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Resumo

A elaboragao do presente relatorio de estagio no ambito do mestrado de andlises clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra tem como objetivo descrever as atividades
desenvolvidas ao longo do estigio no laboratério AVELAB. Serio abordados os
procedimentos pré-analiticos, analiticos, pos-analiticos, o controlo de qualidade e a validagao
de todas as areas existentes no laboratério. As areas Microbiologia e a Hematologia serao

descritas mais pormenorizadamente.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Hematologia, Microbiologia, Urocultura, Sangue .

Abstract

The purpose of this internship report within the framework of the Clinical Analysis Master's
degree of the Pharmacy College of the University of Coimbra is to describe the activities
developed throughout it in the AVELAB laboratory. It will address pre-analytical, analytical,
post-analytical procedures, quality control and validation of all areas existing in the laboratory.

The Microbiology and Hematology will be described in more detail will be.

Keywords: Clinical Analysis, Hematology, Microbiology, Uroculture, Blood.






I. Introducao

O Mestrado de Analises Clinicas, para além da sua componente letiva teorica e laboratorial,
proporciona aos seus alunos um estagio profissional que permite a interligacio dos

conhecimentos tedricos com a pratica diaria de um laboratorio de diagndstico clinico.

O estagio confere competéncias laboratoriais em todas as aéreas indispensaveis ao
diagnostico, Hematologia, Microbiologia, Bioquimica e Imunologia bem como a todo o
processo envolvente, desde os procedimentos pré-analiticos até a validagao dos resultados,
passando ainda pelo controlo de qualidade em todas as fases, pré-analitica, analitica e pos-
analitica e pela implementagao de novas técnicas. De facto, € nos permitido estar em contacto
com a rotina didria do laboratério e por consequéncia aprender todo o processo analitico

para que os resultados sejam obtidos com a maior fiabilidade possivel.

Os laboratérios de andlises clinicas sao indispensaveis ao diagnostico, prevengao e
monitorizacao de doengas e da sua respetiva terapéutica, permitindo melhorar a qualidade de

vida das populagoes.

A par da evolugao cientifica e tecnoldgica, os laboratorios também tém evoluido, tornando-se
cada vez mais automatizados, permitindo assim diminuir erros de operador e fornecer
resultados com maior rapidez. Contudo, todos os processos tém de ser supervisionados e

validados pois podem haver resultados que tenham de ser confirmados por técnicas manuais.

Assim, o presente relatério tem como objetivo descrever o estagio realizado por um periodo
de seis meses no laboratorio AVELAB — Laboratérios Médicos de Analises Clinicas de Aveiro.
O estagio foi divido por seis aéreas: colheitas e triagem, analise sumaria de urina e serologia,
microbiologia, hematologia, coagulagao e imunoquimica, sendo que o tempo de permanéncia
em cada diferiu consoante a sua importancia no diagnodstico. As areas que serao descritas com

maior pormenor serao a Microbiologia e a Hematologia.



2. Caracterizacdao do laboratorio de estagio

O laboratério AVELAB situa-se na cidade de Aveiro. E um laboratério de analises clinicas de
grandes dimensoes, possuindo mais de 50 postos de colheita espalhados por toda a regiao
norte e centro do pais, permitindo uma maior proximidade com as populagoes. As colheitas

podem ainda ser realizados no domicilio com marcagao prévia.

A equipa clinica é constituida por trés médicos, Dr. Américo Freitas (Diretor Clinico) é o Dr.
Alberto Ferreira Neves e Dra. Teresa Raposo e com dois os farmacéuticos, o Dr. Antonio

Ferreira Neves e a Dra. Irene Sa.

O laboratorio central presta servigos nas aéreas da Hematologia, Bioquimica, Imunologia e
Microbiologia. Possui uma sala de recegao aos utentes, quatro salas de colheita, uma sala de
triagem de amostras, uma aérea administrativa (informatica e contabilidade), gabinetes para a
equipa clinica, laboratérios para cada uma das aéreas acima referidas e salas de lavagem e
desinfecao de materiais. Funciona todos os dias uteis das 7h30 as |9h e aos sabados das 8h as

[3h.

O laboratério AVELAB tem convengoes com varias entidades publicas e privadas e
seguradoras, e efetua andlises para lares de idosos, para a Universidade de Aveiro e para

gabinetes de Medicina no Trabalho.

Para que todas as amostras cheguem ao laboratério nas melhores condigoes, o seu transporte

é rigoroso e feito em arcas refrigeradas e com o melhor acondicionamento possivel.

O laboratorio central juntamente com os postos de colheita, tém um fluxo diario de
aproximadamente 700 utentes, sendo a Hematologia e a Bioquimica os setores com maior

nimero de amostras.

Todos os servigcos estao informatizados, desde a rececao até a validacao dos resultados. Os
equipamentos utilizados na analise das amostras estao ligados a uma rede de computadores,
passando diretamente os resultados para o sistema informatico, que no caso do AVELAB é o
Appolo 3, o que permite rastrear as amostras, desde que entram no laboratoério até que saia

o resultado.



3. Processamento de amostras

As amostras desde que chegam ao laboratorio até que sai o seu resultado passam por diversas
fases de processamento, sendo que a fase mais critica € a pré-analitica pois é onde ocorrem a

maioria dos erros analiticos.

3.1. Fase pré-analitica

Esta ¢ a fase que precede a andlise propriamente dita e por norma é a mais manual, pelo que
também é a que da origem a um maior nimero de erros, 62% segundo alguns autores. Os
erros mais comuns sao a hemolise das amostras sanguineas, pedidos incorretos e ma

identificacdo das amostras.'

No Avelab tenta-se ao maximo minimizar estes erros, comegando logo na admissao dos
utentes no laboratério. Neste primeiro processo sao introduzidas as analises a realizar no
sistema e é de imediato definido um codigo de processo que ira acompanhar todo o processo
de andlise. Neste primeiro contato com o utente ¢ explicado, caso necessario, o procedimento
para a realizagao das colheitas, se € preciso o utente estar em jejum ou nao, os cuidados a ter

na colheita da urina, que difere se é apenas uma analise sumaria ou se é bacterioldgica.

De seguida, o utente é encaminhado para a sala de colheitas, onde todos as normas de
seguranga sao cumpridas e onde sao recolhidas amostras de sangue, zaragatoas vaginais, retais,

nasofaringeas, raspados de unhas, entre outras.

Todas as amostras sao identificadas com etiquetas, antes de se proceder a colheita, para que
nao existam trocas. As etiquetas contém um cédigo de barras, o nome do utente, o codigo
do processo, que tem 2 letras que correspondem ao local da colheita, quer seja o laboratorio
central ou um posto de colheita e 5 nimeros identificativos do utente, o setor do laboratério

onde vai ser analisada a amostra e a cor da tampa do tubo para o qual é recolhida a amostra.

Posteriormente, as amostras recolhidas sao encaminhadas para a sala de triagem e sao
distribuidas pelos varios setores. As amostras para o setor da bioquimica sao triadas e tratadas
nesta sala, as restantes, nomeadamente as amostras para a hematologia, as urinas e as amostras

para a bacteriologia sao triadas nos respetivos setores.

Esta fase de triagem é extremamente importante para diminuir os erros, pelo que todos os
cuidados tém de ser tomados para que nao haja trocas, verificar se todas as amostras relinem
as condi¢oes necessarias para que sejam analisadas, ou seja, verificar se nao existem coagulos,

colheitas mal feitas, tubos com etiquetas erradas, por exemplo tubos de hematologia que tém



etiquetas de tubos bioquimica, colheitas realizadas para tubos ou recipientes incorretos, entre

outros pormenores.

Nesta sala sio também retiradas as aliquotas para as analises que sao feitas no soro fora do
setor da bioquimica ou que sao realizadas em laboratorios exteriores, que no caso da Avelab
sao dois laboratérios espanhdis, Cerba e Ambar, ambos com sede em Barcelona. Para estes
laboratorios sao enviadas analises que devido ao seu baixo volume diario nao justificam o
investimento por parte do Avelab, como a andlise a catecolaminas, vitamina C, teste
respiratorio e IgM anti- Helicobacter pylori, entre outras. Estas amostras sao enviadas
cumprindo todas as condicoes de conservacao para que nao haja contaminagao ou

deterioramento das mesmas.z

3.2. Fase analitica

A fase analitica é de todas as fases a mais automatizada em quase todos os setores do
laboratério, logo é fase em que os erros sio menos frequentes, cerca de 15% do total de
todas as fases. Estes erros devem-se essencialmente a interferéncias no equipamento ou a

outros erros de precisio e ainda, mesmo que numa percentagem diminuta, a erros aleatérios.'

No Avelab, para que estes erros sejam bastante diminutos, os equipamentos sao controlados
e calibrados diariamente ou quando ocorre mudancga de reagentes, para que todas as amostras

sao analisadas com o maior rigor possivel.

3.3. Fase pés-analitica

A fase pds-analitica encerra em si a transmissao dos resultados analiticos ao utente e ao clinico,
que vai fazer o diagnostico ou ajustamento da medicagao, consoante a analise realizada e os
resultados. Nesta fase também erros sao cometidos, sendo que em percentagem é de 23% de
todos os erros. Os mais comuns sao boletins com resultados incompletos, resultados
criticaveis do ponto de vista cientifico, ou seja, nao ha concordancia entre os resultados e a
nao comunicagao rapida e eficaz ao clinico ou ao utente de resultados que podem por em

causa a saude destes.'

No Avelab sao tomadas todas as medidas necessarias para que tais erros nao acontegam.
Todas as analises sao validadas por duas pessoas diferentes, primeiramente pelo técnico que
faz a validagao analitica e posteriormente pelo especialista, médico ou farmacéutico que faz a
validagao biopatoldgica, garantindo que todos os resultados estao concordantes e que saem
no tempo previsto. Em casos graves é comunicado imediatamente ao utente ou ao clinico para

que sejam tomadas providéncias o mais rapido possivel.
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4. Controlo de qualidade

A garantia da qualidade engloba um conjunto de a¢oes que permitem obter a confianga no
servico prestado pelo laboratério e ter o controlo de todas as agoes que levam a qualidade

de todas as fases do procedimento analitico.

Para que esta garantia ocorra o laboratério tem de incluir na sua rotina o controlo de

qualidade interno (CQI) e externo (CQE).

4.1. Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno (CQI) é um processo fundamental para que sejam detetadas
irregularidades, para que haja avaliagdo dos erros e se proceda a sua corregao com a maior

brevidade possivel.

No Avelab, o CQI ¢é realizado diariamente nos varios setores do laboratério antes de se
comegar a rotina laboratorial de andlise das amostras ou quando ha mudanga no lote de

reagentes.

Os fornecedores dos equipamentos fornecem os controlos de qualidade em trés niveis
diferentes de concentragio. Dois destes controlos sio analisados, de forma alternada,
diariamente. Os resultados obtidos sao expressos de forma numérica e grafica, sendo esta
ultima a mais importante, porque é a partir desta que se forma as cartas de controlo com as
regras de Westgard, que indicam que os resultados obtidos nao podem ultrapassar mais ou
menos dois desvios padroes. Caso esta situagao acontega deve ser investigada a sua causa,
proceder-se a respetiva corregao e fazer novas calibragoes. Apods esta resolugao, volta-se a
analisar os controlos e se ja estiverem em conformidade, pode-se prosseguir para a analise

das amostras.

4.2. Controlo de qualidade externo

O laboratério para garantir a qualidade tem de estar inscrito em programas de avaliagao
externa. O Avelab participa em dois programas de avaliagio externa, o RIQAS “Randox
International Quality Assessment Scheme” e o UK NEQAS “United Kingdom National External
Quality Assessment Service”. O CQE é realizado uma vez por més em todos os setores do
laboratorio. Os controlos sao tratados como amostras de utentes pois as suas caracteristicas
sao desconhecidas. Os resultados obtidos sao enviados e analisados pelas duas entidades.

Ao laboratério é reportado o relatorio que demonstra se os resultados obtidos eram os
esperados e se nao o forem tem de ser investigada a causa e resolvida para que possam ser

analisadas as amostras na maxima qualidade. **



5. Bioquimica
5.1. Amostras

Neste setor do laboratério analisa-se soro e urina, tendo em média um fluxo de amostras de
700/dia, sendo que devido a pandemia COVID-19 esse nimero reduziu aproximadamente

para 500 amostras/dia.

