as garrafas que nao positivaram sao
consideradas negativas. Se o equipamento indicar que uma das hemoculturas é positiva, € feita
uma subcultura a partir da garrafa para COS e PVX (incubados a 37°C em atmosfera de 5%
de CO,) e é feito ainda um esfregaco em lamina para se proceder a coloragao de Gram. Caso
haja crescimento a valorizar, prossegue-se para a identificagao e TSA. Na presenca de mais de
trés microrganismos é dado como contaminagio. E fundamental salientar que a valorizagio
clinica dos resultados obtidos depende sempre do contexto clinico. Os agentes mais comuns
associados a bacteriemia sao Stapylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Escherichia

coli e Klebsiella spp [1].
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6. HEMATOLOGIA

A Hematologia é uma area laboratorial importante que visa o estudo dos orgaos
hematopoiéticos, da hematopoiese e da hemostasia. Através da andlise qualitativa e
quantitativa dos elementos figurados do sangue, é possivel identificar alteragoes que
contribuem para o diagndstico de doengas hematologicas. Para além disso, a andlise do plasma
permite avaliar os disturbios na coagulagao, bem como a monitorizagao terapéutica de doentes
hipocoagulados.

No Laboratorio GS-CML Viseu os parametros avaliados neste setor incluem os
parametros do hemograma (eritograma, leucograma e trombocitograma), a velocidade de
sedimentagao eritrocitaria (VSE), a hemoglobina glicada (HbAlc) e parametros de coagulagao

(tempo de Protrombina (TP) e tempo de Tromboplastina parcial ativado (aPTT)).

6.l HEMOGRAMA

O hemograma é o pedido que representa o maior volume de trabalho no setor da
Hematologia e proporciona a avaliagao dos trés componentes principais do sangue periférico:
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, sendo assim, a base de qualquer avaliagao hematologica [8].

A amostra utilizada no hemograma é sangue total, utilizando como anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tripotassico (K3). O EDTA é o anticoagulante de eleicao
para este tipo de determinagao, nao s6 porque forma complexos irreversiveis com o calcio
(iao essencial ao processo de coagulagao), como também inibe a agregacao plaquetar, por
inibicao da desgranulagao [8]. Além disso, o EDTA nao altera a morfologia das células
sanguineas. Considerando que a técnica é baseada no tamanho e morfologia das células, esta
caracteristica do anticoagulante torna-se indispensavel. Tal como todas as amostras, estas
também devem ser processadas o mais rapido possivel, depois de devidamente
homogeneizadas [9].

No laboratério GS-CML Viseu, o hemograma é um processo automatizado, realizado
nos equipamentos XT-1800i e XT-4000i da Sysmex. O primeiro equipamento é utilizado nas
amostras de rotina com pedidos apenas de hemograma, e o segundo equipamento utilizado
nas amostras do Servigo de Urgéncia e amostras de rotina que ainda tenham mais requisigoes.
Estes analisadores hematologicos permitem melhorar a eficiéncia do fluxo de trabalho uma
vez que nao requerem uma preparagao prévia das amostras. Além disso tém um modo manual
que pode ser usado caso a amostra necessite de uma preé-diluigao, ou caso a quantidade da

amostra seja pequena.
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6.1.1 SERIE ERITROCITARIA - ERITROGRAMA

O eritrograma ¢ a parte do hemograma que permite avaliar e contar as células vermelhas
do sangue, os eritrocitos. Estas células anucleadas, em forma de disco biconcavo, circulam em
média 120 dias e sao produzidas na medula 6ssea num processo chamado eritropoiese. Este
processo necessita de alguns fatores para ocorrer, como a eritropoietina, produzida
essencialmente no rim, e elementos como o ferro, acido félico e vitamina B12. Uma proteina
importante presente no interior dos eritrocitos é a hemoglobina. Esta consiste numa proteina
globular com quatro grupos heme (Fe**) que sdo capazes de ligar ao oxigénio, sendo a principal
fungao o transporte do mesmo por todo o organismo [10].

Neste sentido, o eritrograma avalia os seguintes parametros:

» Eritrocitos
Corresponde a contagem de eritrocitos, ou seja, ao seu nimero por unidade de volume de
sangue, expresso em x|0'%/L. Esta contagem é realizada pelo equipamento através de um
método de detecao por impedancia elétrica combinado a tecnologia de foco hidrodinamico.
O método da impedancia elétrica baseia-se na determinagao de mudangas na condutividade
de um meio condutor, como soro fisiolégico, durante a passagem das células sanguineas por
uma pequena abertura entre dois elétrodos. As células sao consideradas como particulas nao
condutoras de eletricidade e provocam diminui¢ao da condutividade do meio e aumento da
impedancia. A pequena abertura por onde as células passam possui didmetro e comprimento
predefinido de acordo com o tipo celular que se deseja contar, e a regiao ao redor desse
orificio chama-se zona de detegao. Mudangas na impedancia sao proporcionais ao volume das
células, fato que possibilita conta-las e separa-las por tamanho. O foco hidrodinamico
combinado a impedancia, consiste num método integrado recentemente nos analisadores com
o objetivo de controlar o fluxo de amostra que passa pela abertura. Assim, um fluxo constante
de diluente passa pelo orificio de contagem, e a suspensao de células é injetada nessa massa
liquida em movimento, até formar uma corrente fina de células, as quais passam praticamente
uma a uma pela abertura. Apés a passagem pela abertura, a amostra diluida é envolvida por
outra corrente de fluxo do mesmo diluente e entao é removida. Isso impede que os eritrocitos
nessa area, recirculem, impedindo a geracgao de falsos pulsos e, consequentemente, de falsas

contagens [10].
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» Hemoglobina (Hb)
Representa a quantidade de hemoglobina por unidade de volume de sangue, expresso em g/dL.
Nos equipamentos utilizados no laboratorio GS-CML Viseu, esta determinagao baseia-se na
adicao de lauril sulfato de sédio (LSS), um reagente hemolitico que provoca a lise dos
eritrocitos, altera a conformagao da hemoglobina, bem como a oxidagao do grupo heme.
Assim o grupo hidrofilico do LSS liga-se ao grupo heme formando-se o complexo Hb-LSS. Este
complexo é um composto colorido que é medido espetrofotometricamente, e assim é

quantificada a hemoglobina [10].

» Hematocrito (Ht)
Equivale a fracdo ocupada pelos eritrécitos no volume total de sangue, expresso em
percentagem (%) [10]. A percentagem do Ht é calculada nos equipamentos pela altura dos
pulsos cumulativos de todas as contagens de eritrocitos. Essa medida baseia-se no principio
de que a altura do pulso, ou seja, a variagao de voltagem, produzida pelas células que passam

pelo orificio, é proporcional ao volume da célula.

