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Abreviaturas

ADN — Acido Desoxirribonucleico

Ag.— Antigénio

AGH — antiglobulinas humanas

APCER — Associagao Portuguesa de Certificagao
ARN - Acido Ribonucleico

ATB — Antibiograma

ATCC — American Type Culture Collection
BAAR — Bacilos Acido-Alcool Resistentes
BASO — Basdfilos

BK — Bacilo de Koch

CHCM - Concentragao de hemoglobina corpuscular média
CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute
COS — Columbia agar Sheep Blood

CPSE — chromID® CPS® Elite

CQI - Controlo de Qualidade Interno

DGS - Direcao Geral de Saude

EDTA — Acido EtilenoDiamino Tetra-Acético
EOS — Eosindfilos

ESP — Esfregago Sangue Periférico

EUCAST — European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GN — Gram Negativo

GP — Gram Positivo

GV — Gloébulos Vermelhos

Hb — Hemoglobina

HbAIc — Hemoglobina Glicada

HCM — Hemoglobina corpuscular média

Hg — Hemoglobina

Ht — Hematocrito

IgG — Imunoglobulina G

INR — International Normalized Ratio

INSA — Instituto Nacional de Satde

ISI — indice de Sensibilidade Internacional

ISO — International Standardization Organization
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ITU — Infegao do trato urinario

LYM — Linfécitos

MONO - Monocitos

MRSA — S. aureus meticilina resistente

MSA — Manitol Salt Agar

NAD — Dinucleétido de nicotinamida e adenina
NEQAS — National External Quality Assessment Site
NEU — Neutrofilos

NH — Neisseria / Haemophilus

NK — Natural Killer

PDW — Dispersao do Volume Plaquetar

PLT — Plaquetas

RBC — Red Blood Cell

RDW — Dispersao de volume Eritrocitario

Rh — Rhesu

rpm — rotagoes por minuto

SINAVE — Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
STEC — Escherichia coli produtora de toxina shiga
TAD —Teste de antiglobulina direto

TAl —Teste de antiglobulina indireto

TP —Tempo de Protrombina

TTP —Tempo de Tromboplastina Parcial

UFC — Unidades Formadoras de Colonias

VCAT —Vancomicina Colistina Anfotericina Trimetropim
VCM —Volume corpuscular médio

VPM —Volume Plaquetar Médio

VS —Velocidade de Sedimentacao

WBC — White Blood Cell

YST — yeast
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. Introducao

O estagio no ambito do Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra é um estagio profissionalizante que permite ao aluno adquirir
diversas competéncias que complementam a formagao adquirida ao longo do curso, assim
como a pratica laboratorial necessaria para iniciar a vida profissional num laboratorio. As
Anadlises Clinicas sao uma area extremamente vasta e em continua evolugao, permitindo o
estudo de diversas patologias, detegoes mais precoces das mesmas e resultados cada vez mais
rapidos. A crescente expansao desta area tem levado a automatizagao dos laboratorios,
permitindo a analise de mais amostras hum menor espago de tempo, a repetibilidade das
mesmas, a sua rastreabilidade e um controlo de qualidade mais apertado. Este estagio foi
realizado no Laboratério Labeto, Centro de Analises Bioquimicas, S.A.,, onde tive a
oportunidade de passar por todas as valéncias que compoem a vasta area das Analises Clinicas:
Hematologia, Microbiologia, Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia e Biologia Molecular. Neste
relatorio vou aprofundar detalhadamente as areas de Hematologia e Microbiologia, assim como

o controlo de qualidade realizado nestes setores.

Caracterizacao do laboratério Labeto, Centro de Analises Bioquimicas S.A.

Fundado em 1974, o Laboratorio Labeto, Centro de Analises Bioquimicas, S.A,, situa-se
na Avenida Marqués de Pombal, lote 2, |° Apartado, Leiria, sob a diregao técnica da Dra. Beatriz
Olinda de Oliveira Santos Godinho Tomaz, especialista em Analises Clinicas e fundadora do
Laboratério, juntamente com o Dr. Amado Elias Tomaz. Pertencendo ao Grupo Beatriz
Godinho Saulde, ao qual pertencem também os Laboratorios de Andlises Clinicas Laboratoério
José Manuel Chau (Coimbra) e o Laboratério Seialab (Seia), a empresa Polidiagnéstico,
Polidiagnostico Empresas, o Laboratorio Tomaz, a Clinica Luis Lourenco e uma vasta rede de
farmacias. O grupo possui mais de 130 postos de colheitas, sendo que as amostras de cerca de
90, sao transportadas e analisadas no Laboratério Labeto, assim como amostras provenientes
de lares, clinicas e de colheitas feitas ao domicilio.

Diariamente, o laboratério tem em média 1200 utentes, o que evidencia o elevado
prestigio e notabilidade que este laboratorio tem na area das Analises Clinicas na regiao Centro.
O Labeto possui também dupla certificagao, segundo a Norma ISO 9001:2015, do Sistema de
Gestao da Qualidade pela APCER, desde 2003 e a fiabilidade dos resultados é comprovada
pelo uso constante de controlos internos e externos e pelo bom desempenho obtido nos

Programas de Avaliacao Externa de Qualidade. O laboratorio funciona de segunda a sabado,
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estando dividido nas sec¢oes de: Bioquimica/Endocrinologia/lmunologia (Core Lab.), Serologia
Infeciosa, Uriandlise, Autolmunidade, Hemostase, Microbiologia, Hematologia e Biologia

Molecular e Genética.

2. Fluxo de amostras

2.1. Fase pré-analitica

Durante toda a duragao do meu estagio estive num posto de colheitas no periodo da
manha, onde participei na fase pré-analitica, fazendo a recegao dos utentes, registando os seus
processos no sistema informatico e procedendo a colheita das amostras biologicas
correspondentes. Esta fase inicia-se com a chegada do utente ao posto de colheitas, onde retira
uma senha e aguarda pela sua vez na sala de espera. Quando a sua senha é chamada, este é
atendido pelo/a rececionista, que faz a inscrigao do utente no sistema informatico, confirmando
os dados do mesmo e fazendo questoes relacionadas com as analises pedidas (jejum, medicagao,
gravidez, etc.), colocando esta informagao no processo do utente, de modo a estar acessivel
ao laboratorio onde as analises serao realizadas.

E atribuido um cédigo interno ao utente com o codigo de barras correspondente, que
€ impresso em etiquetas, com o sufixo relativo ao setor e ao tipo de andlise a ser efetuada (U0
— urina, LO — hemograma, BO — bioquimica, etc.), modo a assegurar a rastreabilidade das
amostras. O utente é chamado conduzido a sala de colheitas, sao confirmados novamente os
dados do utente e as andlises a realizar, de modo a preparar o material necessario a colheita e
a correta identificagao dos tubos/contentores especificos para cada analise, como indicado na
Tabela | [I]. Procede-se entao a colheita das amostras, sendo que algumas analises ao serem
registadas no sistema informatico emitem um alerta, que informa o técnico que estas
necessitam de um tratamento especifico, ainda no posto de colheitas, como por exemplo,

retracao do coagulo, centrifugacao e separagao do soro, ou protegao da luz.

Tabela 1. Tubos para colheita de sangue, respetiva constituicao e utilizagao na pratica laboratorial [I].

Tubo Anticoagulante Amostra usada Utilizacao

Tampa vermelha Sem anticoagulante Soro Bioquimica e Imunologia

EDTA K3
Tampa lilas Sangue Total Hemograma,V.S.e HbAIC
(1,5 +/- 0,25 mg por ml sangue)
Tampa azul Citrato Sédico (1:9) Plasma Estudos da Coagulacao
Tampa verde Heparina Litio Plasma Bioquimica
Tampa azul escura Isento de Metais Soro Elementos vestigiais
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ApOs a colheita das amostras, as mesmas sao transportadas em malas térmicas até ao
laboratorio. As malas térmicas tém um termometro incorporado que regista a temperatura,
que é depois registada num documento de qualidade assim que a mala chega ao laboratorio.
Neste, existe uma zona de triagem onde as amostras sao separadas e levadas para a secgao do
laboratério onde a analise correspondente sera realizada. Em cada secgao é dada a entrada da
amostra respetiva no sistema informatico. O técnico da secgao verifica as condigoes da
amostra, em termos de quantidade e qualidade, para averiguar se existem nao conformidades
(identificagao incorreta do tubo, falta de produto para analise, agregados plaquetares, etc.) que,
caso existam, terao de ser investigadas e registadas em documento proprio, podendo invalidar

a analise em questao, sendo necessaria nova colheita da amostra.

2.2, Fase analitica

Com tudo devidamente confirmado e os controlos de qualidade interno passados e
validados (CQI) inicia-se a fase analitica, onde as amostras sao distribuidas pelas diferentes
valéncias e inseridas no aparelho que ira realizar a analise pedida, lendo o cédigo de barras e
automatizando o trabalho (quando nao sao analisadas manualmente). Nas andlises realizadas
manualmente (exemplo: teste rapido da mononucleose infeciosa, teste de Weil-Felix, etc.), as
amostras sao separadas para suportes especificos e depois sao realizadas seguindo uma lista

de trabalho.

2.3. Fase pés-analitica

Segue-se a fase pds-analitica, em que é feita a validagao dos resultados. Os aparelhos
enviam diretamente os resultados para o sistema informatico, onde um técnico superior, valida
os resultados tendo em conta os valores de referéncia e o historico clinico do utente. Quando
surge um valor discordante ou de dificil interpretagao ¢é feita a repeti¢cao da andlise da mesma
amostra ou até pedida nova colheita ao utente, quando a amostra nao esta nas condigoes ideais
ou para confirmagao de resultado. Apos validagao analitica, os resultados sao validados por um
Especialista em Analises Clinicas ou pela Diretora Técnica, que ira realizar a validagao
biopatoldgica, tendo em conta o historico do utente e o quadro clinico do mesmo. Por fim, os
boletins de resultados sao impressos e colocados em envelopes, no caso de envio para o posto
de colheitas, centro de saide ou medicina do trabalho, ou sao enviados por correio eletrénico,

a pedido do utente.
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3. Exames hematologicos basicos

A Hematologia de rotina é uma das areas mais requisitadas pelos clinicos, podendo
evidenciar-se as seguintes analises: Hemograma, Plaquetas, Velocidade de Sedimentagiao e
Tempo de Protrombina [2].

Durante a minha permanéncia neste setor tive a oportunidade de realizar hemogramas,
andlise de esfregagos sanguineos, contagem de reticulocitos, determinagao de tempo de
protrombina, parcial de tromboplastina e trombina, doseamento de fibrinogénio, determinagao
da velocidade de sedimentagao globular. Também efetuei a classificagao do grupo sanguineo
sistema ABO e Rhesus.

O hemograma consiste na andlise quantitativa e qualitativa dos elementos figurados
contidos em | mm’ de sangue: contagem de eritrécitos, leucécitos, plaquetas, concentragio de
hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM, CHCM, RDW e férmula leucocitaria [3]. Avalia-se nao
sO a quantidade dos elementos da formula leucocitaria de forma relativa (percentagem), mas
também de forma absoluta [3]. Para se efetuar qualquer tipo de interpretagao é necessario
atender a forma absoluta, uma vez que € a Unica que tem valor de diagnostico.

Para além de ser efetuado como exame de rastreio, o hemograma é de grande ajuda
para o diagndstico de muitas doengas, refletindo igualmente a capacidade do organismo em
reagir frente a determinada doenga, constituindo um indicador dos progressos do doente em
determinados estados patoldgicos, tais como infegoes e anemias.

Estas analises nomeadamente o hemograma e as plaquetas sao realizadas em aparelhos
automatizados, no Laboratério Labeto é o Sysmex XN-1000.

No Sysmex XN-1000, utilizam-se amostras de sangue total colhido em tubos de
K;EDTA.

Para um cliente com estes pedidos (Hemograma, Plaquetas), a amostra dentro do
aparelho sera dissociada em 6 canais diferenciados:

Canal HGB

Canal RBC/PLT

Canal 4DIFF

Canal WBC/BASO

Canal IG

Canal RET/PLT-O

4 JMichael Santos



Tabela 2. Resumo das Metodologias do contador Sysmex XN-1000 [4].

Parametro Definicdo Metodologia
Hb Concentragao de hemoglobina Colorimetria — Sur'fztctante
Laurilsulfato de Sédio
Contagem de eritrocitos Impedancia e
GvY Diminuigao na contagem — eritropenia q R
A L focagem hidrodinamica
umento na contagem — eritrocitose
Hematocrito |mpedﬁncia e
Ht Volume de massa eritroide. Correlaciona-se com a f m hidrodinami
viscosidade sanguinea. ocage odinamica
VCM Volume corpuscular médio Calculado
Determina o volume médio de cada eritrocito (HCTx10)/RBC
HCM Hemoglobina corpuscular média Calculado
Contelido médio de hemoglobina por eritrécito. (HGB/RBC) x 10
Concentragao de hemoglobina Calculad
CHCM corpuscular média alculado
Traduz a percentagem de hemoglobina que estd (Hb/Ht, em g/dI)
contida em cada eritrocito.
RDW Dlspersa? de vqlgme eritrocitario Derivado do histograma
Expressio numérica da anisocitose
Contagem de leucécitos ] )
WBC Aumento da contagem - leucocitose Citometria de fluxo fluorescente

Diminuicao da contagem — leucopenia

NEU, LYN, MONO,
EOS, BASO (%)

Contagem de neutrdfilos, linfocitos,
monocitos, eosindfilos, basofilos em %.

Citometria de fluxo fluorescente

NEU, LYN, MONO,
EOS, BASO (#)

Contagem absoluta de neutrdfilos,
linfocitos, monacitos, eosinofilos, basofilos

Calculado (valor da populagao
em %*GB/100)

PLT

Contagem de plaquetas
Aumento na contagem - trobocitose
Diminuicao na contagem - trombocitopenia

Impedancia e focagem
hidrodinamica

VPM

Volume plaquetar médio
Util na avaliagdo do tamanho e morfologia das
plaquetas

Derivado do histograma

PDW

Dispersao do volume plaquetar
Traduz o indice de variagao no tamanho das
plaquetas

Derivado do histograma

Reticulocitos

Luz dispersa frontal e

fluoresceéncia lateral

3.1.