O sangue é colhido para tubos sem anticoagulante, contém apenas particulas de silica nas
paredes do tubo que favorece a retracao do coagulo e um gel que separa o soro da fragao
globular, evitando, assim, o contato prolongada das duas fagoes que promove, entre outros, o

consumo de glicose pelos eritrocitos.’

As amostras rececionadas no laboratério sao encaminhadas para a sala de triagem,
centrifugadas a 3500 rpm durante |5 minutos, de seguida sao retiradas aliquotas, se necessario,

e por fim sao colocadas nos suportes dos equipamentos.

No caso da urina as analises bioquimicas sio normalmente realizadas em urinas de 24h e por

isso sao retiradas aliquotas para serem analisadas no equipamento.

5.2. Equipamentos

O equipamento utilizado para as analises bioquimicas é o Archictec plus ci8200 da Abbott.
Este equipamento é composto por dois médulos, o da bioquimica, c8000, e o da imunologia.
No laboratorio existem dois equipamentos iguais, sendo que o moédulo da bioquimica funciona

em espelho, ou seja, fazem as mesmas analises.

O modulo ¢8000 usa métodos fotométricos e turbidimétricos para analisar os parametros
bioquimicos. Tem ainda integrado um elétrodo seletivo de ides (tecnologia ICT) que permite

a obtencgio do ionograma.’

As eletroforeses das proteinas sao realizadas num equipamento diferente, no Capillarys 2 by

Sebia.

5.3.Manutencio, controlo de qualidade e calibracao

A manutengao dos equipamentos é feita diariamente e de forma automatica pelo equipamento.
O controlo de qualidade interno é realizado diaria e semanalmente. O controlo diario é feito
com dois niveis diferentes de concentragao, alternado ao longos dos dias. Todas as segundas-
feiras é realizado o controlo semanal. Os controlos sio fornecidos pela marca do
equipamento. Como ja referido, o controlo de qualidade externo é realizado uma vez por

meés, estando o laboratorio inscrito no programa RIQAS.
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As calibragoes sao realizadas apenas quando sao emitidos alertas pelo equipamento ou quando
ha mudanca de lote, a excegao do ionograma no soro e na urina e das proteinas e da creatinina

na urina que ha uma calibragao diaria.

5.4. Resultados

Normalmente os resultados das analises ficam disponiveis no proprio dia. Sao validados numa
primeira fase pelos técnicos do setor da bioquimica e de seguida pelos médicos ou
farmacéuticos especialistas. S6 no fim destas duas validagoes fica disponivel o boletim com os

resultados.

6. Imunologia

A drea da imunologia nao tem um setor especifico, estando as analises distribuidas pelos varios
setores do laboratorio.

A maioria das andlises imunoldgicas € realizada no setor da bioquimica ja que o equipamento
Archictec plus ci8200 tem um modulo de imunologia, o Archictec i2000SR. O laboratério tem
ainda o Archictec il000 que esta mais direcionado para o controlo de farmacos, drogas de
abuso e recentemente para a quantificacao da IgG anti-COVID-19 (Anexol).Numa sala
adjacente a da bioquimica existe um equipamento exclusivo para analises de alergénios e
autoimunidade, o Phadia 250 mas enquanto estagidria nao tive qualquer contacto com este

equipamento.



7. Microbiologia

A microbiologia é a aérea das ciéncias que estuda os microrganismos, bactérias, virus e
parasitas. O objetivo do diagndstico laboratorial é detetar, identificar e caracterizar os
microrganismos que provocam patologias no Homem. A articulagao entre o clinico e o
laboratério é fundamental para que o diagnostico seja eficaz e a abordagem terapéutica seja a

mais correta.’

E neste setor que sio detetadas as infecGes de origem microbioldgica e se faz o estudo de
suscetibilidade aos antibioticos de modo a que a terapéutica seja a mais adequada possivel ao

tipo de microrganismo presente.

No Avelab o setor da microbiologia € o menos automatizado de todos os setores, estando

apenas automatizado a identificagao, o antibiograma e a analise sumaria da urina.

7.1. Equipamentos

No sector da Microbiologia sao usados varios equipamentos como centrifugas para obtengao
do sedimento urindrio, microscopicos, camaras de fluxo laminar e os equipamentos

automaticos, o Aution Max Ax-4030 e o Phoenix.

7.1.1.  Aution Max Ax-4030
O Aution Max Ax-4030 (Fig. 1) é o equipamento
utilizado na analise sumaria da urina.

- . _ E um equipamento automatico que utiliza tiras de

testes para fazer a analise. Sao analisados 10

parametros: o pH, glicose, proteina, bilirrubina,

urobilinogénio, sangue, cetonas, nitritos e leucocitos.

- E também analisada a cor, a turvacio e a densidade da

urina. Estes parametros sao analisados de formas
Figura | - Aution Max Ax-4030 .
diferentes, estando descritos na Tabela |.

Tabela | - Métodos analiticos e respetivas analises do equipamento Aution Max Ax-4030 (adaptado da

bula)

Parametro analitico Método

Tiras teste (10 Refletancia de comprimento de onda duplo (excegao: sangue que
parametros) € medido num comprimento de onda Unico).

Cor Transmissao da luz.

Densidade Refratometria de reflexao.

Turvacao Dispersao da luz.

20



7.1.2. Phoenix

O equipamento Phoenix (Fig. 2) é um
equipamento automatico desenvolvido para
identificar espécies bacterianas e realizar testes
de sensibilidade das mesmas. Permite identificar
espécies clinicamente importantes de forma
rapida e com confianga nos resultados.

Este equipamento utiliza painéis combinados, ou

seja, o painel é dividido em duas partes

permitindo realizar a identificagao (ID) e o

Figura 2 - Phoenix 100

antibiograma (AST) no mesmo painel.

Os painéis contém substratos fluorogénios e cromogéneos modificados. O lado do ID ¢é
composto por substratos bioquimicos secos e dois pogos fluorescentes de controlo. O lado
AST difere consoante o tipo de painel, pois existem painéis especificos para determinadas
familias de bactérias e antibidticos especificos para cada uma dessas familias. O método
utilizado é o da microdiluicao em caldo. O indculo é ajustado a um padrao de 0,5 McFarland
sao retirados 25l para o tubo AST (tubo com meio) ao qual foi previamente adicionada uma
gota de indicador redox. A leitura é feita com base na turvagao do meio e da mudanga do

indicador devido ao metabolismo e crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos sio posteriormente validados pelos técnicos do laboratorio. Os
resultados sao dados como sensivel ou resistente. Este equipamento também deteta

marcadores de resisténcia, como ESBL, MRSA, VRSA e B-lactamases.'®"

7.2. Controlo de qualidade

O controlo de qualidade do Aution Max Ax-4030 é realizado apenas uma vez por semana, a

segunda-feira. E realizado com os controlos fornecidos pela marca do equipamento.

O controlo de qualidade interno do Phoenix é feito com estirpes ATCC, garantindo assim a
precisao e a exatidao dos testes. Este controlo de qualidade ainda esta a ser implementado,

bem como a criagao de uma bacterioteca com as estirpes ATCC.

7.3. Analises microbiologicas
No sector da microbiologia sao realizadas analises bacteriologicas, parasitologicas e

micologicas permitindo auxiliar o diagnostico e a terapéutica.
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O setor da microbiologia é onde chega uma maior diversidade de amostras biologicas: urina,
fezes, expetoragao, exsudatos vaginais, retais e uretrais, nasofaringeo e de feridas, escamas de

unhas e raspados de feridas. As amostras mais frequentes sao as amostras de urina.

7.3.1. Urianalise

A uriandlise, como o proprio nome indica, € a analise da urina. A urina é formada
continuamente no rim e resulta da ultrafiltragio do plasma. E produzida em média 1200mL de
urina por dia. A urina é composta por 95% de agua e 5% de solutos, sendo a ureia o soluto
que se encontra em maior quantidade. Esta composicao pode variar com a alimentagao, o

metabolismo e funcdes enddcrinas e a atividade fisica. '*"

A urina é normalmente um fluido estéril quando secretada no rim em condi¢oes normais, ou
seja, sem que haja infecao renal. E apenas colonizada por algumas bactérias quando chega a
uretra, ja que esta tem um microbiota propria, e por contaminagao vaginal ou da genitalia

externa. Deste modo a urina eliminada nio é um fluido estéril.'*"?

Varios distUrbios podem afetar o trato urinario superior (ureteres e rins) e/ou o trato urinario
inferior (bexiga e uretra). A presenca de infegoes urindrias depende muito do sexo e da idade,
sendo mais frequente em mulheres devido a sua anatomia, isto &, a uretra feminina é mais
curta comparativamente a masculina e também mais proxima da regiao perianal, que é muito
colonizada por microrganismo devido a temperatura e humidade. Assim, os microrganismos
tém mais facilidade em chegar a bexiga da mulher. Os homens comeg¢am a ter maior incidéncia
de infegoes urinarias a partir dos 60 anos, momento em que o aumento da prostata interfere
na eliminagao da urina pela bexiga ja que o aumento desta glandula pode estreitar a uretra e

dificultar o fluxo urinario.'*"

As infegoes urinarias sao também complicagoes da diabetes, de doengas renais, transplantes

renais e deformidades estruturais e neuroldgicas que afetam o fluxo normal da urina.'>"

O agente patogénico mais comum nas infegoes adquiridas na comunidade é a espécie
Escherichia coli uropatogénica (UPEC). Nos ultimos anos, E. coli O25-H4 tem sido um dos
patogenos com mais significado nas infe¢oes adquiridas na comunidade. Outras bactérias estao
também muito associadas a este tipo de infe¢oes. Nas formas mais ligeiras de infecao podem
estar associadas Klebsiella spp., outras enterobacterias, Staphylococcus saprophyticus e
enterococos. Nas formas mais graves encontram-se Proteus spp, Pseudomonas, Klebsiella

pneumoniae e Enterobacter spp.'>"
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Existem ainda outro tipo de microrganismos associados a estas infe¢oes urindrias da
comunidade, embora menos comuns, como Acinetobacter spp., Citrobacter spp. e Gardnerella
vaginallis. A levedura Candida spp. é dos poucos fungos associados a infe¢oes urinarias, mas
normalmente € detetada em situagoes de diabetes ou obstrugao do trato urinario. O parasita
Trichomonas vaginalis é responsavel por infegoes do trato genitourinario e pode ser detetado

no sedimento urinario. '*"

As infegcoes do trato urinario adquiridas na comunidade estao cada vez mais associadas a

bactérias multirresistentes, como é o caso de E.coli produtoras as B-lactamases.'*"

7.3.1.1. Colheita

A colheita de urina para as analises bacteriologicas é diferente da colheita para a analise sumaria
de urina. Ambas devem ser colhidas do jato intermédio da primeira urina da manha. Para o
exame bacteriolégico tem de se ter cuidados especificos para que nao haja contaminagao,
assim deve-se lavar as maos antes de comegar o procedimento. O meato uretral deve ser
lavado 3 vezes com sabao neutro e de seguida enxaguar bem com agua e secar. De seguida, a
mulher deve afastar os grandes labios e o homem o preplcio e entio recolher o jato

intermédio. '*"

Em doentes com cateter urinario tem de ocorrer a clampagem da algalia, seguida da desinfegao

do local da pungio com um antissético. A urina é recolhida com agulha e seringa.'"'?

Em criangas podem usar-se sacos coletores e neste caso deve-se lavar os genitais externos da
crianga com agua e sabao e colocar o saco bem adaptado. A urina é transportada no préprio

saco. '

7.3.1.2. Exame a fresco

As amostras de urina sao rececionadas no laboratério e depois da triagem sao divididas em
trés grupos conforme o pedido: as que s6 tém analise sumaria de urina; as que tém analise

sumaria e bacteriolégica de urina; e as que s6 tém analise bacterioldgica de urina.

A andlise sumaria é realizada no Aution Max Ax-4030 ja descrito anteriormente. Se existir
presenca de sangue, leucocitos, aumento da densidade, turvagao ou oscilagoes do pH faz-se a

centrifugagao da urina e analise do sedimento.