> Indices Hematimétricos
Correspondem a indices determinados com base na contagem global de eritrocitos,
hemoglobina e hematocrito.
O Volume Globular Médio (VGM) é o indice que representa o volume/tamanho médio
dos eritrocitos, expresso em fentolitros (fL). Resulta do quociente entre o hematécrito e o
numero de eritrocitos, multiplicado por 10.
A Hemoglobina Globular Média (HGM) ¢ o indice que representa a quantidade de
hemoglobina média existente em cada eritrocito, expressa em picogramas (pg). Resulta do
quociente entre a hemoglobina e o numero de eritrocitos, multiplicado por 10.
A Concentracao de Hemoglobina Globular Média (CHGM) ¢ o indice que representa
a concentragao média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos, expressa em
g/dL. Resulta do quociente entre a hemoglobina e o hematocrito, multiplicado por 100.
A Amplitude de Distribuicio dos Eritrocitos (RDW) corresponde a amplitude de
distribuicao do tamanho dos eritrocitos, ou seja, representa o indice de anisocitose

eritrocitaria e é expresso em % [10].
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Para além dos eritrocitos, os reticuldcitos (RET) e os eritroblastos (NRBC) também
podem ser avaliados no hemograma. Os reticulocitos correspondem a eritrocitos mais jovens
libertados da medula éssea para o sangue periférico. Estes diferem dos eritrocitos, porque
contém restos de acido ribonucleico (RNA) ribossémico que estava presente em grandes
quantidades no citoplasma dos precursores nucleados dos quais derivam, os NRBC [8]. O
numero de reticulocitos no sangue periférico € um reflexo bastante preciso da atividade
eritropoiética, permitindo avaliar o grau de resposta da medula 6ssea. Em condi¢coes normais,
ap6s amadurecerem por | a 3 dias na medula 6ssea, eles sao libertados no sangue periférico,
onde circulam por | a 2 dias, tempo apds o qual se tornam eritrocitos maduros [8].

No laboratério GS-CML Viseu, o
Unico equipamento que faz a contagem de
reticulécitos e alerta para a presenca de
NRBC é o XT-4000i. Esta contagem ¢é

feita por citometria de fluxo com

Tamanho

fluorescéncia  num  canal  proprio,
designado canal RET/PLT-O. A contagem
passa pela adi¢ao de um surfactante que vai

perfurar ligeiramente as membranas

celulares de eritrocitos, leucécitos e

Intensidade de fluorescéncia

plaquetas, permitindo assim a penetragao
do marcador fluorescente na célula. O Figura I | — Diagrama de dispersao de reticulocitos [10].
marcador fluorescente, polimetina, marca entao os acidos nucleicos dos leucécitos, eritrocitos
nucleados, reticulocitos e plaquetas. Um laser semicondutor ilumina a amostra e através da
dispersao frontal de luz, que avalia o volume celular, e do sinal de fluorescéncia lateral, que
indica a quantidade de acido nucleico presente, € construido um diagrama de dispersao (Figura
I'1) onde é possivel distinguir os diferentes tipo de populagoes sanguineas. Os reticulocitos
dividem-se ainda em trés categorias, de acordo com a sua intensidade de fluorescéncia,
representando diferentes graus de maturagao: reticulocitos de baixa fluorescéncia (LFR),
reticulocitos de média fluorescéncia (MFR) e ainda reticulocitos de alta fluorescéncia (HFR).

A fragao de reticulocitos imaturos (IRF) reflete a proporcgao de reticulocitos imaturos e é

calculada pela soma de MFR + HFR [10].
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6.1.1.1 SERIE ERITROCITARIA - ALTERACOES
QUANTITATIVAS

Muitas patologias distintas provocam alteragdes nos parametros do eritrograma, no
entanto € de especial atengdo o caso das anemias. Estas sao definidas por um valor de Hb
inferior ao valor de referéncia (<13 g/dL nos homens e <12 g/dL nas mulheres), que pode ser
acompanhado ou nao pela diminuicao dos eritrocitos. Para além destes dois parametros, as
alteragoes nos valores do VGM e HGM, sao de extrema importancia porque dao indicagoes a
cerca dos possiveis tipos de anemia. Assim, um VGM < 80 fL e HGM < 27 pg, classificam a
anemia como microcitica e hipocromica, e surge em casos de anemia por deficiéncia de ferro,
talassémias, em alguns casos de anemia da doenga cronica, em intoxicagoes por chumbo e
ainda em alguns casos de anemia sideroblastica. Por outro lado, um VGM entre 80 e 100 fL e
um HGM entre 27 e 32 pg, ou seja, ambos dentro do intervalo de referéncia, classificam a
anemia como normocicita e normocromica, e surge em casos de anemia hemolitica, em alguns
casos de anemia da doenga crénica, em nefropatias, deficiéncias mistas, e insuficiéncia da
medula 6ssea (por exemplo apds quimioterapia). Por ultimo, um VGM > [00 fl, classifica a
anemia como macrocitica e surge em casos de anemias megaloblasticas (deficiéncia de vitamina
B12 e acido folico) e em casos de anemias nao megaloblasticas (abuso de dlcool, hepatopatias,
mielodisplasias, anemia aplastica, etc) [9].

Na avaliagao das anemias, é fundamental ter o conhecimento da capacidade da medula
ossea em responder a esse processo com a produgao de novas células, e uma forma simples
para essa avaliagdo é determinar o numero de eritrocitos imaturos no sangue periférico.
Portanto, a contagem de RET e IRF sao indicadores indiretos da atividade eritropoiética da
medula 6ssea e ajudam a distinguir entre anemias regenerativas e arregenerativas. Assim, as
anemias hemoliticas adquiridas ou por perda de sangue, caracterizadas pelo aumento na
eritropoiese, vao provocar um aumento nos valores de RET e IRF. Ja as anemias associadas a
doenga renal cronica, devido a atividade medular reduzida, vao apresentar valores diminuidos
de RET e IRF. No caso de infegoes agudas e sindromes mielodisplasicas, os RET podem estar
aumentados ou diminuidos, mas o IRF estara aumentado. Para além de serem parametros
importantes no diagnostico diferencial das anemias, os valores de RET e IRF também serao
importantes na monitorizagao da eficicia de tratamentos de anemias nutricionais, de
transplantes de medula 6ssea e tratamentos de quimioterapia. Em caso de eficacia, havera um

aumento do IRF que precede o aumento de RET [II].
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6.1.1.2 SERIE ERITROCITARIA - ALTERACOES
QUALITATIVAS

O eritrograma fornece informagoes importantes a fim de se diagnosticar algum disturbio
ou patologia que envolva a linhagem eritroide, no entanto, podem existir alteragoes nos
eritrocitos, nao detetaveis pelos equipamentos automatizados, que fornecem informagoes
adicionais e cruciais para chegar ao diagnodstico. Assim, com o intuito de avaliar a presenga de
algum tipo de alteragdes qualitativas, torna-se importante a observagao microscopica do
esfregaco de sangue periférico (ESP). Este é realizado a partir da amostra em tudo de EDTA,
corado pela coloragao de Wright e observado ao microscépio na objetiva 100x em 6leo de
imersao. A avaliagao do ESP exige rigor, disciplina e concentragao e a observagao deve ser
realizada no campo ideal onde os eritrécitos nao estao distantes uns dos outros, nem
sobrepostos.