Hemograma

O hemograma é uma analise que é composta pela contagem das diferentes células

maduras sanguineas e pela determinacao de varias constantes como o hematocrito, a

concentragao de hemoglobina corpuscular média, entre outros. A prescricao deve

obrigatoriamente conter dados sobre diagnostico/informacgao clinica, sexo do utente e data.

Sao usadas amostras de sangue total colhido em tubo com EDTA e avaliados varios parametros
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nomeadamente glébulos vermelhos, hemoglobina, globulos brancos, plaquetas, etc. (Tabela |)
[5].

O hemograma é a analise mais requisitada no Labeto e os resultados sao analisados de
acordo com os valores de referéncia do laboratério (Anexo I). O hemograma é muito
importante para avaliagao de diversas situagoes, como no diagnostico e evolugao de doengas
hematologicas, detegao de quadros infeciosos e na monitorizagao terapéutica. A associagao
dos dados quantitativos, aspetos morfologicos e conhecimento fisiopatologico das alteragoes
da hematopoiese sao importantes para um diagnodstico preciso da patologia [5].

No que diz respeito ao hemograma, diariamente é realizado um nivel de controlo
diariamente (alto, baixo ou normal alternadamente) antes de proceder as analises dos utentes

de modo a garantir que os resultados obtidos sao de confianga.

3.2. Esfregaco de sangue periférico (ESP)

Com o desenvolvimento de instrumentos automatizados sofisticados para contar e
caracterizar as células sanguineas, os esfregacos de sangue periférico (ESP) corados sao
realizados em menor numero. No entanto, a realizagio de um esfregaco sanguineo ¢é
importante para esclarecer alguns resultados do hemograma obtidos instrumentalmente. A
Direcao Geral de Satde (DGS) recomenda a observagao morfoldgica das células sanguineas
em varias situagoes, nomeadamente diminuicao da concentragao de hemoglobina (anemia),
aumento ou diminuicao do volume globular médio eritrocitario (macrocitose e microcitose,
respetivamente), alteragoes na formula leucocitaria, aumento ou diminuigao na contagem de
plaquetas (trombocitose e trombocitopenia, respetivamente) [6].

Depois de seco o esfregago ¢ fixado com metanol e corado por May-Griinwald-Giemsa.
O azul de metileno, corante basico, cora apenas estruturas basofilas (acidos nucleicos, basofilos
neutrdfilos), a eosina, corante acido, cora estruturas acidofilas (hemoglobina e granulagoes dos
eosinofilos) [7].

No ESP podem ser observados Glébulos Vermelhos, Globulos Brancos e Plaquetas.

3.3. Glébulos Vermelhos

Os glébulos vermelhos sao células anucleadas, possuem um citoplasma acidéfilo devido
a presenga de hemoglobina. A membrana é constituida por actina, anquirina, proteinas de
banda 3, banda 4.1, banda 4.2 e espectrina o que lhes confere a forma biconcava. Em situagoes
patolégicas podem ocorrer variagoes no tamanho (anisocitose), forma (poiquilocitose),

coloragao, presenca de inclusoes, etc. (Figura 1) [8].
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Os eritrécitos apresentam varias formas que estao associadas a patologias especificas
ou a situagoes de infegao ou inflamagao. Durante o estagio aquelas com que mais tive contato
foram acantocitos, esferocitos, drepanocitos, dacriocitos, células em alvo e estomatocitos

(Figura I).

Figura |. Alteragdes morfologicas dos eritrécitos onde estio representados Acantocitos (A),
Esferécitos (B), Drepandcitos (C), Dacriécitos (D), Células em alvo (E) e Estomatécitos (F) [9].

Os acantocitos sao eritrocitos com espiculas e que geralmente estao associados a
patologias hepaticas em que ha alteragdo no metabolismo do colesterol, importante na
manutencao da estabilidade da membrana celular [9].

Os esferocitos resultam de alteragoes genéticas nas proteinas de banda 3, banda 4.1,
anquirina ou espectrina, ou da sensibilizagao dos eritrocitos por anticorpos especificos para as
proteinas de superficie. Perdem a maleabilidade e diminuem o seu tamanho devido a forma
esférica que adquirem [9].

Os drepanocitos, células em foice, resultam de uma alteragao qualitativa da hemoglobina,
pela substituicio de um aminoacido nas cadeias B da hemoglobina, levando a formagao de
hemoglobina S. Os eritrocitos sao mais rigidos e, por isso, nao conseguem exercer a sua fungao.
Sao caracteristicos da drepanocitose ou anemia falciforme [9].

Os dacriodcitos sao células em forma de lagrima que aparecem devido a deformagoes
na membrana do glébulo vermelho e que estao associadas a situagoes de anemia [10].

As células em charuto sao células muito caracteristicas de formato comprido e
achatado, que aparecem frequentemente nas anemias sideropénicas e permitem ajudar no
diagnostico das mesmas [9].

As células em alvo sao células que possuem uma zona descorada em redor de um ponto
corado e concentrado a nivel central, que resultam principalmente de problemas hepaticos [9].

Os estomatocitos sao células que apresentam uma depressao descorada e central e o

seu aparecimento pode resultar de alteragoes da permeabilidade membranar aos ioes. Estas
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células estao frequentemente associadas ao consumo cronico de dlcool ou de problemas renais

[9].

3.4. Os leucocitos

Os leucocitos sao responsaveis pela defesa do nosso organismo contra microrganismos
estranhos ou moléculas toxicas. Classificam-se em cinco tipos: neutrofilos, eosinofilos, basofilos,
monocitos e linfocitos. Enquanto determinadas células sao responsaveis por processos de
fagocitose (neutrofilos e mondcitos), outras estao mais envolvidas na libertagao de moléculas
citotoxicas e no reconhecimento de antigénios ou na produgao de anticorpos (linfocitos) [8].

Os Neutrofilos atuam na defesa do organismo contra processos infeciosos, através de
algumas propriedades que lhes sao proprias como motilidade, quimiotaxia, fagocitose e agao
bactericida [10]. Sao células com citoplasma acidéfilo, com nucleo lobulado com cromatina

densa (3 a 5 l6bulos) (Figura 2) [7].

Tas

Figura 2. Observagio ao microscopio otico de neutrofilos em esfregaco de sangue periférico apos
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliagao 1000x).

Os Eosinofilos aumentam em resposta a estimulos imunologicos como processos
alérgicos e infegoes parasitarias. Sao células com citoplasma acidofilo, nucleo habitualmente
bilobado e com cromatina densa. E frequente a presenca de granulos acidofilos por todo o

citoplasma (Figura 3) [2,7].

Figura 3. Observacao ao microscépio otico de eosinofilos em esfregaco de sangue periférico apos
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliacao 1000x).
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Os Baséfilos sao responsaveis pela regulagio da resposta a processos inflamatérios
locais [I1]. Tém geralmente tamanho semelhante a um neutrofilo [10]. Sao células com
citoplasma acidofilo, com nicleo lobulado (2 a 3 l6bulos) e cromatina densa. Estio também
presentes varios granulos grosseiros distribuidos por todo o citoplasma sendo que por vezes

sobrepoem-se ao nucleo (Figura 4) [7].

0 e,

Figura 4. Observacdo ao microscopio 6tico de um baséfilo em esfregaco de sangue periférico apés
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliagao 1000x).

Os Monocitos sao os percursores dos macrofagos. Integram a imunidade tanto humoral
quanto a celular [10]. Sao responsaveis pela fagocitose de bactérias, parasitas e fungos [I 1].Sao
células com citoplasma baséfilo de tamanho e forma variaveis, com nicleo habitualmente em

forma de U e com malha cromatinica aberta, podendo existir vactolos na célula (Figura 5) [7].

Figura 5. Observacao ao microscopio otico de monocito em esfregaco de sangue periférico apos
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliagao 1000x).

Os Linfocitos sao células normalmente pequenas, com citoplasma basofilo, nlicleo sem
I6bulos e com cromatina densa. Tém elevada relagao nucleo/citoplasma e nao possuem

granulos especificos (Figura 6) [7].
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Figura 6. Observacao ao microscépio otico de um linfocito em esfregago de sangue periférico apés
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliagao 1000x).

Linfocitos B maturam e originam plasmocitos — células produtoras de anticorpos.
Linfocitos T atuam na defesa contra virus, antigénios estranhos e tumores [| I]. Os linfocitos B
e T sdo morfologicamente iguais. Os Linfécitos ativados tém uma relagao nucleo/citoplasma
menor do que os linfocitos normais, malha cromatinica aberta e com uma organizagao mais

irregular. O citoplasma é basofilico e surgem com frequéncia a envolver os eritrocitos (Figura

7)[11].
¥
3

Figura 7. Observacao ao microscépio de linfocitos ativados em esfregaco de sangue periférico,
coloragao May-Griinwald-Giemsa (ampliagao 1000x).

3.5. As plaquetas

As plaquetas resultam da fragmentagdo do megacariocito, sao de tamanho muito
reduzido, forma irregular e possuem granulos. Na corrente sanguinea assumem uma relevante
importancia na hemostase. Relativamente a populagao plaquetar no ESP, podemos encontrar
diferentes tipos de populagao, sendo que a anisocitose plaquetar é bastante comum, seguida

pela presenca de plaquetas gigantes [12].

3.6. Contagem de Reticulocitos

A contagem de reticulocitos permite avaliar a eficicia da medula na producao dos
eritrécitos [6]. Os reticulocitos sao percursores dos glébulos vermelhos. A medida que se da

a maturagao dos eritrocitos, o nucleo vai ficando mais condensado até que desaparece. Apos
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a perda do nlcleo, estes percursores permanecem na medula ossea durante 2 a 3 dias antes
de entrarem na circulagao periférica. Durante este periodo de permanéncia na medula e o
primeiro dia em circulagao estes eritrocitos imaturos sao denominados reticulocitos. Apesar
destas células ja ndo terem nucleo contém ribossomas com ARN que se torna visivel ao
microscopio otico quando corado com coloragao especifica. A coloragao utilizada para fazer a
observagao e contagem dos reticulocitos utiliza azul-de-metileno NOVO mas pode também
ser usado o azul brilhante de cresil. A mistura do corante com o sangue € incubada a 37°C,
precipitando o ARN ribossomal (Figura 8). Sao contados 1000 eritrocitos e respetivo numero
de reticulocitos [8]. Sob estimulo da eritropoietina, que pode ocorrer em casos de perda
sanguinea, a medula aumenta o numero de reticulocitos que sao langados na corrente
sanguinea [8].

Quando se estuda uma anemia e a sua provavel etiologia, a contagem de reticuldcitos
€¢ um exame de |? linha, a par das constantes globulares e do estudo morfologico dos
eritrocitos. Permite diagnosticar se se trata de uma anemia regenerativa, em que ha estimulagao
da medula e ha uma resposta medular com aumento do numero de reticulocitos e
consequente aumento da produgao de eritrocitos, ou de uma anemia arregenerativa, em que
ha um defeito na produgao dos eritrocitos e nao ha um aumento do nimero de reticulocitos
[6].

O resultado é dado em percentagem e em valor absoluto tendo como gama de

referéncia 0,5 a 1,5% ou 25 x 10°/L a 90 x 10°/L em adultos [6,8,13].

Figura 8. Observagiao ao microscopio de reticulécitos corados com brilhante de cresil [14].

3.7. Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao corresponde a velocidade a que ocorre separagao entre
os globulos vermelhos e o plasma, que ¢ a parte liquida do sangue, pela agao da gravidade.

A determinagao da VS é realizada recorrendo a uma pipeta de Westergren com uma
graduacao de 0 a 200 mm, com didmetro interno de 20,5 mm e capacidade de | ml. A pipeta

é cheia com sangue total, colocada no suporte na vertical e é feita a leitura ap6és uma hora
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através da medigao da altura da coluna correspondente ao plasma livre de células. O resultado
€ dado em mm / 1* hora [10].

No laboratério Labeto, usa-se um método automatizado para medigao da velocidade
de sedimentagao: Test | THL.

O Test | € um analisador automatico que consiste num microfotometro capilar para a
determinagao da velocidade de sedimentagao dos eritrocitos. Baseia-se no principio da
fotometria capilar de fluxo (analise cinética). Tem uma capacidade maxima para 60
amostras/ciclo.

Apos agitagao, a amostra € automaticamente transferida para um capilar e mantido a
37°C. O dispositivo usa feixes infravermelhos com um comprimento de onda 950 nm que
atravessam o capilar. O detetor de fotodiodo deteta o feixe exterior e regista o sinal por um
periodo de tempo fixo, o que permite a construgao da curva de sedimentagao para cada
amostra. Através de um modelo de regressao linear; o sinal é transformado num valor

comparavel com os valores de Westegren.

Interferéncias: Por exemplo, em casos de anemia que alterem a forma das hemadcias
e a sua capacidade de agregacao, este teste pode apresentar um valor abaixo do que seria o
esperado.A inclinagao do tubo, variagoes na temperatura e presenga de microcoagulos alteram
a os valores normais de hemossedimentagao. Este parametro esta aumentado nos processos
inflamatorios, infeciosos e neoplasicos. Altera-se também nas doengas autoimunes, enfarto de
miocardio, gravidez e hipotiroidismo, sendo, portanto, um exame inespecifico [|5].

A velocidade de sedimentagao reflete pois, principalmente, as modificagoes que sofrem
as proteinas plasmaticas, modificacoes essas que geralmente resultam de infegoes agudas ou
cronicas, tumores, doengas degenerativas e em certas situagoes de stress fisiologico, como a
gravidez. A velocidade de sedimentagao € uma resposta inespecifica do organismo a uma
deterioragao tecidular,sendo indicativa da sua presenga, embora nao avalie a sua gravidade [15].

