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Resumo

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas durante o estagio curricular
no ambito do mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra. O estagio decorreu em dois laboratérios diferentes, iniciando-se no Laboratorio de
Analises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC) entre janeiro e margo de 2021, tendo
terminado no Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG) no
periodo decorrido entre margo e julho de 2021.

Primeiramente serao descritas as metodologias e os procedimentos relacionados
exclusivamente com o diagnéstico da COVID-19, realizados no LACUC. De seguida serao
abordadas as areas de Microbiologia e Hematologia. Este enfase deve-se ao facto de serem as
duas valéncias escolhidas para abordar detalhadamente, tanto a nivel teérico como pratico.

Sera também apresentado uma breve caracterizagao de ambos os laboratorios, das

fases analiticas e do controlo de qualidade.

Palavras-chave: Anailises Clinicas; Microbiologia; Hematologia; COVID-19; LACUC; IPO.

Abstract

This report aims to describe the activities developed during the curricular internship
under the Master's degree in Clinical Analyses of the Faculty of Pharmacy of the University of
Coimbra. The internship took place in two different laboratories, starting at the Laboratory
of Clinical Analyses of the University of Coimbra, between January and March 2021, and lastly
at the Portuguese Institute of Oncology of Coimbra Francisco Gentil in the period between
March and July 2021.

First, the methodologies and procedures related exclusively to the diagnosis of
COVID-19, performed at LACUC, will be described. The areas of Microbiology and
Hematology will then be addressed. This emphasis is due to the fact that they are the two
valences chosen to address in detail, both at a theoretical and practical level.

A brief characterization of both laboratories, analytical phases and quality control will

also be presented.

Keywords: Clinical Analyses; Microbiology; Hematology; COVID-19; LACUC; IPO.
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Introducao

Em 2020 a nossa realidade mudou ao sermos assolados por uma pandemia sem
precedentes, obrigando a novas mudangas e adaptagoes.

A doenga COVID-19, causada pelo novo coronavirus, veio de certo modo dar ainda
mais énfase ao papel dos profissionais de salide que se encontram todos os dias na linha da
frente a dar o seu melhor e veio também lembrar a importancia dos laboratorios de analises
clinicas e nos que ai trabalham. Estes sao indispensaveis para testar e realizar o diagnostico,
nao s6 da COVID-19, mas de muitas outras patologias como por exemplo o cancro, cujas
analises laboratoriais sio dos meios complementares mais importantes para o diagndstico e
monotorizagdo da doenga/terapéutica, demonstrando assim o papel fundamental dos
laboratdrios de analises clinicas na prestagao de cuidados de saude e também para a salde
publica.

Em tempos de pandemia, a sobrecarga dos hospitais, dos laboratoérios e dos recursos
humanos neles existentes, levou a que esta nova doenga fosse quase a (Unica) prioridade,
quando os esforgos tinham de ir no sentido de manter um equilibrio nos cuidados de saude,
pois ficaram diagnosticos, tratamentos e cirurgias por fazer e ha morte para além da COVID-
19.

O presente estagio curricular, foi realizado durante um periodo de cerca de 6 meses,
compreendidos entre janeiro e julho de 2021, com o objetivo de consolidar e adquirir novos
conhecimentos em contexto real de trabalho. O estagio foi desenvolvido no Laboratério de
Anilises Clinicas da Universidade de Coimbra e no Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG), permitindo contactar com diferentes areas das analises
clinicas.

O relatério esta entao divido em dois capitulos, sendo que o primeiro se foca
exclusivamente nos procedimentos e métodos para o diagnostico da COVID-19, bem como
uma descrigao geral do laboratério e do controlo de qualidade. No segundo capitulo, o foco
vai para as valéncias da Hematologia e da Microbiologia, com uma descricao geral do
laboratério, das areas de Quimica Clinica e Imunologia/Hormonologia e do controlo de

qualidade.






Capitulo |

Laboratorio de Analises Clinicas

da Universidade de Coimbra






I. Caracterizacao do Laboratoério

O Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC) encontra-
se aberto ao publico desde outubro de 1983, prestando servigos de andlises clinicas nao s6 a
comunidade académica da Universidade de Coimbra, como também a populagio em geral,
devido aos protocolos que mantém com diversos servicos de saude, incluindo o Sistema
Nacional de Satide (SNS).

Com o inicio da pandemia em 2020, o laboratorio modificou-se para responder as
novas necessidades, tendo-se dedicado exclusivamente ao rastreio e diagnéstico de COVID-
19 (“Corona Virus Disease 2019”). Desde abril de 2020 que o laboratério esta localizado no
piso 3 da Faculdade de Medicina (Pdlo | da Universidade de Coimbra) onde também se localiza
o posto de colheitas (piso 2).

O laboratério conta com a Diregao Técnica da Professora Doutora Ana Miguel Duarte
Matos Silva e da Doutora Patricia Madaleno, responsaveis pela validagao biopatologica dos
resultados e pela chefia das equipas que trabalham no LACUC. Ao nivel da pratica laboratorial
as equipas sao altamente multidisciplinares, enquanto que a vertente burocratica, gestao de
materiais e atendimento ao cliente sao asseguradas por assistentes administrativos. As
colheitas de amostras sao realizadas por técnicos/as de Analises Clinicas, farmacéuticos/as ou
enfermeiros/as.

O LACUC possuia capacidade para realizar 400 a 500 testes por dia, sendo que esta
foi aumentada em fevereiro de 2021 com a aquisicao de um novo equipamento. Atualmente,
o LACUC capacidade para processar 800 a 1200 amostras diariamente. Todos os
equipamentos do laboratério sio automatizados, de forma a garantir a fidedignidade e a

rapidez dos resultados e também a diminuir possiveis erros de manuseamento.

2. Diagnostico laboratorial da infecdo por SARS-CoV-2

O novo coronavirus, pertencente a familia Coronaviridae, é responsavel pela Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS) 2, tomou o mundo de assalto em 2020. Segundo a
Organizagao Mundial de Saide (OMS), o primeiro caso humano da doenga apareceu na cidade
de Wuhan na China a dezembro de 2019. Trés meses depois, em margo, o SARS-CoV-2 foi

declarado como pandemia devido aos niveis alarmantes de propagacao.



O SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2) é um virus
envelopado, de genoma RNA cadeia simples, polaridade positiva (Boopathi et al., 2020; Li et
al., 2020), que codifica quatro proteinas estruturais (Magalhaes, 2020), as proteinas da espicula,
da membrana, do envelope e do nucleocapsideo, representadas na Figura |. A espicula

apresenta um duplo papel ao mediar a ligagao do spike (5)

Membrane (M)

virus ao recetor da célula alvo e a fusao do
Nucleocapsnd (N)

{ )(\% Envelope (E)
R i@enomeRNA

envelope viral a membrana da célula hospedeira
(Belouzard et al, 2012; Ni et al, 2020), com
consequente libertagio do nuclecapsideo para o
citoplasma da célula. A tradugao do genoma viral
permite a formacao de mais proteinas estruturais
. . o~ . “ ”»

que depois irao ser reunidas e “montadas” para
formar os novos viroes, que abandonam a célula

Figura | - Representacdo esquemdtica do

hospedeira por exocitose, prontos para infetarem  novo Coronavirus. O SARS-CoV-2 é um virus
RNA de cadeia simples e é constituido pelas

outras células. proteinas de superficie (S), da membrana (M),
do envelope (E) e do nucleocapsideo (N), todas
2.1. Fase Pré-Analitica estruturais.

Fonte: Li et al., 2020.

O LACUC recebe amostras de diferentes
locais da zona centro de Portugal com os quais estabeleceu protocolos. Destes sao exemplo
o Instituto Portugués de Oncologia (IPO) de Coimbra, o Instituto de Medicina Legal ou com
a Associagao Regional de Saude (ARS) Centro (Drive-ins, lares de idosos, centros de salde,
associagoes etc.). Em junho e julho de 2020, o laboratério estabeleceu também protocolos
com os governos das regioes autonomas da Madeira dos Acgores, de modo a que os
passageiros que se deslocam para as regioes possam realizar o teste a COVID-19 com
antecedéncia, mediante agendamento prévio. Mais recentemente, qualquer pessoa que tenha
uma requisicao médica do Sistema Nacional de Saude ou particulares (mediante pagamento),
pode realizar o teste no LACUC. O laboratério realiza testes moleculares por RT-PCR em
tempo real (Reagao em cadeia da polimerase com transcricao reversa), testes rapidos
(pesquisa de antigénio do SARS-CoV-2) e testes seroldgicos (detegao de anticorpos IgM e IgG
contra o SARS-CoV-2). Destes, apenas o primeiro teste sera abordado por ser o mais comum
e o que mais observei e efetuei durante o estagio.

No piso 2 do antigo edificio faculdade de medicina do Pdlo | esta localizada a sala de
colheitas do laboratorio. As colheitas para o diagndstico do SARS-CoV-2 sao realizadas

(maioritariamente) através da colheita de exsudato da nasofaringe com uma zaragatoa



(Magalhaes, 2020), que é depois colocada num tubo contendo isotiocianato de guadinina em
tampao Tris (Figura 2).

Apos a colheita, cada tubo
(contentor primario) é identificado com
uma etiqueta, colocado num pequeno
saco de transporte  (contentor
secundario) e por fim num pote

(contentor  terciario), segundo a

orientacao n.° 015/2020 de 23 de marco

Figura 2 - Kit de colheita usado no LACUC para o diagndstico

de 2020 da Direcio Geral de Saude. do SARS-CoV-2.
Fonte: LACUC.

Quando o contentor terciario estiver

cheio, segue para o piso superior para processamento, tanto para os testes rapidos, como
para o RT-PCR. Em relagao aos testes serologicos, é necessaria uma colheita de sangue por
pungao venosa para um tubo sem anticoagulante que é posteriormente centrifugado, obtendo-
se o soro para analise.

Tive também oportunidade de realizar a rece¢ao de amostras vindas de outros postos
de colheitas, em que estas se fazem acompanhar por listas de requisicao que contém os dados
dos utentes. De seguida, as amostras sao registadas na base de dados do laboratério
(recorrendo ao programa Apollo), onde é gerada uma etiqueta e é atribuido um cédigo a cada

utente.

2.2. Procedimento Analitico

A técnica padrao usada para a detegao do SARS-CoV-2 é o RT-PCR em tempo real,
que tem como alvo diferentes regioes de genes especificos do virus (OMS, 2020; Conceigao
et al., 2020; Vieira, Emery e Andriolo, 2020). Para este teste € usado um controlo positivo, um
controlo negativo e um controlo interno (Cl).

O LACUC tem o sistema Abbott m2000 RealTime System e o Abbott Alinity m (da Abbott
Molecular) para efetuar, de forma automatizada, a extragao e purificagao do RNA viral a partir
de amostras previamente inativadas, a preparagao da placa de PCR (apenas no caso do Abbott

m2000) e por dltimo, a amplificagao dos genes especificos por RT-PCR.

2.2.1. Inativacao e Extracao do RNA viral

A inativagao € um passo importante para garantir a seguranca dos operadores no
manuseamento das amostras nas fases seguintes, na qual tive oportunidade de participar varias

vezes. E realizado numa camara de fluxo laminar que se encontra numa sala com pressao
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negativa. Para tal, os colaboradores (sempre em pares) tém de usar equipamento de protegao
individual para garantir a protecao e seguranga de cada um.

No processo de inativagao viral utiliza-se uma solucao de lise, que contém isotiocianato
de guadinina e detergente. O agente caotropico isotiocianato de guadinina é eficaz em
desnaturar/inativar ribonucleases que possam estar na amostra e que iriam degradar o RNA
(McGookin, 1984; Boom et al., 1990; Bockel et al., 2020). O detergente é eficaz contra virus
envelopados (o caso do SARS-CoV-2) visto que destabiliza a membrana lipidica do envelope,
impedindo que o virus se ligue e infete as células-alvo (OMS, 2004).

Posteriormente, as amostras sao transportadas para fora da sala de inativagao através
duma pass box, desinfetadas e colocadas nos extratores, juntamente com os controlos. A
extracao do RNA viral realiza-se no Abbott m2000sp ou no Alinity m, conforme o n° de
amostras e/ou a urgéncia destas.

O controlo negativo e um tubo com agua (que sdo processados como amostras
normais) servem como controlo de contaminagao, permitindo assegurar que nao houve
contaminagoes durante a preparagao das amostras nem durante o processamento automatico
desta. O controlo positivo contém genes do SARS-CoV-2, permitindo ao operador certificar-
se que estes estao de facto a ser amplificados e detetados. Aquando da preparagao das racks,
um segundo colaborador prepara os reagentes necessarios a extragao. Os reagentes sao
constituidos por uma solugao de lise, 2 solugoes de lavagem, um tampao de eluicao (agua
isenta de ribonucleases) e microparticulas (esferas magnéticas) em suspensao. O Cl| ¢
adicionado a solugao de lise, de forma a que, no decorrer do processamento automatico, este
seja adicionado a todos os tubos da corrida, com o objetivo de avaliar se o processo de
extragao, bem como o RT-PCR foi bem-sucedido para cada amostra.

De acordo com Slater (1984), “a extracdo bem-sucedida de RNA depende da quantidade
de dcidos nucleicos puros que se consegue recuperar sob a forma ndo degradada”. A separagao por
magnetismo € uma tecnologia emergente, que permite separar particulas pequenas em
suspensoes bioldgicas complexas com recurso a esferas magnéticas (Berensmeier, 2006).
Neste caso, o objetivo é extrair e concentrar o RNA viral, removendo potenciais inibidores
da reagao de PCR e outros componentes celulares e virais que estejam presentes na amostra.
Isto é conseguido através da ligagao seletiva das microparticulas ao RNA viral e consequente
retengao para o fundo do tubo de extragao através de um iman que o extrator possui. Usando
as solugoes de lavagem, o sobrenadante (componentes que nao se ligaram as microparticulas)
€ removido e o RNA ¢é eluido/separado das microparticulas usando o tampao de eluigao,
concluindo a extragao. Este passo é importante, pois de acordo com Spanova et al. (2004) cit.

por Berensmeier (2006), as microparticulas magnéticas podem inibir a amplificagao, podendo
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diminuir “a sensibilidade do PCR ou levar a resultados falsos negativos”. Por Gltimo, o eluido obtido
é transferido automaticamente para uma placa de 96 pogos, onde serao adicionados os

reagentes para a reagao de amplificagao.

2.2.2. Amplificacdao e detecao do SARS-CoV-2 por RT-PCR

A técnica de RT-PCR é uma técnica sensivel, usada para detetar e quantificar RNA,
sendo considerada a técnica padrao para detetar o novo SARS-CoV-2 (Mackay, 2004; Bustin
e Mueller, 2005).

Apds a preparacio da placa de PCR no extrator, esta é transferida para o
termociclador Abbott m2000rt, onde ira ocorrer a amplificacao e detegao dos genes especificos
e conservados do virus. Para a dete¢ao do genoma do SARS-CoV-2 sao usados primers
especificos do gene RdRp (RNA polimerase RNA dependente viral) e do gene N (da
nuclecapside) (OMS, 2020; Vieira, Emery e Andriolo, 2020).