Quando so6 é pedida a analise bacterioldgica comega-se pela centrifugagao a 4000rpm/5min.
Obtido o sedimento realiza-se o exame a fresco. Este consiste em colocar uma gota do

sedimento entre lamina e lamela e observar ao microscopio com objetiva de ampliagao de 10x
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e 40x. Este exame a fresco permite perceber se foi realizada uma boa colheita e se estamos
perante uma infegao, ja que se pode identificar células epiteliais e de descamagao, leucécitos,

eritrocitos, cristais e microrganismos (bactérias, fungos e parasitas).

7.3.1.2.1. Cristais e cilindros

Os cristais sao frequentes na urina, mas raramente tém significado clinico. Podem apresentar-
se como estruturas bem formadas ou material amorfo. A sua identificagao é importante para
detetar distirbios hepaticos, erros inatos de metabolismo dos aminoacidos que levam a sua

precipitagdo ou danos renais causados pela cristalizagdao nos tdbulos renais."

Os cristais formam-se através da precipitagio de solutos urindrios como sais inorganicos,
compostos organicos e compostos iatrogénicos, como medicamentos. A temperatura, a

concentracio de solutos e o pH afetam a solubilidade e assim a formagio de cristais. "

O pH da urina é um precioso auxilio para identificar os precipitados, pois o comportamento
difere de meio acido para meio basico (Tabela 2). Os precipitados mais comuns numa urina
acida sao os de acido Urico enquanto que numa urina basica sao mais frequentes os fosfatos.

Os cristais de oxalato de calcio sao comuns quer em urinas basicas, quer em urinas acidas.

Tabela 2 - Cristais presentes nos varios tipos de urina.

Urina acida Urina basica

Acido drico Trifosfato (fosfato de amonio)  Oxalato de célcio

e Cistina Fosfatos amorfos Colesterol

Uratos amorfos Fosfato de calcio Burato de amoénia
Tirosina

Leucina

Os cilindros sao estruturas exclusivas do rim, formadas no tubulo contornado distal e no tubo
coletor e dao uma imagem microscopica do interior do nefronio. Os cilindros mais comuns
sao os hialinos, compostos quase exclusivamente pela proteina de Tamm-Horsfall,
apresentando-se incolores no sedimento urinario. Estes cilindros hialinos estao aumentados
em glomerulonefrites agudas, pielonefrites, doenga renal croénica e insuficiéncia cardiaca

congestiva. "’
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7.3.1.2.2. Leucocitos

Os neutréfilos sao os leucocitos predominantes no sedimento urindrio e a sua presenga esta

intimamente associada a processos inflamatorios.

Os leucocitos quando estao em grande quantidade e agrupados é sugestivo de infe¢ao aguda,
como cistites, uretrites e pielonefrites, e, portanto, a sua presenga tem de ser reportada ao

clinico.

Como as secregoes dos tratos genitais podem conter leucocitos, é preciso excluir esta

possivel contaminagio."

7.3.1.2.3. Eritrocitos

A presenca de eritrocitos no sedimento urinario pode indicar danos na membrana glomerular

ou lesao vascular no trato geniturinario.

Quando ha presenca de hematuria macroscopica, ou seja, a urina esta turva e com cor
vermelha pode ser sinal de dano glomerular avangado, mas também pode estar associada a
dano na integridade vascular do trato urinario, que pode ser causado por infe¢oes ou

inflamagoes agudas.

A hematdria microscépica € um parametro importantissimo para o diagndstico precoce de

distGrbios glomerulares e para confirmar a presenca de célculos renais."

7.3.1.2.4. Células epiteliais

As células epiteliais presentes na urina podem ter origem em qualquer local do trato urinario
e/ou genital. Algumas células podem estar presentes na urina devido a eliminagao normal de
células envelhecidas. Um aumento acentuado pode indicar inflamagao do trato urinario.
Contudo, se nao for acompanhado de outros indicadores pode apenas indicar uma ma

colheita."”

7.3.1.2.5. Microrganismos

Quando uma urina, bem colhida, tem uma grande quantidade de bactérias, acompanhada por

leucocitos, € indicativo de infecido do trato urinario."”

A presenca de bactérias € facilmente reconhecida quando o sedimento é observado aos
microscépio em grande ampliagdo. Um observador treinado consegue até distinguir bactérias

patogénicas de bactérias da flora normal.
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Estruturas leveduriformes sao comuns em urinas de diabéticos, em particular Candida spp.,

mas podem aparecer por contaminagio da microbiota da pele e da vagina."”

Parasitas podem aparecer ocasionalmente, podendo ter origem no trato urinario, ou uma vez
mais, por contaminagao fecal ou genital. Se houver suspeita de infecao parasitaria é
extremamente importante a observagdo microscépica do sedimento.” Durante o estagio
apenas uma Unica vez observei estruturas parasitarias, trofozoitos de Trichomonas vaginalis,

numa amostra de urina masculina que continha sinais de infegao,

7.3.1.3. Coloraciao de Gram

A coloragao de Gram é a principal coloragao usada no exame microscopico de bactérias, pois
permite uma identificacao presuntiva da bactéria presente, permite aferir a qualidade da

amostra e ainda distinguir a microbiota normal dos agentes patogenos.

Esta coloragao permite detetar quase todo o tipo de bactérias, com excegao das intracelulares,
das que nao possuem parede celular e das que tem dimensoes reduzidas que nao se conseguem

observar ao microscopico otico.

Com a coloragao de Gram as bactérias sao divididas em dois grandes grupos: as Gram
positivas, ou seja, as que retém o violeta de genciana e coram de roxo; as Gram negativas que

descoram com o diferenciador e coram de rosa com o corante secundario, a fucsina de Ziehl.

A coloragao de Gram diferencia as bactérias consoante a estrutura quimica da parede celular,
bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas. As bactérias gram-positivas contém na
parede celular peptidoglicano e acidos teicoicos, enquanto que as bactérias gram-negativas
possuem uma camada de peptidoglicano substancialmente mais fina e uma membrana externa

que é constituida por uma camada interna de fosfolipidos e uma externa de lipopolissacarido'®.

Apos o todo o exame microscopico e se tivermos perante uma infegao tem de se fazer cultura

dessa urina para que se possa identificar a bactéria e sugerir a terapéutica antibacteriana.
7.3.1.4. Exame cultural

O exame cultural é imprescindivel para identificar os patogenos presentes. Consiste em
semear, neste caso a urina, em meio de cultura para que haja o isolamento microbiano e

posterior identificagdo o mais rapido possivel.

Os meios de cultura podem ser classificados em meios de enriquecimento, nutritivos, seletivos

e diferenciais.
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v" Meios de enriquecimento
Os meios de enriquecimento contém nutrientes necessarios ao crescimento bacteriano quer
esteja presente uma Unica espécie bacteriana ou varias. Contudo, sao usados para aumentar o
crescimento de determinados patdgenos uma vez que sao fornecidos nutrientes especificos
para tal."Tanto podem ser meios sélidos, como o BCYE, ou meios liquidos, como o caldo
Todd-Hewitt.

v Meios seletivos
Os meios seletivos contém um ou varios componentes que inibem a maioria dos
microrganismos com a excegao daquele que cresce especificamente no meio, ou seja,
promovem o crescimento de uma determinada espécie em detrimento das outras. "’ Sio
usados varios inibidores de crescimento como corantes, sais biliares e antibioticos. Mas nao
ha garantia de que os organismos sejam completamente inibidos, podendo crescer em
reduzida quantidade.”
O meio SS é um exemplo de meio seletivo permitindo o crescimento de Salmonella e Shigella
spp.

v' Meios nutritivos
Os meios nutritivos sao ricos em nutrientes que suportam o crescimento da maioria dos
microrganismos nao fastidiosos. Nao privilegiam o crescimento de uma espécie em detrimento
de outra. Exemplos destes meios sao o meio de Sabouraud, especifico para fungos e o meio

com tripticase de soja, que permite o crescimento de quase todo o tipo de bactérias."

v Meios diferenciais

Os meios diferenciais tém constituintes, como indicadores e agucares, que permitem o
crescimento de coldnias de determinada espécie exibindo caracteristicas metabolicas ou de
cultura que as distinguem das restantes, isto é, ao fermentarem um determinado agUcar, por
exemplo, alteram o pH do meio, que devido ao indicador presente, vai alterar a cor do meio
. A gelose de MacConkey, por exemplo, diferencia as bactérias fermentadores de lactose das nao
fermentadores.!SE importante que os meios tenham mais do que uma caracteristica, isto &, que
sejam, por exemplo, meios diferenciais e seletivos como o caso da gelose manitol-sal que é
seletiva para os estafilococos e diferencial para o S. aureus, pois a cultura fica amarela quando

esta presente e vermelha quando ausente. '

27



No laboratério a urina é semeada tendo em conta as estruturas observadas no exame
microscépico (Tabela 3). O meio normalmente
utilizado para semear a urina é o CHROMOagar
Orientation, que é um meio nutritivo pois
permite o crescimento de todo o tipo de
bactérias e diferencial porque é cromogéneo, ou
seja, cada espécie desenvolve colénias com uma

cor especifica (Fig.3).

Figura 3- Observacao de col6nias bacterianas em meio de cultura CHROMOagar
Orientation: E. coli — rosa escuro; Enterococcus — azul turquesa; Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter
— azul metilico; Proteus — halo castanho; Pseudomonas — creme, translucidas; S. aureus — douradas,
opacas e pequenas; S. saprophyticus — cor de rosa opacas e pequenas.

Tabela 3 - Selecao dos meios de cultura na analise bacteriologica de urina.

Coloragio de gram Morfologia Meio de cultura Incubacao
c o cach CHROMOagar Orientation
OF0s MRS Manitol-Sal 18-24 horas

Gram positivo

Cocos em cadeia =~ CHROMOagar Orientation Ae;:obgse
Bacilos CHROMOagar Orientation
Gram negativo ‘ Cled 24-48 horas
Diplococos PVX (gelose de chocolate) >% de CO,
35°C
24-48 horas
Fungos leveduriformes Sabouraud Anaerobiose
35°C

7.3.1.5. Identificacao e Antibiograma

A identificagio da espécie presente na amostra é fundamental para o diagnostico, porque
permite distinguir patogenos de contaminantes e/ou microbiota normal, orienta o clinico para
a patologia presente e permite ainda decidir a terapéutica a aplicar, pois tendo a bactéria
identificada pode prosseguir-se para a realizagio do antibiograma e assim determinar a

susceptibilidade aos antibiéticos."

A identificagao pode ser realizada por métodos bioquimicos, seroldgicos ou por técnicas

moleculares.
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Os métodos bioquimicos sao os mais usuais e avaliam a capacidade metabdlica das bactérias
face a determinados substratos. Estes métodos podem ser realizados manualmente
recorrendo a meios seletivos e diferenciais e a provas metabdlicas especificas ou recorrendo

a sistemas comerciais, isto &, a galerias que contém uma série de provas."”

Os métodos serologicos baseiam-se em reagoes antigénio-anticorpo, ou seja, pesquisa-se a
presenga de um determinado antigénio presente na bactéria, através de um anticorpo

especifico. Usam técnicas de imunofluorescéncia, ELISA e técnicas de aglutinagdo."

As técnicas moleculares baseiam-se na pesquisa e analise de acidos nucleicos ou ribonucleicos.

Tém uma elevada especificidade, sensibilidade e rapidez face as técnicas bioquimicas. '°

No laboratoério como se utiliza um meio cromogéneo, que permite a diferenciagao de algumas
bactérias, nao se usam técnicas de identificacdo para todas as situagoes, ou seja, se estiver
presente numa amostra E. coli que tem uma cor especifica no meio cromogéneo, nao se realiza
a sua identificagao no painel, assumindo-se a identificagao presuntiva dada pelo meio. Quando
necessario a identificagao é feita por métodos bioquimicos no equipamento automatizado
Phoenix utilizando os painéis de substratos especificos. Por vezes utilizam-se técnicas manuais
como a catalase para distinguir estafilococos de estreptococos e assim escolher o painel a

utilizar para a identificagao.