A determinagao da velocidade de sedimentagao possui trés aplicagoes principais: para
ajudar a detetar e a estabelecer o diagnostico de disturbios inflamatorios ou para excluir a
possibilidade dessas doencas;como meio de seguir o curso clinico ou o tratamento de doengas
com componente inflamatoério, como a artrite reumatoide; para demonstrar ou confirmar a
presenca de doenca organica oculta, quando o doente é sintomatico mas carece de evidéncias

laboratoriais ou fisicas definitivas de doenca organica ou quando o doente é assintomatico [15].
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4. Patologias das células sanguineas

Ao observar uma lamina é importante saber o que deve ser valorizado. Podem existir
alteragoes das células sanguineas em todas as amostras de sangue, por isso é importante ter
nogao: se estamos a observar uma alteragao que é reprodutivel por todo o esfregago ou se
apenas aparece em alguns campos deste, saber como foi feita a recolha e processamento da
amostra, informagoes sobre o estado clinico do doente e se estamos perante um esfregago de
um recém-nascido, de uma crianga, de um adulto, de um idoso ou de uma gravida. Todas estas
informagoes sao importantes no momento da anadlise do esfregago sanguineo de modo a saber

que alteragoes devem ser valorizadas e posteriormente reportadas aos clinicos.

4.1. Anemias

A palavra anemia é originaria do Grego e significa “sem sangue”. Nos tempos atuais a
definicao de anemia surge como ‘“qualquer condi¢ao caracterizada pela diminuicao da
concentragao de hemoglobina” [16].

A hemoglobina é uma proteina de estrutura quaternaria constituida por uma parte
globinica que é dividida em 4 cadeias proteicas e uma parte nao proteica (grupo prostético)
constituida por 4 grupos heme que tém capacidade para transportar 4 ides de ferro na sua
forma de ferro ferroso (Fe**) que permitem a ligagio da hemoglobina ao oxigénio [16].

As principais hemoglobinas no adulto sao a Hb A (a,8,), 96% a 98%, Hb A, (a,5,), 1,5%
a 2,3% e Hb F (ayy,), 0,5% a 0,8%. A sua principal fungao é a oxigenagao dos tecidos pelo que
a sua diminuigao vai ter efeitos nefastos nos mesmos [16].

Os sintomas que surgem em casos de anemia sao inespecificos e dependem do ritmo
de descida da Hb. Se a anemia se instala rapidamente, como acontece em casos de hemorragia
aguda o doente pode entrar em choque ainda que apresente um Ht normal. Se a hemoglobina
descer para a mesma concentragao de uma forma insidiosa, a anemia é tolerada de uma forma
melhor porque ha um aumento compensatério dos ritmos cardiaco respiratorio e uma
diminuicao da afinidade da Hb para o oxigénio (O,) [16].

Em termos fisiopatologicos as anemias podem ser devidas a alteragao da produgao dos
GV, destruicao aumentada dos GV ou aumento da perda de GV. Com base nas constantes
eritrocitarias (HCM e VCM) a anemia pode ser classificada em hipocromica, normocrémica e

hipercréomica, microcitica, normocitica e macrocitica (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizagao dos tipos de anemia [7].

Anemia Constantes Causas
Microcitica VCM <80 f Anemias sideropénicas
. .. Anemias sideroblasticas
Hipocromica HCM <27 pg L
Talassémias
Normocitica 80<VGM<96 fl Anemias das doencas cronicas

Normocréomica 27<HCM<33 pg Anemias hemoliticas

Deficiéncias em vitamina B12 e acido félico
Anemia perniciosa

Macrocitica VCM>96 fl )
Medicamentos
Alcool
Hipercromica HCM>33 pg Esferocitose hereditaria

Anemia hipocrémica e microcitica

A hemoglobina é formada por dois pares de cadeias globinicas e um grupo heme
constituido por um iao de ferro num anel de protoporfirina. Quando ha falta de ferro para a
formagao do grupo heme ou ha poucas cadeias globinicas disponiveis, a sintese da hemoglobina
¢ afetada, os globulos vermelhos sao mais pequenos (microcitose) e menos corados
(hipocromia). Entre as causas de hipocromia estao a sideropenia, talassemia, alteragoes

congénitas do metabolismo do heme, etc. [16].

Anemia sideropénica

A anemia sideropénica é a forma de anemia mais comum. Nestes casos ¢ iniciado um
tratamento com ferro oral em dose adequada, caso nao se verifiquem melhorias é porque ha
perdas abundantes ou ma absor¢ao. Quando nao ha resposta a este tratamento a avaliagao de
outro parametro mostra-se vantajosa. Se a ferritina for normal ou elevada deve-se suspeitar
de uma talassemia ou de uma anemia das doencas inflamatorias, se ferritina esta reduzida a

suspeita incide na possivel ma absorg¢ao do ferro [16].

Talassémias

As talassémias denominam-se a ou B e surgem quando ha reducao ou auséncia da
sintese de uma das cadeias globinicas que constituem a Hb [16].

B-Talassemias: A sintese de cadeias globinicas B depende da expressao de um gene
localizado no cromossoma | I. Este gene pode sofrer mutagoes que impossibilitem a sintese
de cadeias ou que reduzam a quantidade de cadeias sintetizadas. Na B-talassémia minor s6 um

dos alelos do gene esta mutado (heterozigotia), Hb A, aumenta (>3,5%) e a Hb F mantem-se

14 JMichael Santos



normal ou aumenta ligeiramente. Na B-talassémia intermédia os dois alelos do gene estao
mutados (homozigotia) mas ainda sintetizam algumas cadeias globinicas 8,a HbA, e Hb F estao
elevadas,o0 VCM e a HCM estao baixos, o RDWV e taxa de reticulocitos elevados. Se nio houver
sintese destas cadeias, nao ha Hb A (ou ha uma quantidade muito escassa),a Hb F esta elevada
e a anemia € grave, dependente de transfusoes desde o primeiro ano de vida [16].
a-Talassemias: Para a sintese das cadeias globinicas a ha dois genes homologos, a, e a,,
no cromossoma |6.As a-talassemias resultam, mais frequentemente, da delegao de um ou dos

dois genes num dos alelos [16].

Alteracoes no metabolismo do heme

As alteragdes no metabolismo do heme levam ao aparecimento de doengas
caracterizadas por anemia hipocromica e microcitica com RDW elevado, dimorfismo
acentuado a nivel dos GV, ferritina e saturagao de transferrina elevadas. As principais
complicagoes estao associadas a sobrecarga de ferro, o que obriga a monitorizagao regular e

tratamento quelante [16].

Anemia macrocitica

As anemias macrociticas podem ser megaloblasticas (deficiéncias de vitamina B12 ou

de acido folico) ou nao megaloblasticas [16].

Anemia megaloblastica

Os défices de vitamina B12 e de acido félico afetam a sintese do ADN, com repercussao
nos precursores eritréides, mieldides e megacariociticos, de que resulta anemia.

No sangue periférico observam-se macrocitos, pontuado basofilo e neutrofilos
hipersegmentados [ 6].

As causas mais frequentes sao a deficiéncia nutricional de folatos e a ma absorcao da
vitamina B12 por défice de fator intrinseco (Fl). Em casos de auséncia completa de Fl a anemia

denomina-se Anemia perniciosa [16].

Anemia nao- megaloblastica

Uma macrocitose, com ou sem anemia, pode ocorrer no decurso de doenga hepatica,
em casos de alcoolismo, displasia da medula ossea, etc. Ao contrario das anemias
megaloblasticas, nestas patologias nao sao evidentes alteragoes megaloblasticas na medula, nem

neutrdfilos hipersegmentados no sangue periférico [16].
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Anemia normocitica

Algumas das causas de anemia normocitica sao hemorragia aguda, doenga inflamatéria
cronica, doenga renal, etc. Uma anemia pode ser normocitica no estadio inicial, e evoluir para
micro ou, menos frequentemente, para macrocitica. Quando ha associagao de varios fatores
etiologicos, por exemplo nas patologias do tubo digestivo com ma absorgao de acido félico e/

ou da vitamina B12 e caréncia de ferro a anemia pode ser normocitica com RDW elevado [16].

4.2. Doencas leucocitarias

As alteragoes leucocitarias podem ser neoplasicas ou nao neoplasicas. Por sua vez, as
nao neoplasicas podem ser quantitativas, qualitativas ou ambas. Do ponto de vista qualitativo,
o leucocito pode exibir maior grau de imaturidade, alteragoes morfoldgicas da sua estrutura
celular ou produgao aumentada de determinado tipo de leucocito, menos frequente [17].

E possivel a ocorréncia de neoplasias malignas em cada estadio da sequéncia de
amadurecimento das células sanguineas. Normalmente, quanto mais inicial o estadio da célula
afetada, mais grave é o prognostico. O termo leucemia refere-se a uma neoplasia maligna dos
leucocitos, embora a sua definicao se estenda frequentemente para incluir neoplasias malignas
de qualquer tipo de célula precursora de outras linhagens sanguineas. Na maioria dos casos, o
numero total de leucocitos circulantes esta aumentado.A leucemia aguda, quando nao tratada
tem uma sobrevida inferior a da leucemia cronica nao tratada, sendo que a célula predominante
€ o blasto. Na maioria dos casos aparecem mais de 30% de blastos no sangue periférico. Na
leucemia croénica as células predominantes encontram-se num estadio mais maduro [8,17].

As leucemias sao também classificadas de acordo com as suas caracteristicas citologicas
— mieloide e linféide. A proliferagao na leucemia mieloide aguda consiste predominantemente
de mieloblastos, enquanto que na leucemia mieloide croénica consiste principalmente de células
mais diferenciadas, como mielocitos, metamieldcitos, neutrofilos e relativamente poucos
mieloblastos. Na leucemia linfoide aguda, a proliferacao é de linfoblastos, enquanto que na
leucemia linféide croénica ela é composta por linfécitos maduros pequenos [17].

Os mieloblastos e os linfoblastos sao morfologicamente muito semelhantes nos
esfregagcos sanguineos pelo que nao é possivel estabelecer uma diferenciagao segura apenas
com base no aspeto morfolégico [9].

Os linfomas malignos assemelham-se, basicamente, as leucemias linfociticas. Ambos
derivam da série linfocitica, no entanto, as leucemias tém origem na medula 6ssea enquanto
que os linfomas tém a sua origem fora da medula, normalmente nos noédulos linfaticos. Os

linfomas pode ser doenga de Hodgkin ou linfomas nao Hodgkin, sendo que os nao Hodgkin
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ainda se podem classificar em linfomas de células B ou em linfomas de células T e NK. O

diagnostico dos linfomas é estabelecido por bidpsia [17,18].

4.3. Estudo de hemoglobinopatias

Este estudo pode ser feito pelo doseamento das hemoglobinas A2 e . O aparelho
utilizado € o mesmo que no doseamento da HbAlc, no caso do Laboratorio Labeto é o
HA8180T Analyser. Esta técnica auxilia no diagnostico da hemoglobinopatia, sendo que
posteriormente deverao ser feitas outras técnicas até mesmo no sentido de proporcionar um
aconselhamento genético, pois individuos portadores, muitos deles assintomaticos poderao ter
filhos com sintomas mais severos, se o conjuge for também portador [2].

A quantificagao de Hemoglobina A2 é um meio diagnostico de exclusao de talassémia.
Um aumento da HbA2 num dado doente é um indicador caracteristico de uma [B-talassémia
heterozigotica. A HbF conjuntamente com a HbA2 permite classificar o tipo de talassémia. Os
resultados da Hemoglobina A2 e Hemoglobina F devem de ser observados em conjunto, e
juntamente com outros dados auxiliam no diagndstico de talassémia e hemoglobinopatias [21].

Quando observamos um resultado com uma percentagem superior a 3,8% de A2,
podemos considerar que estamos perante uma B-talassémia. Em doentes com VGM inferior a
76 fl ou HGM inferior ou igual a 26 pg, e com valores borderline de HbA2 ou até mesmo
baixos, deve ser verificada a existéncia de uma Anemia Ferropénica, a qual pode mascarar uma

eventual talassémia [21].

Para determinar a HbA faz-se o seguinte calculo:

%HbA= 100 - (%HbF + %HbA2 + %variantes se existirem)

As talassémias sao um grupo heterogéneo de disturbios genéticos da sintese de
hemoglobina, resultando de uma auséncia ou reducao da sintese de uma das cadeias globinicas

aou B [21].
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Tabela 4. Classificacio de B-talassémias (B0 (auséncia de cadeias), B+ (reducdo da
quantidade de cadeias)) [2].

Heterozigotica, Anemia ligeira, hipocromica e microcitica e
Hb A2 elevada (>3,5%).

Talassémia Minor

Homozigotia ou dupla heterozigotia (B+/B+),Anemia
hipocrémica e microcitica, HbA2>3,5% e HbF 10-60%.

Talassémia Intermédia

Auséncia de sintese de cadeias (B0/ B0),Anemia severa,
Talassémia Major dependente de transfusdes desde o |* ano de vida, nio ha
HbA e HbF elevada.

Tabela 5. a-Talassemias (deleccdo dos genes da cadeia alfa) [21].

4 genes Hidrops Fetalis
3 genes Doenca da hemoglobina
2 genes VGM e HGM baixos

Caso haja pico na area da HbS tem de se fazer prova da solubilidade HbS (Kit) ou prova
de falciformagao. A prova de falciformagao consiste na transformagao de eritrocitos em
drepanocitos na presenga de uma diminuigao da concentragao de oxigénio. O grau e a rapidez
do aparecimento destas formas vao depender da concentragao da HbS. Esta variante da
hemoglobina encontra-se na drepanocitose que é uma doenga qualitativa resultante da
alteragao da estrutura da cadeia globinica (troca de acido glutamico por valina na 6 posicao),
em que o eritrocito adquire a forma de foice. A HbS produz uma redugao da oxigenagao. O
individuo heterozigético (portador da mutagao) é praticamente assintomatico, enquanto o
homozigotico apresenta uma anemia hemolitica cronica com gravidade variavel que pode
incluir vasooclusoes, maior risco de acidente vascular cerebral, necrose da cabeca do fémur e

Umero, Ulceras nas pernas e infegoes pulmonares [2,21].