Os kits comerciais dos reagentes de amplificagdo contém os materiais necessarios para
o procedimento RT-PCR, sendo eles a enzima termoestavel DNA polimerase rTth, dNTPs,
os primers complementares as sequéncias alvo do virus e aos genes do Cl e respetivas sondas.
A DNA polimerase rTth, derivada da bactéria Thermus thermophilus, apresenta também
atividade de transcriptase reversa quando na presenga de ides de manganés (presentes no
reagente de ativagao do kit de amplificagao), permitindo que o RT-PCR decorra numa unica
etapa (Sellner e Turbett, 1998; Myers e Gelfand, 1991 cit. por Cai et al., 2018).

De um modo resumido, técnica de RT-PCR baseia-se na transcrigao reversa pela
polimerase rTth do RNA viral de cadeia simples numa cadeia complementar de DNA, o
cDNA, seguido de amplificagao exponencial deste, onde sao produzidos milhares de copias.
No caso do RT-PCR em tempo real, a detegao dos produtos amplificados é feita a medida que
sao gerados ao longo do processo, através da detegao da fluorescéncia emitida por parte das
sondas usadas (Mackay, 2004).

ApOs a transcrigao reversa, o processo do PCR pode ser dividido em trés etapas. Inicia-
se com a fase de desnaturagao, onde ocorre um aumento da temperatura, de modo a que as
duplas cadeias de DNA se separem. Na segunda etapa, a etapa de hibridizagao, ocorre a ligagao
da sonda e do primer ao DNA. Por ultimo, na fase de extensao, a polimerase rTth liga-se a
esse primer e sintetiza uma cadeia complementar ao DNA, formando-se assim uma dupla
cadeia de DNA. Este processo repete-se, duplicando a quantidade de DNA a cada ciclo. E de
referir que a amplificagao do gene do Cl decorre simultaneamente e da mesma forma, mas

com primers especificos para o Cl.



Para detetar a amplificagao, sao entao usadas sondas fluorescentes, nomeadamente
sondas TagMan. Estas sondas sao oligonucleotidos sintéticos que se ligam especificamente a
uma parte interna do gene alvo no cDNA. Contém um fluoroforo na extremidade 5’
(“repdrter”) e um quencher (“silenciador”) na extremidade 3’. Enquanto a sonda permanecer
intacta, nao ha emissao de fluorescéncia, pois o quencher absorve a fluorescéncia emitida pelo
fluoroforo. (Espy et al., 2006). No decorrer da fase de extensao, a sonda é degradada através
da atividade exonuclease de 5’ para 3’ da polimerase rTth (Bustin e Mueller, 2005; Haas e
Torres, 2006). Esta separagao fisica do fluoréforo do quencher faz com que haja emissao de
fluorescéncia por parte do fluoréforo quando este é excitado por um comprimento de onda
especifico, levando a um aumento exponencial da intensidade da fluorescéncia a cada ciclo de
amplificacao (Novais e Pires-Alves, 2004).

A sonda TagMan sé emite fluorescéncia quando sofre hibridizagao com a respetiva
sequéncia complementar, fazendo com que seja mais sensivel e mais especifica em relagao a
outras sondas, como por exemplo as sondas SYBR Green, que sao sensiveis, mas nao
especificas (Bustin e Mueller, 2005; Espy et al., 2006).

As sondas usadas para o Cl contém um fluoréforo que emite fluorescéncia a um
comprimento de onda diferente, permitindo assim distinguir visualmente os produtos

amplificados dos genes virais dos do Cl.

2.3. Interpretacao e validacao dos resultados

Apos o processo de RT-PCR, é necessario interpretar os graficos obtidos, analisando
um a um as curvas de amplificagao do Cl, dos controlos positivo e negativo e das amostras.
Para tal, ha que observar o Cycle Threshold (Ct) de cada amostra, como exemplificado na Figura
3. O Ct é o nimero do ciclo no qual o sinal de fluorescéncia ultrapassa a “Threshold line” (linha

limite) que indica o nivel 1

stationary

basal a partir do qual se > phase
~ @

considera  detegio de £

2 .
fluorescéncia (Public Health ~ £ 05 exponential
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England, 2020). O Ct pode

o

3
ser usado como uma medida  © Ce

threshold
semi-quantitativa da carga , baseline 5 o - o
viral (Singanayagam et al., cycles
Figura 3 - Exemplo de um grdfico de RT-PCR

2020), pois esta inversamente Retirado de PCR Compendium: “Reak-Time PCR” [Ilmagem]
https:/Ipcrcompendium.wordpress.com/realtimepcr/ [28 de Margo de

relacionado com a quantidade 2021]

inicial de alvo. Sendo que neste
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caso, o RT-PCR efetuado no LACUC tem no maximo 40 ciclos, um Ct baixo significa uma
maior carga viral, pois foi preciso menos ciclos de amplificagao para detetar fluorescéncia. Um
Ct alto, por sua vez, sera o inverso, em que foram necessarios mais ciclos para haver detegao
da fluorescéncia, revelando a presenca de uma carga viral baixa.

A amplificagao das amostras e dos controlos positivo e negativo, € observada em
conjunto com o Cl, que aparecem no grafico a cores diferentes. O Cl deve aparecer sempre
amplificado, em todos os pogos, garantindo a validagao dos resultados. Uma falha no Cl, no
controlo positivo ou negativo implica a repeticao da analise para todas as amostras.
Amplificagado no controlo negativo e/ou no tubo com agua poderda ser indicador de
contaminagao.

Os graficos das amostras sao analisados um a um, confirmando-se se ha amplificagao
ou nao (Figura 4). Posteriormente, as Diretoras Técnicas validam e assinam o boletim de
resultados, atendendo ao historial laboratorial e clinico (se disponivel). Este é depois enviado
para o utente, médico ou para as autoridades de saude e é de notificagao obrigatéria,

assegurando assim a vigilancia e monotoriza¢ao epidemiologica do pais.

s o s aens L ed

3 .
e Interpeetacio: Megative ,::—-' 2 Jataapretagho: Posiie
Nomero do cdo do ave: 1,00 amostra: Patiest = : 7,90

fpoda e o doaive: i
MR do abvo: 73 posicao: W3 Namero vo: 0,390
Condusdo da execugio: 03032021 21:15:21 Whaiere o) dika da €3¢ :':':‘ e a7,
e ",_.,.,"""“ MR do CI: 0,398 ""“"‘”‘b:a: 0,711

i Status de Bberaior Transmitido B e OISR m‘h::' 9

Conhquracies do arateo Codigo de erro/Descrigio: e == E sl e Z
resadtado:

Curva: - Alvo e controle

Tipo:  Padronizada .

o ¥: Lincar 3 Nome/Versao do ensaio:  SARS-COV 2 - 1.00
Cabbragio do ensaio: 0303-2021 21:15:21

Bes do grafico.

Fscala: Automatico

Lote/Val. reagente: 512453 - 24 03-2022

" — =

Delta &

) W
E = )
Namera do ciclo . Nomero do ciclo

Figura 4 - Exemplos de grdficos obtidos no RT-PCR de amostras analisadas no LACUC. A esquerda uma amostra
negativa, cuja Unica amplificacdo detetada foi a do Cl (curva azul). A direita uma amostra positiva (curva vermelha).
Fonte: LACUC.

3. Controlo de qualidade

O controlo de qualidade é essencial nos servigos laboratoriais clinicos, visto que é de
extrema importincia que sejam entregues resultados fidedignos, consistentes, precisos e
exatos, atendendo a varios requisitos de qualidade.

A constante melhoria dos servicos e dos processos analiticos realizados pelo
laboratério, bem como a monitorizagao de possiveis falhas, de modo a evitar a sua ocorréncia,
devem ser uma das prioridades dos laboratoérios de andlises clinicas (Chaves, 2010). Erros em

qualquer das fases do procedimento analitico podem ter um grande impacto na vida dos



doentes, nomeadamente no diagnostico e posterior tratamento das suas doengas. Os erros
também levam a um consumo de tempo e recursos, sendo outro dos impactos mais relevantes.

O controlo de qualidade pode ser dividido em controlo de qualidade interno (CQI) ou
externo (CQE). O CQI é realizado através do uso de controlos internos (Martelli, 201 1),
normalmente fornecidos pelos kits do fabricante. No CQE ha uma comparagao de resultados
de determinada amostra entre diferentes laboratérios, o que possibilita uma autovaliagao por
parte de cada laboratério das suas boas praticas laboratoriais. Vieira (201 1) cit. por Santos et
al. (2020) considera que estes dois tipos de controlo de qualidade sao importantes e que

“ambos se complementam, sendo essenciais para a seguranga dos resultados”.

3.1. Controlo de Qualidade Interno

Para o ensaio do SARS-CoV-2 é usado um controlo positivo, um controlo negativo e
um ClI, fornecidos pela empresa Abbott Laboratories (a mesma dos aparelhos que o laboratério
possui), que vém em Kkits, juntamente com as cassetes de amplificagao. O controlo positivo
contém genes do SARS-CoV-2 e serve como controlo de amplificagao ao permitir ao
operador certificar-se que estes estao de facto a ser amplificados e detetados pelo
equipamento. Ja o controlo negativo nao contém genes nenhuns e é usado como controlo de
contaminagao, nao devendo aparecer amplificado. Ambos sao analisados em paralelo com as
amostras dos doentes e processados de igual forma.

O CI é uma sequéncia de um gene de abobora (Curcubita pepo) em plasma humano
negativo e € misturado com um dos reagentes necessarios para a extragao viral, que, durante
esse processo, € adicionado a todas as amostras dos doentes. Este é também amplificado na
mesma reagao, apesar de nao estar relacionado com virus em questao (Mackay, 2004;
Andreychuk et al., 2019).

A visualizagao da amplificagao do Cl é assegurada por um fluoroéforo diferente daquele
dos genes do SARS-CoV-2 e tem de aparecer em todas amostras, demonstrando assim que
nao ha erros no processo de amplificagao e que o processo de extragao do RNA viral, bem
como a analise feita pelo termociclador decorreram corretamente, permitindo a validagao dos

resultados.

3.2. Avaliacao Externa da Qualidade

De acordo com Libeer (2001), a avaliagio externa da qualidade é uma ferramenta
importante para a gestio de qualidade de um laboratério Este tipo de avaliagio é inter-
laboratorial, ou seja, uma dada amostra é enviada por uma entidade externa a diferentes

laboratorios que trabalham, por exemplo, com métodos iguais ou até mesmo diferentes, e
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que a analisam para uma subsequente comparagao de resultados (Henry, 1999 cit. por Martelli,
2011), permitindo avaliar a exatidao destes.

No caso do LACUC, sao enviadas pela entidade externa LabQuality (através do Instituto
Ricardo Jorge) zaragatoas, que sao colocadas primeiramente em meio de transporte, sendo
depois processadas da mesma maneira que uma amostra comum. Os resultados sao
posteriormente enviados a LabQuality, que os avalia e os compara com outros laboratorios

participantes no mesmo programa de avaliagao externa de qualidade.






Capitulo II

Servico de Patologia Clinica do IPOCFG






|I. Caracterizacdao do Laboratério

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG) deu inicio
a sua atividade em 1953 e é uma importante unidade hospitalar da Regiao Centro que integra
o Sistema Nacional de Salde, especializada no diagndstico e tratamento das doengas
oncoldgicas. Nesta instituicao estd integrado o Servigo de Patologia Clinica (SPC), situado no
piso 0 do edificio de Oncologia Médica, que conta com a Direcao Técnica do Dr. Luis do
Espirito Santo Nina, médico especialista em Patologia Clinica.

A equipa que trabalha no SPC é constituida por médicos especialistas, médicos internos
de especialidade, técnicos superiores de saude (biodlogos, farmacéuticos e bioquimicos),
técnicos superiores de diagnostico e terapéutica (TSDT), pessoal administrativo e auxiliar. A
componente laboratorial compreende cinco setores, nomeadamente a Hematologia, a
Microbiologia, a Quimica Clinica, a Imunologia/Hormonologia e a Virologia. Este Gltimo setor
foi inaugurado em fevereiro de 2021 para diagndstico e rastreio da COVID-19. O SPC conta
também com uma sala de espera, uma sala de colheitas e uma recegao/area administrativa,
onde os doentes sao recebidos e os pedidos de andlises, acompanhados pela requisicao
médica, sao registados no sistema informatico Modulab. As colheitas das amostras no proprio
SPC estao a cargo dos TSDT, que também realizam as colheitas dos doentes que estao no
internamento e no ambulatério. Em média, o laboratério recebe e regista cerca de 400 a 500

amostras diarias.

2. Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica compreende todos os procedimentos anteriores a analise da
amostra, comeg¢ando na requisigao das analises pelo clinico, rece¢ao e preparagao do doente
e terminando na colheita dos produtos biologicos, transporte (quando necessario) e triagem
das amostras. Apesar de nao ter participado muito nesta fase, € importante dar o devido valor
e atengao, pois a maioria dos erros em laboratorios de analises clinicas ocorrem na fase pré-
analitica devido ao facto de ter muitos procedimentos manuais que podem gerar
consequéncias, tanto na qualidade da andlise como para o paciente (Guimaraes et al., 201 |;
Lippi et al., 2015).

Segundo Lippi et al. (2015), alguns erros pré-analiticos sao por exemplo a falta de ou a
incorreta identificagdo da amostra, proporgao inadequada de amostra e anticoagulante,
amostras coaguladas, hemolisadas ou com volume insuficiente ou até condigoes de transporte

e armazenamento inapropriadas. Um laboratorio pode ser dotado de bons equipamentos, que



sejam rapidos e precisos, mas sem uma amostra em boas condi¢oes nao ha como obter
resultados fidedignos.

Os erros pré-analitcos nao sé levam a um consumo de recursos e de tempo como por
vezes podem levar a perda definitiva da analise porque nem sempre ¢é facil repetir uma colheita,
uma vez que os doentes do IPOCFG estao fragilizados, nao sé pelas suas patologias, como
pelos tratamentos agressivos a que estao sujeitos. A minimizagdo dos erros nesta fase &,
portanto, crucial, devendo-se implementar estratégias de controlo de qualidade que devem

ser seguidas por todos com muito rigor (Guimaraes et al., 201 1).

3. Setor de Quimica Clinica

No setor de Quimica Clinica sio determinados, maioritariamente, parametros
considerados de rotina, que permitem avaliar a fungao renal, hepatica, pancreatica, o equilibrio
eletrolitico e diferentes metabolitos, acompanhando assim o estado de salude dos doentes que
estao, por exemplo, em fase de tratamento, em pré- e pos-operatorio e também em consultas
de seguimento (“follow-up™).

A amostra mais comum € o soro, obtido apds a coagulagao do sangue e posterior
centrifugagao. O tubo de colheita para o soro contém pequenas esferas de silica que
promovem a coagulagao. O segundo tipo de amostra mais comum é o sangue total, colhido
para uma seringa com anticoagulante para determinar o calcio ionizado. O setor recebe
também outros tipos de amostras (embora menos frequentes), como por exemplo: sangue
total em tubo com EDTA para determinagao da hemoglobina glicada, sangue total arterial
colhido numa seringa com anticoagulante para gasometrias, urinas (ocasionais ou de 24 horas)
e outros liquidos biologicos como liquidos de drenos e liquido cefalorraquidiano (LCR).