Apos a identificagao bacteriana faz-se o antibiograma, que fornece o perfil de suscetibilidade
bacteriana aos agentes antimicrobianos. Este pode ser realizado de forma manual, como uma
selecao de antibioticos e recorrendo ao meio Muller-Hinton ou com painéis comerciais que

ja contem a selegao de antibidticos para cada tipo de bactéria.

No Avelab, o equipamento Phoenix também realiza o antibiograma assim, tendo uma

identificacao presuntiva, escolhe-se o painel adequado para a realizagao do antibiograma.
Existem 4 painéis diferentes de antibiotico (Anexo 2):

i. UNMIC/ID-409 para Enterobactérias;

ii. NMIC/ID-415 para Pseudomonas e bacilos gram negativos nao
enterobactérias;

iii. PMIC/ID-88 para Sthaphylococcos spp., Enterococcos e Streptococcos
agalactae;

iv. SMIC/ID-I1 para Streptococcos spp.
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Para microrganismos fastidiosos utiliza-se a técnica manual de difusao em disco, mas nunca a
realizei durante o estagio pelo facto de, enquanto permaneci neste setor, nunca ter ocorrido

uma situagao em que fosse necessario realizar esta técnica.

7.3.2. Analise fezes

O trato gastrointestinal tem uma microbiota muito vasta e diversificada. O intestino é o 6rgao
que tem a microbiota mais rica, ja que o meio extremamente acido do estomago nao permite

a sua colonizacio massiva.'>'*"

A microbiota intestinal auxilia na manutengao de um ambiente saudavel pois fornece vitaminas

e nutrientes essenciais, influencia a resposta imunologica e protege a superficie da mucosa.'®

O intestino delgado superior tem uma microbiota escassa, com alguns estreptococos,
lactobacilos e leveduras, ja o ileo distal contém enterobactérias e bacteroides. O intestino
grosso tem uma predominancia de bactérias anaerdbias. A microbiota vai se alterando com a

idade, a genética, o estado nutricional e a terapéutica a que o individuo esta sujei'co.I5

A maioria das infegoes entéricas tém origem na ingestao de bactérias, virus ou parasitas, sendo
a transmissao fecal-oral a via com mais relevancia. A contaminagao de aguas e alimentos que
posteriormente sao ingeridos constitui uma das principais vias de contagio com os patdgenos
entéricos. A idade, também, é um fator importante porque existem infe¢coes que afetam mais

uma facha etdria do que outra."

Os agentes mais comuns no mundo nas infegoes entéricas sao:

o,

¢ Bactérias — S. aureus, Bacillus cereus, Clostridium spp., Salmonella, Shigella, Vibrio,
Campylobacter, E. coli spp., Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes;'®
% Virus — Norovirus, Rotavirus e Adenovirus;"

< Parasitas — Cryptosporidium parvum, Giardia lambia, Entamoeba, Cyclospora.'®

As infegoes do aparelho gastrointestinal tém uma grande incidéncia na populagio mundial e
uma elevada taxa de morbilidade, principalmente em criangas e idosos. As doencas diarreicas

sao a segunda principal causa de morte no mundo."

Embora a grande parte das diarreias agudas sejam autolimitadas, as de origem infeciosa

necessitam de diagnostico e tratamento.

7.3.2.1. Exame bacteriolégico e micolégico

Para realizar o exame bacteriologico e micolégico de fezes sao necessarias 3 amostras. Apos

a recegao das amostras no laboratorio, o primeiro exame a ser realizado € o exame a fresco.
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O exame a fresco compreende duas etapas, o exame macroscopico em que se analisa a cor,
a consisténcia e a presenga de muco ou sangue e o exame microscopico em que uma pequena
porcao de amostra € suspensa numa gota se soro fisiologico e é observada diretamente ao
microscopico. Deve-se reportar a presenca de leucocitos, eritrocitos e determinados

microrganismos. Depois realiza-se uma coloracio de Gram e por fim o exame cultural. '*'"

Os meios de cultura a serem utilizados dependem muito do laboratorio, dos agentes infeciosos

endémicos e do tipo de populagao. No Avelab as fezes sao semeadas em 4 meios diferentes:

v Caldo selenite — meio de enriquecimento;

v Meio Salmonella-Shigella (SS) — meio seletivo e diferencial;
v" Meio Sabouraud — meio seletivo para fungos;
v

Meio Campylosel — meio para Campylobacter.

A pesquisa de S. aureus e de Y. enterocolitica s6 € realizada se houver pedido especifico do

clinico e no caso de Y. entercolitica é enviada para o laboratoério de referéncia.

Apos a incubagao dos meios durante 18-24 horas a 35°C, verifica-se se ocorreu crescimento
bacteriano e se as colonia sao sugestivas de Salmonella (coldnias incolores com produgao de
H,S), Shigella (coldnias incolores), E. coli O157-H7 (colonias rosa e vermelhas com precipitado
em meio SS; fazer identificagao seroldgica), Campylobacter (colonias pequenas e cinzentas;
oxidase e catalase, positivas; gram — bacilos gram negativos espiralado) e Candida spp.. Se existir

crescimento no caldo selenite repica-se uma aliquota para meio SS.

Apos a identificagao presuntiva, realiza-se o antibiograma. Se as colonias forem sugestivas de
Campylobacter o antibiograma é realizado de forma manual, por difusao em disco em meio
Muller-Hinton, se for uma das outras espécies € realizado um painel UNMIC/ID-409 do

equipamento Phoenix (Anexo 2)

7.3.2.2. Parasitologico

Para realizar o exame parasitologico recorre-se a um método de concentragao de parasitas
que aumenta a possibilidade de os detetar se estiverem presentes na amostra. Existem varias
técnicas para realizar a concentragao dos parasitas. A utilizada no laboratério Avelab é a
técnica de Ritchie que é uma técnica de concentragao por sedimentagao. No laboratério
utilizam-se tubos que contém formalina e Triton X que estabilizam os parasitas e os separam
dos restantes constituintes das fezes.e um sistema de filtragao com trés camadas que retém

as particulas consoante o seu tamanho.'*'*Apés centrifugagdo, o sedimento é analisado ao
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microscopico. No Avelab, raramente se observam estruturas parasitarias nas fezes e durante

todo o meu estagio nunca se detetou nenhuma nos exames parasitolégicos de fezes.

71.3.2.3. Pesquisa de Rota-Adenovirus nas fezes

O rotavirus é o principal agente etiolégico das gastroenterites infantis, mas o adenovirus
também causa gastroenterites com elevada taxa de mortalidade e morbilidade em criangas e
imunodeprimidos.’A pesquisa é realizada por lateral flow assay. Os anticorpos fixos ligam-se ao

virus caso esteja presente na amostra.

71.3.2.4. Pesquisa de H. pylori nas fezes

H. pylori é a principal bactéria responsavel pelas infe¢oes cronicas do estomago e pelo
carcinoma no estdmago. 'O diagnostico é realizado de varias formas, sendo que a pesquisa
de Ag nas fezes € um dos mais simples e menos invasivos, mantendo na mesma uma boa
precisio.’A pesquisa é realizada por lateral flow assay. O kit contém um tubo de diluigio com
uma espatula que deve ser inserida em trés locais diferentes da amostra. Coloca-se uma gota
da diluigao na cassete. Se houver presenca da bactéria na amostra a linha correspondente ao

teste fica colorida.

7.3.3. Exsudato vaginal

Infecoes do trato genital podem ser dividas em dois grupos, infegoes exdgenas e endogenas.
As exogenas tém, normalmente, origem na atividade sexual nao protegida, ou seja, as
denominadas doengas sexualmente transmissiveis (DST). As endogenas tém origem na
microbiota genital normal.'>'®

As infegoes podem afetar o trato genital superior e inferior, sendo que as do trato inferior
tém, por norma, origem no contato sexual ou direto. As do trato superior tendem a ser uma
extensdo das do trato inferior.'>"?

As infegoes tanto afetam homens como mulheres e podem ser provocadas por todo o tipo
de microrganismos, bactérias, parasitas, fungos e virus.

As espécies mais envolvidas em infegoes do trato genital sao HPV, Trichomonas vaginallis,
Gardnerella/Mobiluncus, C. albicans, Herpes simplex tipo 2, Neissseria gonorrhoeae, Chlamydia

trachomatis e Ureaplasm urealyticum. '
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7.3.3.1. Pesquisa de Streptococcus agalactiae em gravidas

Streptococcus agalactiae faz parte da microbiota intestinal e urogenital e é a espécie

clinicamente mais importante do grupo B de Lancefield.'

S. agalactiae é um diplococo gram positivo encapsulado, que

coloniza os tratos gastrointestinal e genital das mulheres
gravidas, aumentando o risco de infegoes invasivas nos recém-

nascidos com uma elevada morbilidade e mortalidade.

Nos anos 90 estabeleceu-se que a administragao de penicilina

4 ou ampicilina endovenosa no periparto a mulheres colonizadas

e

Figura 4- Colénias de S. com S. agalactiae diminui substancialmente o desenvolvimento

agalactiae em meio Granada. de doencas no recém-nascido. Assim, em 2004 a Sociedade
Portuguesa de Pediatria elaborou um protocolo de rastreio e prevencao da doenca perinatal
que se mantém até aos dias de hoje, e em que todas as gravidas entre as 35-37 semanas de

gestacio fazendo a pesquisa de S. agalactiae.'®'"’

Para realizar a pesquisa colhe-se o exsudato vaginorretal com zaragatoa e inocula-se em caldo
Todd-Hewitt. Se houver crescimento bacteriano, repicar para meio Granada. O resultado é
dado como positivo ou negativo através da observagao ou nao do desenvolvimento de colonias

cor de laranja no meio (Fig.4)

7.3.3.2. Anadlise bacteriologica, parasitologica e micolégica do
exsudato vaginal

A generalidade, cada mulher ira ter pelo menos uma infe¢ao do trato genital durante a sua

vida. As infegdes sdo caracterizadas por corrimento, prurido e odor."'®

As infegoes mais frequentes sao a vaginose bacteriana, a candidiase e a tricomoniase. Para se

distinguir o tipo de infecao tem de ser realizada uma analise laboratorial. '>'®

E feita uma colheita de uma zaragatoa do exsudato vaginal e apos recegao no laboratério

realiza-se o exame microscépico. '*"°

O exame microscépico é dividido em duas partes, o exame a fresco e o exame apos coloragao.

No exame a fresco pesquisa-se células epiteliais, leucocitos, eritrocitos e microrganismos. Na
coloragao de Gram distingue-se o tipo de microrganismos e as “clue cells” (Fig. 5) que sao

células epiteliais de descamagio com bastonetes e cocobacilos de gram variavel.'>'*'®
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Dependendo do tipo de microrganismos presentes prossegue-

se ou hao com o exame cultural.
No laboratério Avelab procede-se da seguinte forma:

) Nao se faz cultura se no Gram se observar:
e Bacilos de Dorderlein
e Bacilos pleomorficos

e Cocobacilos de gram varidvel sugestivos de

Gardnerella vaginallis

Figura 5 -  Observagio . ) )
microscépica de "clue cells" numa e Bacilos de gram negativo curtos e curvos sugestivos

coloragao de Gram.

de Mobilluncus spp.

e Faz-se cultura se estiverem presentes:

e Bacilos gram negativo

e Cocos de gram positivos em cadeia

e Cocos de gram positivo em cacho

e Fungos leveduriformes ou pseudohifas

e Diplococos de gram negativo intra e extracelulares

Consoante o tipo de microrganismo escolhe-se o meio de cultura. Em gelose Columbia com
5% de sangue de carneiro semeia-se os bacilos de gram negativo em aerobiose e os cocos de
gram positivo em atmosfera com 5% de CO,. Para os fungos leveduriformes e/ou pseudohifas
usa se o meio de Sabouraud e CandiSelect. Por fim, para os diplococos utiliza-se PVX em

atmosfera com 5% de CO,.

Apos a incubagao, verifica-se o desenvolvimento bacteriano e faz-se a identificagao da bactéria

e o teste de suscetibilidade aos antibioticos.

71.3.4. Infecoes do trato respiratorio

As infecoes do trato respiratorio superior sao denominadas de acordo com os locais

anatémicos envolvidos na infecio. A maioria das infe¢des é autolimitada e de origem viral.'*'"?