Na série eritrocitaria, as células podem ser avaliadas microscopicamente quanto a
variagao de cor (anisocromia), de tamanho (anisocitose), e de forma (poiquilocitose). Na
avaliagdo microscopica da anisocromia e anisocitose, podem ser visualizados eritrocitos
hipocrécimos, microciticos e/ou macrociticos. A observagao dessas alteragoes, deve ser
comparada com os valores dos indices hematimétricos obtidos a partir do eritrograma, a fim
de confirmar se os mesmos estao corretos. Ja na avaliagio microscopica da poiquilositose, as

principais alteragoes de morfologia (Figura 12) que podem ser observadas incluem:
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Figura 12 — Alteragdes morfoldgicas do eritrocito [10].
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» Células em alvo
Também denominadas Target Cells ou coddcitos, apresentam-se como células que possuem
uma zona descorada ao redor de um ponto central corado. Surgem devido a modificagao do
conteldo em lipidos, isto ¢, devido ao aumento de colesterol e de fosfolipidos, resultando
numa elevada relagao superficie/volume celular. Em situagoes que levam a cristalizagao da
hemoglobina na parte central do eritrocito, este também pode surgir com esta morfologia em
alvo. Neste sentido, aparecem em hemoglobinopatias, talassemias, doenga hepatica e anemia
por deficiéncia de ferro [8] [9] [10];

> Estomatocitos
Correspondem a eritrocitos que apresentam uma fenda central ou estroma em vez de uma
area circular de palidez. Aparecem associados a Estomatocitose hereditaria, alcoolismo,
infecoes graves, artefato por exposicao dos eritrocitos a pH acido, substancias catidnicas e
medicamentos (fenotiazina e clorpromazina) [8] [9] [10];

» Equinocitos
Sao globulos vermelhos com anormalidades na membrana, apresentando projegdes curtas
distribuidas regularmente na sua superficie. Sao encontrados em hepatopatias, pos-
esplenectomia, mas também pode ser encontrada em caso de uso de heparina ou artefactos
em laminas por substancias alcalinas [8] [9] [10];

» Acantocitos
Caracterizam-se por eritrocitos contraidos com multiplas projegoes espiculadas. As
protrusoes superficiais podem variar em tamanho e distribuicao e decorrem de alteragoes na
composicao lipidica da membrana celular dos eritrocitos. Aparecem em casos de anemia
hemolitica, doenga hepatica, insuficiéncia renal ou abetalipoproteinémia [8] [9] [10];

» Dacriocitos
Corresponde a uma alteragao no formato da membrana dos eritrocitos, em que as células
adquirem uma forma semelhante a uma gota ou lagrima. Esta alteragao é consequéncia de
doengas que atingem principalmente a medula dssea, como no caso da mielofibrose. Contudo,
também podem aparecer em anemias hemoliticas adquiridas e anemias megaloblasticas [8] [9]
[10];

> Eliptocitos/ovalécitos
Sao eritrocitos que apresentam forma ovalada ou eliptocitica devido a defeitos genéticos nas
proteinas do citoesqueleto da célula. Surgem em situagoes como Eliptocitose hereditaria,
anemia megaloblastica, anemia de doenga cronica, anemia por deficiéncia de ferro e

mielodisplasias [8] [9] [10];
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> Drepanocitos
Aparecem na drepanocitose ou anemia falciforme que é uma doenca hematoldgica hereditaria,
caracterizada pela produgao anormal de hemoglobina, entre as quais a mais comum é a forma
HbS, que sob determinadas condigoes de desoxigenagao, polimeriza, deformando as hemacias,
que assumem uma forma semelhante a uma foice. O eritrocito nesta conformagao leva ao
fenomeno de vaso-oclusao, que impede o fluxo sanguineo para os tecidos e orgaos [8] [9]
[10];

> Esferocitos
Sao eritrécitos de forma esférica que perderam a forma biconcava caracteristica, devido a
perda da membrana celular sem perda de citoplasma, o que leva a uma maior "tensio" na
membrana celular e, consequentemente, a maior fragilidade osmotica desta célula. Os
esferocitos sao encontrados em algumas anemias hemoliticas, principalmente na Esferocitose

Hereditaria [8] [9] [10].

Para além da poiquilocitose, a presenga de inclusoes eritrocitarias (Figura |13), constitui
outra das alteragdes a ter em conta na observacao microscopica do ESP. Estas inclusoes
surgem em determinadas situagoes e, por isso, reportar a sua presenga vai ajudar no correto

diagnostico. As principais inclusoes eritrocitarias incluem:
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Figura 13 - Observagdo microscopica de inclusdes eritrocitarias em esfregagos de sangue periférico.
(A) Ponteado baséfilo. (B) Corpusculo de Howell-Jolly. (C) Corpusculos de Pappenheimer [8].

» Ponteado baséfilo (Figura 13 - A)
E formado por agregados ribossomais contendo RNA, na forma de particulas finas ou grossas,
que preenchem quase todo o eritrocito. Estao associados a talassemias, hemoglobinopatias,
envenenamento por chumbo, deficiéncia de pirimidina 5' nucleotidase e sindromes
mielodisplasicas [10];

» Corpusculos de Howell-Jolly (Figura 13 - B)
Sao formados por fragmentos nucleares (restos de acido desoxirribonucleico (DNA)) e

aparecem como pequenos corpusculos arredondados, de tamanho variavel e de cor plrpura
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dentro dos eritrocitos. Eles estao associados a hipoesplenismo, pds-esplenectomia, anemia
falciforme, talassemia maior, anemia hemolitica grave e anemia megaloblastica [10];

» Corpusculos de Pappenheimer (Figura 13 - C)
Correspondem a granulos anormais de ferro dentro dos eritrécitos e sao formados por
fagossomas que englobam quantidades excessivas de ferro. Aparecem como densos granulos
localizados na periferia dos eritrocitos e estao associados a anemia sideroblastica e anemias

hemoliticas de um modo geral [10].

Na observagao do ESP, para além da poiquilocitose e das inclusdes mencionadas
anteriormente, € possivel também avaliar a presenca de rouleaux eritrocitario e aglutinagao
eritrocitaria. O rouleaux eritrocitario (Figura 14 — A) é definido como o empilhamento de
eritrocitos na forma de pilhas de moedas na parte fina da extensao. Ocorre como resultado
da perda da carga negativa da superficie dos eritrocitos, os quais sao revestidos com excesso
de proteinas plasmaticas. Esta associado com o mieloma multiplo e estados inflamatérios e
infeciosos, ja que ambos podem estar associados com hiperproteinémia (globulinas e
fibrinogénio). A aglutinacao eritrocitaria (Figura 14 — B) é formada por agregados de eritrocitos
resultantes da presenca de um autoanticorpo frio, os quais podem atuar em quaisquer
temperaturas abaixo de 37 °C. O anticorpo é uma IgM, e os agregados de eritrécitos
geralmente se sobrepoem. Por serem duas situagoes facilmente confundidas, uma analise

atenta deve ser feita para distinguir entre a presenca de rouleaux e aglutinagao [10].

Figura 14 — Observagio microscopica de esfregagos de sangue periférico com rouleaux eritrocitario (A) e
aglutinagao eritrocitaria (B) [8].