Os equipamentos existentes neste sector e as respetivas fungoes, métodos e andlises
que efetuam, estao descritos na Tabela I. O setor conta também com duas centrifugas e quatro
computadores.

De referir que sao também realizadas neste setor, com muito pouca frequéncia,
algumas técnicas manuais de aglutinagao, que se baseiam na reagao antigénio-anticorpo, cuja
leitura e interpretacao de resultados é feita macroscopicamente. Determina-se a presenca de
fatores reumatodides (teste de Waaler-Rose), anticorpos contra Salmonella spp. (teste de
Widal), Brucella spp. (teste de Wright ou Rosa de Bengal) e despiste de sifilis (teste VDRL).

Neste setor tive a oportunidade de me integrar no fluxo de trabalho, nomeadamente
na rececao e centrifugacido das amostras e colocagao destas nos respetivos aparelhos,
observagao de algumas técnicas manuais, do controlo interno e externo de qualidade (bem

como o envio de resultados) e ainda preparagao de amostras para diferentes ensaios clinicos.
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Tabela | - Equipamentos e respetivos métodos de andlise, fungdes e pardmetros analisados do setor de Quimica
Clinica do SPC-IPOCFG.

Equipamento Método de anilise Funcodes Parametros avaliados

Exemplos:
Ureia, glicose, creatinina,

Atellica CH Analyzer da | Espetrofotometria e magnésio, fosforo,

Determinagao de

Siemens Potenciometria indirecta R S proteinas totais, albumina,
. ® . parametros bioquimicos | L .. " )
Healthineers (ionograma) acido urico, bilirrubina
total e direta, colesterol
total, ferro, ionograma etc.
- K*, CI', Na*, Ca**
Determinacio do calcio - Glucose, Lactato
ABL 800 FLEX da . o ionizado e diferentes - pH, pCO,, pO,
. ® Potenciometria direta ! ~
Radiometer gases no sangue - Hemoglobina, saturagao
(gasometrias) de oxigénio e fragdes da
hemoglobina
Confirmagao de
Reflotron da Roche . resultados de certos
. I Refratometria A ;
Diagnostics parametros obtidos no
Atellica CH
Confirmagao de Na*
RapidChem 744 da . o .
.P ® Potenciometria direta resultados do Atellica CH K*
Siemens ; .
(ionograma) cl

4. Setor de Imunologia/lHormonologia

O setor de Imunologia/Hormonologia é um dos maiores setores do SPC bem como
um dos mais automatizados. Os parametros aqui analisados sao variados: marcadores tumorais
e hormonas, auto-anticorpos; fairmacos; marcadores cardiacos; e anticorpos/antigénios
especificos. A grande maioria sao determinados por imunoensaios, onde ocorre a formagao
de complexos antigénio/anticorpo, sendo utilizados métodos competitivos ou em sandwich,
cujo método de detecao é diferente de aparelho para aparelho.

O soro é a amostra mais utilizada, sendo também recebidas amostras de sangue total
com EDTA e com heparina (para obtengao do plasma) e urinas (pontuais e de 24 horas).

Ao contrario dos outros setores, aqui as amostras percorrem um circuito especifico
devido a variedade de parametros e de equipamentos. Devido ao facto de os equipamentos
nao estarem interligados entre si e por uma questio de organizagao, a ordem das analises esta
especificada na etiqueta de identificagdo da amostra, que contém as abreviaturas dos diferentes
equipamentos pelos quais a amostra tem de passar, evitando assim repeticoes de analises.

Alguns equipamentos e os respetivos métodos e analises que efetuam, estao no Anexo |.



Neste setor sao também feitas técnicas eletroforéticas no analisador Hydrasys 2 (da
Sebia) que realiza e analisa proteinogramas, eletroforese das isoenzimas da fosfatase alcalina,
proteina de Bence-Jones urinaria e imunofixacao para dete¢ao de imunoglobulinas monoclonais.

O auto-analisador Viva-E (da Siemens) doseia certos farmacos/antibioticos por ensaios
imunoenzimaticos competitivos, sendo frequente a determinagao das concentragdes pico e
vale de antibidticos como a amicacina ou a vancomicina.

Adaptado a nova realidade que vivemos, o equipamento Euroimmun Analyzer |-2P (da
Euroimmun AG) deteta anticorpos anti-SARS CoV 2 (IgM e mais frequentemente IgG) através
de imunoensaios enzimaticos indiretos.

Contudo, neste sector também se realizam algumas técnicas manuais, as quais pude
acompanhar e realizar: determinagao do iodo e do acido vanilmandélico na urina, cuja detegao
é feita por um ELISA reader ou por espetrofotometria, respetivamente; quantificacao de
metanefrinas e normetanefrinas urinarias (metabolitos da epinefrina e da norepinefrina
respetivamente), 3-metoxitiramina plasmatica (metabolito da dopamina) e |7-alfa-
hidroxiprogesterona (no soro) por imunoensaios competitivos com recurso a radioisétopos
(iodo-125), cujos resultados sao obtidos com o contador de radiagiao gama Wizard 1470
Gamma Counter (da Wallac).

Neste setor tive a oportunidade de me integrar no fluxo de trabalho, onde aprendi o
circuito, fiz a recegao e centrifugacdo das amostras e observei/realizei as técnicas manuais e

eletroforéticas aqui mencionadas.

5. Setor de Hematologia

A hematologia é a ciéncia que se dedica ao estudo do sangue, nomeadamente das
células que o compoem, as suas fungoes e estruturas, dos érgaos que produzem essas células
e das patologias associadas (McKenzie e Williams, 2015).

No setor de Hematologia procede-se, sobretudo, a analise de amostras de sangue total
e esfregacos de sangue periférico que podem fornecer informagoes relevantes sobre o estado
do doente. E necessario determinar e avaliar diferentes parimetros que dio informagdes
sobre os componentes celulares sanguineos e examinar a morfologia celular.

Sao também realizados neste setor outros testes mais complexos (embora com muito
menor frequéncia) como a imunofenotipagem por citometria de fluxo, pesquisa do gene BCR-
ABL por técnica de PCR e a técnica de hibridagao in situ fluorescente (FISH).

O setor de Hematologia conta com diferentes equipamentos que estao listados na

Tabela Il.
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Tabela Il - Equibamentos e respetivas funcoes do setor de Hematologia do SPC-IPOCFG.

Equipamento Funcionalidade

Hemograma, contagem diferencial de

DxH900 Analyzer da Beckman Coulter® LG L
leucocitos e contagem de reticulocitos.

Test | BCL da AliFax® Velocidade de sedimentagao (VS).
Aerospray HematologyPro Cytocentrifuge da Coloragao de esfregagos sanguineos e de
Wescor® aspirados de medula ossea.
ACL TOP® CTS 350 da Instrumentation .

Estudos da hemostase.
Laboratory

Cytomics FCso0o da Beckman Coulter® Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo.

Pesquisa e quantificagao do gene BCR-ABL

ide
GeneXpert da Cepheid por técnica de PCR.

Microscopio de fluorescéncia da Nikon +
programa informatico de andlise de
imagens da MetaSystems ISIS®

Técnica de hibridizagao in situ fluorescente
(FISH).

O setor de Hematologia encontra-se dividido em duas salas: a sala principal, onde as
amostras sao recebidas (é feito scan da etiqueta da amostra com registo no sistema
informatico), onde se encontra os equipamentos que realizam os hemogramas, a velocidade
de sedimentacao (VS), a coloragao de esfregagos sanguineos e de aspirados de medula 6ssea
e também o microscépio 6tico para a observagao dos esfregacos; na outra sala encontram-se
os equipamentos que efetuam as provas de coagulagao. O setor tem também um agitador de
amostras, um contador manual de células sanguineas e duas centrifugas.

As amostras mais frequentes e respetivas analises do setor de Hematologia estio
descritas na Tabela lll. Com muito menor frequéncia chegam também ao setor amostras de
aspirados de medula éssea para a realizacio de medulogramas, onde é necessario efetuar

esfregacos e proceder a sua coloragao.
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Tabela Il - Amostras mais frequentes e respetivas andlises do setor de Hematologia do SPC-IPOCFG.

Amostra Tubo de colheita | Anticoagulante Analises
Hemograma
EDTA Velocidade de
Sangue Total tripotdssico sedimentagio
Estudos

morfolégicos

Plasma (obtido
apos
centrifugagao)

Provas de

Citrato de sodio ~
coagulagao

Fotos tiradas no SPC- IPOCFG.

Durante o meu estagio neste setor fiz a rececao das amostras e o seu processamento,

efetuei esfregacos sanguineos manualmente, avaliei a morfologia e fiz contagens de leucocitos.

5.1. Hemograma

O sangue é constituido por diversas células sanguineas suspensas hum meio fluido, o
plasma, que constitui 55 a 66% do volume total do sangue (Celkan, 2020). Todas as células
sanguineas que circulam no sangue derivam de células estaminais pluripotentes, presentes na
medula ossea e dividem-se em trés grandes tipos: os globulos vermelhos, os globulos brancos
(e posteriormente em subpopulag¢oes) e as plaquetas (Figura 5) (Hoffbrand e Moss, 2016).

O hemograma é o exame laboratorial mais comum e apresenta diversos parametros
que nos dao informagoes sobre as diferentes células sanguineas, tais como a quantidade,
tamanho ou percentagens de cada populagao, permitindo estabelecer um possivel diagnéstico
e prognostico de certas patologias (Butrago, 2015; Celkan, 2020).

Como descrito anteriormente (Tabela Ill), para o hemograma é usado sangue total
colhido num tubo com EDTA tripotassico. O EDTA é o anticoagulante padrao para o
hemograma, atuando como um quelante dos ioes de calcio, necessarios para o processo da
coagulagao (Alemu et al., 2006).

O EDTA ajuda também na preservagao dos componentes celulares e nao afeta a

morfologia das células (Banfi et al., 2007).
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No setor de Hematologia os

hemogramas sao efetuados no autoanalisador 3@ )

DxH900, que utiliza o principio de Coulter, a \

tecnologia Volume, Condutividade, Dispersao 89, ©08%>" = o\
da luz (do inglés Volume-Conductivity-Light ‘ < - \Q 2 ' : Seo 5

Scatter: VCS) e a espetrofotometria. 282 S >SS : % ‘
O principio de Coulter é o método O _\.‘_04 0% ]

mais comum usado pelos auto-analisadores ' - _

para contar células (Wahed et al., 2020). O

principio baseia-se na detecao e medi¢ao das 1 %’

~ . A : O A 7 a
alteragoes na corrente elétrica geradas pela
Figura 5 - Alguns tipos de células sanguineas.

passagem de cada célula por um pequeno | - Mondcito; 2 - Neutrdfilo; 3 - Basdfilo; 4 - Eritrdcitos; 5
o L - Plagueta. Os nimeros | a 3 pertencem ds subpopulagées
orificio num liquido condutor (Greer et al., 4e glébulos brancos.

2003). Em cada lado do orificio encontram-se Fonte: Setor de Hematologia do SPCPOCFC.
dois elétrodos de platina que estabelecem entre si uma corrente elétrica constante. A medida
que cada célula passa individualmente pelo orificio, produz uma alteragao na impedancia, ou
seja, alteram o fluxo da corrente elétrica entre os elétrodos, gerando um impulso elétrico
mensuravel, cuja amplitude é proporcional ao volume da célula e o nimero de impulsos indica
o numero de particulas (Greer et al., 2003; Briggs e Bain, 2017).

Com este método é possivel obter contagens dos eritrocitos (RBC), das plaquetas
(PLT) e dos leucocitos (WBC), processo que comega com a contagem das duas primeiras
linhas celulares num compartimento do equipamento, seguido da lise dos eritrécitos e
contagem dos leucécitos num compartimento distinto. O equipamento considera como
plaquetas as células com tamanhos entre 2-20 fentolitros (fL), como eritrocitos as células com
tamanhos entre 36-360 fL e os leucocitos com tamanhos superiores a 35 fL.

Os resultados das contagens sao obtidos por um osciloscopio, que conta e regista o
numero de impulsos e os traduz num histograma, cujo eixo do x representa o tamanho da
célula (fL) e o eixo dos y o numero de células que foram contadas (histograma de distribuicao
do tamanho) (Wahed et al.,, 2020). Deste modo, obtém-se trés histogramas: o plaquetar, o
eritrocitario e o leucocitario (Figura 6).

O histograma eritrocitario fornece duas informagoes, nomeadamente o volume médio
dos eritrocitos (VCM) e a amplitude de distribuigao dos globulos vermelhos (RDW). O pico
da curva do histograma devera estar entre os valores de referéncia do VCM, que no caso do
SPC se situa entre os 85 e os 95 fL. O VCM da informagoes sobre o tamanho dos eritrocitos,

sendo um parametro importante na classificagao das anemias (Celkan, 2020). O RDW funciona
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como um indice de anisocitose eritrocitaria (variagao do

WBC

tamanho), em que a heterogeneidade na distribuicao do

tamanho dos eritrécitos é observada sob a forma de

percentagem da variagao dos volumes obtidos (VWahed

et al., 2020; Celkan 2020).

RBC

O histograma plaquetario fornece informagoes

sobre o volume plaquetar médio (VPM) e a amplitude 1 I I 1

de distribuicao das plaquetas (PDW) (Wahed et dl,

2020). O plaquetocrito, que  corresponde 2

percentagem do volume de plaquetas sobre o volume

total de sangue, é calculado pelo equipamento a partir

Close

do VPM e da contagem total das plaquetas.

A tecnologia VCS baseia-se em trés medigoes: Figura 6 - Representacdo grdfica dos

histogramas obtidos pelo auto-analisador
DxH900. O histograma a roxo representa o
laser (dispersio esta que é diferente conforme o tipo de leucocitdrio, a vermelho estd representado o

histograma eritrdcitario e a verde o plaquetar.
célula). E usada para obter a forma leucocitaria Fonte: Beckman Coulter.

volume da célula; condutividade; e dispersao de uma luz

(contagem e diferenciacdo das diferentes populagoes de leucocitos), a contagem de
reticulécitos (globulos vermelhos imaturos) e de eritroblastos (precursores nucleados dos
eritrocitos).

O volume da célula é determinado usando o principio de Coulter. Para a condutividade
¢ utilizada uma corrente eletromagnética de alta frequéncia que atravessa as células e avalia a
composicao interna (relagao nucleo/citoplasma, densidade nuclear, etc.) e quimica. Por ultimo,
a passagem das células por um feixe de luz laser, que sofre dispersao e é detetado por sensores
em cinco angulos diferentes, permite avaliar a granularidade citoplasmatica e a estrutura
nuclear (Bacall, 2009; Virk et al., 2018; Shrivastava et al., 2018). Todos estes dados permitem
diferenciar os leucocitos em neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos e obter
as percentagens de cada um e os respetivos valores absolutos. Os dados obtidos sao expressos
em graficos bi- e tridimensionais.