5. Provas de avaliacao da hemostase

A hemostase é a sequéncia de eventos fisiologicos que culmina com o término da
hemorragia vascular. Depende do fluxo e vasos sanguineos, sistema procoagulante,
anticoagulantes naturais e sistema fibrinolitico [17].

O crescente numero de indicagoes para anticoagulagao, bem como o aumento do
numero de anticoagulantes terapéuticos disponibilizados, torna imperativa a compreensao dos

testes de coagulagao como forma de monitorizagao destes farmacos.
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O Sistema Hemostatico protege o sistema vascular e permite que, em caso de lesao,

os tecidos sejam reparados e as suas fungoes restabelecidas [18].

Hemostase primaria: Consiste na formagao de um codgulo sanguineo ou trombo
plagquetar e tem por objetivo parar a hemorragia que ocorre quando a parede de um vaso é
danificada. Este trombo consiste num aglomerado de plaquetas que se forma em torno do local

da lesdo [14,20].

Hemostase secundaria: A coagulagao sanguinea é um processo auto-catalitico e
auto-limitado que culmina na formagao de trombina em quantidades suficientes para a
conversao do fibrinogénio em fibrina. Resulta da ativagao sequencial dos fatores da coagulagao

que circulam no plasma na forma inativa (Figura 9) [14,20].

A cascata da coagulagao pode ser ativada por duas vias: a via Intrinseca/de contacto
e a via Extrinseca/tecidular convergindo depois para uma via comum. Esta separagao soé se
verifica in vitro, uma vez que, na realidade as duas vias nao sao independentes uma da outra
[14,20].

A via comum inicia-se com a ativagao do fator X pelo fator IXa e pelo fator Vllla
provenientes da via intrinseca, e pelo fator Vlla da via extrinseca. Esta cascata culmina, entao,
na conversao de proé - trombina em trombina pelo fator Xa, na presenga de calcio, do fator Va
e de fosfolipidos pré — coagulantes (Figura 9) [14,20].

Apos a degradagao do fibrinogénio pela trombina, libertam-se dois fibrinopeptideos A

e dois fibrinopeptideos B, dando origem a fibrina soluvel [20].
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Figura 9. Cascata de coagulagao [18].
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A fibrindlise é o processo fisiologico pelo qual a fibrina é dissolvida. De modo analogo
a coagulagao, o sistema fibrinolitico plasmatico é constituido por uma série de proteinas
(ativadoras e inibidoras) produzidas essencialmente pelo figado, endotélio vascular e plaquetas,
nomeadamente a antitrombina, a proteina C, a proteina S etc. [14,20].

O aparelho utilizado para a realizagao das anadlises desta segao (coagulagao) é o CS-
5100 System. Este € um analisador automatico que permite realizar testes de coagulagao e de

agregacao.As analises efetuadas neste equipamento sao TP, TTP, Antitrombina Il e Fibrinogénio.

5.1. Tempo de protrombina (TP) e International Normalized Ratio (INR)

O tempo de protrombina avalia a via extrinseca/tecidular. Esta prova é utilizada como
prova classica de avaliagao hemostatica, de monitorizagao de terapéutica com anticoagulantes
orais do tipo cumarinico e para avaliagao da fungao hepatica.

O plasma é incubado a 37°C e posteriormente é adicionado reagente (fator tecidular
com lipidos e calcio). A precisao do PT foi questionada, uma vez que existe uma grande
variabilidade na sensibilidade dos reagentes de protrombina utilizados na sua determinagao.

Por isso, € necessario corrigir o valor do TP, para ficar normalizado entre laboratorios,
independentemente dos reagentes e aparelhos usados, sendo calculado pela formula
International Normalized Ratio (INR) = (TP doente / TP controlo)™'. onde ISI significa
indice de sensibilidade internacional do reagente e o PT (controlo) é o valor de PT do controlo
com |00% de atividade [19].

Os valores de INR para doentes sob medicagio com anticoagulantes orais devem
situar-se entre 2 e 3. Abaixo do valor minimo ha a possibilidade de ocorrer a formagao de
trombos mais facilmente e acima do valor maximo ha o risco de hemorragia. Para individuos
saudaveis os valores de INR situam-se entre 0,9 e 1,2 [8].

O valor do INR aumenta em casos de défice dos fatores |, I, V, VIl e X, deficiéncia de
vitamina K, terapéutica com anticoagulantes ou com heparina em doses elevadas, doenga
hepatica grave, etc. O INR pode estar diminuido em estados pré-trombéticos (como nos

periodos pos-parto ou poés-cirurgico) [18].

5.2. aPTT:Tempo de tromboplastina parcial ativada

O Tempo de tromboplastina parcial ativada € uma prova que avalia a via intrinseca ou
de contacto. O reagente utilizado ¢ a cefalina caulino que é adicionado ao plasma e a mistura

é incubada, posteriormente é adicionado o Ca** de forma a desencadear a cascata da
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coagulagao e regista-se o tempo que o plasma demora a coagular. O tempo de referéncia varia
entre 30 a 40 segundos [17].

O aPTT pode estar prolongado em situagdes como deficiéncia dos fatores |, II,V, VIII,
IX, X, XI, XIl, pré-calicreina e cicinogénio de alto peso molecular (HMWK), doencga hepatica,
coagulagao intravascular disseminada e transfusdes sanguineas, terapéutica com heparina,
anticoagulantes orais (doses altas) e tromboliticos. O aPTT pode estar diminuido em qualquer

estado de hipercoagulabilidade [18].

5.3. Fibrinogénio e Antitrombina Il

A enzima trombina converte a proteina plasmatica soluvel fibrinogénio no seu polimero
insoltvel fibrina. Em altas concentragoes de fibrina e baixas concentragoes de fibrinogénio, a
taxa de reagao é determinada pela concentragao de fibrinogénio [18].

O doseamento do fibrinogénio é um doseamento cronométrico. Baseia-se no facto de
quando um plasma diluido é colocado em presenga de um excesso de trombina, o logaritmo
de tempo de coagulagao esta em relagao linear com o logaritmo da concentragao de
fibrinogénio no plasma em estudo. Mede-se, entao, o tempo de coagulagao do plasma diluido
apos adigao de trombina. O tempo de coagulagao assim medido é entao comparado com o de
um preparado de fibrinogénio standardizado. O tempo de coagulagao depende da quantidade
de fibrinogénio na amostra, sendo inversamente proporcional [18].

Os valores normais no adulto sao de 2-4 g/l e na crianga 1,5 -3 g/l [17].

A antitrombina é um inibidor das serina-proteases que se liga a trombina e aos fatores
Xa, IXa, Xla e Xlla, neutralizando a sua atividade.A capacidade da antitrombina em neutralizar
a atividade da trombina é rapidamente potencializada pela presenca de heparina. Deficiéncias

hereditarias de antitrombina tornam os utentes propensos ao tromboembolismo venoso [18].

6. Imuno-hematologia

Para evitar possiveis reagoes imunologicas, por exemplo, numa transfusao sanguinea, o
sangue deve ser convenientemente caracterizado. Para tal, procede-se a realizagao de testes

como a determinagao dos grupos sanguineos, pesquisa de auto-anticorpos.

6.1. Grupo Sanguineo

A determinagao do grupo sanguineo consiste em verificar a presenga ou auséncia dos

antigénios A, B e Rhesus (Rh) na superficie dos eritrocitos.
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O Sistema de grupo sanguineo ABO é um dos parametros de maior importancia dentro
da Imuno-hematologia, tendo implicagdes a nivel de transfusdes e de transplantagao. Os
antigénios ABO sao expressos a nivel da membrana eritrocitaria, endotelial e epitelial,
desempenhando um papel muito importante como antigénios de histocompatibilidade [22].

A determinagao dos grupos sanguineos ABO e Rh tem por base, pois, a reagao de
aglutinagao. Esta prova é altamente especifica e bastante sensivel, sendo um valioso instrumento
de pesquisa e um meio util de diagnostico. Em caso de transfusoes sanguineas, os antigénios
do grupo ABO sao bastante importantes. O sucesso de uma transfusao sanguinea depende pois,
da compatibilidade entre o sangue do dador e o sangue do recetor [23].

O fendmeno de aglutinagao dividiu a populagao em quatro grupos que se chamou de
A, B, 0 e AB. Os epitopos antigénicos sao determinados por carbohidratos ligados a
polipéptidos ou lipidos, formando respetivamente glicoproteinas ou glicolipidos. A cada
antigénio corresponde uma iso-aglutinina (Anti-A ou Anti-B), a qual esta ausente num soro de
um sujeito com o respetivo antigénio sobre os eritrocitos [22].

O antigénio D (Sistema Rh) e extremamente imunogénico,uma vez que leva a produgao
de anti-D na maior parte dos individuos Rh- (nao possuem o antigénio D), sendo este
produzido por exposigao ao antigénio D em resultado de uma transfusao ou gravidez. Quando
uma gravida Rh- da a luz um filho Rh+,a mae vai produzir anticorpos anti-D. Diz-se que é uma
gravida imunizada. Caso ocorra uma segunda gravidez e o feto seja Rh+, os anticorpos
sensibilizados da mae vao atravessar a placenta e hemolisam os eritrocitos do feto. Atualmente,
este problema encontra-se ultrapassado uma vez que se administra a mae, uma imunoglobulina
anti-D [22,23].

A técnica utilizada para a determinacao do grupo ABO e Rh é a técnica em gel.

Os cartoes de gel, permitem determinar o grupo sanguineo de uma amostra de sangue,
por prova direta ABO e determinacao de antigénios RH| (D). Em cada um dos cartoes de gel
existem seis micro tubos, contendo cada um deles um reagente especifico do antigénio
eritrocitario em teste. Um dos seis micro tubos é apenas utilizado como sinal de controlo,
indicando se o cartao em uso se encontra dentro dos parametros esperados de funcionamento
para um teste valido. Apos centrifugacao, os globulos vermelhos nao aglutinados, isto ¢, os que
nao reagiram ao reagente do micro tubo, concentram-se no fundo do micro tubo. Por outro
lado, os glébulos vermelhos aglutinados ficam suspensos no gel, sendo a sua altura o indicador
da intensidade da reacao. Para leitura e interpretagao visual dos resultados, considera-se entao
que o resultado do micro tubo é positivo se a suspensao de globulos vermelhos nao se

encontrar totalmente concentrada no fundo do micro tubo.
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Figura 10. Resultados em diferentes intensidades de reacao.
Tabela 6. Grupo sanguineo sistema AB0
Grupo Sanguineo Anti-A Anti-B Anti-AB
A + - +
B - + +
AB + + +
0 - - -
Tabela 7. Grupo sanguineo sistema Rh
RhD Positivo RhD Negativo
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Figura I 1. Card com determinagao do Grupo Sanguineo (ex.: B+)

6.2. Testes de Antiglobulina Direto e Indireto

Este teste,apesar de nao ser realizado na sec¢ao de hematologia parece-me importante
a sua referéncia nesta area.

O teste de antiglobulina (Coombs) é um dos principais testes seroldgicos imuno-
hematoldgicos para detetar os anticorpos capazes de se ligar ao seu antigénio homologo
eritrocitario, mas nao produzem aglutinagao [21].

Os anticorpos “fixos” sobre os eritrécitos sao detetados com ajuda de um soro com
antiglobulinas humanas (AGH) que reduzem o Zeta Potencial até ao ponto critico, promovendo,
assim, aglutinagao, ou seja, este reagira com os anticorpos a superficie dos eritrécitos

sensibilizadas provocando a aglutinagao entre eles. O TAD (teste de antiglobulina direto) tem
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como objetivo detetar se os eritrocitos estao revestidos in vivo com imunoglobulina e/ou
complemento. O TAI (teste de antiglobulina indireto) tem como objetivo a pesquisa no soro
de anticorpos incompletos [24].

A técnica utilizada é a técnica em gel (cards) que contém antiglobulina humana (AGH)
poliespecifica. A fungao mais importante do reagente de AGH poliespecifica consiste em
detetar a presenca de IgG. A importancia do anti-complemento no reagente AGH ¢é discutivel,
visto que os anticorpos que apenas sao detetaveis pela sua capacidade de se unirem ao
complemento sao bastante raros. No entanto, a atividade de anti-C3d é importante para o

TAD na investigagao de anemias hemoliticas autoimunes [23].

Tabela 8. Aplicacées TAD e TAIl na pratica clinica [23].

TAD TAI
Doenga Hemolitica Perinatal Pesquisa e identificagao de anticorpos irregulares
Anemia Hemolitica Autoimune Provas de Compatibilidade Pré-Transfusionais
Hemolise induzida por drogas Imunizagao feto-maternal
Reagoes Hemoliticas Pos-Transfusionais Imunizacao pos-transfusional

7. Controlo de qualidade — Hematologia

O Laboratério Labeto participa no Programa Nacional de Avaliagio Externa da
Qualidade do INSA em Hematologia, recebendo periodicamente, amostras identificadas,
acompanhadas de alguma informacao clinica, para que nas datas pré-estabelecidas sejam
efetuadas as contagens celulares, analise da morfologia de sangue periférico com provavel
hipotese diagnostica, ou outras determinagoes indicadas, de acordo com a metodologia de
rotina do laboratorio e enviados os resultados. O Laboratério Labeto participa também no
programa NEQAS, no qual sao efetuadas contagens diferenciais manuais, andlise da morfologia
do sangue periférico e provavel hipotese diagnéstica. Através do programa NEQAS, sao ainda
recebidas amostras para se identificar parasitas no sangue periférico.

O objetivo destes ensaios inter-laboratoriais é o de assegurar a comparabilidade e
uniformidade dos resultados dos laboratérios clinicos. A participagio em programas de
avaliagao externa da qualidade constitui, para os laboratérios uma forma de detegao de erros

sistematicos, através da comparagao dos seus resultados com os de outros laboratorios.

24 JMichael Santos



Para além deste controlo externo da qualidade, é realizado diariamente um controlo
interno. No aparelho Sysmex, sao utilizados trés controlos, de trés niveis diferentes, um baixo,
um normal e um alto, sendo que, cada dia é testado um nivel. Na coagulagao, para cada técnica
sdo testados dois controlos, de dois niveis diferentes, um normal e um patologico, diariamente.