58

—
| —



6.1.2 SERIE LEUCOCITARIA - LEUCOGRAMA

O leucograma é a parte do hemograma que permite avaliar e contar as células brancas
do sangue, os leucocitos. Os leucocitos constituem uma parte importante na defesa do
organismo contra substancias estranhas ao sistema imunolégico. Estas células sao produzidas
a partir de precursores formados na medula 6ssea, que amadurecem e se diferenciam em
polimorfonucleares (neutrofilos, basofilos e eosindfilos) e em mononucleares (mondcitos e
linfocitos) [9].

O elemento celular mais abundante é o neutrdfilo, constituido por um nucleo
segmentado com 3 a 5 I6bulos, ligados por uma banda cromatina e granulagoes neutrofilas. Os
eosindfilos sao constituidos por um nidcleo segmentado, normalmente com 2 |obulos e por
granulagoes eosindfilas que se caraterizam pela cor laranja e a sua desgranulagao esta associada
a libertagao de histamina nas reagoes alérgicas. Os basofilos sao constituidos por nicleos com
3 lobulos e por granulagoes basofilas, mais abundantes que as dos neutrdfilos e eosindfilos e
de cor negra. Os monocitos sao a maiores células da linha branca. O nucleo pode ser oval ou
reniforme e tém um citoplasma cinzento-azulado e abundante com ou sem vactolos e com
granulagoes finas. Nos tecidos diferenciam-se em macrofagos. Os linfocitos sao células
pequenas, com nucleo oval com cromatina densa e um citoplasma pouco abundante e azul-
claro [10].

Os leucocitos sao contabilizados nos equipamentos automatizados, num canal DIFF
(contagem diferencial de leucocitos), que distingue entre neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e
eosindfilos, e num canal WBC/BASO onde ocorre a diferenciacao dos basoéfilos em relacio aos
restantes leucocitos.

No canal DIFF um surfactante promove a lise dos eritrocitos e permeabiliza a membrana
dos leucocitos, que ficam com poros muito reduzidos na membrana, por onde entra um
corante fluorescente, a polimetina, que se liga ao acido nucleico. Os leucécitos sio depois
analisados por citometria de fluxo por fluorescéncia, recorrendo aos detetores de dispersao
lateral e fluorescéncia lateral. A intensidade da dispersao lateral fornece informagao sobre o
conteldo celular, como por exemplo, nucleos e granulos enquanto que a fluorescéncia lateral
indica a quantidade de DNA e RNA presente na célula. A informagao proveniente dos
diferentes detetores de luz é agrupada, formando as caracteristicas de cada tipo de leucocito,
que sao expressas num grafico de dispersao permitindo a sua diferenciagao.

No canal WBC/BASO um reagente acido produz a lise celular dos eritrocitos e reduz os
leucocitos unicamente aos seus nucleos, com excec¢ao dos basofilos, que nao sao afetados pelo

reagente. As diferengas resultantes entre os baséfilos e as outras células siao analisadas
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utilizando a informagao proveniente do detetor de dispersao frontal, que fornece informagao
sobre a dimensao da célula, e do detetor de dispersao lateral.

Os equipamentos apresentam ainda um sistema de alertas para a presenca de células
percursoras e alteragoes morfologicas e/ou quantitativas nas diferentes populagoes celulares.
Assim, é através do canal DIFF que é fornecida informacgao acerca da presenca de granulocitos
imaturos, emitindo um flag. Quando surgem estas mensagens, em conjunto com parametros
alterados assinalados com asterisco, o procedimento indicado é a confirmagao dos resultados

através da observacao do ESP.
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6.1.2.1 SERIE LEUCOCITARIA - ALTERACOES
QUANTITATIVAS

O leucograma fornece-nos, quer em percentagem, quer em valor absoluto, a contagem
das diferentes populagoes de leucocitos que circulam na corrente sanguinea. No entanto, esses
valores podem sofrer alteragoes por multiplos fatores, como idade, gravidez, obesidade,
tabagismo, e/ou alguma patologia. Assim, torna-se importante avaliar as alteragoes
quantitativas fornecidas pelo leucograma, a fim de, juntamente com outros parametros
analiticos, entender a etiologia dessas alteragoes [12].

A leucocitose ¢ definida como a contagem de leucécitos acima do intervalo normal de
referéncia (entre 4,50 x 103 e 11,00 x 103 células/uL) e as condi¢oes associadas ao aumento

de cada populagao leucocitaria encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigoes que elevam as diferentes populagoes de leucécitos [12].

Leucécitos Valor absoluto Condicées associadas
Infe¢oes, indugao por farmacos, inflamagao cronica,
Neutréfilos > 10,00 x 103/uL tabagismo, stress, exercicio fisico, necrose de tecidos,
disturbios mieloproliferativos, hemolise
Infecoes virais, infecoes bacterianas, disturbios
Linfécitos = > 5,00 X 103/uL endocrinos, leucemia aguda ou cronica (leucemia
linfocitica crénica como causa mais comum)
Infecoes virais e fungicas, doengas autoimunes como
Monécitos = > 0,80 X 103/uL , ,
por exemplo lUpus e artrite reumatodide
Infecoes parasitarias, doengas alérgicas, indugao por
Eosinéfilos > 0,50 X 103 /uL , ) )
farmacos, condigoes dermatologicas, neoplasias
Condigoes alérgicas, leucemias, doencas inflamatorias

Baséfilos = > 0,10 X 103/uL
cronicas
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Por outro lado, a leucopenia define-se como a contagem de leucécitos abaixo do
intervalo normal de referéncia, e as condigoes associadas ao decréscimo de cada populagao

leucocitaria encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Condigoes que decrescem as diferentes populagoes de leucécitos [12].

Leucécitos Valor absoluto Condicées associadas

Medicagao, infegoes virais, infegoes bacterianas graves,
Neutréfilos < 2,00 x 103/uL = sépsis, deficiéncias nutricionais, doengas hematologicas,
doengas autoimunes, distUrbios congénitos

Transtorno de stress agudo, infecao por virus da
Linfécitos = < 1,00 x 103/uL  imunodeficiéncia humana (HIV), imunossupressores,
insuficiéncia da medula ossea

Transtorno de stress agudo, terapias com
Monécitos < 0,10 x 103 /uL glucocorticoides, anemia aplasica, tricoleucemia,
quimioterapia

Eosinéfilos < 0,05 x 10%/yuL Transtorno de stres‘s 'a'gudo, terapias com
glucocorticoides, HIV

A contagem de granuldcitos imaturos, como ja referido anteriormente, é também
disponibilizada pelos equipamentos, e engloba a soma de metamieldcitos, mielocitos e
promielocitos. Os granulocitos imaturos, normalmente ausentes no sangue periférico, podem
estar aumentados em situagoes como infe¢coes bacterianas, doencgas inflamatoérias agudas e
cancro, particularmente aqueles com metastase 6ssea. Também podem estar aumentados na
necrose tecidual, rejeicdo aguda aos transplantes, traumatismos cirurgicos e ortopédicos,
doengas mieloproliferativas, uso de esteroides e na gravidez, principalmente durante o
terceiro trimestre. O aumento dos granulocitos imaturos em percentagem superior a 2%,
mesmo se isolado, pode ser (til para identificar uma infecao aguda, mesmo quando nao ha
suspeita clinica. As contagens automatizadas superiores a 2% podem ser consideradas como

um indicativo da necessidade de observagao microscopica da lamina [10].
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6.1.2.2 SERIE LEUCOCITARIA - ALTERAGCOES
QUALITATIVAS

A avaliagio do esfregaco sanguineo e a contagem diferencial de leucocitos em
microscopia € realizado em casos especificos e selecionados, isto porque os equipamentos
automatizados ainda nao sao capazes de identificar e distinguir corretamente todas as células
e alteragoes das mesmas. Assim, cabe ao patologista clinico identifica-las microscopicamente
a fim de se evitar a emissao de um resultado erroneo. Existem varios critérios para indicagao
de microscopia, podendo variar entre os diferentes laboratérios.