Por ultimo, a espetrofotometria é usada para medir a concentragao de hemoglobina,
sendo primeiro necessario a lise dos eritrocitos para a sua libertagao (Briggs e Bain, 2017;
Celkan, 2020). Com a adigao de um reagente da casa comercial, a hemoglobina é convertida
num pigmento estavel que é medido a 525nm. A absorvancia do pigmento sera diretamente

proporcional a concentragao de hemoglobina na amostra (McCall, 1956).
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Com a concentragao de hemoglobina, o equipamento calcula automaticamente os
restantes parametros do eritrograma, nomeadamente o hematocrito, a hemoglobina

corpuscular média (HCM) e a concentragao corpuscular média de hemoglobina (CHCM).

5.1.1. Alterac6es mais comuns no hemograma

Durante o meu estagio no setor de Hematologia, observei diariamente hemogramas
que apresentavam uma ou mais alteragoes, nomeadamente anemias, trombocitopenias e
neutropenias. E de salientar que o IPO é um hospital para doentes oncoldgicos e como tal,
pacientes que estao a realizar tratamentos muito agressivos como quimioterapia ou
radioterapia.

Infelizmente, os medicamentos usados, por exemplo na quimioterapia, nao possuem
especificidade e afetam, tanto as células cancerigenas como células saudaveis, especialmente
aquelas que apresentam elevada atividade mitotica e rapida proliferagao celular (Riul e Aguillar,
1999; Fonseca et al., 2000 cit. por Andrade et al., 2018). Como consequéncia verifica-se o
aparecimento de efeitos colaterais ao longo do tratamento, nomeadamente toxicidade
hematologica, com o aparecimento frequente de anemias, trombocitopenias e neutropenias

(Montoya, 2007; Dickens e Ahmed, 2017).

Anemia

A anemia é uma alteragio muito comum com diversas etiologias. E definida como uma
diminuicao do numero de eritrocitos e/ou na concentragao e hemoglobina, cujos valores
variam conforme o sexo e a idade (Mckenzie e Williams, 2018). A OMS considera anemia
valores de hemoglobina abaixo dos 12g/dL para mulheres e das |13g/dL para homens.

No IPO é muito frequente os doentes serem anémicos, quer seja devido aos
tratamentos a que estao sujeitos, quer seja devido as suas patologias de base, pelo que se deve
ter em atengao o historico clinico do paciente.

Através do hemograma € possivel entao identificar uma anemia observando o valor
dos eritrocitos e a concentragao de hemoglobina e também classifica-la morfologicamente
usando os indices eritrocitarios VCM e HCM (McKenzie e Williams, 2015). Em termos
praticos, o VCM permite classificar a anemia conforme o tamanho dos eritrocitos em
microcitica (pequenos), normocitica (tamanho normal) e macrocitica (maiores que o normal)
(Hoffbrand e Moss, 2016). O HCM da informagoes sobre a quantidade de hemoglobina nos
eritrocitos, que morfologicamente se traduz numa tonalidade vermelha mais palida ou mais

carregada.
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Estas informagoes, embora paregam simples, podem dar pistas sobre a possivel causa
da anemia (Figura 7), sobretudo se combinadas com outros parametros do hemograma como
o RDW ou outros parametros, como por exemplo a contagem de reticulocitos, a bilirrubina
indireta, a ferritina, o acido folico e a vitamina BI2 (Lin, 2018).

A contagem de reticulocitos € util para avaliar o grau de produgao de eritrocitos,
denominada eritropoiese (McKenzie e Williams, 2015). Em resposta a uma anemia, uma
eritropoiese eficaz por parte da medula 6ssea traduz-se num aumento do nidmero de
reticulécitos no sangue, mostrando assim a sua capacidade em produzir novas células em casos
de hemorragias, anemias hemoliticas ou suplementacao (Lin, 2018). Quando o numero de
reticulécitos é baixo, estamos na presen¢a de uma anemia hiporegenerativa, que indica uma
diminuicao na producao de eritrocitos, como resultado de uma eritropoitese ineficaz ou
insuficiente (Lin, 2018; McKenzie e Williams, 2015; Keohane et al., 2020). Nestes casos torna-
se (til avaliar o VCM e o HCM (Greer et al., 2003) (Figura 7).

Anemia

|

Contagem absoluta de reticulécitos
|

. .

Baixo ou normal Alto
Producio diminuida ou ineficaz de eritrécitos Perda excessiva de eritrocitos
VCM
Baixo Normal Alto Hemorragia Hemodlise
et Causas intrinsecas:
Deficiéncia de Anemia Def. vit. B12,
. , . , Defeitos da membrana
ferro, anemia apléstica, sindrome
. o . Bl TR 1 Deficiéncias enzimaticas
de inflamag@o anemia de miélodisplasica,
o - Causas extrinsecas:
cronica, doenga renal, doencga hepatica
- P - Anemias hemoliticas imunes
Talassémia infecao crénica
Drogas, quimicos, queimaduras extensas

Figura 7 - Possiveis causas de anemia baseadas na contagem de reticuldcitos e no Volume Corpuscular Médio (VCM).
Adaptado de Keohane et al., 2020.

Neutropenia

Os neutrofilos sao das células mais frequentemente encontradas em circulagao no
sangue, representando cerca de 60% a 70% de todos os leucécitos num adulto pelo que a sua
producao pela medula ssea é extensa (Bhatt e Saleem, 2004). Sao células muito importantes

que fazem parte do sistema imunitario inato na defesa contra infegoes e inflamagoes (Crawford

et al., 2003; Hassan et al.,, 2015).
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A neutropenia consiste na reducao da contagem absoluta de neutréfilos no sangue,
abaixo das 1500 células/ul (Hassan et al, 2011; 2015), resultando de uma deficiéncia na
produgao de neutrdfilos pela medula 6ssea (inibicao direta) ou da sua destruigao periférica
(Bhatt e Saleem, 2004; Mckenzie e Williams, 2015). Esta condigdo pode ser adquirida ou
congénita, sendo que a adquirida é a mais comum e ¢é devido sobretudo a
medicamentos/drogas (Keohane et al., 2020). Algumas outras causas de neutropenia estao

descritas na Tabela IV.

A quimioterapia  Tabela IV - Exemplos de causas de  neutropenia.
s R Adaptado de McKenzie e Williams, 2015.
citotoxica afeta a divisao
Causas de
celular dos precursores dos - Exemplos
L o neutropenia
leucocitos,  suprimindo  a -
Infecd Infecdes virais e bacterianas
producio de  neutrdfilos ntecoes (sépsis)
(Crawford et al., 2003; 2013). Agentes fisicos e Radiacio, benzeno
quimicos
Assim, a neutropenia € um dos - . . -
Drogas Quimioterapia, anti-inflamatorios,
efeitos secundarios da antibacterianos etc.
quimioterapia (Hassan et al., Doencas Leucemia aguda, anemia
2011 | dici hematolg icas megaloblastica e aplastica,
). Isto condiciona o g esplenomegalia
tratamento, pois a neutropenia Auto-anticorpos Lapus sistémico eritematoso

deixa o doente mais suscetivel

a infecoes bacterianas e fungicas (Bhatt e Saleem, 2004; Mckenzie e Williams, 2015),
dependendo da severidade e da duragao da neutropenia (Sharma e Lokeshwar, 2005). Segundo
Crawford (2004) e Hassan et al. (2015), a neutropenia é o maior fator limitante da
quimioterapia, afetando a dose e a duragao desta. A quimioterapia tem que ser reduzida ou

interrompida caso haja desenvolvimento de neutropenia e febre (neutropenia febril).

Trombocitopenia

As plaquetas resultam da fragmentagao dos megacariocitos (células progenitoras)
presentes na medula Ossea e sao essenciais para os processos de coagulagio. A
trombocitopenia é outra consequéncia da toxicidade hematologica que advém da
quimioterapia e traduz-se por uma redugao do nimero de plaquetas no sangue (<150,000
células/pl), com consequente risco de hemorragia (Greer et al., 2004; Razzaghdoust et dl.,

2019).
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Os mecanismos fisiopatoldgicos resultam, por exemplo, de uma produgao
insuficiente/deficiente de plaquetas na medula 6ssea, aumento da sua destruicao ou de uma
distribuicao anormal (Greer et al., 2004; Wahed et al., 2020) (Figura 8). No caso dos agentes

quimioterapéuticos, estes suprimem a producao de megacariécitos como também podem

promover a apoptose das
Trombocitopenia

plaquetas, aumentar a sua / \

destruicao ou inibir a

Diminuicio da producio Aumento da destruicio

libertacao destas dos

megacariocitos (Kuter, ,
Esplenomegalia

2015). Como tal, a y

. . , Aplasia, neoplasias, Causa ndo
tromboatopema e outro ) o

deficiéncias Causa imunolégica: imunoldgica:
fator que POde limitar vitaminicas, drogas, Idiopatica, MAHA
tambem a dose e a radiagio, infe¢Ses, medicamentos, PNH
congénito, PNH infegdes, gestagdo

frequéncia da quimioterapia

Figura 8 - Exemplos de causas de trombocitopenia, divididas conforme o
mecanismo subjacente. MAHA: Anemia Hemolitica Microangiopdtica; PNH:

procedimentos Cirurgicos’ Hemoglobindria Paroxistica Noturna.
Adaptado de Devata, 2018.

e pode também impedir

devido a maior
probabilidade de ocorrer hemorragias (Hassan et al.,, 2015; Weycker et al., 2019).
Apesar de ser um grande problema em pacientes com cancro, devem também ser

consideradas e excluidas outras etiologias (Kuter, 2015).

5.2. Velocidade de Sedimentacao (VS)

A velocidade de sedimentagao (VS) corresponde a velocidade com que os eritrdcitos
se depositam no plasma durante o periodo de | hora (Hoffbrand e Moss, 2016).

A sedimentagao resulta do facto dos eritrocitos serem mais pesados que as outras
células sanguineas e a sua capacidade de formarem agregados dispostos em pilhas de moedas,
conhecido como efeito rouleaux. Este efeito deve-se ao aumento de proteinas plasmaticas de
elevada massa molecular, como por exemplo globulinas. Os eritrocitos apresentam carga
elétrica negativa, o que faz com que haja repulsao entre eles. Com o aumento de proteinas
plasmaticas, ocorre uma neutralizagao das cargas negativas dos eritrocitos, devido ao facto
das proteinas plasmaticas apresentarem carga positiva. Isto impede assim a repulsao e
consequentemente ocorre uma acentuada agregagao dos eritrocitos, levando ao aumento da
VS. Este aumento pode estar relacionado com estados inflamatérios, infeciosos ou

neoplasicos, traumas e/ou cirurgias (Santos et al., 2000; Cha et al., 2009).
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Para além da concentragao das proteinas plasmaticas, a VS também depende da forma
e o volume dos eritrécitos (Santos et al., 2000).

A determinagao da VS é feita no analisador automatico TEST | BCL (da AliFax) e é
usado sangue total com EDTA. O principio de funcionamento do analisador automatico baseia-
se na fotometria cinética capilar. Usando um microfotometro de infravermelhos e um detetor
de fotodiodo, o sistema realiza 1000 leituras durante 20 segundos num comprimento de onda
a 950nm quando a amostra é distribuida por um capilar. Com os impulsos elétricos detetados,
estabelece-se uma correlagao direta com a agregacao dos eritrocitos presentes no capilar e é
delineada uma curva de sedimentagao e agregacao para cada amostra. Através de um algoritmo
matematico, o resultado é entao emitido, expresso em milimetros por hora (Plebani et dl.,

1998; Malin et al., 2000; Cha et al., 2009).

5.3. Esfregaco de sangue periférico e alteracoes morfolégicas

O esfregaco sanguineo é uma das poucas técnicas manuais que se realiza no setor de
Hematologia e a que mais tive oportunidade de executar. E um exame hematoldgico que pode
ajudar o médico num diagnostico diferencial, a monitorizar a progressao da doenca e avaliar a
resposta a terapéutica, pelo que a sua correta interpretagao é importante (Adewoyin e
Nwogoh, 2014).

E solicitado pelo médico ou pelos responsaveis do setor quando, apos a obtencgio do
hemograma, se verificam algumas situagoes como agregados plaquetares, leucocitoses ou
quando o aparelho DxH900 sinaliza a presenca de possiveis eritrocitos nucleados ou de células
imaturas (blastos). Deste modo, um esfregago bem feito pode fornecer muitas informagoes a
nivel da morfologia das trés linhagens de células sanguineas, possibilitando a observagao de
células atipicas (Tabela V).

Em pessoas saudaveis, os eritrdocitos nao apresentam grandes variagoes em termos de
tamanho, forma e cor ao microscépio (Bain, 2017). Em pacientes com anemia, situagao muito
frequente no IPO, é importante avaliar bem os eritrocitos, pois estes, para além de serem as
células mais frequentes, podem apresentar uma variedade de anomalias, dando pistas sobre a
causa da anemia. Devemos entao ter em conta cinco aspetos aquando da observagao do
esfregago: cor, tamanho, forma, presenca de inclusdes e disposicao dos eritrocitos (Ford,
2013; Wahed et al., 2020).

De igual importancia é também a avaliagao da morfologia dos leucocitos e plaquetas,
pois alteragoes na segmentagao, tamanho, granulagoes ou na quantidade, podem estar também

associadas a patologias (Tabela V).
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Para a preparagao do esfregago sanguineo (Figura 9)
€ usado sangue com EDTA, em que uma pequena gota é
colocada numa ponta da lamina. Com o auxilio de uma
outra lamina, a gota de sangue deve espalhar-se
uniformemente pela parte de tras da lamina (Figura 9B). Por
fim, com um movimento rapido e suave, a gota deve ser
espalhada pela lamina, obtendo-se um esfregaco (Figura
9C).

Apos secagem do esfregago, a coloragao de Wright-

Giemsa é feita automaticamente. Para esta coloracdo sao

usados dois corantes, o azul de metileno e a eosina,
responsaveis por tornar as células mais visiveis, de modoa _, L,

Figura 9 - Representacdo grdfica da
que a sua morfologia possa ser avaliada. técnica de preparacdo manual de um

esfregaco sanguineo.

O azul de metileno € um corante basico que cora Adaptado de Keohane et al., 2020.
estruturas celulares acidicas, como o RNA, o nlcleo,
proteinas celulares acidicas, o citoplasma dos monécitos etc. (Woronzoff-Dashkoff, 2002). A
eosina é um corante acido com afinidade para estruturas e componentes celulares basicos
como a hemoglobina e os granulos dos eosindfilos (Woronzoff-Dashkoff, 2002; Keohane et
al., 2020).

A observagao do esfregago é feita na objetiva de 50x com 6leo de imersao, procurando
uma zona em que os eritrécitos nao estejam aglutinados, mas sim uniformemente distribuidos.
A observagao pode ser direcionada, conforme a requisicao do médico ou de acordo com o
hemograma obtido.