Este controlo de qualidade interno destina-se, fundamentalmente ao controlo da

reprodutibilidade dos métodos e resultados, vigiando a incidéncia de erros fortuitos.

8. Caso Clinico

Homem de 21 anos, sem dados clinicos na sua ficha clinica, revelou no hemograma um
baixo nimero de GV e uma anemia (Hb de 103 g/L) classificada como hipocrémica e
normocitica (HCM de 26,1 pg e VCM de 26,1 pg).

Numa primeira analise podiamos suspeitar de uma anemia sideropénica uma vez que o
RDW esta também bastante aumentado (18,5%, caracteristico a estas situagoes). Observou-
se também um elevado grau de anisocitose e a contagem de plaquetas foi indicou trombocitose

(476 x 10°/L) (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados do hemograma de um homem de 21 anos obtidos apos andlise no equipamento
XN-1000.

GV 3,95 X 102 /L WBC 10,3 X 10° /L
Hb 103 g/L NEU 6,50 X 10° /L
Ht 0,317 L/L LYN 2,90 X 10° /L
VCM 80,3 fl MONO | 0,70 X 10°/L
HCM 26,1 pg EOS 0,20 X 10° /L
CHCM 324 g/L BASO 0X10°/L

RDW 18,5%

PLT 476 X 10° /L

Tendo em conta este quadro de anemia e trombocitose, apds repeticao do hemograma,
confirmaram-se os resultados no ESP (Figura 12).

No ESP foi possivel confirmar a anemia pela presencga de glébulos vermelhos com hi-
pocromia. Foram, ainda, encontradas “Target cells” (Figura 12). A trombocitose foi também

confirmada pelo elevado nimero de plaquetas presentes por campo.
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Figura 12. Observacao ao microscopio 6tico de esfregago de sangue periférico de um homem de 21
anos apos Coloragao May-Griinwald-Giemsa. Confirmou-se a anemia hipocréomica e normocitica e a
trombocitose com presenca de anisocitose eritrocitaria. Destaca-se a observagio de uma Target cell

(1)
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9. Microbiologia

A drea da Microbiologia é uma area extremamente abrangente, interessante e em
constante evolugao, pelo que desde logo escolhi esta valéncia para aprofundar no presente
relatorio. Ao setor da Microbiologia do Labeto chegam varios tipos de produtos bioldgicos
(urina, fezes, exsudados, expetoragao, etc.) para proceder a respetiva analise. Este setor é
isolado das restantes areas, com equipamento proprio, nomeadamente estufa de incubagao
com estudo de verificagao de temperatura, dispositivos para obtengao de atmosfera pobre em
oxigénio, bico de Bunsen, microscopio otico, camara de fluxo laminar, etc. As técnicas utilizadas
para o diagnostico etiologico das infe¢oes dependem, em grande medida, das caracteristicas
bioquimicas dos microrganismos que se pretendem identificar. Desta forma, o diagnostico das
infecoes bacterianas é efetuado mediante exame microscopico e cultural da amostra biologica.
Estes procedimentos permitem isolar as espécies bacterianas que estao a causar infe¢ao para
depois serem identificadas e estudada a sua sensibilidade a antibioticos. Para se efetuar o
estudo microbiologico adequado é fundamental a realizagao de uma colheita, transporte e
conservagao adequados [25].

De notar que muitos dos procedimentos que vao ser mencionados sao baseados nos

Procedimentos Especificos do Laboratoério, que constam no Manual de Qualidade do mesmo.

9.1. Coloracoes usadas em Microbiologia

As coloragoes usadas na Microbiologia sao a coloragao de Gram (que permite
diferenciar entre bactérias Gram positivas e Gram negativas, devido as diferentes
caracteristicas da sua parede celular, assim como a sua estrutura) e a coloragao de Ziehl-
Neelsen (para bacilos acido-alcool resistentes, como é o caso das Micobactérias). No
laboratério é usado um equipamento, o Mirastainer IlI(*), que faz estas coloragdes
automaticamente. Este aparelho tem varios pogos onde siao colocados os corantes
correspondentes a cada coloragao e um brago mecanico onde sao colocadas as |laminas com
o indculo. O técnico da secgao prepara as laminas, insere-as num suporte do brago mecanico
e coloca este no brago. De seguida, adiciona os pogos com os corantes da coloragao pretendida
e seleciona o programa do aparelho que faz esta coloragao (o aparelho foi pré-programado
para as diferentes coloragoes pelo que ao selecionar o programa pretendido, este assume os

tempos necessarios que as laminas tém de ficar em cada corante).

(*) Este aparelho foi descontinuado pelo fornecedor, pelo que nio existem atualmente artigos publicados acerca

do funcionamento do mesmo, apenas o manual de funcionamento do equipamento, que acompanha o mesmo.
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9.2. Meios de cultura

Gelose Hecktoen: E um meio sélido seletivo, uma vez que inibe o crescimento da

microbiota normal do intestino, permitindo o crescimento de Salmonella sp. e Shigella sp. E
composto por sais biliares (inibidores), 3 agucares (lactose, salicina e sacarose), um indicador
de pH (fucsina acida e azul de bromotimol) e citrato férrico amoniacal juntamente com
tiossulfato soédico, que forma um centro negro em bactérias produtoras de H,S. Shigella sp.
apresenta-se incolor sem centro negro e a Salmonella sp. incolor com centro negro, permitindo

a sua distingao [26].

Caldo Tetrationato: E um caldo de enriquecimento seletivo de Salmonella sp., uma vez

que contém sais biliares e tiossulfato de sédio que inibem o crescimento de outras bactérias
da microbiota intestinal, apenas permitindo que as bactérias redutoras de tetrationato se 28
multipliquem. Para inibir o crescimento de Proteus spp. (que também reduz o tetrationato) sao

adicionados 100uL de iodo e 25uL de novobiocina (antibiotico) a este caldo [27, 28].

Gelose MacConkey: Este meio contém cristal violeta e sais biliares, o que permite que
seja um meio seletivo de isolamento e diferenciagio para bactérias Gram negativo. A
fermentagao da lactose pelas bactérias leva a formagao de coldnias vermelhas com precipitado
a volta (halo de sais biliares) pela viragem do vermelho neutro (indicador de pH).As estirpes

nao fermentadoras de lactose dao coldnias incolores ou beges.

Gelose Manitol Salt Agar (MSA): Este meio € seletivo para Staphylococcus spp.
(fermentador do manitol). Este meio contém peptonas, cloreto de sédio a 7.5%, que inibe o
crescimento de outras espécies nao haldfilas, vermelho de fenol como indicador de pH. Este
meio permite ainda a diferenciagao de Staphylococcus em coagulase positivo (colonias amarelas)

e coagulase negativas (colonias vermelhas, pois nao alteram a cor do vermelho de fenol) [29].

Gelose Chocolate: usamos a Gelose Chocolate Agar PolyVitex VCAT e a Gelose
Haemophilus Chocolate da Biomerieux, que contém hemina (fator X) e dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NAD - fator V), além de alguns antibidticos e antifungicos. Estas
geloses diferem no tipo de antibidticos que contém: a primeira é composta por vancomicina,
colistina, anfotericina e trimetoprim, permitindo o isolamento de Neisseria gonorrhoeae e N.
meningitidis, a segunda contém bacitracina, inibindo o crescimento de bactérias Gram positivas

e a maioria das espécies de Neisseria.

Gelose Sangue: usamos o meio COS da Biomerieux, que € um meio muito nutritivo e

que facilita o crescimento de bactérias exigentes, como € o caso de Streptococcus sp., devido

ao seu contelldo em peptonas. A sua composicao com 5% de sangue de carneiro permite
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identificar o tipo de hemdlise dos microrganismos:a a-hemolise corresponde a uma hemolise
incompleta, aparecendo uma cor esverdeada em redor da colonia (ex: Streptococcus
pneumoniae), a P-hemodlise corresponde a uma hemolise completa, o que significa o
aparecimento de uma zona transparente a volta da coldnia (ex: Streptococcus pyogenes) ou y-

hemolise, que significa auséncia de hemalise.

Gelose Candida: fornecida pela Biomerieux, este € um meio de isolamento de leveduras,

devido ao substrato cromogéneo de hexosaminidase que sofre hidrodlise na presenga do seu
indutor (presente em leveduras), resultando em coldnias azuis de Candida albicans. Este meio
contém ainda outros substratos que quando hidrolisados originam colonias rosa, tipicas de C.

Tropicalis.

Gelose Sabouraud: € um meio solido que favorece o crescimento de algumas espécies

de fungos, devido ao seu conteudo em peptonas, glicose e ph ajustado a aproximadamente 5,6.
A este meio pode ser adicionado cloranfenicol (antibidtico que inibe a maioria das bactérias)

e actidiona (inibe fungos contaminantes como Penicillium spp.).

Gelose de Mueller-Hinton: esta gelose contém 5% de sangue (de carneiro, cavalo ou

outro) e € fornecida pela Biomerieux, sendo usada nos testes de sensibilidade aos antibidticos
por difusao manual para Pneumococcus spp. e Streptococcus spp., que necessitam de sangue de

carneiro para crescer.

Caldo Todd-Hewitt: fornecido pela Biomerieux, este € um caldo com antibioticos que se

torna um meio seletivo para Streptococcus do grupo A de Lancefield (tipicos de exsudados
faringeos) e B (tipicos de exsudados vaginais em mulheres gravidas), assim como de
Staphylococcus aureus e S. aureus meticilina resistente (MRSA). Sao os antibidticos utilizados
(acido nalidixico e colistina) que dao esta seletividade ao meio, inibindo o crescimento de

bactérias Gram negativas.

Meio chromID® CPS® Elite (CPSE): fornecido pela Biomerieux, este é um meio
diferencial usado para isolar bactérias provenientes de amostras urinarias, devido a sua
composicao em 2 substratos cromogéneos (B-glucuronidase e P-galactosidase), um que
permite revelar a atividade enzimatica bacteriana e outro que se baseia na revelagao do indol

pelo triptofano.

Meio chromID® Strepto B (STREPB): fornecido pela Biomerieux, este € um meio seletivo
e cromogéneo para Streptococcus do grupo B (ex: Streptococcus agalactiae), onde estes crescem

como colonias vermelhas.
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Meio Lowenstein-Jensen: fornecido pela Biomerieux, este meio favorece o crescimento de

micobactérias devido ao seu conteido em ovo,asparagina e fécula, fazendo com que as colonias
de Mycobacterium tuberculosis tenham um aspeto tipico tipo couve-flor. Sendo que esta bactéria
se encontra geralmente em amostras de expetoragao, antes de se proceder a sementeira desta,
é necessario fluidificar e descontaminar a mesma, de forma a eliminar a microbiota comensal,

favorecendo o crescimento das Micobactérias.

9.3. Amostras analisadas

9.3.1. Urina

As infeg¢oes do aparelho urinario sao uma das infe¢oes mais comuns no Homem, nao
sendo por isso de estranhar que o volume diario de amostras de urina que chega ao
laboratério seja tao significativo. As bactérias da microbiota intestinal, podem ser:
Enterobacteriaceae (ex: Proteus, Klebsiella, Escherichia coli), Enterococcus sp. ou Staphylococcus
aureus, sendo as principais responsaveis por estas infe¢oes, devido a sua facilidade em invadir
o aparelho urinario através da uretra [30].

As mulheres estao naturalmente mais predispostas a este tipo de infe¢ao, devido a
anatomia do seu trato urinario.Aquando da invasao destas bactérias pela uretra, estas podem
infetar a bexiga causando cistite ou podem subir até ao trato urinario superior,como €é o caso
dos rins, causando pielonefrite, uma infegao bastante mais grave.A urina é um fluido estéril, no
entanto, ao passar através da uretra durante a micgao pode arrastar alguns microrganismos
presentes, dificultando um possivel diagnostico de infecao. Uma vez que a colheita desta
amostra € habitualmente feita pelo proprio utente, é fundamental que este siga os principios
de colheita estabelecidos, disponibilizados em papel de forma simples e que informam que este
deve fazer uma higiene com agua e sabao da zona genito-urinaria e de seguida colher o jato
intermédio da primeira urina da manha (rejeitar o jato inicial) para um recipiente esterilizado.
Caso nao seja possivel ou o procedimento nao tenha sido respeitado, o utente deve aguardar
pelo menos 2h sem urinar até fazer nova colheita. [30] Apds a colheita da urina, esta deve ser
transportada até ao laboratério o mais rapido possivel e devera ser semeada até uma hora
apos a colheita (no caso de se tratar de uma urocultura). Sempre que isso nao for possivel, a
mesma deve ser refrigerada a 4°C e semeada em meio CPSE até 24h apo6s a colheita [30]. O
passo seguinte € a andlise da urina, onde se incluem a urina tipo Il ou andlise sumaria de urina
e a urocultura. A urina tipo Il consiste em 2 etapas: a andlise semi-quantitativa de alguns
parametros bioquimicos: cor, leucocitos, nitritos, urobilinogénio, proteinas, pH, hemoglobina,

cetonas, bilirrubina, glicose e o sedimento urinario (estimativa semi-quantitativa do nimero de
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elementos figurados presentes nas amostras, como por exemplo: leucécitos, eritrocitos, células

de descamagao, etc.) [31].

9.3.2. Urocultura

A urocultura ou urina assética consiste na pesquisa de bactérias uropatogénicas em
numero representativo de infegao urinaria. Nas amostras para urocultura é primeiro feita a
andlise sumaria de urina para auxiliar o diagnéstico, nomeadamente através da presenga de
nitritos e leucocitos. O primeiro passo consiste na identificagao das caixas de Petri,que contém
o meio de cultura chromlD® CPS® Elite da Biomerieux, com o cédigo da amostra a semear,

como se pode observar na Figura |3.