Na série leucocitaria algumas das alteragoes que podem ser observadas no ESP incluem:

» Neutrofilos hipersegmentados (Figura |5 - A)
Correspondem a neutrdfilos que apresentam 6 ou mais lobulos e sao um dos sinais mais
especificos das anemias megaloblasticas. Podem ainda aparecer devido ao uso de corticoides,
em mielodisplasias, quimioterapia e, muito raramente, em anemias por deficiéncia de ferro
[10];

» Granulécitos hipossegmentados (Figura 15 — B)
A hipossegmentacao indica a diminui¢cao da segmentagao ou a nao segmentagao do nucleo de
granulocitos maduros. Pode ser vista primariamente em neutroéfilos, mas pode também ser
vista em eosindfilos e basofilos em determinadas situacdes. No caso de neutréfilos o
aparecimento de formas bilobuladas ou unilobuladas estd associado a sindrome de Pelger-Huet.
Trata-se de uma anomalia benigna, de heran¢a autossomica dominante que tem como
caracteristica a falta de diferenciacao final dos neutrofilos. Nos heterozigéticos o nucleo
apresenta-se com dois lobulos, mais arredondados que o normal, e em forma de oculos,
halteres ou amendoins, com acentuada condensagao da cromatina. Ja nos homozigotos, os
neutrofilos apresentam nucleos ovais ou redondos, excéntricos e com cromatina mais
condensada, lembrando morfologicamente um mielécito ou metamielécito. Neste sentido, é
de extrema importancia fazer a distingao entre um desvio nuclear a esquerda devido a esta
anomalia, que é desprovido de significado clinico, e um verdadeiro desvio nuclear a esquerda,
observado, por exemplo, num quadro infecioso [10];

» Granulacées toxicas, corpusculos de Dohle e vacuolos citoplasmaticos
A granulagao toéxica (Figura |15 — C) corresponde ao aumento de granulagao azuréfila em
metamielocitos e neutrofilos (bastonetes e segmentados), células que, em situagoes
fisiologicas, nao tém essas granulagoes reveladas, em decorréncia do aumento da proliferagao
dos neutrofilos com abreviagio da mitose, em que a célula ndio tem tempo de fazer a

maturagao adequadamente. Os corpusculos de Dohle que podem acompanhar as granulagoes
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toxicas sao a visualizagao do reticulo endoplasmatico rugoso, que fica alterado devido a grande
proliferagao celular. O aparecimento de granulagoes toxicas e corpusculos de Dohle pode
estar correlacionado com infegoes bacterianas graves. A presencga de vacuolos citoplasmaticos
nos neutrofilos (Figura |5 — D) é observada em estados infeciosos e evidenciam fagocitose de
bactérias na corrente sanguinea, ou seja, uma bacteremia ou uma septicemia [10];

» Linfocitos atipicos/reativos (Figura 15 — E)
Linfocitos circulantes que apresentam citoplasma abundante com intensa basofilia, e sao
geralmente maiores do que o normal. Estes linfocitos aparecem apos estimulagao antigénica
destas células, por exemplo, nas vacinagoes ou doengas que induzem a resposta imune
humoral, como mononucleose infeciosa e outras doencas virais. Contudo sao células que
geram controvérsias em relagao a classificagao morfologica, uma vez que possuem grande
variagao de tamanhos, formas e intensidade da basofilia [8] [10];

> Blastos
Sao células indiferenciadas que podem ser de origem linféide, os linfoblastos, e aparecem na
leucemia linfocitica aguda; ou de origem mieldide, os mieloblastos, e aparecem na leucemia
mieloide aguda (LMA). Um achado hematologico fortemente sugestivo de LMA ¢é a presencga,
especificamente nos blastos e promielocitos, de bastonetes de Auer (Figura 15 — F). Estes sao
estruturas citoplasmaticas em forma de bastonete de coloragao purpura, derivadas dos
granulos azurdfilos e, portanto, caracterizam a origem mieloide desses blastos [10].
Uma contagem baixa de blastos também pode ser encontrada em neoplasias mieloides

crénicas, como sindromes mielodisplasicas e neoplasias mieloproliferativas.

D

Figura |5 — Observagio microscopica de alteragdes na série leucocitaria em esfregagos de sangue periférico
[8]- (A) Neutrdfilo hipersegmentado. (B) Neutrofilo hiposegmentado. (C) Neutréfilo com granulagio toxica.

(D) Neutréfilo com vacuolos citoplasmaticos. (E) Linfécito atipico. (F) Promiel6cito com bastonetes de Auer.
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6.1.3 SERIE PLAQUETARIA -
TROMBOCITOGRAMA

O trombocitograma corresponde a parte do hemograma que permite avaliar e
contabilizar as plaquetas presentes no sangue periférico.

Na medula ossea, por agao da trombopoietina, a linhagem mieloide leva a
trombocitopoiese, originando as plaquetas. Sao fragmentos do megacariécito de tamanho
muito reduzido, forma irregular, anucleados e incapazes de realizar divisao celular. Circulam
entre 8 e |0 dias, sendo posteriormente retiradas da circulagao pelo bago. A renovagao
plaquetaria esta em torno de 35 000 plaquetas/pL/dia. Tém um papel fundamental visto que
sao responsaveis pela hemostase primaria (fungoes de adesao e agregagao), participam da
hemostase secundaria (correlacionam-se com os fatores da coagulagao) e estao envolvidas
nos mecanismos de trombose. [10].

Os equipamentos do laboratoério GS-CML Viseu, realizam a contagem das plaquetas pelo
método de impedancia elétrica ja explicado anteriormente. O equipamento Sysmex XT-4000i
faz ainda uma contagem mais precisa por fluorescéncia 6tica no canal RET/PLT-O. Os
parametros plaquetares avaliados compreendem o niumero de plaquetas em valor absoluto, e

o volume plaquetar médio (VPM) em fentolitros.
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6.1.3.1 SERIE PLAQUETARIA - ALTERACOES
QUANTITATIVAS

No sentido de manter a hemostasia sanguinea, o valor de plaquetas no sangue periférico
de um individuo adulto saudavel varia entre 150 2 400 x 103 plaquetas/uL. Existindo alteragdes
no numero e/ou fungao das plaquetas, o processo de hemostasia sanguineo encontra-se
comprometido, podendo ocorrer eventos hemorragicos e/ou tromboéticos graves. E
necessario que exista um equilibrio constante entre a trombocitopoiese e o consumo
plaquetario, pois um desequilibrio nestes processos pode conduzir a valores superiores ou

inferiores aos valores de referéncia mencionados, ocorrendo assim casos de trombocitose ou

trombocitopenia, respetivamente.