Durante as minhas observagoes, analisei e descrevi as trés linhas celulares, sendo que
a minha maior dificuldade foi em relagao a identificagao de células precursoras dos leucocitos.
Quando necessario, € realizado também contagens diferenciais de leucocitos com o auxilio de

um contador de células manual, onde sao contadas e diferenciadas 100 células.
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Tabela V - Exemplos de algumas alteracées morfoldgicas das células sanguineas, descricdo e imagens.

Alteragoes morfologicas

Descrigao

Exemplos de condigoes
clinicas associadas
(Ford, 2013; Rodak e
Carr, 2017; Keohane et
al., 2020)

Visualizagao no esfregago
(Imagens retiradas do livro
Clinical Hematology Atlas,
5 ed, 2017 e do setor de
Hematologia SPC-
IPOCFG)

Linha eritrocitaria

Policromasia

Variacao da cor dos
eritrécitos (presenca de
reticulocitos)

Durante o tratamento

da anemia (se eficaz),

hemorragias, anemia
hemolitica

Poiquilocitose

Variagdo na forma dos
eritrocitos

Diferentes anemias,
talassémias, sindromes
mielodisplasicas,
deficiéncias
enzimaticas,
hemoglobinopatias

Anisocitose

Variagcao do tamanho
numa populagao de
eritrocitos

Anemia por deficiéncia
de ferro,
megaloblastica e
hemolitica

Eritroblastos

Células precursoras dos
eritrécitos, que em
situagoes fisioldgicas

normais nao se
encontram no sangue
periférico

Metastizacdo da
medula éssea por
tumores, algumas
leucemias como a
leucemia mieldide

aguda, mielofibrose

Linha leucocitaria

Hipogranulagao

Diminuicao ou auséncia
de granulos especificos
no citoplasma,
diminuindo a sua cor

Neoplasias
mieloproliferativas,
sindromes
mielodisplasicas,
infecoes

Manchas de Grumprecht

Linfécitos “frageis” que
se rompem ao realizar o
esfregaco

Frequente na leucemia
linfocitica crénica
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Hipersegmentagao dos

neutrofilos

Neutrofilos apresentam-
se maiores do que os
normais e tém mais do
que 5 Iébulos

Anemia megaloblastica
(mais frequente),
sindromes
mielodisplasicas,
hipersegmentagao
congénita

Linha megacariocitica

Plaquetas gigantes

Plaquetas de tamanho
superior ao normal

Sindromes
mielodisplasicas,
purpura
trombocitopénica
imune, mielofibrose

5.4. Avaliaciao Laboratorial da Funcao Hemostatica

O sistema hemostatico é essencial para proteger o sistema vascular de lesoes que
possam ocorrer, formando um coagulo de fibrina no local da lesao, assegurando assim a
integridade dos vasos e limitando a perda de sangue. Dos constituintes deste sistema fazem
parte as plaquetas, os vasos, anticoagulantes presentes no organismo, diversos fatores de
coagulagao e o sistema fibrinolitico, que apresentam complexas interagoes entre si para
garantir o equilibrio entre estancar a hemorragia, confinar o coagulo ao local da lesao e
degrada-lo quando necessario (Palta et al., 2014; Keohane et al., 2020). Um desequilibrio neste
sistema pode levar a um maior risco trombético ou hemorragico, podendo o doente correr
risco de vida.

Para a avaliagao dos diversos parametros da coagulagao, as amostras de sangue sao
colhidas para um tubo com citrato de sodio (anticoagulante, quelante de ides de cilcio) e
processadas no equipamento ACL TOP 350 (da Instrumentation Laboratory), que usa a técnica
de turbidimetria para detetar a formagao do coagulo. Este é detetado através de uma mudanga
na densidade otica da amostra, que aumenta a medida que o coagulo se forma,
consequentemente levando a uma diminui¢ao da intensidade do feixe de luz que é transmitido.
Esta diminuicao é detetada num determinado periodo de tempo (segundos), que

correspondera ao tempo que demora a formar o coagulo na amostra (Aggarwal et al., 2014).

5.4.1. Parametros de rotina

O modelo da cascata de coagulagao explica, de um modo geral, as reagdes que

ocorrem “in vitro” aquando do processo de formagao de um coagulo (Figura 10).
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Classicamente, este modelo é Tempo de Protrombina

dividido em via intrinseca e via

, . . Via extrinseca Via Comum
extrinseca, convergindo por fim na

Factor tecidual Factor Xa

via comum, culminando com a = T A
+Ca?

formacao de um coagulo de fibrina, e,

. - . Protrombina
sendo que In Vvivo estas reacoes

\
A via Y Trombina

ocorrem simultaneamente. S "
Via intrinseca

intrinseca é iniciada por contacto Factor Xila Fibrinogénio —— Fibrina

Factor Xla

com alguma superficie carregada

Factor IXa Tempo de trombina

negativamente, sendo que todos os —
+ Factor Vllla

fatores necessarios a coagulagiao ..

estdo presentes no sangue. A via

, p Tempo de tromboplastina parcial
extrinseca € dependente do fator P P P

Figura 10 - Representacdo da cascata da coagulagdo "in vitro" com
as diferentes vias e respetivos testes de avaliagdo.
Adaptado de Lecturio: “Assesing the coagulation cascade” [Imagem]
https:/lwww.lecturio.com/concepts/coagulation-studies/ [8 de Julho de

sequéncia de uma lesdo vascular com 202/].

tecidual, presente nos  vasos

sanguineos, sendo ativada na

a exposicao do fator tecidual (Franco, 2001).

Os parametros de rotina, ou de screening, mais realizados no SPC incluem o tempo de
protrombina (TP), que avalia a via extrinseca e a comum, o tempo de tromboplastina parcial
ativado (aPTT) que avalia a via intrinseca e também a comum e o tempo de trombina (TT),
que avalia a conversao do fibrinogénio em fibrina (formagao do codagulo). Anormalidades
nalgum destes parametros requerem testes adicionais para melhor investigagao do problema

(McKenzie e Williams, 2015).

Tempo de Protrombina (TP)

O TP (Figura 10) é um importante teste de screening, usado para detetar défices de
fatores de coagulagao (coagulopatias) ou para monitorizagao de terapéutica anticoagulante
(Levy et al., 2014; Keohane et al., 2020).

O TP avalia o tempo necessario (em segundos) para que um coagulo se forme apds a
adicao de fator tecidular, tromboplastina e calcio a amostra do paciente, iniciando assim a via
extrinseca. De um modo resumido, esta via comega) com a ativagao do fator VI, que ativa o
fator X, que por sua vez ira fazer com que a protrombina se converta em trombina e que esta
atue sobre o fibrinogénio, originando fibrina.

Devido a existéncia de reagentes com diferentes tromboplastinas (sintéticas ou de
animais) produzidas por diferentes fabricantes, a determinagao de intervalos terapéuticos dos
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anticoagulantes como a varfarina ou outros antagonistas da vitamina K era limitante, pois as
diferentes tromboplastinas apresentam diferentes sensibilidades em relagao as deficiéncias em
fatores de coagulagao, variando assim os valores de TP (Levy et al., 2014; Tripodi et al., 2016).
Para minimizar essas variabilidades, a OMS desenvolveu e implementou um sistema de
padronizagao, o International Normalized Ratio (INR) e propos que as tromboplastinas dos
diferentes fabricantes fossem calibradas em relagao a uma tromboplastina padrao da OMS,
originando um fator de correcao, o International Sensitivity Index (ISI) (McKenzie e Williams,
2015). Assim, o INR é o quociente entre o valor de TP do doente e o valor normal de TP

(média do laboratoério obtido através de valores de TP de 20-30 doentes normais), elevado

N
ao ISl, conforme a seguinte formula: INR= (M) (Levy et al., 2014; McKenzie e

TPyalor normal

Williams, 2015). Deste modo, reportar o TP como INR permitiu que houvesse padronizagao
entre os laboratorios, permitindo definir os intervalos terapéuticos para a terapia com

anticoagulantes orais.

Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (aPTT)

O aPTT é um teste de coagulagao usado para avaliar se ha deficiéncias em fatores de
coagulagao da via intrinseca e também da via comum (Figura 10), nomeadamente dos fatores
VIIL, IX, XII, X, XI, protrombina e fibrinogénio, bem como averiguar a presenca de inibidores
da coagulagao circulantes (McKenzie e Williams, 2015; Wahed et al., 2020). O aPTT também
é usado para monotorizagao terapéutica, neste caso da heparina (Levy et al., 2014).

O reagente usado para este teste € adicionado a amostra e contém uma mistura de
substitutos de fosfolipidos plaquetares (pro-coagulantes), um ativador de contacto como a
silica e calcio para iniciar a coagulagao (Levy et al., 2014; McKenzie e Williams, 2015).

Se o tempo de aPTT estiver prolongado, pode-se estar na presenga de deficiéncias de
fatores da coagulagao da via intrinseca, originando doengas como a Hemofilia A e B. Com a
adi¢ao de plasma normal ao plasma do doente na proporgao de I:1, é de esperar uma retoma
a valores normais de aPTT (Hoffbrand e Moss, 2016; Wahed et al., 2020). Caso contrario,
deve-se excluir a possibilidade de terapia anticoagulante com heparina, pois esta inibe a
trombina, ou outros inibidores diretos da trombina como o medicamento Pradaxa, impedindo
a formagao do coagulo de fibrina. Pode-se também estar na presenga de doenga hepatica grave
ou de um inibidor, como por exemplo o anticoagulante [lUpico, autoanticorpos
antifosfolipidicos que prolongam reagoes de coagulagao “in vitro” dependentes de fosfolipidos

(Arnout, 2001).
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Tempo de Trombina (TT)

O teste de trombina (TT) (Figura 10) avalia o uUltimo passo da cascada da coagulagao,
nomeadamente a conversao do fibrinogénio em fibrina por agao da trombina, sendo um teste
sensivel para deficiéncia de fibrinogénio ou inibicdo da trombina (Hoffbrand e Moss, 2016;
Mijovski, 2019). Para tal, é adicionado uma concentragao padronizada de trombina a amostra
do doente e é medida a formagao do codgulo em segundos (Mijovski, 2019).

O TT pode entio estar prolongado em casos de hipofibrinogenémia (niveis baixos de
fibrinogénio), disfibrinogenémia (incorreto funcionamento do fibrinogénio) ou com a toma de

heparina (Wahed et al., 2020).

5.5. Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de hibridizagao in situ fluorescente (FISH) é outra ferramenta de diagnostico
que o setor de Hematologia dispoe, embora usada com pouca frequéncia.

A FISH é uma técnica molecular considerada sensivel e especifica, usada para detetar
diferentes anomalias cromossomicas com recurso a sondas fluorescentes de DNA (Nath e
Johnson, 1999; Wan e Ma, 2012).

Resumidamente, o principio da técnica baseia-se na hibridizagao de uma regiao alvo de
DNA com uma sonda complementar de DNA marcada com fluoroforos. Esta hibridizagao
ocorre apos desnaturagao da dupla cadeia de DNA alvo que forma uma cadeia simples de
DNA, permitindo que a sonda complementar se ligue. A visualizagao dos complexos formados
é feita usando um microscépio de fluorescéncia
(Figura 11).

As amostras usadas para a realizagio da
técnica incluem bibpsias, aspirados de medula 6ssea e
sangue periférico. Aplicagdes da técnica incluem a
detecao de algumas trissomias, translocagoes,

delegoes etc. (Wan e Ma, 2012; Dey, 2018).

Figura Il - Foto de dois nucleos celulares
provenientes de um aspirado de medula éssea de
um paciente com linfoma do manto, apds a
técnica de FISH. O paciente apresenta a
translocacdo t(11;14), apresentando dois pontos
verdes e vermelhos juntos (setas), sendo que o
normal seria estarem separados. Os pontos verdes
e vermelhos representam as sondas usadas.
Fonte: Setor de Hematologia do SPC-IPOCFG.
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6. Setor de Microbiologia

As infe¢oes nosocomiais sao um grande problema a nivel hospitalar, aumentando a
mortalidade dos pacientes hospitalizados (Kalenic e Budimir, 2009), pelo que os laboratorios
de Microbiologia desempenham um papel fundamental na isolagao e identificacao de agentes
patogénicos, bem como no diagnéstico e controlo de doengas infeciosas e devem sempre
trabalhar em conjunto com o clinico para que a interpretagao de resultados seja mais rapida
e eficiente.

O setor de Microbiologia do SPC do IPOCFG analisa diversos produtos biologicos,
com o objetivo de identificar o microrganismo patogénico e determinar a suscetibilidade aos
antimicrobianos, de modo a que seja escolhido o farmaco mais apropriado. No IPOCFG, este
setor € muito importante, pois os pacientes oncoloégicos encontram-se bastante
imunocomprometidos, quer seja pelas suas patologias de base, quer seja pelos seus
tratamentos e como tal estao muito suscetiveis a contrair infegoes.

As amostras recebidas sao muito variadas, desde sangue, urina, secregoes respiratorias,
exsudatos, pungoes ganglionares, fezes, pontas de cateter etc., sendo as mais comuns a urina
(também para realizagao da sumaria de urina e observacao do sedimento urinario) e sangue
para hemoculturas.

A rececao das amostras, ao contrario dos outros setores, é feita no préprio setor de
Microbiologia. As amostras tém de chegar identificadas e acompanhadas da requisicao médica,
que deve conter a identificagio do doente e do clinico, os exames necessdrios, alguma
informagao clinica (o que nem sempre se verifica) e também qual a natureza da amostra.

Para a obtencao de resultados clinicamente relevantes, as amostras microbiologicas
tém de ser devidamente colhidas, representativas do local de infecao e serem transportadas
até ao laboratério o mais rapidamente possivel, pois a otimizagao das analises e interpretagao
do resultado depende muito da qualidade da amostra (Miller et al., 2018). Por isso, na recegao
é feita uma verificagdo da qualidade da amostra, se é transportada no recipiente e meio
correto, se a quantidade de amostra é suficiente para todos os testes pedidos, se foi colhida
corretamente, etc. Depois de tudo verificado, regista-se o pedido no sistema informatico,
obtendo-se um numero de cultura para cada exame (bacteriolégico, micologico ou
micobacterioldgico), respetivas etiquetas para os meios de cultura e uma folha de trabalho,
onde sera documentado tudo o que ¢é feito e observado na amostra.

Apesar do setor de Microbiologia ser o menos automatizado, alguns equipamentos
(Tabela VI) sao usados no dia-a-dia de modo a agilizar o processamento de amostras e também

para obter resultados rapidos e fidedignos. O setor conta também com quatro estufas com
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diferentes temperaturas: 25°C, 30°C e 37°C (com e sem CO,), uma centrifuga, quatro
microscopios oticos e trés frigorificos para armazenar meios de cultura, antibioticos, reagentes
e amostras.

Tabela VI - Equipamentos e respetivas fungoes do setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

Equipamento Funcionalidade

Incubagio de hemoculturas a 35°C e respetiva

Bactec 9120 da Becton Dickinson ~ L
detecdao em caso de positividade.