Figura 13. Urocultura em meio CPSE

Deste modo, a identificagao presuntiva das bactérias é facilitada, devido as diferentes
cores que estas apresentam no meio, de acordo com as suas caracteristicas. De seguida, é
inoculada a amostra com uma ansa de plastico esterilizada de |0uL,fazendo uma estria vertical
central, e sem inocular novamente a ansa, espalhar a amostra fazendo estrias apertadas
horizontais até ao fim da caixa, de modo a obter coldnias isoladas. Rejeita-se sempre a ansa
entre amostras para evitar contaminagoes. Por fim, guardam-se as caixas num suporte
adequado e estas vao a incubar durante |18 a 24h a 37 + |°C, para permitir o crescimento
bacteriano. Na manha seguinte sao lidas as placas semeadas para ver se houve crescimento

bacteriano de acordo com o esquema indicado na Figura 4.
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Figura 14. Quantificagio de UFC em uroculturas

Se o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) for inferior a 10* ou existirem
3 ou mais bactérias presentes considera-se contaminagao, no caso do sedimento ser negativo.
Se o sedimento for positivo (leucocitos e/ou eritrocitos >30 por campo), faz-se a coloragao
de Gram e de Ziehl-Neelsen. Quando a cultura é negativa (<10%, mas existem leucécitos e
eritrocitos superiores a |15 confirma-se apenas com a coloragao de Gram. Com colénias em
numero igual ou superior a |10 tratando-se de uma cultura pura, considera-se infegio. Se a
cultura nao for pura, mas existir uma grande predominancia de uma espécie bacteriana
(ndmero igual ou superior a 10, faz-se uma repicagem para novo meio e observa-se no dia
seguinte. Nestes casos, o historial clinico do utente, como a presenga de sintomas, a
recorréncia de ITU ou a toma de antibioticos nestes casos € muito importante para a tomada
de decisao. Apos a leitura das placas sao entao escolhidos os sedimentos urinarios
correspondentes as urinas que suscitam mais duvidas. Estes sao centrifugados durante 5
minutos a 2500rpm, é retirado o sobrenadante e o sedimento ¢ espalhado sobre | ou 2 [aminas
(consoante vao ser feitas ambas as coloragoes de Gram e Ziehl-Neelsen ou s6 Gram), para
ser visto ao microscopio apos coloragao pelo Mirastainer |l. Ao microscopio vamos procurar
bactérias (quer sejam cocos, bacilos ou Micobactérias) ou leveduras em numero significativo,
para se poder considerar infegao. Finalmente, todas as placas que se consideraram positivas
para infecio sao guardadas para se fazerem testes complementares para identificacao

bacteriana e testes de suscetibilidade aos antibidticos no aparelho VITEK 2.

9.3.3. Fezes

A microbiota intestinal € das mais ricas existentes no ser humano, sendo Unica em cada
pessoa. Esta é essencial na maturacdo do sistema imune, na protecao contra espécies
patogénicas, na regulagao endocrina e muitas outras fungoes, sendo por isso natural que as

fezes nao sejam uma amostra biologica estéril. No entanto, quando existe um desequilibrio
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nesta microbiota, o organismo fica vulneravel a espécies patogénicas, podendo causar infegoes
gastrointestinais, como diarreias, gastroenterites, colera, colite hemorragica [32].

A colheita das fezes para a coprocultura é feita pelo proprio utente ou por alguém
responsavel por este, quando este é dependente. O utente deve fazer a recolha das fezes para
uma superficie lisa e limpa, usando a espatula que vem no recipiente fornecido pelo laboratoério.
A amostra recolhida nao deve ultrapassar o tamanho de uma noz e deve ser refrigerada no
recipiente estéril até ser entregue ao laboratorio no proprio dia. O utente deve evitar zonas
contaminadas pela urina e nao usar papel higiénico na recolha, pois interfere com as analises a
realizar.

Para a analise de pesquisa de sangue oculto nas fezes, a colheita deve ser feita para um
kit especifico que o laboratorio disponibiliza aos utentes para esta andlise. O utente nao deve
fazer a colheita se tiver hemorragias visiveis, hemorroidas, ou a menstruagao, no caso de ser

mulher, correndo o risco de obter falsos positivos.

9.3.4. Coprocultura

O exame bacteriologico ou coprocultura consiste na pesquisa de Salmonella sp., Shigella
sp., Campylobacter sp. e Staphylococcus aureus. A pesquisa de E. coli enteropatogénica € feita no
caso de se tratar de uma crianga de idade igual ou inferior a 2 anos ou de diarreias aquosas.
Se o médico suspeitar de outro microrganismo que nao os indicados acima, deve solicitar uma
analise para o agente(s) infecioso(s) suspeito(s), para ser feito uma cultura em meio especifico.
O primeiro passo consiste num exame microscopico com coloragao de Gram para avaliar o
contelldo em bactérias Gram positivas e Gram negativas e também em leveduras. De seguida,
com uma parte da amostra de fezes, é feita uma suspensao num tubo com soro fisioldgico e
homogeneiza-se. A partir da suspensao, semeia-se nos meios Hecktoen, meio de
enriquecimento de Tetrationato, em MSA (se o pedido do médico incluir pesquisa de
Staphilococcus aureus ou se as fezes forem diarreicas) e em meio durante 18-48h.

Em criangas de idade inferior a 2 anos semeia-se também em meio MacConkey, para
pesquisa de bacilos Gram negativos. No segundo dia faz-se a leitura dos meios. Se aparecerem
coldnias suspeitas de Salmonella sp. ou Shigella sp. no Hecktoen estas sao repicadas para uma
gelose nutritiva, permitindo o crescimento destes microrganismos ou para meio especifico
para Salmonella sp., que é usado quando se suspeita de colonias de Salmonella sp. no Hecktoen,
durante 24h a 37+2°C, sendo depois novamente repicado para Hecktoen.

Neste meio de Hecktoen, as colonias de Salmonella sp. aparecem incolores com um

centro negro (devido a formagao de acido sulfidrico, que faz precipitar ides ferro a partir dos
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substratos de citrato férrico amoniacal e tiossulfato de sodio) e as colonias de Shigella sp. sao
incolores e sem centro negro, podendo, no entanto, algumas estirpes de Salmonella sp. também
ter este aspeto. No terceiro dia faz-se a leitura das placas que foram repicadas e a partir das
placas de Nutrient Agar fazem-se reagoes de aglutinagao para Salmonella sp., Shigella sp. e E. coli
enteropatogénica.

Se estas reagoes derem positivas, procede-se a identificagao das bactérias e respetivo
antibiograma no VITEK 2, a partir do meio nutritivo que serviu para o isolamento de colonia.
No caso de se suspeitar de E.coli produtora de Shiga toxina (STEC) nao deve ser feito o
antibiograma, uma vez que alguns antibioticos tém como alvo a parede bacteriana, provocando
a sua destruigao, o que leva a libertagao da toxina e ao agravamento da situagao clinica [33].

A pesquisa de Campylobacter sp. nas fezes é feita no Labeto usando um kit que deteta a
presenca do antigénio de Campylobacter jejuni (C. jejuni), através de um imunoensaio
cromatografico (RIDA® QUICK Campylobacter da Balea). Este kit contém uma membrana com
duas bandas: a banda teste e a banda controlo. A primeira encontra-se revestida com
anticorpos monoclonais anti-C. jejuni, que estao ligados a um corante vermelho. Na banda
controlo estao Acs anti-lgG humana ligados também a um corante. Se a amostra contiver Ags
de C.jejuni, estes vao migrar ao longo da membrana e ligar-se aos Acs da regiao teste,formando
uma linha vermelha nessa regiao. Por agao capilar; a amostra vai continuar a migrar e todos os
Acs ligados e nao ligados vao reagir com os Acs anti-IgG da tira de controlo, onde aparece

uma linha vermelha. A linha controlo vermelha indica que a realizagao do teste foi valida [34].

9.3.5. Exame parasitologico

Este exame consiste na observagao a fresco de fezes concentradas para pesquisa de
formas parasitarias, quer sejam ovos, larvas ou quistos. E recomendavel que o exame seja feito
em 3 amostras de fezes colhidas em dias diferentes, uma vez que a libertagao de estruturas
parasitarias nao é continua. No laboratério usamos um dispositivo com 3 secgoes diferentes,
que permite que todo o processamento da amostra seja realizado num ambiente fechado, com
a ajuda de formalina que estabiliza os parasitas e os separa dos restos de comida existentes.

O dispositivo contém uma espatula, que permite a recolha da amostra, um sistema de
filtracdo que separa as fezes dos parasitas e um tubo de centrifugacao, onde é colocada a
espatula com a amostra. Este vai a agitar no vortex durante um minuto e aguarda-se dez
minutos antes de centrifugar durante dois minutos a 1000rpm. De seguida retira-se o
sobrenadante e observa-se o que se depositou ao microscépio, sendo que os parasitas e as

suas estruturas sao identificadas por comparagao com um atlas.
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Os parasitas que se encontram com mais frequéncia sao os quistos de Giardia lamblia,
quistos de Entamoeba coli e Entamoeba hartmanni, ovos de Enterobius vermicularis e ovos de

Ascaris lumbricoides.

9.4. Exsudados

No laboratorio sao analisados diversos exsudados, sendo que a sua colheita é feita por

um técnico, enfermeiro ou pelo proprio médico, sob as condigoes necessarias.

9.4.1. Pesquisa de Streptococcus do grupo B

A pesquisa de Streptococcus do grupo B (apresentam uma B-hemolise) é feita em
mulheres gravidas, entre as 34 e 37 semanas de gestagao. Esta pesquisa € feita, uma vez que
estas bactérias podem colonizar as regioes genital e retal da mulher, nao lhe causando qualquer
problema, mas com elevado risco de infegoes neonatais, devido ao contacto com estas
bactérias durante o parto [35].

Assim, esta analise é realizada usando 2 zaragatoas, uma para a regiao vaginal e a outra
para a regiao anal, e colocadas em meio de transporte, sendo que a mulher nao deve fazer a
higiene da regiao no dia da colheita, de forma a nao causar falsos negativos. Ambas as zaragatoas
sao semeadas em meio liquido Todd-Hewitt durante 24h e sao depois repicadas para o meio
STRB, durante 48h. Se houver crescimento neste meio, as colonias suspeitas apresentam uma
coloragao vermelha, no entanto, para identificar com certeza que se trata de Streptococcus do
grupo B, é feito um teste confirmatorio, usando o kit PASTOREX™ STREP da BIO-RAD, que
pesquisa o antigénio especifico do grupo através de um antissoro que contém o anticorpo
correspondente coberto por particulas de latex. Esta reagao necessita de uma enzima de
extragao incubada durante 10 minutos a 37°C com uma diluigdo da bactéria para que o
antigénio fique livre para a reagdo com o antissoro. Quando a reagao é positiva observa-se

aglutinacao e é feita a identificagao definitiva.

9.4.2. Exsudado vaginal

A colheita do exsudado vaginal deve obedecer a alguns principios tais como a utente
nao estar menstruada, nao ter relacdes sexuais nas 24h anteriores a colheita e nao ter tomado
antibiotico ou antimicotico nos 5 dias anteriores, e nao fazendo a higiene no dia da colheita.

O técnico responsavel por fazer a colheita deve também ter em atengao se a utente
esta gravida, se € uma crian¢a ou uma utente que ainda nao iniciou a atividade sexual, e nestes

casos nao deve usar o espéculo. Para a colheita é necessario a recolha de duas zaragatoas
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distintas, sendo que cada zaragatoa é introduzida até ao colo do Utero. Uma das zaragatoas €
seca e serve para fazer 2 laminas (coloragao de Gram e azul de metileno), para medir o pH e
a qual se adiciona uma gota de soro fisiologico, para a manter hidratada quando for mantida na
estufa a 37°C, para posterior exame direto para pesquisa de Trichomonas vaginalis. A outra
zaragatoa € colocada em meio de transporte de carvao e sera usada para semear a amostra
nas Geloses de sangue (COS), Chocolate, MSA e Gelose Candida.

Quando é pedida a pesquisa de Mycoplasma hominis/Ureaplasma spp. ou Chlamydia sp., é
necessario fazer a raspagem do colo do utero, recolhendo o maior numero de células possivel,
e a zaragatoa usada é colocada num tubo com um meio de transporte especifico. No caso da
pesquisa do ADN de Chlamydia sp. € usada uma zaragatoa seca especifica. O primeiro passo a
fazer é o exame direto em lamina para observar a presenca de células epiteliais, leucocitos,
bactérias, leveduras e o parasita Trichomonas vaginalis. De seguida é feita a observagao dos
esfregagos com coloragao de Gram (ver Figura 15, que orienta a identificagao bacteriana nos
diversos produtos biologicos) e azul de metileno.

A sementeira nos meios acima referidos orienta para a pesquisa de Neisseria
gonorrhoeae (coldnias transparentes em gelose de Chocolate; diplococos Gram negativo
dentro e fora de leucocitos observados na coloragao de Gram), Streptococcus do grupo B (nas
gravidas), Candida spp. (C. albicans aparece com coldnias azuis em gelose Candida) e
Staphylococcus (S. aureus aparece com colonias amarelas em Gelose de Manitol, como se pode

ver na Figura 15).

Morfologia das colonias no Gram

| I | |

Cocos Gram positivo Bacilos Gram positivo Bacilos Gram negativo Cocos Gram negativo
l l l Cultura em Gelose chocolate
Catlase Esporos Cultura em MacConkey PolyViteX VCAT3
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Cutras
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| Pseudomonas spp. Enterobacteriace
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Figura 15. Esquema do procedimento para Identificacio Bacteriana (Adaptado de [36]).
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Para confirmar se o crescimento em gelose MSA se trata de S. aureus, apos observagao
da lamina corada por Gram, é feito o teste da catalase, para distinguir entre Staphylococcus sp.
(catalase positivo) e Streptococcus sp. (catalase negativo). Este teste consiste em colocar | gota
de H,0O, numa lamina e adicionar uma coldnia isolada da bactéria a testar, de modo a observar
formagao de bolhas de oxigénio. Se houver esta formagao de bolhas, estamos perante
Staphylococcus sp. e prosseguimos com os testes complementares de identificagao, como é o
caso do teste da coagulase. Este é feito através do kit PASTOREX™ STAPH-PLUS, deteta a
presenca desta enzima, que se encontra nas estirpes de S. aureus, através do uso de anticorpos,
ligados a particulas de latex azul, dirigidos contra as estruturas desta bactéria. Na presenca de
S. aureus observa-se aglutinagao com o reagente R| e nenhuma aglutinagdo com o reagente
R2 (que funciona como controlo negativo), como se pode observar na Figura 6.