7.3.4.1. Analise bacteriologica do exsudato da orofaringe

As faringites e as amigdalites sao as infe¢oes mais comuns do trato respiratorio superior. A
maioria sao autolimitadas e de origem viral, mas também podem ser de origem bacteriana

principalmente Streptococcus do grupo A.'"
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Assim, para se realizar a andlise deve-se colher uma zaragatoa orofaringea, inocular a zaragatoa
em meio Columbia com 5% sangue de carneiro e incubar a placa em atmosfera com 5-10% de
CO,. Ao fim de 18-24 horas verifica-se se houve crescimento bacteriano sugestivo de
Streptococcus do grupo A, ou seja, verificar se existe B-hemdlise. Faz-se a identificagao
presuntiva recorrendo-se a prova da catdlase, neste caso € positiva, e ao teste da bacitracina,
em que se repica duas ou trés coldnias para o mesmo meio mas agora com um disco de
bacitracina e se no fim da incubagao nao houver crescimento € sinal que a bactéria é sensivel,

logo ¢é indicativo Streptococcus do grupo A.

Depois desta identificagao presuntiva, realiza-se a identificacao e o TSA no equipamento

automatico.

Deve-se ainda valorizar o crescimento de colonias sugestivas de Candida spp. quando existe
suspeita de candidiase oral e de S. aureus, S. pneumoniea e Haemophilus influenza em PVX

quando ha suspeita de epiglotite.

7.3.4.2. Pesquisa de Staphylococcus aureus Meticilina-resistente

(MRSA) no exsudato nasal

As penicilinas e os seus derivados sao os antibioticos mais comuns para o tratamento de

infecoes estafilococicas, mas as resisténcias sio muito comuns.'®

A resisténcia a meticilina e consequentemente a todos os [B-lactamicos € um problema
preocupante pois torna muito complicado o tratamento de doengas provocadas especialmente

por S. aureus.'®

S. aureus coloniza a predominantemente as narinas, mas € uma das espécies mais associadas a
infecdes nos humanos, logo é importante perceber se ha resisténcia intrinseca. '°Para tal, faz-
se a pesquisa recorrendo a uma zaragatoa nasal que é inoculada CHROMID MRSA, meio

cromogéneo, diferencial e seletivo.

Depois da incubagao verifica-se se ha crescimento bacteriano e se a as colonias adquiriam uma
cor de malva, se isso acontecer da-se o resultado como positivo, caso contrario se crescerem

coldnias brancas o resultado é dado com negativo.

7.3.4.3. Analise de expetoracao
A expetoragao é um dos produtos rececionados com frequéncia no laboratério Avelab. Com
este produto apenas realizei a coloragao de Zielh-Neelsen pelo método de Kinyoun para a
pesquisa de Mycobacterium tuberculosis, conhecido por bacilo de Koch (BK). Esta coloragao é

realizada para microrganismos acido-alcool resistentes e a coloragao pelo método de Kinyoun
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consiste numa coloragao a frio, contrariamente ao método classico que necessita de
aquecimento. Primeiro usa-se o reagente de Kinyoun, que é uma solugiao de carbolfucsina, e
de seguida uma solugio de acido-dlcool e por fim o azul de metileno."”” Os microrganismos
acido-alcool resistentes coram de vermelho enquanto que os restantes elementos celulares

ficam corados de azul.

7.3.4.4. Pesquisa de Ag Streptococos do grupo A de Lancefield
O S. pyogenes é a bactéria mais relevante clinicamente do grupo A de Lancefield. Coloniza a

orofaringe e/ou a pele, mas também causa uma grande variedade de infegdes. '

Uma das infegcoes causadas € a faringite e os testes rapidos de detegao de antigénios sao a
forma mais rapida de detetar se a infecio é provocada por S.pyogenes ou nio.'*Para realizar a
pesquisa usa-se o lateral flow assay e procura-se o antigénio a custa dos anticorpos presentes

na cassete. Se for positivo aparece uma linha colorida na linha teste.

7.3.5. Confirmacao fenotipica de ESBL

A confirmagao fenotipica das PB-lactamases de espetro alargado (ESBL) é realizada quando o
equipamento Phoenix indica a sua presenga. As enterobactérias produtoras de B-lactamases
hidrolisam penicilinas e cefalosporinas, mesmo as de espetro alargado. Assim, para confirmar

o resultado dado pelo equipamento realiza-se um método manual.'®

Prepara-se um indculo de 0,5 McFarland e inocula-se em meio Muller-Hinton. De seguida
dispensam-se discos de ceftazidime, cefotaxime, cefepime e amoxicilina com acido clavulanico

no centro, pois o acido clavulinico é um inibidor de ESBLs.'®

Incuba-se a placa e apos 18-24 horas verifica-se se ha crescimento bacteriano. Se existir um
halo a volta do disco de antibidtico € sinal que a bactéria é sensivel, ou seja, nao ha crescimento
logo nao ha producao de ESBL. Se nao existir o halo de inibicido é porque a bactéria é

produtora de ESBL e é resistente ao antibidtico.

7.3.6. Pesquisa de enterobacterias produtoras de carbapenemases

Os carbapenémicos sao a classe de antibioticos que sao utilizados em infegoes causadas por
bactérias produtoras de AmpC P-lactamases. No entanto muitas bactérias desenvolveram
mecanismos de resisténcia a esta classe de antibioticos através da producao das
carbapenemases.'® Para fazer a pesquisa é necessaria uma zaragatoa anal que é inoculada em
CHROMagar mSuperCARBA. Como é um meio cromogéneo, dependendo da cor que a

coldnia adquirir pode-se dar o resultado como positivo ou negativo (Tabela 4).
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Tabela 4- Microrganismos produtores de carbapenemases

Microrganismos Aspeto da col6nia Resultado
E. coli Rosa e vermelho
Coliformes Azul metalico

Positivo

Pseudomonaceae Translucidas/ creme a verde
Acinetobacter spp. Creme
Coliformes/E. coli ndo produtores Incolores
Outros bacilos de gram negativo ndo Nio hi crescimento Negativo
produtores
Gram positivo Nao ha crescimento

7.3.7. Serologia infeciosa
7.3.7.1. TPHA e VDRL

Treponema pallidum é o agente etiologico da sifilis, doenga sexualmente transmissivel com uma
distribuicao mundial. E usualmente adquirida por contato direto com lesdes hiimidas, cutaneas

ou mucosas de individuos infetados.®"

Existem varios métodos de diagnostico para esta doenga, mas os métodos seroldgicos sao os
mais usados. Estes sao divididos em dois grupos, os testes treponémicos que sao testes

especificos e os nao-treponémicos que sao inespecificos.

Os testes nao-treponémicos evidenciam  anticorpos
anticardiolipina das classes das imunoglobulinas IgM e IgG
produzidos na sequéncia da infe¢ao. Um exemplo destes testes
é o Veneral Disease Research Laboratory (VDRL), que é um teste
quantitativo, de aglutinagao e é realizado no soro. Se existirem
anticorpos ha aglutinagdo dos antigénios e isto € visivel ao

microscopico, ou seja, a amostra de soro ¢ inoculada com

antigénios e se existir aglutinagao da-se como positivo o teste

(Fig. 6)."¢

Figura 6 - Teste VDRL

positivo
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Os testes treponémicos pesquisam anticorpos
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Treponema pallidum Hemagglutination Assay (TPHA) é

que é um teste de hemaglutinagao indireta que usa
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1 ' expostos ao soro do paciente positivo (Fig. 7) '

Figura 7 - THPA positivo e

negativo

71.3.7.2. IgM e IgG anti- H. pylori

Como ja foi referido, H. pylori é a principal bactéria envolvida em infe¢oes do estomago e pode
ser detetada de variadissimas formas e uma delas é a pesquisa de anticorpos no soro. O teste
mais comum € o imunoenzimatico ELISA, mas o teste rapido também é muito utilizado devido

a sua praticabilidade e rapidez.

A pesquisa das imunoglobulinas, I1gM e IgG é realizada por lateral flow assay, sendo que no
laboratério Avelab apenas se realiza a pesquisa de IgG e a pesquisa de IgM é enviada para um
laboratério externo. Quando existe um pedido de pesquisa das duas imunoglobulinas, o
laboratério tem protocolado que se a pesquisa de IgG for positiva o resultado é dado como
positivo para ambas as imunoglobulinas e se for negativo ou se sé existir for pedido IgM, a

amostra é enviada para um laboratério externo'®.

7.3.7.3. COVID-19

A COVID-19 ¢é a doenca provocada pela SARS-CoV-2, virus que pertence a familia
Coronaviridae.

Os coronavirus provocam infegoes ligeiras no trato respiratorio inferior, sendo o segundo
agente mais comum das constipa¢goes. Em novembro 2002 emerge o SARS-CoV-I, virus da
familia dos coronavirus, que provoca a sindrome respiratoria aguda severa e veio demonstrar
o potencial destes virus. Surgiu um surto no sul da China, que se espalha pelo mundo atingindo
28 paises, ocorrendo 8098 casos e 774 mortos. Em junho de 2003 deu-se o virus com
controlado.

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China ¢ identificado o SARS-CoV-2, que nunca
tinha sido detetado em humanos. Rapidamente se espalha por todo o mundo e a OMS declara

o estado de pandemia a | | de marco de 2020. Milhoes de pessoas tém sido infetadas e milhares
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de mortes batem recordes todos os dias, nao estando ainda a infegao controlada, muito pelo

contrario, ja que o mundo se encontra a atravessar uma segunda vaga da pandemia.

O SARS-CoV-2 é um virus que afeta principalmente o trato respiratoério inferior. O controlo
da infegdo € complicado ja que o virus pode nao causar sintomas e as pessoas nao se
aperceberem que estao infetadas. Por outro lado, pode manifestar-se de forma tao grave,
como é o caso de pneumonia, que leva a que os doentes tenham de ser internados nos
cuidados intensivos, sendo a morte a consequéncia mais grave, principalmente em pessoas

pertencentes a grupos de risco.®’

7.3.7.3.1. Testes COVID-19 no laboratério Avelab

O Avelab é um dos laboratérios de referéncia da DGS. Numa primeira fase eram feitas apenas
as colheitas e os testes serologicos, ou seja, as zaragatoas eram enviadas para laboratorios
exteriores.

Os testes serologicos foram realizados por lateral flow assay, método baseado na interagao
especifica Ag-Ac (Fig. 8). A amostra de soro é colocada na membrana, reage com o Ag do
SARS-CoV-2 conjugado com particulas coloridas, migra ao longo da membrana por
capilaridade e reage com as IgM e IgG anti-humanos fixas e aparece uma linha colorida
indicativo de que existem as imunoglobulinas anti- SARS-CoV-2 na amostra. E importante que

a linha de controlo esteja sempre presente para validar o método (Fig. 8).
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Flow : : !
DA I
Y ¢ [
Y 5 X
[ Sample Pad ] A | Mitrocelluloes Membrane [ Absorption Pad
[ T Adhesive Card
Conjugation Pad
Y CovlD-19 TaM ’ Gold CoviD-19 Gold Rabbit 126G ‘%lf Anti-Human IgM Antibody ‘urf Anti-Rabhit 1gG Antibody
htigen Conjugate Conjugate
Y Conl[-19 1gG ) ) ‘*14? ti-Human lgG Antibody
(B)
C
G
M
Negative lgM IgG lgM/lgG
Positive Pasitive Paositive

Figura 8 - Esquema ilustrativo do teste seroldgico da SARS-CoV-2-IgM-IgG?
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No meu estagio tive o privilégio de observar a realizacao destes testes, mas nao de os realizar
pois como havia perigo de contagio apenas eram realizados por técnicos do laboratoério. De

salientar que os resultados considerados fracos positivos para a IgG sao confirmados no il 000.

Aquando do término do estagio estava a comecar a ser implementada a biologia molecular
com a realizagao dos testes de diagnostico por RT-PCR evitando assim o envio das amostras

para laboratorios exteriores.

7.3.8. Espermograma

Quando ha dificuldade em um casal engravidar podem existir problemas de fertilidade de
ambas as partes e a anadlise do esperma é uma forma de testar a fertilidade do homem.
Aproximadamente 40% dos casos de infertilidade é devido a disturbios no sistema reprodutor

masculino e o espermograma pode descartar esses distarbios. '

Se o espermograma revelar algum tipo de disturbio devem ser realizados testes de diagnostico

adicionais para revelar a causa."”