Aerospray® TB Slidestainer da ELITechGroup Coloragao de esfregagos de amostras
Aerospray® Gram Slidestainer da ELITechGroup | biologicas (coloragao de Kinyoun e Gram).

Pesquisa de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Micobacterium tuberculosis
em expetoragoes por técnica de PCR em
tempo real.

GeneXpert da Cepheid

Sistema automatico para realizagao de testes
Vitek 2 Compact 15 da Biomérieux de identificagdo bacteriana (ID) e testes de
suscetibilidade a antibioticos (TSA).

Durante o meu estagio tive a oportunidade de observar o processamento de diversas
amostras, preparar esfregagos e coloca-los no respetivo equipamento para coloragao, bem
como observar os esfregagos ao microscopio, repicar meios de cultura e realizar a
identificagao microbiana e testes de suscetibilidade a antimicrobianos. Sendo que o dia no
setor de Microbiologia comega com a visualizagao, documentagao e validagao dos resultados,
os meus conhecimentos foram postos a prova diariamente, permitindo que eu adquirisse
novos e consolidasse outros.

Nao foram observados exames parasitoldgicos nem pesquisa de virus, pelo que nao

serao abordados no relatério.

6.1. Exame Direto

Quando a amostra é recebida no laboratério, é feito o exame direto, que consiste na
observagao macroscopica da amostra e/ou observacio microscopica a fresco e apos
coloragao.

O estudo macroscopico de certos tipos de amostra pode ser relevante para a
interpretacao dos resultados, podendo dar pistas sobre uma possivel infecao. A consisténcia,
aspeto e cor das fezes, a cor, turvagao, presenga de sangue ou pus na urina, bem como o
aspeto das secrecoes respiratérias, sao alguns exemplos das caracteristicas a ter em atengao.

O estudo microscopico da amostra, a fresco ou apos coloragao, permite observar ao
microscopio otico estruturas celulares como células epiteliais, leucocitos, eritrocitos etc., bem

como a flora microbiana presente na amostra.
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No setor de Microbiologia, o exame direto é realizado para todas as amostras, sendo

0 mais comum o exame microscépico a fresco e apos coloragao.

6.1.1.Coloracoes

Coloracao de Gram

Segundo Thairu et al. (2014), a coloragao de Gram é “um teste rdpido e simples para
caracterizar microrganismos”, fornecendo informagoes preliminares que podem ser logo
transmitidas ao clinico, que ajudam a direcionar a um diagnéstico.

Esta coloragao permite distinguir e dividir as bactérias em dois grupos, as bactérias
Gram positivas e Gram negativas (Thairu et al., 2014). O fundamento da coloragao baseia-se
nas diferengas da composicao da parede celular bacteriana e na consequente capacidade de
reter (ou nao) o corante primario usado na técnica, o cristal violeta (Tortora et al., 2017). As
bactérias Gram positivas possuem uma parede celular com uma camada de peptidoglicano
mais espessa do que as bactérias Gram negativas, pelo que retém mais o corante primario
dentro da sua parede celular quando a este é adicionado um mordente (solugao de Lugol),
corando-as de roxo, (Figura 12) (Thairu et al., 2014). As bactérias p

Gram negativas possuem na parede celular uma fina camada de \ o s
.\:/

peptidoglicano e como tal, nao conseguem reter o cristal violeta A

da mesma forma que as Gram positivas, sendo este extraido apos i{:‘: -

a adicao de etanol-acetona (diferenciador), deixando-as incolores. 3-" g 3
Para a sua visualizagao é usado entao um corante de contraste, a : i

fucsina, que cora as bactérias Gram negativas de rosa (Figura 12)
(Yunusa et al., 2014; Tortora et al., 2017).

A coloragio de Gram demostra entao ser um teste | g

u
Figura 12 - Foto de bactérias
coradas pela coloragdo de Gram.
A — Bacilos Gram negativos (rosa);

cocos, cocobacilos etc.) e o tipo de agrupamento bacteriano (em B — Cocos Gram positivos (roxo).
Adaptado de Tortora et al., 2017.

preliminar util, permitindo classificar as bactérias em Gram

positivas ou Gram negativas, observar a sua morfologia (bacilos,

cadeia, em cacho de uva etc) (Figura 12). Permite também
observar leveduras (que também coram de roxo), sendo estas maiores que as bactérias,

constituindo uma informagao adicional que se obtém com o Gram.

Coloracdo de Kinyoun

Outra coloragao muito usada no setor de Microbiologia é a coloragao de Kinyoun para
detecao de bacilos acido-dlcool resistentes (BAAR) como as bactérias do género

Mycobacterium, sendo muito usada em esfregacos de amostras de secregoes respiratorias.
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Esta coloragao baseia-se no facto das micobactérias apresentarem uma parede celular
diferente das bactérias Gram positivas e negativas, com uma grande quantidade de acidos
micolicos. Isto permite que retenham o corante primario carbolfucsina apés uma descoloragao
com um alcool-acido (Murray, 2015; Tortora et al., 2017; Mishra e Mishra, 2019), deixando
todas as outras células incolores e os BAAR de vermelho. Tal como na coloragao de Gram, é
necessario aplicar um corante de contraste, neste caso o azul de metileno, que cora todas as
outras células e flora microbiana de azul.

Esta coloragao é também um teste rapido que pode ser feito em qualquer amostra
com pedido para exame micobacteriolégico, sendo que a visualizagao de um BAAR numa

lamina é altamente sugestiva de infecao (Fitzgerald et al., 2015).

6.2. Exame cultural e meios de cultura

O diagnéstico laboratorial assenta maioritariamente no facto de conseguirmos retirar
o organismo patogénico do local da infecao (in vivo) e depois isola-lo e crescé-lo in vitro,
permitindo a sua identificagdo e caracterizagao. Assim, o exame cultural (bacteriologico,
micobacteriolégico ou micologico) é muito importante para atingir este objetivo. As amostras
recebidas sao semeadas em meios de cultura apropriados e colocadas em condigoes de
incubacao adequadas para garantir o crescimento microbiano.

Os meios de cultura podem ser solidos, permitindo a obtengao de colonias visiveis a
olho nu, ou liquidos cujo aparecimento de turvagao indica crescimento microbiano. Os meios
de cultura podem dividir-se essencialmente em quatro tipos, conforme a sua composigao: nao
seletivos, seletivos, diferenciais e de enriquecimento.

De um modo geral, os meios nao seletivos suportam o crescimento de diversos
microrganismos, nao contendo componentes que inibam outros, podendo também ter
aditivos (como sangue) que permitam o crescimento de microrganismos fastidiosos (Murray,
2015). Ja os meios seletivos permitem apenas que certos microrganismos se desenvolvam e
inibbem o crescimento de outros através do uso de sais biliares, corantes, antibidticos etc.
(Kayser et al., 2005; Zimbro et al., 2009; Murray, 2015). Os meios de enriquecimento sao
normalmente meios liquidos, semelhantes aos meios seletivos, mas estes contém nutrientes
especificos de modo a favorecerem o crescimento de um certo microrganismo e inibirem
outros, permitindo a sua repicagem para meios solidos com eventual obtengcao de colonias
puras (Forbes et al., 2007; Tortora et al, 2017). Por ultimo, os meios diferenciais contém
diferentes substratos, que com base em caracteristicas bioquimicas/metabdlicas do

microrganismo permitem uma identificagao presuntiva, diferenciando-os de outros
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microrganismos que possam estar presentes na amostra (Forbes et al., 2007; Zimbro et al.,
2009; Murray, 2015).

Devido a sua importancia, muitos dos meios de cultura comercializados apresentam
mais do que uma caracteristica, podendo um meio ser diferencial e seletivo ao mesmo tempo
(Forbes et al., 2007).

A Tabela VIl apresenta alguns dos meios de cultura utilizados no setor de

Microbiologia, com as respetivas descrigoes.

Tabela VII - Alguns dos meios de cultura utilizados para o exame cultural no setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

Meio Tipo Descricao
Meio deficiente em eletrélitos usado no isolamento e
identificagdao presuntiva de microrganismos presentes na urina.
CLED Diferencial Inibbe o swarming do Proteus sp. e diferencia bactérias
fermentadoras da lactose (colonias amarelas) de nao
fermentadoras (colonias azuis), através de um indicador de pH.
Isolamento e diferenciagdo de bactérias Gram positivas (usado
CNA Seletivo nas amostras urinarias). Contém colistina e acido nalidixico que
inibe certas bactérias Gram negativas.
Meio nutritivo para crescimento de varios microrganismos,
COS Nao seletivo fastidiosos e nao fastidiosos. Permite detetar reagdes de
hemolise e o tipo.
~ . Meio muito nutritivo que permite o crescimento/recuperagao
Nao seletivo . L . . -
PVX . . e isolamento de varios microrganismos, sobretudo fastidiosos,
Enriquecimento . Lo
como Haemobphilus spp. e Neisseria spp.
Isolamento e diferenciacio de bactérias entéricas,
Seletivo especialmente Salmonella spp. e Shigella spp. em amostras de
Hektoen . . fezes. A sua composigao inclui sais biliares que inibem bactérias
Diferencial

Gram positivas. Permite a formagao e coldnias com

precipitados negros (Salmonella spp.).

Caldo Selenito

Enriquecimento

Meio liquido para recuperagao de Salmonella spp. em amostras
sodio, que inibe muitas bactérias Gram positivas e negativas
pertencentes a flora intestinal e que possam inibir o
crescimento da Salmonella spp.

Caldo
Coragio —
Cérebro (BHI)

Nao seletivo

Meio liquido muito nutritivo usado para o crescimento de
muitos microrganismos, incluindo aerodbios, anaerobios e
fastidiosos, permitindo a recuperagao dos mesmos e de outros
que se possam encontrar em baixa quantidade na amostra.

Jensen (L))

Enriquecimento

Meio/Caldo Nio seletive Mfelos nl:Jtr'ItIVOS para isolamento e crescimento de
Schaedler microrganismos anaerobios.

Meio de cultura para micobactérias, que suporta o

crescimento/metabolismo através da adicio de ovo cozido e

Loweinstein- Seletivo glicerol. Contém verde de malaquita, um corante que inibe

contaminantes e/ou outros microrganismos que tenham
sobrevivido durante a homogeneizagao/descontaminagio da
amostra (maioritariamente secregoes respiratorias).
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Sabouraud Meio de cultura para fungos filamentosos e leveduras. O pH
cloranfenicol . acido do meio e a adi¢ao dos dois antibioticos inibe uma grande
L Seletivo . . o .
gentamicina variedade de bactérias Gram positivas e negativas, favorecendo
(SGC) o crescimento fungico.

CLED: Cistina — lactose deficiente em eletrélitos; CNA: gelose Columbia com 5% de sangue de carneiro,
colistina e acido nalidixico; COS: gelose Columbia suplementada com 5% de sangue de carneiro; PVX: gelose

de chocolate PolyViteX. Fonte: Fonseca et al., 2004; Forbes et al., 2007; Zimbro et al., 2009.

A observagao do exame cultural, feito pela manha no setor de Microbiologia,
normalmente ap6s 24 horas de incubagao, permite analisar as caracteristicas macroscopicas
das colonias, que podem ser fundamentais para uma identificagao presuntiva. O tamanho,
forma e consisténcia das coldnias, a presenga de hemolise, a cor das coldnias (que depende
do meio utilizado) ou até mesmo o cheiro, sao alguns dos parametros mais relevantes (Levy
et al., 2004). Estas informacgoes, juntamente com o tipo de amostra, local de onde foi colhida
e o contexto clinico (se disponivel), permitem decidir o que tera significado clinico (se é
patogénico ou comensal/contaminagao) e a consequente repicagem de colonias de interesse
para outros meios seletivos e/ou diferenciais. Esta repicagem permitira obter colonias puras e

prosseguir para a identificagao e determinagao de suscetibilidades a antibioticos.

6.3. Processamento laboratorial das amostras biolégicas

O processamento das amostras que chegam ao setor depende do tipo e origem do
produto bioldgico e claro, dos exames pedidos pelo clinico.
De um modo geral é realizado para cada amostra:

e Coloragao de Gram e/ou a coloragao de Kinyoun (quando solicitado para
pesquisa de BAAR);

¢ |noculagao das amostras biologicas em meios de cultura e incubagao durante
24 horas, maximo 48 horas;

e Observagao do crescimento microbiano e repicagem das coldnias de interesse
ou dos meios liquidos para outros meios de cultura sélidos. Caso nao haja
crescimento microbiano apds 48 horas e nao for observado flora microbiana
no exame direto, o resultado é dado como negativo;

e Testes de identificacao (ID) do agente patogénico e respetivo teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA).
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6.3.1.Urinas

As infe¢oes do trato urinario (ITU) sao das infegoes mais frequentes na comunidade e
também uma das mais frequentes em contexto hospitalar (Levy et al., 2004; Forbes et dl.,
2007). As infegcoes hospitalares sao devido ao uso de cateteres urinarios nos pacientes
hospitalizados, através da colonizagao do cateter por microrganismos (Saint et al., 2007).

As ITU sao geralmente causadas por uma invasao de microrganismos da flora intestinal,
da regiao anal para o trato urinario, via uretra, sendo Escherichia coli (Enterobactéria) o
patogeno mais comum (Pezzlo, 2014). Outros agentes etiologicos incluem a Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Enterococcus spp., Proteus mirabils e Pseudomonas aeruginosa (Levy et al., 2004;
Forbes et al., 2007; Pezzlo, 2014; Murray, 2015).

As amostras de urina sao entregues num copo de urina esterilizado e correspondem,
na maioria dos casos, ao jato intermédio, sendo que a colheita pode também ser realizada
através de pungao supra-pubica, de um cateter wurinario ou drenagem de

nefrostomia/ureterostomia.

Uroculturas

A urocultura efetua-se em primeiro lugar para evitar a contaminagao da amostra e
permite uma anadlise quantitativa e identificativa dos microrganismos que possam ser
responsaveis pela ITU.

A urina deve ser primeiro homogeneizada e s6 depois se
procede a inoculagao por esgotamento de um sé plano, com recurso
a uma ansa de plastico esterilizada e calibrada (lpl) (Figura 13) dos
meios CNA, CLED e SGC (caso seja pedido exame micoldgico). Apos A
a incubagio a 37°C durante 24 a 48 horas procede-se a contagem de

unidades formadoras de coldnias (UFC).

Sumaria da urina

A préxima etapa a realizar é a sumaria da urina, um teste de
B
screening rapido e Util que pode ajudar a detetar a presenga de uma
Figura 13 - Representagdo

ITU (Young e Soper, 2001). esquemdtica do esgotamento
, . . quantitativo usado nas

Normalmente é requisitado juntamente com a urocultura e |, ocyituras. £ redlizado um

traco longitudinal (A) e de
seguida, com a mesma ansa,
analise de alguns parimetros bioquimicos e fisicos, com recurso a Preenche-se .
perpendicularmente todo meio

uma tira-teste Combur'® Test M e na observagido microscépica do com estrias apertadas (B).
Adaptado de Forbes et al., 2007.

consiste na avaliagdo macroscopica da urina (cor, turvagao), na

sedimento urinario (objetiva de 40x). Alguns dos parametros
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analisados pelas tiras-teste incluem o pH, a densidade da urina, presenga de nitritos, glucose,

proteinas, corpos cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio, leucécitos e sangue.