A existéncia de bacilos Gram positivos € indicativo de bacilos de Doderlein ou
lactobacilos, que sao tipicos da microbiota vaginal, produzindo acido latico que € essencial para
manter o pH acido da vagina. O diagnostico de Gardnerella vaginalis é habitualmente feito pela
observagao de “clue-cells” no exame microscopico, por um pH> 4,5 e pelo teste da amina
positivo (a adicao de potassa caustica KOH 10% a zaragatoa revela um odor caracteristico a
peixe podre). Quando este € positivo nao € feito antibiograma, por nao ser viavel e a infecao

¢ tratada empiricamente com metronidazol [37].

a) b)

Figura 16. a) S.aureus em gelose MSA; b) Teste da coagulase positivo para S.aureus.
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Quando é feita a leitura dos meios as 24h e 48h, de seguida é feita a identificacao das
coldnias no Vitek2, recorrendo a cartas de identificagio NH (Neisseria/Haemophilus), no caso
de suspeita de Neisseria gonorrhoeae, sendo o respetivo antibiograma feito no Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) por E-test.

Na suspeita de Streptococcus sp. e apos o teste de aglutinagao PASTOREX STREP
positivo, é feita identificagao definitiva e o antibiograma (ATB), recorrendo a cartas proprias
no Vitek?2.

Para o exame micoldgico é semeada uma gelose Sabouraud especifica, onde C. albicans
cresce em coldnias azuladas, sendo que as restantes espécies de Candida sp. crescem com

outras cores, pelo que sao identificadas no Vitek?2.

9.4.3. Exsudado uretral

Esta colheita deve ser efetuada preferencialmente antes da primeira micgao do dia ou
pelo menos 3h apds a ultima micgao, nao podendo ser feita a higiene matinal desta zona e o
utente nao deve ter relagdes sexuais antes da colheita. A colheita desta amostra é
maioritariamente feita a utentes do sexo masculino, onde o técnico de colheitas deve
pressionar a uretra para colher a “gota matinal” com uma zaragatoa estéril, que sera usada
para fazer 2 laminas para coloragao de Gram e de azul de metileno, respetivamente. De seguida,
tanto para utentes do sexo masculino como do sexo feminino, introduzem-se 2 zaragatoas
finas e flexiveis na uretra,com um movimento rotativo, uma zaragatoa seca € a outra em meio
de carvao. No caso de utentes do sexo feminino, a primeira zaragatoa é usada para fazer 2
laminas como explicado anteriormente, assim como para fazer o exame direto (onde se coloca
uma gota de soro fisiologico para nao desidratar e se coloca na estufa a 37+1°C para pesquisa
de Trichomonas sp. e para observagao de células).A zaragatoa em meio de carvao ¢ usada para
a sementeira nos meios de cultura adequados: Gelose de sangue, Gelose MSA, Gelose Candida,
Gelose de MacConkey e Gelose Chocolate, onde é feita a sua leitura apos 24h e 48h ou 72h
(no caso da Gelose MSA, Gelose Candida e Gelose Chocolate).

O procedimento para a identificagdo dos microrganismos é o seguinte: - Observagao
de diplococos Gram negativo sugestivos de Neisseria gonorrhoeae nas colora¢oes de Gram e/ou
azul de metileno e crescimento puro em gelose chocolate é feito o teste da oxidase e se
positivo, prosseguir para confirmagao da identificagao com carta NH no Vitek2 e envio da placa
semeada para o INSA, onde é feito o antibiograma; - Cultura pura em MacConkey com odor
caracteristico de Pseudomonas sp., quando em numero significativo, é feito o teste da oxidase

e se este for positivo, é feita a identificagdo com carta GN e respetivo antibiograma; - Colonias
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verde-azuladas em gelose Candida identifica presuntivamente C. albicans, sendo feita a
identificagao definitiva no Vitek2, recorrendo a carta de identificagao ID YST, assim como para
colonias de cor branca, tratando-se de outras espécies de Candida sp., onde também é

necessaria a identificagao no Vitek2 para saber a espécie presente [33].

9.4.4. Exsudado faringeo

A colheita deste exsudado pressupoe que o utente nao tenha comido ou feito a higiene
oral nessa manha. A colheita é feita com uma zaragatoa em meio de transporte (meio de
Stuart), onde esta deve ser raspada em toda a superficie da faringe e amigdalas, evitando o
contacto com as gengivas, lingua e saliva, de modo a evitar contaminagoes.

A partir desta zaragatoa é feito um esfregaco, que vai ser corado por Gram e a
zaragatoa € semeada em Gelose de sangue em atmosfera rica em CO, (pesquisa de bactérias
anaerobias facultativas como Streptococcus 8- hemolitico do grupo A de Lancefield, uma das
principais causas de faringite), meio de Sabouraud (pesquisa de fungos), Gelose MSA (pesquisa
de Staphylococcus aureus) e ainda em meio Todd-Hewitt (meio seletivo para Streptococcus 6-
hemolitico), sendo que este ultimo vai ser repicado para Gelose de sangue as 24h. A leitura
destes meios ¢ feita as 24h e 48h de incubagao.

O clinico prescritor pode ainda orientar para a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertussis ou Corynebacterium diphteriae, sendo que estes dois ultimos sao semeados
em meios especificos por laboratorios subcontratados.

Crescimento na Gelose sangue com beta hemolise apds a identificagao presuntiva, é
feita a identificagado definitiva no Vitek2, utilizando cartas GP (Gram positivas) para
Streptococcus B- hemolitico e S. aureus, seguido do respetivo antibiograma. No caso de se tratar
de uma espécie de Candida, apenas ¢ feita a identificagdo da espécie, informando-se o clinico

da mesma [33].

9.4.5. Exsudado auricular

Esta amostra é colhida no canal auricular externo, por um técnico, usando uma
zaragatoa em meio de transporte. Esta é usada para fazer um esfregagco em lamina, onde é feita
uma coloragao de Gram para observagao ao microscopio e para fazer a sementeira nos meios
de Gelose de Sangue (pesquisa de Streptococcus sp.), Gelose Candida, meio de Sabouraud
simples em rampa (pesquisa de fungos filamentosos, como é o caso de Aspergillus sp.), Gelose
MSA (pesquisa de Staphylococcus sp.), Gelose de MacConkey e Gelose de chocolate (sendo que

estes Ultimos vao ser encubados em atmosfera rica em CO,).
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Os meios sao lidos as 24h e 48h, sendo que no caso de alguns fungos com crescimento
lento, os meios sao lidos apos 5 dias. A sementeira destes meios esta orientada para a pesquisa
de Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e leveduras e o
procedimento a seguir é: - a-hemolise em Gelose de Sangue, aparecem colénias com halo
esverdeado, cuja identificagao presuntiva sugere S. pneumoniae, seguida de carta de identificagao
e respetivo antibiograma no Vitek2; - B-hemodlise em gelose de sangue é feito o teste Slidex
Strepto. A para identificagao presuntiva de Streptococcus B-hemolitico, seguido de carta de
identificagao GP (sera explicado no proximo capitulo) e respetivo antibiograma; - Coldnias
transparentes em gelose chocolate é feita a identificagao com a carta NH no Vitek2, podendo
tratar-se de Haemophilus influenzae. O respetivo antibiograma é feito manualmente por difusao,
usando o meio ATB haemo, da Biomerieux; - Colonias amarelas em gelose MSA é feito o teste
Pastorex Staph Plus para identificagao presuntiva de S. aureus, seguido de carta de identificagao
GP e ATB com carta AST-619; - Coldnias verdes-azuladas em gelose Candida identifica
presuntivamente Candida albicans, mas se obtivermos coldnias brancas devemos fazer uma
identificagdo com carta YST no Vitek2, para saber qual a espécie presente, sendo que o
antibiograma apenas é feito quando requisitado pelo médico prescritor; - Fungos filamentosos
em gelose Sabouraud sao identificados por observagao microscopica com o auxilio de um atlas
que relaciona o aspeto macroscopico das coldnias com o aspeto microscopico, sendo o
antifungigrama realizado no INSA; - Coldnias grandes e translucidas em gelose MacConkey e
com um cheiro caracteristico de Pseudomonas sp. é feito o teste da oxidase e se este for

positivo, procede-se para a identificagdo com carta GN e ATB [33].

9.4.6. Exsudado Nasal

Esta colheita é feita com recurso a 2 zaragatoas finas e estéreis, uma para cada narina,
e colocadas em meio de transporte. A zaragatoa deve inserir-se na narina até aos cornetos
nasais e deve ser rodada contra a mucosa. O utente nao deve usar antibioticos ou sprays nasais
até 5 dias anteriores a colheita e nao devera assoar-se nos 30 minutos antecedentes a mesma.

Com cada zaragatoa ¢é feito um esfregaco para ser corado por coloragao de Gram e a
sementeira nos meios adequados: Gelose de sangue (Streptococcus sp.) incubado em atmosfera
rica em CO,, Gelose MSA (Staphylococcus aureus), Gelose Candida (leveduras), sendo estes lidos
as 24h e 48h de incubagao. O procedimento a seguir apos a leitura das placas esta referido no

topico anterior.
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9.4.7. Exsudado purulento

Esta colheita é aplicavel a feridas e secre¢oes, que nao as mencionadas anteriormente,
onde é usada uma zaragatoa estéril em meio de transporte. Esta vai servir para fazer um
esfregaco em lamina, que é corada por coloragao de Gram e, posteriormente, para semear nos
seguintes meios: Gelose de sangue (Streptococcus sp.), gelose MSA (S. aureus), Gelose Candida
(leveduras), Gelose de MacConkey (Enterobacteriaceae).

Se o clinico prescritor suspeitar de outras espécies que nao as acima mencionadas, este
deve fazer essa referéncia para que se utilizem os meios de cultura mais adequados (ex:
Haemobphilus ducreyi, Treponema pallidum, geralmente associados a feridas localizadas na regiao
genital).

O procedimento a seguir apos a leitura dos meios as 24h e 48h € o indicado nos topicos

anteriores.

9.5. Expetoracado

Esta colheita deve ser feita em jejum, no periodo da manha, e apds lavagem com agua
previamente fervida e arrefecida, de modo a minimizar possiveis contaminagoes salivares. A
recolha deve ser feita apos tosse profunda e desprezando a saliva, para um contentor estéril.
A manipulagao desta amostra deve ser feita numa camara de fluxo laminar, devido ao elevado
risco de contaminagao para o manipulador.

Quando ¢ feito um pedido de andlise a expetoragao, este pode pedir um exame
bacterioldgico e/ou um exame para pesquisa de micobactérias e fungos. No primeiro caso
apenas é feita a sementeira nos meios de Gelose MSA (S. aureus), Gelose de sangue (S.
pneumoniae), Gelose de MacConkey (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e outras
Gram negativas), sendo lidos as 24h, 48h e 72h.

No segundo caso,em que o pedido inclui também a pesquisa de micobactérias e fungos,
¢ feita primeiramente a andlise bacteriologica acima descrita e, de seguida, faz-se uma
fluidificacao e descontaminacao da amostra com recurso a reagentes do kit, que permite
eliminar microbiota comensal. De seguida, sao feitos dois esfregagos, um para corar por
coloragao de Gram e o outro por Ziehl-Neelsen. Esta segunda coloragao serve para o exame
direto para pesquisa de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR), como é o caso das
Micobactérias, onde se insere o Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK). As
Micobactérias nao crescem nos meios de cultura tradicionais, pelo que sao necessarios meios

como o de Lowestein-Jensen para semear a amostra [38].
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No caso da pesquisa de fungos filamentosos, a amostra é semeada em meio de
Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina, sendo lido aos 5 dias. No caso de pesquisa de BK,
a amostra é semeada no meio de Lowenstein-Jensen, a partir do sedimento do tubo
centrifugado apds a descontaminagao, e fica a incubar 60 dias na estufa a 36+1°C. Ao longo
deste periodo de incubagao, vai-se observando o crescimento das colonias e devem arejar-se
os tubos, aliviando a rosca, sem abrir o tubo (para entrada de algum O,). Quando se observa
crescimento de colonias com aspeto rugoso, esbranquigadas e tipo “couve-flor” (ver Figura
I7), deve fazer-se novo esfregago em lamina e corar por Ziehl-Neelsen para confirmar a

presenca de Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose.
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Figura 17. Colodnias de BK em meio Lowestein-Jensen.

9.6. Amostras para exames micologicos

Nas amostras para a pesquisa de fungos a partir de tecidos queratinosos, quer sejam
cabelo, unhas, pele ou outros, a sua colheita é feita com recurso a raspagem da zona afetada e
da sua periferia para uma caixa de Petri estéril, de modo a tentar recolher fungos saprofitos e
Dermatofitos (organismos que se alimentam de matéria organica em decomposicao e
queratina, respetivamente). O primeiro passo consiste no exame direto com dissolugao de um
pouco da amostra numa solugao de hidroxido de potassio (KOH), durante 10 a 30 minutos,
para que a queratina seja parcialmente digerida e observagao ao microscopio para ver se
existem leveduras ou hifas. De seguida, é feita a sementeira da amostra em meio de Sabouraud
com antibioticos (cloranfenicol e gentamicina), de modo a inibir o crescimento bacteriano, em
Sabouraud com actidiona e cloranfenicol, que inibe algumas leveduras e fungos contaminantes,
e também em Sabouraud liquida, sendo estes incubados durante um més, sendo feita a
observagao dos mesmos a cada cinco dias [33].