Para realizar o espermograma a colheita deve ser realizada no maximo 30 minutos antes. Sao

analisados vérios pardmetros macroscopicos e microscépicos:'’

e Aspeto — o normal é ser branco-acinzentado, translicido e com cheiro
caracteristico de mofo.

e Liquefagao — a liquefagao da amostra deve estar concluida no maximo em 60
minutos se no fim desse tempo ainda existirem corpos gelatinosos da-se a
liquefagao como incompleta e se nao existirem é completa.

e Volume — o volume normal é de 2 a 5 mL. Deve ser medido com uma pipeta
graduada. A diminuicao do volume esta associada a infertilidade.

e Viscosidade — a viscosidade refere-se a consisténcia do fluido. Com uma pipeta
deixa-se cair, por gravidade, goticulas, se estas tiverem mais de 2 cm a amostra
é dada como altamente viscosa.

e pH—o esperma tem um valor normal de 7,2 a 8,0. Aumento de pH ¢ indicativo
de infegao do trato reprodutivo.

e Concentracio e contagem de espermatozoides — o nUmero de
espermatozoides é uma medida valida para avaliar a fertilidade. Os valores de
referéncia sao de 20-250 milhoes de espermatozoides por mililitro. A contagem

é calculada pela multiplicagao da concentragao pelo volume da amostra.
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e Motilidade — o movimento progressivo € um aspeto critico para a fertilidade
dado que os espermatozoides tém de ter capacidade para conseguir mover-se
pela Trompa de Fal6pio até encontrarem o évulo.

e Morfologia — a presenca de espermatozoides morfologicamente incapazes de
fertilizar é uma causa de infertilidade. E avaliado a cabeca, pescogo, pega

intermédia e cauda.

Os parametros microscopicos sao analisados entre lamina e lamela: a aglutinagao que é adesao
dos espermatozoides moveis (cabega-cabega, cauda-cauda ou de forma mista); a aderéncia dos
espermatozoides imoveis uns aos outros ou dos moveis a filamentos de muco, células nao

espermaticas ou a detritos; morfologia; e a mobilidade."

A contagem dos espermatozoides € realizada em camara de Neubauer com o esperma diluido
numa proporcio de 1:20. Esta diluicio é essencial para a imobilizacio do esperma "°. Os
espermatozoides sao contados nos quatro cantos e no quadrados centrais do quadrado grande
central. Coloca-se a amostra na camara e deixa-se repousar 3 a 5 minutos antes de comecar
a contagem. A contagem deve ser dupla e a média é usada nos calculos. S6 se devem contar

os espermatozoides totalmente desenvolvidos."

Os leucocitos e os espermatozoides imaturos podem ser importantes se a sua contagem for
superior a | milhao por mililitro. Se tivermos mais de | milhao de leucocitos é sinal de
inflamagao e infecao dos orgaos reprodutores que pode levar a infertilidade e se tivermos mais
de | milhao de espermatozoides imaturos por mililitro pode indicar a interrupgao da
espermatogénese devido a infe¢oes virais, exposicao a produtos quimicos toxicos e disturbios

genéticos."”
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8. Hematologia

A hematologia é o ramo da ciéncia que estuda o sangue, as suas doengas e os seus disturbios.

O sangue é composto por uma matriz liquida, o plasma, e elementos celulares. O plasma
constitui 55% do volume total e os elementos celulares 45%. O volume total de sangue é de

4 a 5 litros nas mulheres e 5 a 6 litros nos homens.?%?!

O plasma ¢ a parte liquida do sangue constituido por 91% de dgua e 9% de outras substancias
como proteinas, ides, nutrientes, gases, produtos de excrecao e substancias reguladoras. Nos

elementos celulares encontramos eritrocitos, leucocitos e plaquetas.”

O sangue tem como fungdes principais o transporte de moléculas, a regulagao do pH e

osmose, a manutengio da temperatura corporal e protege contra substincias estranhas.'

A produgao das células sanguineas, a hematopoiese, nao decorre sempre no mesmo local, vai

alterando ao longo do tempo. A medula 6ssea é o local mais importante. *°

A hematopoiese pode ser dividida eritropoiese, mielopoiese, linfopoiese, formacao de
monocitos e macrofagos e megacariopoiese, isto €, formagao de eritrocitos, de leucocitos e

de plaquetas e todas elas derivam de células pluripotentes da medula 6ssea.”

A formagao de eritrécitos inclui sete etapas, passando por proeritroblasto, trés fases de
eritroblasto, reticulocitos e por fim eritrocitos. A formagao dos leucocitos é dividida em varias

linhagens embora derivem todas da mesma célula mie. *°

Os disturbios e as doengas sanguineas podem afetar qualquer uma das células progenitoras ou
células finais, sendo o hemograma a analise mais comum para se avaliar essas situagoes. No
hemograma podem ser detetadas varias patologias hematoldgicas, sendo a mais frequente é a

anemia.?

8.1.Hemograma
O hemograma € a analise ao sangue que fornece informagoes acerca dos seus constituintes
através da contagem total dos eritrocitos, quantificagao da hemoglobina, determinagao do

hematécrito e contagem e diferenciacio dos leucéocitos.

Embora as informagoes dadas pelo hemograma nao sejam completamente especificas € uma
ferramenta importante para avaliar algumas situagoes, como diagnosticar doengas

hematolégicas e a sua evolugio, detetar quadros infeciosos e monitorizar terapéuticas.”

No laboratorio Avelab o hemograma é realizado nos equipamentos automaticos Sysmex-

XE2100 e Sysmex-XT2000i avaliando-se:
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e Contagem de células — os eritrocitos, os leucécitos e as plaquetas sao contados

por impedancia ou por dispersao da luz.

e HGB (hemoglobina) — o eritrocito € constituido por uma membrana e pela
hemoglobina. A principal fungao da hemoglobina é realizar a troca de gases, isto &,
transportar o oxigénio até aos tecidos e fazer o retorno do dioxido de carbono. A
hemoglobina. A é a predominante nos adultos. A sua detecao é realizada por
espetrofotometria a 540 nm, sendo o método da cianometahemoglobina o mais
utilizado.

e HTC (hematoécrito) — volume de massa eritroide de uma amostra de sangue,

correlacionando-se com a viscosidade sanguinea.

e MCYV (volume corpuscular médio) — determina-se o volume médio de cada

eritrocito.

e MHC (hemoglobina corpuscular média) — conteido médio de hemoglobina

existente em cada eritrocito.

¢ MCHC (concentracao média de hemoglobina globular) — indice calculado

a partir do valor da hemoglobina e do hematoécrito que significa quanto de
hemoglobina média percentualmente esta contida em cada eritrocito.

e RDW (distribuicio do volume eritrocitario) — expressio numérica da

anisocitose.

8.1.1. Sysmex-XE2100 e Sysmex-XT2000i

O Sysmex-XE 2100 e o XT-2000i sao dois autoanalisadores hematologicos que combinam a
impedancia e métodos éticos para gerar o hemograma completo, uma contagem diferencial

de leucécitos e contagem de reticulécitos.?

Os equipamentos estao equipados com um laser semicondutor de 633 nm e trés detetores
oticos, um de dispersao direta da luz que vai indicar o tamanho das células, um de dispersao

lateral da luz que indica a estrutura celular interna e um de fluorescéncia.”*

A diferenciacao dos leucocitos € realizada com um corante, que cora o DNA, RNA e as
estruturas citoplasmaticas. Num primeiro canal a contagem diferencial é realizada por
fluorescéncia e por dispersao lateral. Num segundo canal a amostra de sangue é diluida, os
eritrocitos sofrem lise e os leucocitos retraem-se, a excegao dos basofilos, conseguindo-se,

assim, diferenciar os leucocitos em neutrofilos, linfécitos, eosindfilos, baséfilos e monécitos. >

A impedancia é utilizada para a contagem de eritrocitos e plaquetas. A concentragao de

hemoglobina é medida fotometricamente. Ocorre uma reagao com o laurilsulfato de sédio
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(SLS) que hemolisa os eritrocitos, existe alteragao da globina e oxidagao do grupo heme da
hemoglobina. O grupo hidrofilico do SLS liga-se ao grupo heme e forma-se um complexo

corado que é analisado fotometricamente. **

Os reticulocitos sao contados usando um corante que cora o RNA e ha contagem por

dispersao frontal e fluorescéncia.”*

8.2. Velocidade de sedimentaciao

A velocidade de sedimentagiao é um dos parametros analisados no laboratério de hematologia
que permite indicar e monitorizar o aumento da atividade inflamatoéria causada por varias
situagoes, doengas autoimunes, infegoes ou carcinomas. Nao é especifico para nenhuma
doenga, mas conjugado com outros testes pode ajudar na detegao e controlo da atividade

inflamatéria. »

O método de referéncia é o de Westergren. E utilizado um tubo de vidro ou plastico, vertical
e alongado e mede-se a distancia, em milimetros, dos eritrocitos que ficam no fundo do tubo

por acao da gravidade.”

Neste momento, utilizam-se equipamentos automaticos para realizar esta analise, mas baseia-

se no mesmo método.

8.2.1. STARRSED Compact

O STARRSED Compact é um equipamento automatico que analisa a taxa de sedimentagao

dos eritrécitos de acordo com o método Westergren, usando tubos de sangue com EDTA %

A leitura das pipetas de sedimentagao é realizada com um sensor otico que se movimenta ao

longo da pipeta.”

Um equipamento automatico tem diversas vantagens uma vez que mantem sempre as pipetas
cheias até ao nivel correto, utiliza tubos fechados diminuindo muito a possibilidade de
contaminagao da amostra, reduz os erros de identificagao devido ao leitor de codigo de barras

e as pipetas sdo lavadas e secas automaticamente.?

8.3. Hemoglobina glicada Alc (HAIc)

A hemoglobina glicada Al c é determinada em pacientes com diabetes mellitus e permite avaliar
o indice glicémico. Pode ser considerada como meio de diagnostico da diabetes quando o seu
valor é superior a 6,5%, embora se deva privilegiar sempre o valor tradicional de glicose no

soro e/ou os valores da prova de tolerancia a glicose oral.”
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A HAlc é resultado de uma reagao de glicagao, ou seja, uma reagao nao enzimatica, lenta e
irreversivel entre a glicose que circula na corrente sanguinea e os grupos amina livres

existentes na hemoglobina.”

A sua determinagao é realizada num equipamento automatico ADAMS Alc HA-8180V e

ADAMS Alc HA-8180T.

8.3.1. ADAMS Alc HA-8180V e ADAMS Alc HA-8180T

Os equipamentos ADAMS Alc HA-8180V e ADAMS Alc HA-8180T sao autoanalisadores de

28,29

HPLC que quantificam HbF, HbA2 e HbAIc e sinalizam picos anormais.

O principio de medigao é baseado na cromatografia de troca catidnica de fase reversa usando
um sistema de eluicao. O sistema utiliza tubos de sangue total e 4 microlitros sao
automaticamente hemolisadas e injetadas na coluna. A hemoglobina elui em tampoes de fosfato
inorganico de baixa e alta qualidade. Apds a eluicio as amostras passam por um detetor

espetrofotométrico que faz a leitura a 420 e 500 nm.**?

8.4. Estudo morfolégico do sangue periférico

O estudo morfolégico do sangue periférico é realizado quando ocorrem alertas do
equipamento ou ao analisar os resultados se constata que ha uma diminuigao do numero de
plaquetas, MHC e MCV aumentados ou diminuidos, hemoglobina baixa ou quando o
equipamento deteta blastos que tém de ser confirmados. E analisado a morfologia das células,

a presenca de percursores e a quantidade de células.

Para realizar este estudo, no laboratério Avelab utiliza-se a coloragao de May-Griinwald-

Giemsa.