Interpretaciao de resultados

A interpretagao e valorizagao dos resultados das uroculturas deve ter em conta o
modo de colheita (jato intermédio, pungao supra-pubica etc.), bem como a historia clinica do
doente (sexo, sintomas, idade ou se iniciou antibioterapia) (Forbes et al., 2007).

No caso da urina obtida por jato intermédio, a urocultura &, por norma, considerada
positiva quando ha um crescimento de 10° UFC ou mais por mililitro (mL), equivalente a uma
contagem igual ou superior a 100 colonias num microlitro. No entanto, se a amostra de urina
provém de uma pungao supra-pubica (por exemplo), um crescimento microbiano inferior a
10°/mL é valorizével, devendo ser descartada a hipétese de contaminagio com flora comensal
da pele pelas caracteristicas das colonias.

Se a urocultura é positiva, é feita uma repicagem da colénia ou das colonias

predominantes (até duas colonias) para um outro meio CLED (Figura 14) de modo a obter

colodnias puras e isoladas para efetuar o ID e TSA.

Figura 14 - Imagens de uroculturas positivas em meio CLED, apés repicagem. A - Colénias mucosas caracteristicas de
Klebsiella pneumoniae; B - Colénias amarelas de Escherichia coli; C - Amostra com duas colénias diferentes (mucosas e
verdes).

Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

O crescimento fungico é valorizavel quando predominante ou na auséncia de
crescimento bacteriano, sobretudo se o paciente apresentar histérico de infegao urinaria por
fungos.

Os resultados da sumaria de urina sao também Uteis para ajudar na interpretagao dos
resultados da urocultura. Nas tiras-teste, alguns parametros relevantes, para os quais €
chamada a atengao, sao o pH, os leucdcitos e nitritos. Segundo Young e Soper (2001) e
Simerville et al. (2005), a presenga de nitritos na urina deve-se a presenca de bactérias que
reduzem os nitratos em nitritos, consequentemente aumentando o pH da urina (que por

norma é acida). A presenca de leucécitos, tanto na tira-teste, como no sedimento urinario, €
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sugestiva de uma resposta imunitaria a infegao (Forbes et al., 2007) e tem um valor preditivo
positivo para a presenca de uma ITU, juntamente com os nitritos e pH basico. Numa ITU a
presenca de sangue na urina (hematuria) é também sugestiva de ITU, quando juntamente com

outros parﬁmetros.

6.3.2.Sangue

Denomina-se bacteriémia e fungémia a presenca de bactérias e fungos,
respectivamente, na corrente sanguinea (Murray et al., 2016). A invasao de microrganismos na
corrente sanguinea € um dos problemas mais sérios no que toca as doengas infeciosas,
representando uma ameaga a qualquer orgao devido a possibilidade de sépsis, falha
multiorganica ou até morte (Magadia e Weinstein, 2001; Pal et al., 2009). Deste modo, é muito
importante a rapida detecao de infe¢coes sanguineas e identificagdo do patdégeno em questao,
constituindo uma das fungées mais importantes do setor de Microbiologia.

Para uma detegao bem-sucedida dos possiveis agentes patogénicos, ha que ter em
atengao alguns aspetos durante a colheita do sangue, feita diretamente para um frasco de
hemocultura. O volume de sangue necessario depende do fabricante do frasco e deve ser
respeitado, pois assim ha maior probabilidade de isolar o agente etioldgico da infegao (Levy et
al., 2004). Uma assepsia eficaz da pele, aquando da pungao venosa de veias periféricas também
€ muito importante para evitar a contaminagao da amostra com flora comensal da pele, sendo
o mesmo valido para a colheita de sangue através de pungao de um cateter venoso central.
Também para auxiliar a distingdo entre uma infegao e uma contaminagao, durante a
interpretagao dos resultados, é sempre recomendado retirar uma amostra de duas veias
periféricas diferentes e, do cateter venoso central, quando presente (Magadia e Weinstein,
2001; Forbes et al., 2007; Murray, 2015; Giuliano et al., 2019). Este procedimento é sempre
feito no IPOCFG, sendo colhidas amostras de sangue para 2 ou 3 frascos de hemoculturas
por doente.

Conforme requisicao médica, o sangue ¢ colhido para os frascos apropriados, sendo o
mais comum as hemoculturas para aerdbios. Estes frascos permitem o crescimento de grande
parte das bactérias, bem como o de fungos leveduriformes, contendo um meio enriquecido
de tripticase de soja, um anticoagulante e esferas de resina quelantes de antimicrobianos,
importante no caso de pacientes que ja iniciaram a antibioterapia aquando da colheita (Levy et
al, 2004), o que é muito frequente nos doentes oncologicos. Ha também frascos de
hemocultura para pesquisa de anaerobios, com um meio de tripticase de soja reduzido com
CO, e agentes lisantes, que permitem o crescimento e recuperagao de microrganismos

intracelulares, fastidiosos e anaerobios.
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Processamento e interpretacao de resultados

Quando os frascos de hemocultura sdo recebidos no setor, estes sio colocados no
sistema BACTEC 9120, que mantém as amostras em constante agitagao e incubagao a 35°C.

A detegao de crescimento microbiano pelo equipamento baseia-se na quantidade de
CO, que ¢é produzido durante o crescimento dos microrganismos, resultante do metabolismo
celular. Este CO, é detetado pelo equipamento através de um sensor quimico, permeavel ao
gas e localizado no fundo de cada frasco, que emite fluorescéncia. O sensor é monitorizado a
cada |10 minutos para o aumento da emissao de fluorescéncia, que é proporcional a quantidade
de CO, produzida, emitindo um sinal sonoro e visual quando uma amostra é positiva,
indicando a presenc¢a de um possivel microrganismo (Magadia e Weinstein, 2001; Pat et al.,
2009; Shetty et al., 201 I).

As amostras bacteriologicas (aerdbias e anaerobias) incubam durante 7 dias, sendo o

tempo alargado para os 14 dias para a pesquisa de fungos.

Hemoculturas positivas

As amostras sao processadas o mais rapidamente possivel quando a hemocultura da
positiva. E retirado uma pequena quantidade de sangue, usando uma seringa, para repicar nos
seguintes meios de cultura: COS para aerobios e COS + meio Schaedler sélido para
anaerobios. Os meios sao entao estriados com uma ansa de plastico estéril pela técnica de
esgotamento do produto a superficie (Figura |5) e incubados durante 24 a 48 horas (aerobios)
e 5 dias (anaerodbios) a 37°C. Sendo o meio Schaedler seletivo para anaerdbios, é colocado no
sistema GENbag, que consiste numa pequena bolsa de plastico hermética com um gerador de
atmosfera anaerobia e um indicador de controlo da mesma. Com a

mesma seringa, sao feitos dois esfregacos de cada hemocultura do

doente, com uma gota em cada lamina, sendo que um deles é

rapidamente corado pela coloragio de Gram e observado
microscopicamente. O duplicado serve de confirmagao, caso haja
duvidas e para prevenir, caso algo acontecga. A coloragao de Gram _, 3

Figura 15 - Representacdo
permitira observar a morfologia microbiana, bem como outros esquemdtica do esgotamento do

produto a superficie (4 planos).
aspetos clinicamente relevantes, sendo esta informacao dada
rapidamente ao médico.
Se no esfregaco corado se observarem microrganismos, mas nao se verificar
crescimento no meio COS apos o periodo de incubagao, faz-se uma repicagem das

hemoculturas para o meio PVX, pois pode tratar-se de um microrganismo fastidioso como

Haemophilus spp., Neisseria spp. ou Streptococcus pneumoniae.
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A observacao do esfregaco corado também permite despistar falsos positivos, em que
nao se observam microrganismos no esfregaco. Esta situagao pode acontecer se o doente
apresentar uma leucocitose, o que faz também aumentar a producio de CO, devido ao
metabolismo das células e, consequentemente aumentar na fluorescéncia.

Se apenas uma das duas ou trés hemoculturas do paciente for positiva, podemos estar
perante uma contaminagao com microbiota da pele, como por exemplo com Staphylococcus
epidermidis (Murray, 2015), devendo na mesma proceder-se a observagao dos esfregacos e
inoculagao do meio de cultura. Por outro lado, o crescimento do mesmo organismo em varias
hemoculturas do doente indica que é o responsavel pela infecio podendo até pertencer a
microbiota comensal da pele, algo que pode acontecer em pacientes imunocomprometidos

(Forbes et al., 2007).

Hemoculturas negativas

As hemoculturas que apds o periodo estipulado (7 ou 14 dias) nao positivarem, sao
consideradas negativas, devendo ser confirmado com um esfregaco e coloragao de Gram a

auséncia de microrganismos.

6.3.3. Amostras do trato respiratorio inferior

Segundo Rolston (2001) as infe¢oes pulmonares sao muito frequentes em pacientes
oncologicos, sendo estes mais suscetiveis devido a desregulagao imunitaria causada pelas
neoplasias, podendo desenvolver complicagdes mais sérias como bacteriémia ou sépsis
(Ruckdeschel et al., 2003). Em pacientes neutropénicos e/ou com (outros) défices imunitarios,
predominam infegoes por bactérias Gram negativas, infe¢oes por Streptococcus pneumoniae,
Haemobphilus influenzae e Staphylococcus aureus, sendo também comum as infe¢oes flingicas e
por micobactérias (Rolston, 2001; Forbes et al., 2007). Em todos estes casos, a pneumonia é
a manifestacao clinica mais comum.

Durante o meu estagio, apenas foram recebidas amostras do trato respiratério
inferior, sendo as amostras mais frequentes as expetoragdes, os lavados e aspirados
bronquicos e com muito menos frequéncia os liquidos pleurais e lavados broncoalveolares.

Apesar de ser uma amostra muito frequente, a expetoragao pode facilmente ser
contaminada com microbiota das vias respiratorias superiores e com saliva, podendo
comprometer a interpretagao dos resultados (Forbes et al., 2007; Murray, 2015; Miller et al.,
2018). Por isso, a expetoragao deve ser obtida por uma tosse profunda e de preferéncia a
primeira da manha (mais concentrada) para um contentor estéril, devendo ser rejeitadas as

amostras com saliva.
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Neste tipo de amostra, é feito primeiramente um exame direto, em que é feito um
esfregago de uma porgao mais purulenta numa lamina e efetuada a coloragao de Gram. Deste
modo, o laboratério pode aferir a qualidade da amostra para exame cultural, distinguindo se
se trata de uma verdadeira expetoragao ou de uma saliva. Para tal, é feita uma contagem, com
a objetiva de 10x, do numero de leucocitos e células epiteliais por campo, que sera
interpretada de acordo com os critérios de Murray & Washington (Tabela VIIl). Uma amostra

aceitavel e clinicamente relevante Tabela VIII - Critérios de Murray & Washington usados para

serd aquela que apresenta menos de avdliar a qualidade de uma expetoragdo.

10 células epiteliais por campo (grupo | Grupos N° de células N° de leucécitos
) ] epiteliais

5), aceitando-se também amostras I > 25 <10

que se insiram no grupo 4. Por vezes, 2 > 75 10 -125

em doentes neutropénicos, podem 3 > 25 > 25

nao ser observados leucocitos 4 10 — 25 > 25

(Forbes et al., 2007), sendo uma g <10 > 25

excegao que deve ser tida em conta,
uma vez que as amostras provém de doentes oncologicos.

Consoante as anadlises pedidas, é também efetuado esfregacos das amostras para
pesquisa de BAAR, usando a coloragao de Kinyoun (exame direto).

Por fim, apos a realizagdo dos exames diretos, as amostras sao processadas para o

exame cultural consoante os exames pedidos pelo clinico.

Processamento e interpretacio de resultados

Exame bacteriologico

As amostras sao semeadas em meio COS e PVX (Tabela VI) pela mesma técnica usada
nas repicagens das hemoculturas positivas e incubadas em estufa com atmosfera CO, (5%) a
37°C durante 24 horas. As placas sio depois analisadas, devendo-se ter em conta a microbiota
local, pois esta também podera crescer e o conhecimento das caracteristicas das colonias €
fundamental na interpretagao dos resultados.

Caso se verifique o crescimento de uma colonia com caracteristicas diferentes da
microbiota comensal, esta é repicada para outro meio COS ou PVX (conforme a suspeita)
para isolamento. Também ¢é realizada a repicagem no caso de predominio de um tipo de
colénia em um ou em ambos os meios. Em ambos os casos, deve-se ter em atengao o

observado no Gram.
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No meio COS pode-se observar a hemolise,
permitindo detetar Staphylococcus aureus (hemolise
completa, denominada B-hemolise), enquanto que o
meio PVX permite detetar organismos fastidiosos como
o Haemophilus spp, que apresentam coldnias redondas,
opacas, beges a cinzentas, sem hemolise (Figura 16).

Por fim, é realizado a identificagao e TSA.

P

Exame micologico
Figura 16 - Coldnias de Haemophilus spp.
O exame micoldgico é normalmente requisitado em meio PVX.

Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-
para as amostras do trato respiratorio, sendo estas |POCFG.
semeadas em duas geloses SGC. Uma das geloses é incubada a 37°C durante 24 horas para
pesquisa de leveduras, cujo crescimento é valorizavel na auséncia de crescimento bacteriano
ou se ha predominancia nos meios. A outra gelose é incubada a 30°C para fungos filamentosos
durante | més e avaliada ao longo dos dias, pois o seu crescimento é muito mais demorado
que as leveduras.

Pacientes com doencgas hematologicas, que se apresentem leucopénicos e a receber
antibioterapia prolongada, sao os que tém mais probabilidades de desenvolver uma infegcao
fungica oportunista, sendo as mais comuns as infegoes causadas por Aspergillus spp. (Figura 17)
(Rolston, 2001). Como tal, o crescimento de fungos
filamentosos é de valorizar nas amostras de pacientes
oncolégicos, devendo-se investigar para ver se é uma
contaminagao ou nao.

No «caso de crescimento de fungos
filamentosos, primeiro observam-se as colénias, para
uma identificagao presuntiva, nomeadamente a cor, o
aspeto e a textura da coldnia e o tipo de micélio. Estas

caracteristicas devem complementar as observadas

microscopicamente, cuja identificagao definitiva é

Figura 17 - Observacdo microscépica de
baseada na forma e tamanho das hifas, se sdo Aspergillus spp. numa amostra respiratéria
(40x).
septadas/asseptadas, no método de reproducao e forma Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

das estruturas reprodutoras (Forbes et al., 2007).
O método usado para a observagao microscopica é o método da fita-cola, fazendo
tocar um pedago de fita-cola na coldnia. Entre lamina e lamela, o pedago de fita-cola é colocado

em cima de uma gota do corante azul de lactofenol, que preserva e cora as estruturas fungicas
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de azul. E também feita a repicagem do fungo, por picada, em que é retirado um pedaco da
periferia da colonia (parte mais jovem) e colocada no centro duma nova gelose SGC, de modo

a permitir o crescimento do fungo e, se necessario, fazer mais testes e observagoes.