Caso se observe crescimento, faz-se uma repicagem para meio de Malte e espera-se
que cres¢a um micélio aéreo que permita a identificagdo dos fungos. Além do recurso a
morfologia macroscopica dos mesmos, a velocidade de crescimento, é feita a observagao
microscopica dos micélios, colocados sob uma lamina com o auxilio de fita cola (para nao

estragar as estruturas) com uma gota de azul de lactofenol (cora estruturas fungicas).
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A excegao a sementeira em meio de cultura ocorre na suspeita de pitiriase versicolor,
provocada por Malassezia furfur, uma vez que esta nao cresce nos meios de cultura utilizados,

sendo a observagao direta de hifas com esporos em cacho o diagnostico definitivo [39].

9.7. Identificacao bacteriana e Antibiograma

Apos a leitura dos meios e a execugao dos testes complementares, segue-se a
identificagao definitiva das espécies e respetivo antibiograma, quando este se aplica. No Labeto
estas etapas sao realizadas num aparelho semiautomatico, o Vitek2 da Biomerieux, que utiliza
cartas com diversos substratos, no caso das cartas de identificagao, e que através de reagoes
colorimétricas revelam a espécie presente (o proprio equipamento executa os testes e faz a
leitura das cartas, passando os dados diretamente para o sistema informatico).

No que toca as cartas para testar a sensibilidade aos antibidticos, cada carta contém
uma gama de antibioticos, de acordo com as normas EUCAST e CLSI, que se adequam a
determinado grupo de bactérias, pelo que a escolha da carta adequada ao tipo de bactéria é
fundamental.

O equipamento dispoe ainda de um sistema avangado que incorpora as regras e
fenotipos estabelecidos pelas entidades referidas anteriormente, o que leva a que sempre que
surja uma resisténcia desconhecida, este emita um resultado incoerente, permitindo ao técnico
reavaliar o tipo de carta usada ou ainda emitindo uma chamada de ateng¢ao quando surgem
microrganismos alerta (por exemplo, aparecimento de novas resisténcias, organismos
multirresistentes ou organismos de reporte obrigatério), que tém de ser reportados ao INSA
e ao SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, no qual é necessario notificar
doencas de declaragao obrigatéria).

As amostras a serem analisadas neste aparelho sao primeiramente preparadas num
aparelho, o Smart Carrier do mesmo fornecedor, onde sao colocados tubos para serem feitas
diluicoes das amostras, a partir dos meios de cultura previamente semeados. O suporte
funciona em pocgos aos pares, isto €, no primeiro pogo é feita a identificagao da bactéria, num
tubo inoculado a 0,5-0,63 MacFarland (para Gram positivas e Gram negativas) e no segundo

pogco é feito o antibiograma correspondente (ver Tabela 10).
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Tabela 10. Tipo de carta de identificagao e de suscetibilidade aos antimicrobianos consoante o tipo
de bactéria e o produto analisado.

Carta d Carta de
Tipo de bactérias Produto analisado arta de suscetibilidade aos
Identificacdo . . .
antimicrobianos
Urina ID GN AST-N359
Bacilos Gram negativo
Outros produtos ID GN AST-355

Pseudomonas e Bacilos
Gram negativos | = —-m-meee- ID GN AST-373
multirresistentes

AST-P648
(Staphylococcus sp.),

Cocos Gram positivos | = --mm-emee- ID GP AST-P586 (Enterococcus sp.) €

B- hemolitico)

P5TO03 (S. agalactiae, Streptococcus

Neisseria sp, Haemophilus

----------- ID NH
sp ou Moraxella
Leveduras | = emmeemeeee- IDYST | mmeeeeeee-
10. Controlo de Qualidade - Microbiologia

O controlo de qualidade dos reagentes e equipamentos é fundamental para a confianga e
fiabilidade dos resultados, pelo que este é um dos fatores de maior importancia no Labeto. Para
isso, sao feitos dois tipos de controlos: o controlo interno, feito com regularidade e por
comparagao com valores conhecidos; e o controlo externo, feito através da participagao em
Programas de Avaliagao Externa da Qualidade do INSA, nas areas da Microbiologia, Micologia e
Parasitologia. O controlo de qualidade interno é feito nos corantes usados para as coloragoes,
através do uso de estirpes referéncia de S. aureus e E.coli, e nos meios de cultura, usando estirpes
ATCC (American Type Culture Collection). Sio também usadas estas estirpes para o controlo das
cartas AST do Vitek. Os testes complementares usados para a identificagdo presuntiva contém ja

nos seus kits os controlos positivos e negativos, que sao testados cada vez que é feito o teste [40].
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1. Caso Clinico

Um utente do sexo feminino, com 56 anos, apresenta-se no laboratério com dores no
ouvido esquerdo levando o médico a suspeitar de uma infecio. E pedido um exsudado auri-
cular deste mesmo ouvido, que é colhido com uma zaragatoa em meio de cultura. A partir
desta é feita uma lamina para observagao e inoculam-se os seguintes meios: Gelose Sangue,

gelose MSA e Gelose MacConkey.

Ao fim de 24h foi feita a leitura dos meios (Figura 18).

a) b) <)

\

Figura 18. Leitura dos meios as 24h de incubagio: a) 2 colénias distintas em COS; b) | tipo de colonias
em Gelose MacConkey; c) | tipo de colonia em MSA.

Uma vez que na gelose COS se observaram dois tipos de colonias distintas, o passo
seguinte foi repicar uma colonia isolada de cada para CPSE (meio cromogéneo), assim como
uma colodnia isolada dos meios de MacConkey e MSA, ficando a incubar durante 24h.

No dia seguinte fez-se a leitura das repicagens para CPSE e obtiveram-se os resultados

observados na Figura |9a.

a) <)
Figura 19. a) Leitura do meio CPSE apds 24h; b) Teste de aglutinagdo STAPH Plus positivo; c) Teste

da oxidase positivo.
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Apos a repicagem observam-se duas colonias distintas com diferente morfologia e
cor, ambas crescem em Gelose de Sangue (COS), uma vez que se trata de um meio muito
rico, mas pouco seletivo. A espécie que cresce em gelose MSA, tornando o meio amarelo, é
indicativo da presenga de S. aureus, pelo que é feito o teste de aglutinagao STAPH Plus, onde
se obteve um resultado positivo. A Gelose de MacConkey é seletiva para bactérias Gram
negativas, podendo tratar-se de uma Enterobacteriaceae, de Pseudomonas sp. ou outra espécie.
Quando ¢ feita a repicagem para CPSE, as coldnias crescem com uma cor acastanhada e tém
um odor caracteristico, tipo sabonete, fazendo suspeitar de uma Pseudomonas sp.. Fez-se
entao o teste da oxidase, que deu positivo (aparece cor violeta), permitindo uma identifica-
¢ao presuntiva da espécie.

O passo seguinte consiste em fazer a identificagao definitiva das espécies e respetivo
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, recorrendo a uma carta ID GP e AST-P648
(para a primeira espécie) e a uma carta ID GN e AST-N373 (para a segunda espécie). Os

resultados que se obtiveram foram de encontro as nossas suspeitas:

I) A primeira espécie foi identificada como S. aureus, com o respetivo ATB: estirpe
sensivel a penicilina, meticilina, cefoxitina, gentamicina, imipenemo, vancomicina, tetraciclina,
trimetoprim + sulfometoxasol e resistente a eritromicina e clindamicina.

2) A segunda espécie foi identificada como Pseudomonas aeruginosa com o respetivo
ATB: sensivel a piperacilina + tazobactam, ceftazimida, aztreonam, imipenemo, meropenemo,

amicacina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacina, levofloxacina e resistente a ticarcilina.

Esta espécie é naturalmente resistente a ampicilina, amoxicilina + acido clavulanico,

cefazolina, cotrimazol, entre outros.

12. Bioquimica

A Bioquimica é uma darea multidisciplinar, que tém por objetivo determinar os
parametros bioquimicos permitindo a sua utilizagdo no diagnostico, tratamento,
monitorizagdo ou prevengao da doenga. O estudo bioquimico permite compreender
processos metabdlicos, e com as informagoes obtidas, inferir sobre o estado funcional dos
orgaos em particular ou no envolvimento de outros 6rgaos ou estruturas relacionadas. Tudo
devera funcionar num equilibrio perfeito, em cadeia, em que o mau funcionamento de um
elemento condiciona o funcionamento de todos os outros.

No departamento de Bioquimica no Laboratério Labeto sao processadas amostras de

sangue total, soro, plasma e urina. Aqui faz-se o doseamento de diversos parametros para
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avaliagao de fungao renal, hepatica, cardiaca, pancreatica, metabolismo de lipidos, equilibrio
eletrolitico, abuso de drogas e terapéutica farmacoldgica.

Este sector encontra-se dividido em trés partes. Na primeira, as amostras sao
recebidas e centrifugadas 10 minutos a 3000 rpm para se obter o soro. Na segunda sao
introduzidos no CORE LAB que faz a triagem, aliquotagem e armazenamento das amostras e
por fim para a determinagao da grande maioria dos parametros bioquimicos existem dois
Advia 2400 da Siemens que estao ligados a cadeia.

Apos a validagao analitica, os resultados obtidos sao interpretados. A interpretagao
dos resultados obtidos nao é apenas uma comparagao com os valores de referéncia,
classificando-os como normais ou anormais, € necessario atender ao facto de que algumas
pessoas sem qualquer tipo de problema podem ter resultados fora dos valores de referéncia,
e que, pessoas doentes podem apresentar valores normais. Por isso, devem-se comparar
sempres os resultados com os valores basais anteriores. Esta interpretagao é efetuada
aquando da validagao biopatoldgica, para a qual é fundamental o historico do cliente.

Valores que nao sejam consistentes com a interpretagao sao confirmados na mesma
amostra e se necessario € pedida nova amostra.

Ha andlises que devem ser considerados em conjunto para estabelecer padroes que

indiquem a presenca de determinada doenga ou anomalia.

3. Imunologia

No laboratério Labeto, a Imunologia esta no mesmo departamento que a Bioquimica.
No entanto, existem certas andlises que sao feitas com recurso a técnicas imunologicas
noutras secgoes, como é o caso da Serologia Infeciosa e da Auto-Imunidade.

Para além de 3 ADVIA CENTAUR XP que estao na cadeia Core Lab o Labeto tem ainda
um Immulite 2000 (ambos da Siemens) um VIDAS e o UNICAP.

Neste departamento siao efetuados os doseamentos de marcadores tumorais,
hormonas, marcadores virais, parametros do grupo TORCH e os RAST 's.

Estas técnicas de determinagao dos parametros analiticos podem diferir no principio
do imunoensaio (ensaio competitivo ou hao-competitivo/sandwich) e no método de detecao
do complexo antigénio-anticorpo (métodos radioativos, fluorescentes, quimioluminescentes,
electroquimioluminescentes e imunoturbidimetria).

As amostras chegam ao departamento de imunologia em tubos apropriados que

permitem a coagulagao do sangue e sao centrifugadas a 3000 rpm durante |0 minutos.
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Assim quando se colocam os tubos no Core Lab, a cadeia distribui os tubos pelos
aparelhos que iniciam os testes pedidos anteriormente enviando depois o resultado para o
computador, onde um técnico faz a validagao analitica, e onde os resultados obtidos sao
interpretados biopatologicamente. Tal como noutras valéncias devem-se comparar sempre
os resultados com os valores basais anteriores. Esta interpretagao é efetuada aquando da

validagao biopatoldgica, para a qual é fundamental o histérico do cliente.
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14.Conclusao

A realizacdo deste estagio permitiu-me aprofundar os conhecimentos teéricos que
adquiri durante o meu mestrado integrado em Ciéncias Farmacéuticas e no Mestrado em
Analises Clinicas, bem como a sua aplicagao a pratica, permitindo sem duvida consolida-los.

A drea das Anilises Clinicas estd em constante crescimento e evolugao, devido a
importancia clinica das mesmas e ao aparecimento de cada vez mais marcadores com elevada
especificidade. Assim sendo, é de realgar que o laboratério Labeto se mantém na vanguarda,
atualizando os equipamentos usados, de modo a processar um maior nimero de amostras
num curto espago de tempo, a rentabilizar os reagentes e aparelhos de forma a obter
resultados com maior rapidez e confianga. Deste modo, é inevitavel o uso de aparelhos
automaticos e semi-automaticos, com elevado poder de processamento, que agilizam a rotina
laboratorial, de modo a rentabilizar todos os fatores acima mencionados, mas com uma
contrapartida, o trabalho deixa de ser feito manualmente, o que significa que os recursos
humanos tém tendéncia a diminuir dentro de um laboratério.

A tecnologia e a automatizagao permitiram, claramente, uma maior eficiéncia, uma
maior produtividade, uma menor variabilidade humana, uma menor exposicao a fluidos
bioldgicos associada a um menor risco de contaminagao e também uma maior rentabilizagao
destes laboratérios.

Em suma, este estagio sensibilizou-me principalmente para a responsabilidade que o
Técnico Superior tem em assegurar a qualidade de todo o processo analitico até a validagao

biopatologica, tendo sempre um espirito critico.
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Anexo |

Tabela I 1. Valores de referéncia do hemograma utilizados no Labeto com base ma Norma n°
063/2011 (Atualizada a 12/09/2013 da DGS)

54

Parametro (unidades) | Sexo |Ildade (anos) | Valor de Referéncia
RBC (x 1012/ L) M > 11 4,31 - 6,40
F > 11 3,85-5,20
Hb (g/dL) M > 11 13,6 — 18,0
F > 11 11,5-16,0
Ht (%) M >5 39,8 -52,0
F >5 34,7 - 46,0
VCM (fl) M/F > 11 80,0 — 97,0
HCM M/F >5 26,0 — 34,0
CHCM M/F > 6 meses 32,0 - 36,0
RDW (%) M/F > 2 dias 11,5— 15,0
PLT (x 10°/L) M/F > 2 meses 140 — 440
VPM (fL) M/F - 65-124
WBC (x 10°/1) M/F > 11 4,0-10,0
NEU (x 10°/L) M/F > 11 1,5-8,0
LYM (x 10°/L) M/F > 11 0,8 -4,0
MONO (x 10°/1) M/F > 11 00-1,2
EOS (x 10°/1) M/F > 11 0,0-0,3
BASO (x 10°/L) M/F > 11 0,0-0,3
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