8.4.1. Coloracao de May-Griinwald-Giemsa

A coloragao May-Griinwald-Giemsa é o método de referéncia para as coloragoes
hematolégicas.’® E uma coloragio policromatica em que os elementos acidofilos coram de cor
de rosa, como os eritrocitos, e os elementos basofilos coram ligeiramente de azul, como o

citoplasma dos leucécitos que fica quase transparente com os granulos bem delimitados.®
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A Figura 9 representa uma coloracao de May-
Grinwald-Giemsa de um esfregago sanguineo em
que se se observam eritrocitos, plaquetas, um

neutroéfilo e um monocito.

Figura 9 - Figura 9 — Coloracao de May-
Grinwald-Giemsa de um  esfregaco
sanguineo

8.5. Casos Clinicos

Durante o estagio, tive contato com alguns casos clinicos que sugeriam patologias

hematologicas importantes.

8.5.1. Anemia

Segundo a OMS a anemia é definida como a diminuicao do nimero de eritrocitos ou da
concentragao de hemoglobina normal. A hemoglobina é necessaria ao transporte de oxigénio,
se esta estiver diminuida os tecidos deixam de ser oxigenados devidamente o que vai provocar
sintomas como fadiga, tonturas e falta de ar.>' A anemia é um grave problema de salde publica

global e afeta principalmente criangas e mulheres gravidas.

As anemias sao classificadas segundo os parametros hematologicos em anemias microciticas,
macrociticas e normociticas, consoante os valores de MCV estao diminuidos, aumentados ou

normais respetivamente.

Dentro das anemias microciticas estao as anemias por deficiéncia de ferro, as talassémias,
algumas anemias das doengas cronicas, intoxicagao por chumbo e algumas anemias

sideroblasticas.

As anemias macrociticas podem ser classificadas em megaloblasticas quando existe deficiéncia
de Vit. B, e folatos e nao megaloblasticas quando tém origem no abuso de dlcool, em

hepatopatias, mielodisplasias e anemias aplastica.

Nas anemias normociticas encontramos a anemia hemolitica, casos de anemia de doencas
cronicas, anemia pos-hemorragica aguda, nefropatias, deficiéncias mistas e insuficiéncias da

medula ossea.
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As anemias tem variadas causas, todavia, as mais comuns sao as deficiéncias nutricionais,

essencialmente a deficiéncia de ferro, mas também as de folato e vitamina B12 e vitamina A.*'
Caso Clinico:

O caso clinico com que tive contato era de uma senhora de 50 anos com um hemograma

(Tabela 5) e um esfregago sanguineo (Fig. 10) sugestivo de anemia por deficiéncia de ferro.

O hemograma mostrou uma concentragao de hemoglobina muito diminuida em relagao aos
valores de referéncia (Anexo 3), MCV e MCH diminuidos. Todos os outros parametros

encontram-se dentro dos valores de referéncia.

Tabela 5 - Hemograma

Parametro Resultado
WBC 8,86 x 103 pL
RBC 2,49 x 10° pL
HGB 4,4 g/dL
HCT 17,0 %

MCV 68,3 fL

MCH 17,7 pg
MCHC 25,9 g/dL
PLT 490 x 103 pl
RDW 19,6%

NEUT 59,6%
LYMPH 32,2%
MONO 5,4%

EO 1,8%

BASO 1,0%

IG 0,1%

Atendendo ao perfil hematoldgico realizou-se um esfregago sanguineo para confirmar a

suspeita de uma anemia microcitica e hipocréomica prenunciada.
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Figura 10 - Esfregaco
sanguineo corado por May-
Grinwald-Giemsa:
observacao de neutroéfilos em
bastao e eritrécitos
hipocromicos

O esfregago sanguineo apresentou eritrocitos em charuto e em
alvo, com hipocromia acentuada, plaquetas gigantes, um

neutréfilo em bastao e anisopoiquilocitose moderada.

Apenas com estes dados laboratoriais nao se pode concluir
sobre a origem da anemia, mas suspeita-se de uma anemia por
deficiéncia de ferro por ser a causa mais comum. Para ser
devidamente caracterizada teria de se recorrer a determinagao
de outros parametros como o ferro e a ferritina sérica, que

neste caso particular nao foi avaliado no laboratério.

8.5.2. Leucemia mieloide crénica

A leucemia mieloide cronica € uma doenga clonal de uma célula tronco pluripotente. Em cerca

de 50% dos casos o diagnostico ocorre acidentalmente quando se realiza um hemograma de

rotina.

Apresenta sintomas comuns aos da anemia, como palidez, dispneia e taquicardia, mas também

inclui perda de peso, suores noturnos, esplenomegalia e insuficiéncia renal.

Laboratorialmente é caracterizada por uma leucocitose acentuada, anemia normocitica e

normocromica e um espetro completo de células mieloides no esfregaco sanguineo.”

Caso Clinico:

Uma senhora de 75 anos apresentou uma leucocitose acentuada, uma indicagao pelo

equipamento de blastos e uma LDH elevada (Tabela 6). Com estes resultados realizou-se a

observagao do esfregago sanguineo pois o nimero de leucocitos estava muito aumento e as

fragoes das células também estavam alteradas, tendo um elevado nimero de basofilos.

48



Tabela 6 - Hemograma

Parametro
WBC
RBC
HGB
HCT
MCV
MCH
MCHC
PLT
RDW
NEUT
LYMPH
MONO
EO
BASO

LDH

Resultado

180,52 x 10° L
3,91 X 106 pL

11,3 g/dL
36,6%
93,6 fL
28,8 pg
30,9 g/dL
276 x 103 pl
18,7%
83,7%
6,6%

5,1%

0,9%
3,7%

814

No esfregaco observou-se células imaturas, mielocitos, metamielécitos e promielocitos (Fig.

1),

&}.'5

oo

:’;, 3

AN

Figura 11 - Esfregaco sanguineo corado
por May-Griinwald-Giemsa. Observam-
se linfocitos, basofilos, eosindfilos e
promielécitos.

wt+  diagnostico.

Este utente ja tem histérico no laboratorio e segundo a
evolugao dos dados pode-se suspeitar de uma leucemia
mieloide cronica, nao o podendo afirmar com toda a

® seguranga pois faltam dados de outros meios de
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8.6. Hemostase e coagulacao

A resposta ao dano vascular depende intimamente da interagao entre a parede vascular, as
plaquetas e os fatores de coagulacio. E essencial para a sobrevivéncia que este mecanismo seja
rapido e eficiente a estancar a hemorragia em locais de lesao vascular, mas também tem de
ser extremamente controlado para evitar que se formem codgulos extensos e para que estes
sejam desfeitos. Assim, tem de existir um equilibrio entre pro-coagulantes, anticoagulantes e

o processo de fibrindlise.”

As plaquetas tém como principal fungao a formagao de um tampiao mecanico aquando de
lesdes vasculares. Quando ha uma auséncia de plaquetas ocorre hemorragia de pequenos
vasos. As fungoes das plaquetas podem dividir-se em quatro reagoes: adesao, agregagao,

libertagio e amplificagio.”

O processo da coagulagao envolve uma cascata de reagdes. A lesiao vascular da inicio ao
processo da coagulacao e algumas substancias como o fator tecidular e o fator VII, ativam, por
proteolise, uma cascata de proteinas percursoras, os fatores enzimaticos da coagulagao. Estes
fatores por sua vez convertem o fibrinogénio em fibrina. Esta infiltra os agregados plaquetares

e converte os coagulos primarios instaveis em coagulos hemostaticos firmes, definitivos e

estaveis.”
In vivo A cascata da coagulagio (Fig. |) pode ser
Veessel injury  (+ exposad collagen + platelet phospholipid)
caEE S dividida em duas vias, a extrinseca que
. X Xl inclui a iniciagado da cascata e a intrinseca
* l T o ~ 20
que envolve o processo de amplificagao.
VIl =3 Vila TF =3 Xla
R A coagulagao inicia-se pela interagao do
/ v\‘-\-\ ynwwe fator tecidular, ligado a membrana e
Xa V| €—— |V exposto apos a lesao. E ativado pelo fator
phosph:}l pid
l Vlla que é o Unico iniciador da formagao
{prothrombin) | I ———— (T  {thrombin, lla)
phospholipid de trombina e fibrina. O complexo
I RET IEE tecidular-Vlla ativa o fator IX e X. O fator
Xl — . Xilla l v
Xa, sem o seu cofator, apenas transforma

STAELE

FIEAIN pequenas quantidades de protrombina em

Figura 12 - Cascata da coagulacao.?0 . . .
g § trombina, necessitando de amplificagao. 20

Na via extrinseca, os fatores VIl e V s3o ativados por pequenas quantidades de trombina
formadas na fase de iniciagao. O fator VIII também é ativado pelo fator VWF. O fator IXa e o
Vllla na superficie dos fosfolipidos e na presenga de calcio, ativa o fator Xa que conjugado
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com o fator Va, PL e o célcio formam um complexo que origina a formac¢ao de trombina em
grande quantidade que vai atuar no fibrinogénio e formar o coigulo de fibrina.°Esta via
extrinseca é inativada pelo fator inibidor do fator tecidual que vai formar um complexo

quaternario com o fator Vlla, TF e Xa.

A analise laboratorial da hemostase inclui a contagem de plaquetas, realizada no hemograma,

e os testes e estudos da coagulagao.

Os estudos da coagulagao sao realizados num equipamento automatico e analisa-se o tempo
de protrombina (PT), o tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT), o tempo de trombina

(TT) e o doseamento do fibrinogénio:*

% PT —avalia os fatores VI, X, V, Il e o fibrinogénio. Mede-se o tempo de coagulagao
do plasma citratado na presenca de um fator tecidual sintético com lipidos e cilcio.
O valor normal é de 10 a 14 segundos.
Quando existem alteragoes do PT é porque existe deficiéncia ou inibicao de um
ou mais dos fatores que avalia.
E usual ser expresso como INR que é um récio de normalizacio internacional que
permite comparar resultados interlaboratoriais, quando se pretende monitorizar
a terapéutica com anticoagulantes.”
APTT - avalia os fatores VI, IX, Xl e Xll e ainda o X, V, protrombina e o
fibrinogénio. Sao adicionados ao plasma um ativador de superficie (ex. caulino),
fosfolipidos e calcio. O tempo normal é de 30 a 40 segundos. Se houver
prolongamento desse tempo € porque existe uma inibigdo de um ou mais fatores
ou uma deficiéncia. A deficiéncia no fator IX é designada como a doenga de
Christmas e a do fator VIIl como hemofilia.*

< TT - é sensivel a deficiéncia de fibrinogénio ou 4 inibicio de fibrina. E adicionada
trombina bovina diluida ao plasma. A coagulagao deve demorar, por norma, 14 a

|6 segundos.”

8.6.1. Equipamento STA Compact Max Systems

O equipamento automatico STA Compact Max Systems realiza as varias analises e funciona
com um sistema de cuvetes que contém uma esfera metélica que é induzida a oscilar para
medir o tempo de coagulagao. A detegao da amplitude de oscilagao da esfera metalica permite
medir a coagulagdo da amostra pelo método cronométrico. Este sistema é insensivel a

interferéncias, como a hemolise, amostras ictéricas e lipémicas.™
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8.6.2. Doencas da coagulacdao — doentes hipocoagulados

Existem muitas alteragoes da hemostase, como a trombocitopenia que é a diminuicao do
numero de plaquetas quer seja pela insuficiente producao, disturbios hemorragicos vasculares,

fungio plaquetaria deficiente ou defeitos da coagulagio.”

No laboratério tive em permanente contato, enquanto permaneci ho setor da coagulagao,
com amostras de doentes com patologias associadas a defeitos da coagulagio e com a

terapéutica anticoagulante

Os trombos sao massas solidas formadas por constituintes do sangue e tém importancia clinica
porque provocam isquémia por obstrugao vascular ou embolia. A trombose venosa ou arterial
tem uma incidéncia maior com o aumento da idade e esta associada a fatores de risco como
cirurgias ou gravidez. Doengas hereditarias ou adquiridas predispoem a trombose e sao

designados de trombofilia.”

A trombose arterial esta intimamente ligada ao processo de aterosclerose enquanto que a
venosa, segundo a triade de Virchow, pode estar relacionada com a lentidao do fluxo

sanguineo, a hipercoagubilidade sanguinea ou lesio na parede vascular.”

A tendéncia para a trombose venosa pode ser detetada por parametros laboratoriais como o

tempo de protrombina e o APTT que estio diminuidos.”