+ Trombocitose

A trombocitose, aceite pela generalidade dos autores como um valor de plaquetas
superior a 400 x 103/uL num adulto, pode ser classificada como secundaria/reativa,
primaria/clonal ou hereditaria/familiar, de acordo com a sua etiologia.

A trombocitose secundaria/reativa corresponde a causa mais frequente de
trombocitose na populagao em geral, sendo observada numa grande variedade de condigoes
subjacentes como por exemplo, lesao tecidual devido a cirurgia, infegao, inflamagao croénica
ou neoplasia. A trombocitose reativa surge essencialmente devido a presenga de elevados
niveis enddgenos de interleucina-6, bem como de outras citocinas e/ou catecolaminas,
presentes na resposta de fase aguda de doengas inflamatorias, infeciosas e neoplasicas. A
interleucina-6 € o principal mediador celular responsavel pela sobreproducao hepatica de
trombopoietina e dessa forma estimula o processo de trombocitopoiese a nivel da medula
ossea [13].

A trombocitose primaria/clonal corresponde a um grupo de doengas caracterizado
pela expansao clonal descontrolada de uma linhagem celular especifica de células progenitoras,
descendentes de uma célula estaminal hematopoiética pluripotente, conduzindo a um excesso
de células sanguineas maduras. A trombocitose primaria/clonal é encontrada principalmente
nas doengas mieloproliferativas cronicas, particularmente na trombocitemia essencial,
policitemia vera, mielofibrose primaria e leucemia mieldide crénica (LMC). A
mieloproliferacao anormal deve-se a ativagao constitucional de vias de transdugao de sinal,
causada por rearranjos genéticos ou mutagoes que afetam as proteinas tirosina cinase ou

moléculas relacionadas. A presenga de mutagoes somaticas no gene JAK2 (codifica para uma
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tirosina cinase) e no gene MPL (codifica para o recetor da trombopoietina) conduz a uma
orientagao mais eficiente do sinal da trombopoietina e por consequéncia a uma produgao

plaquetaria aumentada [|3].

+ Trombocitopenia

A trombocitopenia é definida por um valor de plaquetas inferior a 150 x 103/uL. As
trombocitopenias devem ser avaliadas e monitorizadas, devido a sua associagio com
manifestacoes hemorragicas, cuja gravidade é determinada pelo valor da trombocitopenia.
Contudo, uma baixa contagem de plaquetas nao indica a presenga de uma etiologia especifica,
podendo estar associada a uma grande variedade de situagoes clinicas subjacentes, tornando-
se essencial a realizacdo de uma investigacao adicional. A identificagao correta da causa de
trombocitopenia é fundamental para o tratamento dos doentes [14].

Existem trés causas principais para a trombocitopenia:

a) diminuicao da producao e/ou aumento da destruicao das plaquetas

A trombocitopenia pode surgir devido a defeitos na produgao de plaquetas a nivel da
medula &ssea (trombocitopoiese ineficaz, diminuicio na produgcao de percursores
megacariociticos, regulagao anormal da trombocitopoiese), como acontece em casos de
anemia megaloblastica, leucemias e anemia aplastica. Por outro lado, pode surgir devido a uma
clearance periférica aumentada de plaquetas, que pode ter uma origem imunolégica, como nos
casos de purpura trombocitopénica imune, purpura poés-transfusional e trombocitopenia
induzida pela heparina. Dependendo do agente quimico/biolégico em causa, a trombocitopenia
pode ainda resultar de ambas as situagoes, quer da diminuida produgao de plaquetas, como da
destruicio plaquetaria aumentada. E o que acontece nas trombocitopenias induzidas por
xenobioticos e nas causadas por infegoes virais [14].

b) alteracao na distribuicao das plaquetas
A trombocitopenia € uma complicagao comum em individuos portadores de doenga hepatica
crénica com hipertensao portal e cirrose extensiva, em consequéncia da esplenomegalia
normalmente associada a esta patologia. Em resultado do aumento do volume do bago, ocorre
uma maior sequestragao dos elementos plaquetarios presentes na circulagao sanguinea e, por
consequéncia, o numero de plaquetas em circulagao diminui. Para além disso, o mecanismo de
trombocitopenia associado a doenga hepatica, também se deve a uma diminuigao da produgao
plaquetaria a nivel da medula éssea, em consequéncia da menor produgao de trombopoietina

pelo figado lesado [14].
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6.1.3.2 SERIE PLAQUETARIA - ALTERACOES
QUALITATIVAS

A utilizagao de equipamentos automatizados facilita o trabalho laboratorial, contudo a
observagao do ESP permanece como um procedimento laboratorial de extrema importancia
nomeadamente no diagnostico de trombocitopenias. Quando a trombocitopenia é encontrada
de forma acidental durante as analises de rotina, sem existirem sintomas e/ou sinais clinicos
sugestivos, nem historico de um baixo valor de plaquetas, deve realizar-se a observagao do
ESP, para exclusao de uma possivel trombocitopenia artificial, a “pseudotrombocitopenia”. Na
maioria dos casos resulta da agregacdo plaquetaria ou satelitismo plaquetario [14].

O fendmeno de agregacao plaquetaria (Figura 16 - A) envolve principalmente
autoanticorpos circulantes dirigidos contra epitopo(s) normalmente escondido(s) no
complexo glicoproteico da membrana plaquetaria GPIlIb/llla, que é exposto na presenga do
anticoagulante EDTA. O epitopo criptico torna-se assim acessivel aos anticorpos, que se ligam,
ativam as plaquetas e conduzem a agregagao. A maioria dos autoanticorpos atuam como
aglutininas frias, num intervalo de temperatura ideal entre os 4 a 25°C, correspondendo
geralmente a imunoglobulinas do tipo IgG e IgM, e menos frequentemente a IgA. Os
analisadores hematolégicos contam os aglomerados de plaquetas resultantes como uma Unica
plaqueta gigante ou como pequenos linfocitos, indicando a presenga de uma falsa
trombocitopenia [I5].

O satelitismo plaquetario (Figura 16 - B) € um fendmeno in vitro raro que ocorre em
temperatura ambiente em sangue periférico também tratado com EDTA. Neste caso, um
autoanticorpo IgG é direcionado contra o complexo GPIIb/llla e contra um recetor Fc de
polimorfonucleares, formando uma “ponte” entre os dois componentes sanguineos.
Conforme o anticorpo reveste as plaquetas, estas, aderindo aos polimorfonucleares,

apresentam uma aparéncia semelhante a uma roseta [16].
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Figura 16 - Observagdao microscopica de agregacao plaquetaria (A) [10] e satelitismo plaquetario (B)
[16] em esfregacos de sangue periférico.
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Em ambos os fendmenos, nao existe associacao causal definida com nenhuma doencga,
podendo surgir em individuos saudaveis e independentemente da idade ou sexo [15] [16]. No
sentido de excluir a presen¢a de uma pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA, e corrigir
o valor de plaquetas, deve proceder-se a uma nova colheita de sangue, usando um
anticoagulante diferente, habitualmente o citrato. Outros procedimentos incluem uma nova
contagem plaquetaria, apos aquecimento da amostra de sangue a uma temperatura de 37°C
durante cerca de 30 minutos, para dissociar os possiveis agregados plaquetarios [I5]. A
avaliagao laboratorial criteriosa de situagoes de pseudotrombocitopenia é de extrema

importancia para evitar um diagnostico errado e procedimentos terapéuticos desnecessarios.

A presenca de plaquetas gigantes e macroplaquetas sao outras das alteragoes da série
plaquetaria que podem ser observadas no ESP. As plaquetas gigantes estao associadas a
situagoes de macrotrombocitopenias hereditarias e doengas mieloproloferativas, podendo ser
contabilizadas erroneamente pelos equipamentos automatizados como eritrocitos,
conduzindo assim a uma contagem de plaquetas falsamente diminuida [8] [I0]. As
macroplaquetas sao plaquetas de tamanho aumentado que nao chegam a ser do tamanho de
plaquetas gigantes. A presenga de macroplaquetas esta correlacionada com patologias como
enfarte agudo do miocardio, septicemia, gravidez, diabetes mellitus, hipertireoidismo,

tuberculose, LMC, entre outras [10].
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6.2 VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO
ERITROCITARIA

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria (VSE) é a distancia medida em milimetros
que os eritrocitos percorrem num tubo vertical durante um determinado periodo. A
membrana citoplasmatica eritrocitaria tem carga negativa devido a presenga de acido sidlico,
que cria um potencial de repulsio entre os eritrécitos, chamado de potencial Zeta. Esse
potencial de repulsao impede que os eritrécitos se empilhem e sedimentem rapidamente; por
isso os valores de referéncia da VSE, para pessoas normais, sao baixos na primeira hora de
sedimentagao. Quando ocorrem alteragdes nas concentragoes plasmaticas de moléculas,
como fibrinogénio, imunoglobulinas e proteinas de fase aguda, o potencial Zeta é vencido, o
empilhamento é formado, e a velocidade de sedimentagao aumenta [10].

Entre as condigoes clinicas mais frequentemente associadas com aumento da VSE,
destacam-se a hemodiluicao (anemias agudas ou cronicas, sem alteragao de morfologia),
aumento de proteinas de fase aguda (doenga reumatica), a presenga de proteinas plasmaticas
anormais (mieloma multiplo), o aumento da concentragao de imunoglobulinas (processos
infeciosos ou inflamatérios) e neoplasias malignas. Assim, embora seja um parametro
inespecifico, a VSE constitui o principal sinal biolégico de inflamagao, sendo utilizado como um
exame de screening e na documentagao de processos inflamatérios [10].

No laboratorio GS-CML Viseu, a determinagao deste parametro é realizada no aparelho
automatizado Ves-Matic Cube 30, que através de um sensor digital (grupo otico eletrénico)
determina automaticamente o nivel de sedimentacao dos eritrocitos e elabora os resultados
que sao depois impressos automaticamente ou visualizados no visor. Os resultados sao
comparaveis com os obtidos pelo método de Westergren, mas com uma duragao de 33
minutos. A determinagao é efetuada sem consumo de amostra, utilizagdo de reagentes ou
producao de residuos. As amostras sao submetidas a uma avaliagio padronizada da precisao
e exatidao dos resultados pelo controlo de qualidade interno, que é realizado diariamente.

Em situacoes de amostra insuficiente ou erro por parte do equipamento, é realizado o
método manual de Westergren. Assim, no tubo de sangue total com EDTA, introduz-se um
tubo de Westergren que ird criar vacuo, fazendo com que o sangue fique posicionado
verticalmente ao longo do tubo especifico. Apos uma hora, efetua-se a leitura em milimetros

entre o menisco do plasma e o nivel da coluna dos eritrocitos sedimentados.
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6.3HEMOSTASE E COAGULACAO

A hemostase é conseguida por um conjunto de mecanismos que tém diversas fungoes
como por exemplo, manter o sangue num estado fluido enquanto circula no sistema vascular
ou parar uma hemorragia através da formagao de um coagulo com a posterior dissolugao
desse codgulo. Assim, os componentes da hemostase incluem plaquetas, células endoteliais
(parede do vaso) e proteinas plasmaticas (fatores de coagulagao, inibidores da coagulagao e
sistema fibrinolitico) [8].

A cascata da coagulagio resume o processo de formagio do coagulo. E constituida pela
via intrinseca e pela via extrinseca, com ativagao consecutiva de fatores da coagulagio, que
convergem numa via final comum, onde ha produgao de trombina que age sobre o fibrinogénio,
transformando-o em fibrina que forma o coagulo [8]. Esta separagao das vias so se verifica in
vitro, porque, in vivo, ambas nao sao independentes uma da outra. Os varios fatores de
coagulagao envolvidos sao na maioria proenzimas sintetizadas pelo figado, sendo que alguns
deles necessitam de vitamina K para a sua sintese (protrombina, fatores VII, IX e X). Os ices
célcio (Ca*") tém também um papel fundamental no processo de coagulagio, sendo essenciais
ao seu correto funcionamento [9]. Para além da formagao do coagulo, a dissolugao do mesmo
é também um mecanismo fundamental, de modo a nao comprometer o normal fluxo sanguineo
e serem evitados eventos tromboticos.

O objetivo da avaliagao laboratorial da hemostase sanguinea é identificar as possiveis
causas de patologia, e definir a intensidade do defeito na hemostase responsavel pelas doengas
hemorragicas ou trombéticas, para além de ser Gtil na monitorizagdo da terapéutica
antitrombotica. Neste sentido, para os estudos da coagulagao € necessaria uma amostra de
sangue total para um tubo com anticoagulante Citrato de Sédio na proporgao [:9
(anticoagulante: sangue), para obtencio de plasma [10]. Apdés a colheita a amostra é
centrifugada a 3000 rpm durante |15 minutos e processada o mais rapido possivel para garantir
a qualidade de resultados.

No laboratério GS-CML Viseu, os parametros da coagulagio que fazem parte das
andlises de rotina sao o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial
ativado (aPTT). Estes parametros sio determinados no equipamento automatizado Sysmex
CA-500, através de um método foto-otico de detegao de coagulos. O método consiste em
iluminar a amostra de plasma/mistura de reagente com uma luz vermelha (660 nm) e medir as
mudangas na intensidade da luz dispersa, devido ao aumento da turbidez, conforme o

fibrinogénio se transforma em fibrina. Um foto diodo absorve a luz dispersa pela amostra e
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converte a intensidade detetada em sinais elétricos. Um microprocessador monitoriza esses
sinais e usa-os para calcular o tempo de coagulagao da amostra. A precisao e qualidade destes
resultados sao garantidas pelo controlo de qualidade interno, que é realizado diariamente

neste equipamento.