O tratamento desta patologia é feito com o recurso a farmacos anticoagulantes orais, sendo
que o mais utilizado é a varfarina que € um antagonista da vitamina K e vai diminuir a expressao

dos fatores da coagulagio dependestes desta, que sao o Il, VII, IX e X2

A dose de varfarina tem de ser ajustada pelo clinico tendo em conta o valor do PT e do INR
que é calculado a partir da relagao PT do paciente e do PT do controlo elevado ao indice de
sensibilidade internacional. Para doentes que fagam esta terapéutica o valor alvo de INR ¢é

entre 2 e 3.%°

No Avelab, como ja foi referido, este procedimento é realizado no equipamento automatico

que indica automaticamente o valor de INR.

8.6.3. Grupos sanguineos

No setor da coagulagio também se realizam os testes para determinar o grupo sanguineo.
Esta determinagao € principalmente importante quando é necessiario uma transfusao

sanguinea.”’
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Os grupos sanguineos dependem dos antigénios presentes na superficie do eritrocito, sendo

os mais importantes o sistema ABO e o fator Rh.”

No laboratério realiza-se a determinagao dos grupos sanguineos de forma manual (Anexo 4),
ou seja, o sangue do paciente é colocado em contacto com anticorpos anti-A, Anti-B e anti-D

e o grupo sanguineo é determinado pela presenca ou auséncia de aglutinagao (Tabela 7).

Os grupos Rh negativos e os AB precisam de confirmagao para que seja dado o resultado.
Para confirmar o Rh negativo utilizam-se células lavadas do paciente, adiciona-se reagente de
Bliss e coloca-se em banho maria. Ao fim de 30 minutos volta-se a lavar as células com soro,
retira-se o sobrenadante e suspende-se os eritrocitos. A suspensao € vista ao microscopio

com soro de Coombs e se nao ocorrer aglutinagao, da-se como confirmado o Rh negativo.

O grupo sanguineo AB é confirmado a partir de células lavadas com soro, que sao suspensas
e ao qual se adiciona, em tubos, anti-A, anti-B e anti-AB, se em todos os tubos ocorrer

aglutinagao, da-se o resultado como confirmado.

Tabela 7 - Grupos sanguineos

Anti-A Anti-B Anti-D Grupo sanguineo
+ - + A Rh positivo
+ - - A Rh negativo
- + + B Rh positivo
- + - B Rh negativo
+ + + AB Rh positivo
+ + - AB Rh negativo
- - + 0 Rh positivo

- - - 0 Rh negativo

8.6.4. Coombs direto e indireto

O teste de Coombs é utilizado em serologia de grupos sanguineos e na imunologia geral. O
teste de Coombs € usado na triagem de anticorpos no soro do recetor de uma transfusao de
sangue e na detegao de anticorpos de grupos sanguineos em mulheres gravidas Rh negativas

com o objetivo de detetar anticorpos anti-Rh em circulagio. *°

O teste permite avaliar se existe imunoglobulina na superficie dos eritrocitos. Utiliza-se
antiglobulina humana produzida em animais, se esta aglutinar os eritrocitos, é porque estes

estdo revestidos com imunoglobulinas ou elementos do sistema do complemento.”
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O teste pode ser realizado de forma direta ou indireta. No laboratorio, apenas realizei a forma
indireta que deteta os anticorpos livres no soro. Para tal, lava-se as células de um sangue 0 Rh
positivo e coloca-se uma gota destas em contato com o soro a testar e deixa-se a incubar
durante 60 minutos. Apos este tempo, volta-se a lavar as células e apos as resuspender
adiciona-se uma gota de reagente de Coombs (soro anti-gamaglobulina humana) e observa-se
ao microscépio, se existir aglutinagao o resultado é positivo, ou seja, existem anticorpos a
circular, o que no caso das gravidas, significa que tém anticorpos anti-Rh. Caso o feto seja Rh
positivo tem implicagoes graves como a doenga hemolitica perinatal que tem uma elevada taxa
de mortalidade e morbilidade. Assim, este teste € realizado para que caso seja positivo se

possa administrar Ig anti-D as 28 semanas de gestagao como forma de prevencao.
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9. Conclusio

O estagio no laboratério Avelab permitiu-me por em pratica os conhecimentos adquiridos
durante o Mestrado em Analises Clinicas, aprofunda-los e ter um primeiro contacto com a

pratica profissional.

O estagio nao ocorreu como previsto, tendo sido encurtado devido a pandemia COVID-19,
no entanto consegui estar em todos os setores do laboratério. Comegando nas salas de
colheita, onde tive o primeiro contato com a colheita de amostras e com todo o procedimento
pré e pos-colheita, passando depois pela triagem de amostras e por todos os setores do

laboratorio realizando tarefas analiticas.

Este estagio permitiu-me, evoluir tanto a nivel profissional como pessoal, desenvolvendo

espirito critico em relagao ao meu trabalho.

Sendo o Avelab, um laboratorio de ambulatorio, em que sao realizadas analises de rotina, tem
um papel muito importante na prevengao, controlo e terapéutica de patologias que nao

necessitam de hospitalizagao para serem controladas.
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I 1.Anexos
Anexo |- Anilises realizadas nos equipamentos i2000SR e i1000.

EQUIPAMENTO ANALISES REALIZADAS

11000 Hepatite A — IgM/IgG, Acido valproico, Ac HBc Total,
Carbamazepina, Ac Anti-Ag e Ac-Hbe, Peptideo C, Ac IgM Anti-
Core HBC, Digoxina, Homocisteina, Fenobarbital, Covid-19 IgG,

Fenitoina.
FT3, Ac Anti-HIV | e 2 e Ag p24, T3, AFP, T4, HBIAc, FT4, Ac
12000SR Anti-HCV IgG Total, PTH, Ac anti-tiroglobulina, TSH, Ac anti-

peroxidase, Beta-hCG, CA 125, Cortisol, Testosterona total,
DHEA-S, Estradiol, Ferritina, Vit. BI2, HBs Ag, CA 19.9, Troponina
I, CEA, Insulina, IgM/IlgG CMV, Mioglobina, Acido fdlico,
25(OH)Vit.D, PSA livre, FSH, IgG/IgM Rubéola, LH, PSA total,

Progesterona, IgG/IgM Toxoplasma gondi, Prolactina.

Anexo 2 - Equipamento Phoenix: painéis de antibi6ticos usados na TSA

TIPO DE PAINEL ANTIBIOTICOS

Amoxicilina/acido clavulanico; Ampicilina; Cefepime; Amicacina;

UNMIC/ID-409 Ceftazidime; Cefoxitin; Ceftriaxone; Cefuroxime;
Ciprofloxacina; Ertapenem; Fosfomicina; Gentamicina;
Imipenem; Meropenem; Nitrofurantoina; Norfloxacina;

Piperacilina/Tazobactam; Temocilina; Trimetroprim; ESBL.
SMIC/ID-11 Amoxicilina; Cloranfenicol; Cefepime; Clindamicina; Daptomicina;
Cefotaxime; Cefuroxime; Eritromicina; Gentamicina;
Levofloxacina; Linezolid; Meropenem; Moxifloxacina; Penicilina;
Teicoplanina; Pristanamicina; Tetraciclina;
Trimetroprim/sulfametoxazol; Vancomicina.

PMIC/ID-88 Ampicilina; Cefoxitin; Ceftarolina; Ciprofloxacina; Clindamicina;
Daptomicina;  Eritromicina;  Fosfomicina; Acido fusidico;
Gentamicina; Gentamicina-Synergy; Imipenem; Teste de
resisténcia a macrolidos; Linezolina; Beta-lactamase;
Moxifloxacina; Mupirocin; Nitrofurantoina; Oxacilina; Penicilina;
Rifampicina; Teicoplanina; Tetraciclina; Tigeciclina;

Trimetoprim/sulfametoxazole; Vancomicina.
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NMIC/ID-415

Amicacina; Aztreonam; Cefepime; Colistina; Ceftazidime;

Ciprofloxacina;  Gentamicina;  Levofloxacina;  Meropenem;
Minociclina; Piperacilina; Piperacilina/Tazobactam; Ticarcilina;
Ticarcilina/clavulanato; Tobramicina; Trimetropim/sulfametoxazol;

ESBL.

Anexo 3 - Valores de referéncia do hemograma

Pardametro [Unidades) Sexo Idade ‘WValor Referéncia ‘Valores Criticos
Baino Al
RBC (x 10°/L) MF 06 Meses 350590 Mo b N3a ha
MUF B Meses-11 Anas 380540
I > 11 Anas 4.31-6.40
F > 11 Anas 385520
HGER |g‘l'dL| MUF 0-6 Meses 14.0-18.0 =10.0 =195
PAF 6 Meses-11 Aras 11.0- 140 <0
B > 11 Anas 136 -18.0 <h .0
F =11 Anas 11.5-16.0 <6
HTL (3%) PAF -2 Semanas 42.0-68.0 = 30.0 Y K]
MF 2%am. - } Meses 35.0 - 5000 < 18.0
MF 2 Meses - 1 Ano 30,0 — 400 <18.0
MF 1-5 Anos 32.0-420 <18.0
I > %5 Anos 39.8-510 <18.0
F =5 Anos 34.7 — il <18.0
¥ [T |fL:| PAF 0-2 Semanas BR.0-1140 o hd MNEa had
MF 2zpm. -6 Meses B5.0-97.0
MF 6 Meses - 11 Anas 72.0- 866
MUF =11 Anas 80.0-97.0
MCH [pg) [T -2 Semanas 34.0-37.0 Mao hd M3a had
MF 2 zpm. -6 Meses 31.0-36.0
MUF B Meses - 5 Anos 250-31.0
PAF > % Anos 26.0-34.0
MCHC (g/dL) F -2 Semanas 31.0-35.0 Mo ha N3a ha
PAF 2 zem. -6 Meses 32.0-3%0
MASF > 6 Meges 32.0-36.0
ROW (%) [T 0-2 dias 149-187 [ M3a ha
PAF =2 dias 11.5— 150
PLT (% 1|:|',|'L:| MF -1 Meses 140 - 420 < 100 = 1000
MF * & Meses 140 - 440 <25 > 1000
MPY |fL:| MAF Qualquer idade 6.5-12.4 Mao hd Mo had
WEC (x 1|:|°.|'L| MF 0-2 Meses B.0-200 <10 = W0
MUF 2 Meses-5 Anos 45170 =10 = 300
MAF &-11Anos 45-130 <10 = W00
MF =11 Anas 4.0-100 <10 = W0
MEU (x 10°/L) [ -6 dias 1.5 - 160 < 0.50 N3a hd
MAF Bdias -2 Meses 0.E-90 =050
MF 2 Meses —1 &ma 0.7-76 <050
RASF 1-5 Anos 15-110 <0.50
M %-11Anos 15-85% <050
MAF > 11 Anas 15=-80 < 050
LYM {x 1071 [ 06 dias 0.5-10.0 Nao ha NEa ha
MAF B dias -5 Anas 2.0-14.0
F 5-11Anos 10-78
MF =11 Anas 0&-40
MOND {x 10°/L) BASE 0-2 Meses a0-24 Mio ha NEa haé
MF 2 Meses-5 Anos 0.0=-20
MF £-11Anos 0.0-16
PAF =11 Anas 0.0-1.2
EOS [x 10°/L) [T -2 Meses a.0-14 Nao hi N3a hd
MF 2 Meses-5 Anos 0.0-12
MUF £-11Anos 0.0-09
MAF =11 Anas 0.0-03
BASO (x 107 /L) [ 0-2 Meses 0.0-0.6 M3o hi N3a hd
MUF 2 Meses-5 Anos 0.0-05%
MAF &-11Anos 0.0-04
MF =11 Anas 0.0-03
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Anexo 4 - Imagens das laminas na determinacao dos grupos sanguineos

Grupo sanguineo A positivo Grupo sanguineo A negativo

Grupo sanguineo B positivo Grupo sanguineo B negativo
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Anexo 4 - Imagens das laminas na determinaciao dos grupos sanguineos

(continuacao)

Grupo sanguineo AB positivo Grupo sanguineo AB negativo

Grupo sanguineo O positivo Grupo sanguineo O negativo
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