O TP mede o tempo de coagulagao na presenca de uma concentragao otima de
tromboplastina (equivalente ao fator tecidual in vivo), que ativa a cascata da coagulagao. O TP
€ o exame utilizado para monitorizagao da terapéutica com anticoagulantes antagonistas da
vitamina K, como a varfarina, e avalia a eficiéncia global da via extrinseca [10]. Reflete, desse
modo, alteragoes em trés dos fatores de coagulagao dependentes da vitamina K (protrombina,
fatores VIl e X), fator V e fibrinogénio [9].

A fim de uniformizar os resultados, devido ao uso de diferentes tromboplastinas, utiliza-
se mundialmente a Razao Normalizada Internacional (INR). Para o calculo do INR, é usado o
indice de Sensibilidade Internacional (ISI) como referéncia, determinado pela comparagio de
cada reagente com a tromboplastina padrao (OMS):

INR = ( TP doente )|5|

TP controlo

O valor normal de INR situa-se entre 0,9 a I,l, para um individuo que nao faga terapia
com anticoagulantes orais, e entre 2,0 e 3,0 para individuo que realize terapia. O TP pode
estar elevado, por exemplo, devido ao uso de anticoagulantes orais, deficiéncia em vitamina
K, insuficiéncia hepatica (como cirrose ou hepatite), ou deficiéncias congénitas ou adquiridas

nos fatores envolvidos [10].

O aPTT avalia globalmente a via intrinseca e para isso é realizado sem adicao de
tromboplastina. O equipamento faz a pré-incubagao do plasma com um reagente ativador para
iniciar a cascata da coagulagao e posteriormente adiciona cloreto de cilcio para a cascata
poder progredir e ser medido o tempo de formagao do coagulo. Assim, permite o estudo
global da atividade dos fatores de coagulagao da via intrinseca (pré-calicreina, cininogénio de
alto peso molecular, fatores Xll, XI, IX e VIII), bem como dos fatores da via comum (fatores
X, V, protrombina e fibrinogénio), sendo os resultados expressos em segundos [9]. O aPTT
vai estar aumentado na presenca de heparina, défices congénitos de determinado fator da via

intrinseca ou comum, na coagulagao intravascular disseminada ou em casos de hepatopatia [8].
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7. CASO CLINICO

Utente do sexo feminino, 73 anos, da entrada no servigo de urgéncia do Hospital CUF Viseu

com dor abdominal. As andlises prescritas e respetivos resultados encontram-se na Figura 17.

Figura 17 — Boletim Clinico (fonte: Laboratério GS-CML Viseu).

Através do boletim clinico, verifica-se um aumento da bilirrubina direta juntamente com
y-GT e fosfatase alcalina, o que confere origem hepatobiliar, sendo, portanto, sugestivo de
colestase extra-hepatica, ou também denominada ictericia obstrutiva. Nestas situagoes, a
elevacao sérica das transaminases nao costuma ser tao acentuada, sendo normalmente abaixo
de oito vezes o valor de referéncia, o que vai de encontro aos resultados obtidos. Uma das
manifestacoes de fluxo biliar reduzido, esta relacionada com a ma absorcao intestinal, incluindo
deficiéncias de vitaminas lipossoltveis como A, D ou K. Esta Gltima pode ser demonstrada pela
queda na atividade de protrombina, proporcional a intensidade da colestase. Isto deve-se ao
facto de que sem vitamina K, a ativagao dos fatores da coagulagio dependentes da mesma,
acaba por ficar impedida. Assim, ocorre aumento do TP, o que também se verifica nos
resultados analiticos desta utente.

Aliado a estas alteragoes, a proteina C reativa também se encontra extremamente
elevada. E uma proteina de fase aguda positiva, marcador de inflamacio sistémica, que aumenta

em resposta a diversos tipos de lesao, em particular infegoes bacterianas, situagoes clinicas




que constituem estimulos inflamatorios. Para além disto, verifica-se um aumento do niumero
de neutrdfilos, que é bastante sugestivo de quadro inflamatério decorrente de infegao
bacteriana. Verifica-se também um estado anémico e uma ligeira trombocitose, que podera
também ser resultante do quadro inflamatoério derivado a possivel infe¢ao.

Apos o seguimento da utente, foi diagnosticado uma Colangite com Coledocolitiase, que
consiste numa infecao do trato biliar, derivada a obstrugao do ducto colédoco (ducto biliar
comum) por calculos biliares.

A obstrugao biliar é um fator importante na patogénese da colangite. Em situagoes
normais, a presenca de bactérias na bilis nao é significativa, além disso existem diversos
mecanismos defensivos que previnem o aparecimento de uma colangite. Esses mecanismos
incluem a atividade bacteriostatica dos sais biliares, o proprio fluxo da bilis que elimina
qualquer bactéria no duodeno, a secrecao de IgA pelo epitélio biliar, as células de Kupffer e as
juncoes entre os colangidcitos que impedem a translocagao de bactérias para o sistema venoso
portal. O esfincter de Oddi também impede qualquer migragao de bactérias do duodeno para
o sistema biliar. No entanto, em caso de obstrucao do ducto biliar, ocorre ascensao bacteriana
ao colédoco a partir do duodeno, além disso, a bilis fica estagnada no sistema biliar, a pressao
intra-ductal aumenta, as jungdes entre os colangiocitos alarga-se, ocorre mau funcionamento
das células de Kupffer e a produgao de IgA é diminuida. Assim, a obstrucao do ducto biliar
leva a um quadro inflamatorio decorrente de infegao bacteriana. Os agentes patogénicos mais
frequentemente associados incluem Escherechia coli, Klebsiella spp., Enterococcus spp. e
Enterobacter spp. [17].

Em situagoes croénicas, quando a pressao intra-ductal excede os 25 cm de agua, pode
ocorrer refluxo colangiovenoso e colangiolinfatico, levando a bacteriemia e endotoxinemia.
Além disso, a libertagao sistémica de diversos mediadores inflamatérios leva a um profundo

compromisso hemodinamico [17].
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8. CONCLUSAO

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas, permitiu,
sem duvida, aplicar em contexto de trabalho, os conhecimentos tedricos anteriormente
adquiridos. Para além disso, foi fundamental para aquisi¢do de novos conhecimentos, percegao
da rotina laboratorial, nogdo da importancia do controlo da qualidade, entendimento do
funcionamento dos equipamentos, e da validagao de resultados.

No laboratoério, para tudo funcionar com normalidade, e com vista a dar uma resposta
adequada e atempada, é importante que os profissionais tenham espirito de equipa e de
entreajuda, e executem as tarefas com responsabilidade e rigor. Para além disso, a
comunicagao entre o laboratério e os clinicos, é de extrema importancia para uma validagao
adequada dos resultados. Contudo, essa comunicagao ainda falha com muita frequéncia, o que
dificulta o trabalho desenvolvido nas fases analitica e pos-analitica. Neste sentido, uma melhor
comunicagao entre ambas as partes, sera algo a almejar num futuro proximo, para que assim
os laboratorios possam fornecer respostas mais rapidas com resultados mais rigorosos e
fidedignos.

Em suma, este estagio curricular foi extremamente enriquecedor, nao sé a nivel
profissional, como também a nivel pessoal, e saio do mesmo com mais experiéncia laboratorial,

mais destreza e mais confianga para enfrentar os desafios futuros.
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