Exame micobacteriologico

Quando se suspeita de uma infecao respiratoria por micobactérias, é comum pensar
em Mycobacterium tuberculosis, o agente etiologico da tuberculose. Apesar desta doenga poder
envolver outros 6rgaos, a maioria das infecoes por este microrganismo em pacientes
imunocomprometidos restringe-se aos pulmoes (Murray et al., 2016).

Apos a realizacao de esfregacos para exame direto, as amostras respiratorias
prosseguem para a homogeneizagao/descontaminagao, cujo objetivo € eliminar
microrganismos contaminantes (como a microbiota comensal respiratéria), diminuir a
viscosidade da amostra e concentra-la através de centrifugagao (Villela e Ferrazoli, 201 3).

Da amostra homogeneizada, ¢ feito dois novos esfregagos para coloragao de Kinyoun,
que facilitara a pesquisa de BAAR, caso estes se encontrem em pequeno nimero na amostra.
A interpretagao dos esfregagos diretos e apos homogeneizagao é feita de acordo com a Tabela
IX.

Tabela IX - Interpretagdo de esfregacos para pesquisa

De seguida, a amostra é semeada em de BAAR pela coloragdo de Kinyoun.
Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

meio COS e em meio L] e também é

Numero de BAAR I -
inoculado em um Tubo Indicador de observados R
Crescimento de Micobactérias (MGIT). O 0 Negativo
meio COS serve para controlo da eficicia da 1-2/300 campos DuVI.dOSO
(confirmar)
homogeneizacao, pois se houver crescimento 1-9/100 campos
de coldnias, o processo tem de ser repetido. 1-9/10 campos Positi
ositivo
. L o 1-9/campo
Os meios L| e MGIT sao incubados a 37°C,
>9/campo

em aerobiose, durante oito semanas.

O MGIT deteta o crescimento de micobactérias através de um composto fluorescente
que ¢é sensivel ao oxigénio presente no tubo (Varma-Basil e Bose, 2019). Estes tubos sao
monitorizados semanalmente num equipamento proprio que |é fluorescéncia, que, conforme
o valor de cut-off, indica se a amostra é positiva ou negativa. O tubo com meio L] é também
monitorizado em simultaneo, para verificar se ha ou nao desenvolvimento de colonias, que no
caso de Mycobacterium tuberculosis apresentam cor creme/amarelada, com textura rugosa,
lembrando o aspeto de “couve-flor”, como apresentado na Figura 18 (Kayser et al., 2005;

Villela e Ferrazoli, 2013).
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Caso haja crescimento no meio LJ, €
feito um esfregaco das colonias com a
coloragao de Kinyoun para observagao dos
BAAR. Se forem observados, é feito um PCR
em tempo real para identificar se se trata de M.

tuberculosis e caso se confirme, é enviado para

o Centro Hospitalar e Universitario de

Figura 18 - Colonias caracteristicas de Mycobacterium

Coimbra  (CHUC)  para  estudo  da tuberculosis em meio Lowenstein-Jensen.
Adaptado de Kayser et al., 2005

suscetibilidade a antimicrobianos.

6.3.4.Exsudatos purulentos

Os exsudatos purulentos sdo o resultado de um processo infecioso frequentemente
observado, podendo ter origem em infe¢oes superficiais ou mais profundas, a medida que os
microrganismos invadem tecidos, cavidades ou até 6rgaos (Vandepitte et al., 2003). Alguns dos
agentes etioldgicos mais comuns sao bactérias, nomeadamente Staphylococcus aureus),
enterobactérias como Escherichia coli ou Proteus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus B-
hemoliticos etc. (Vandepitte et al., 2003; Forbes et al., 2007; Kumari et al., 2018).

Drenagens e pus de feridas cirurgicas, abcessos (superficiais ou profundos) e de feridas
abertas sao alguns exemplos dos produtos biolédgicos recebidos no setor de Microbiologia.
Por rotina, os exames requisitados sao o bacteriologico e o micolégico e o processamento
depende de como sao colhidas a amostras: zaragatoas do exsudato (em meio de transporte
apropriado), seringas (aspiragao de abcessos) ou contentores com amostra. Caso a amostra
seja proveniente de uma lesao fechada, o clinico pode também requerer a pesquisa de
anaerobios. Neste caso, a amostra é colhida com uma seringa, que deve vir bem selada de

modo a impedir a entrada de oxigénio.

Processamento e interpretaciao de resultados
Exame bacteriolégico e micologico

As amostras sao semeadas em meio COS, PVX e SGC e incubadas a 37°C durante 18
a 24 horas. Paralelamente sao também efetuados esfregagos das amostras para corar pela
técnica de Gram (exame direto). Para além da observagao da morfologia microbiana, é
também possivel observar leucécitos polimorfonucleares, associados a resposta inflamatoria
da infecao bacteriana.

No caso de pesquisa de anaerdbios a amostra é também semeada em meio solido

Schaedler, colocada em atmosfera de anaerobiose (GENbag) e incubada a 37°C durante 5 dias.
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Se houver pouca quantidade de amostra, esta pode ser inoculada em tubos com caldo
Coragao-Cérebro (BHI) e/ou caldo Schaedler com vitamina K; (KCS), ambos meios
enriquecidos para facilitar o crescimento e recuperagao de microrganismos. Os meios BHI e
KCS sio também incubados a 37°C. A tampa do KCS (caldo apropriado para bactérias
anaerobias fastidiosas) deve ser muito bem fechada para impedir a entrada de oxigénio. Se
estes meios turvarem, indicativo de crescimento microbiano, sao repicados para dois meios
COS e para um meio Schaedler sélido (sé a partir do caldo KCS), bem como também sao
feitos esfregacos de ambos os meios liquidos para coloragao de Gram. A repicagem do meio
KCS para meio COS (em atmosfera de aerobiose) é uma forma de controlar se os
microrganismos que cresceram sao mesmo anaerobios.

A interpretagao dos resultados, apos a observagao das coldnias nos meios de cultura,
dependera da localizagao da ferida/abcesso e do conhecimento da microbiota que pode estar
associada (Vindepitte et al., 2003).

Por exemplo, abcessos peritoneais (regiao abdominal) podem conter enterobactérias
e/ou bactérias da microbiota intestinal; em exsudatos purulentos aspirados da cavidade pleural
(pulmoes) pode-se encontrar pneumococos, estreptococos ou até Haemobphilus influenzae; as
infecoes nosocomiais pos-cirurgicas tém como agente etiologico mais frequente a bactéria
Staphylococcus aureus (por vezes MRSA resistente) (Figura 19), seguido de Escherichia coli,
Pseudomonas spp., Candida spp. etc. (Vindepitte et al.,
2003; Forbes et al., 2007).

Caso nao se verifique crescimento
microbiano ou se a amostra for polimicrobiana, com
caracteristicas da microbiota do local de origem,
sem predominio evidente, a amostra é considerada
negativa. As coldnias relevantes/suspeitas seguem

para ID e TSA.

6.4. ldentificacdo microbiana (ID)

Figura 19 - Colonias de Staphylococcus
aureus em meios COS, com beta-hemdlise. As
colénias apresentam-se redondas, brancas e

Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG.

e Testes de suscetibilidade

Apos a valorizagao clinica dos resultados e
repicagem das coldnias suspeitas/relevantes, procede-se a identificagao dos patogenos e a
determinagao da suscetibilidade aos antibioticos, etapas muito importantes no combater da

infecao, direcionando o clinico a aplicar uma antibioterapia mais adequada e eficaz.
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No setor de Microbiologia, o ID e o TSA realizam-se no Vitek 2 Compact |15 (Tabela V) a
partir de colonias isoladas e puras. Também é possivel fazer testes manuais de identificagao

(apenas presuntiva, com recurso a provas bioquimicas) e também TSA manuais.

6.4.1.1dentificacdo presuntiva por provas bioquimicas — Teste da

oxidase

Certas provas bioquimicas podem ser usadas para uma identificagao preliminar
presuntiva, com base em diferentes caracteristicas bioquimicas, exibidas por diferentes
bactérias.

Durante o meu estagio, tive oportunidade de realizar o teste da oxidase, que deteta a
presenca da enzima citocromo oxidase. Esta atua no fim da cadeia transportadora de eletroes,
transportando-os para o oxigénio (recetor final de eletres), formando agua. E um teste util
para distinguir Pseudomonas sp. (oxidase positiva) de Enterobactérias (oxidase negativa)
(Shoaib et al., 2020). Para detetar esta enzima, recorre-se a tiras comerciais que contém o
reagente dicloridrato de tetrametil-p-fenilenediamina, que adquire uma cor azul-roxo quando
oxidado (Shoaib et al., 2020). O aparecimento de cor indica a presenca desta enzima, enquanto

que um resultado incolor indica a sua auséncia.

6.4.2.Biologia molecular

O desenvolvimento de testes moleculares ao longo dos anos, baseados na detecao de
acidos nucleicos por técnica de PCR, tém permitido aos laboratérios detetar, com uma maior
rapidez e sensibilidade, diversos microrganismos patogénicos em varios produtos biolégicos,
sendo especialmente Util para microrganismos com crescimento cultural lento. Estas técnicas
também permitem detetar resisténcias a antibidticos, podendo ajudar o clinico a mudar ou
adequar a antibioterapia e também para controlo epidemiolégico.

Tendo o objetivo de proporcionar uma resposta rapida para o tratamento de certas
infecoes, o setor de Microbiologia realiza alguns testes moleculares pela técnica de PCR em
tempo real no equipamento GeneXpert (Cepheid).

Nas amostras de expetoragao é usado o kit comercial Xpert MTB/RIF para a detegao
de Mycobacterium tuberculosis (agente etioldgico da tuberculose) e de mutagoes relacionadas
com a resisténcia a rifampicina, nomeadamente no gene rpoB, que codifica a subunidade B da
RNA polimerase bacteriana (Lourenzo e Mousa, 201 |; de Lima et al., 2017). A rifampicina é
considerada o antibiético de primeira linha para o tratamento da tuberculose, que inibe a RNA
polimerase ao ligar-se a subunidade B, consequentemente inibindo a sintese de RNA
(Lourenzo e Mousa, 201 I). Um teste de PCR positivo para M. tuberculosis tem também de ser
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confirmado com a visualizagio de BAAR num esfregago da amostra com a coloragiao de
Kinyoun.

Em amostras de sangue, com hemoculturas positivas e com visualizagao no esfregaco
de cocos Gram positivos sugestivos de Staphylococcus aureus ou quando ha suspeita desse
microrganismo, o setor utiliza o kit Xpert MRSA/SA BC, que permite identificar S.aureus e
S.aureus resistente a meticilina (MRSA), sendo este ultimo uma das mais importantes causas de
infecoes nosocomiais no mundo (Wielders et al., 2002). O teste permite detetar o gene mecA,
responsavel pela resisténcia a todos os antibidticos B-lactamicos (Cristino, 2000; Humphreys,
2012). Os antibioticos B-lactamicos ligam-se a proteinas de ligagao a penicilina (PBP), inibindo
a sintese da parede celular (Ali et al., 2021). O gene mecA codifica uma PBP alterada, a PBP2a,
resultando numa menor afinidade de ligagao dos antibidticos B-lactamicos a esta proteina
(Cristino, 2000; Ali et al., 2021). A resisténcia advém entao do facto de haver uma alteragao

na proteina da parede celular, a PBP, a qual o antibiotico se ligava, resultando na sua ineficacia.

6.4.3.Vitek 2 Compact |15: Identificacao definitiva e TSA

No setor de Microbiologia do IPOCFG, a identificagao definitiva do microrganismo e
respetivo TSA ¢é realizada pelo sistema automatico Vitek 2 Compact |5 (Biomérieux). Este
sistema possui cartas de identificagao e de TSA automaticas, especificas para um dado grupo
de microrganismos.

Apds a escolha da carta, faz-se uma suspensao a partir de colonias puras do
microrganismo a identificar em 3mL de solugao salina. Dependendo da carta, a suspensao
microbiana tem que ter uma determinada densidade da escala McFarland (Tabela X).

Para garantir que a identificagao e TSA foram feitos a partir de colonias puras, € sempre
realizado um “controlo ID”, que consiste em inocular uma gota da suspensao num meio sélido,

permitindo também preservar o microrganismo caso seja necessario realizar mais testes.

Tabela X - Tipos de cartas de identificagdo utilizadas pelo sistema Vitek 2 Compact |5 e respetivos microrganismos
que identificam, bem como as densidades necessdrias para a suspensao.

Carta de Microreanismos Densidade
identificacao g McFarland
GN Gram negativos 0,6-0,63
GP Gram positivos 0,6-0,63
YST Leveduras 1,8-2,20
NH Haemophilus spp. e Neisseria spp. 2,70-3,30
ANC Anaerobios e Corynebacterium spp. 2,70-3,30
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As cartas de identificagao sao constituidas por 64 pogos, que contém diferentes
substratos bioquimicos para avaliar diferentes atividades metabdlicas do microrganismo em
questao, que depois sao reveladas através de reagoes colorimétricas apos o periodo de
incubagao. O equipamento faz leituras oticas a cada |5 minutos para medir a
formacgaol/intensidade da cor de cada pog¢o. O software do equipamento compara os resultados
com uma base de dados e identifica os microrganismos, sendo esta identificagao acompanhada
por um valor em percentagem que representa a confian¢a do resultado obtido.

As cartas de TSA contém pogos com diferentes concentragcoes de antibidticos,
permitindo determinar a suscetibilidade dos microrganismos, através da determinagao da
concentragao minima inibitoria (CMI) (Michalik, 2017). Para uso destas cartas, é preparada
uma nova suspensao a partir da suspensao anteriormente referida (para ID) e é pipetado um
determinado volume conforme a carta de TSA a utilizar. As cartas TSA sao especificas para
determinados grupos de microrganismos e estao descritos na Tabela XI. Nao ha cartas de
TSA para os microrganismos das cartas de identificagio NH e ANC, pelo que, no caso de

serem identificados algum destes microrganismos, o TSA é realizado manualmente.

Tabela XI - Cartas de TSA disponiveis no Setor de Microbiologia e respetivos microrganismos a que se destinam.

Carta de TSA Grupo de microrganismos
355 Enterobacteriaceae
373 Pseudomonaceae
648 Staphylococcus sp.
586 Enterococcus sp. e Streptococcus B ou y-hemoliticos (hemélise
completa ou auséncia de hemolise, respetivamente)
ST-03 Streptococcus a-hemoliticos (hemdlise parcial)
YS08 Leveduras

Através de uma analise algoritmica, do software do equipamento, o CMI é determinado
com base no crescimento microbiano em concentracoes crescentes dos diferentes
antibioticos da carta. Assim, e de acordo com as normas da EUCAST (do inglés European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), define-se o antibiograma, onde sao

identificados os farmacos para os quais o microrganismo € resistente ou suscetivel.

6.4.4. TSA manuais: Método de Kirby-Bauer e E-test

O método de Kirby-Bauer ou método por difusao em disco é um dos métodos mais
comuns e mais usados pelos laboratérios clinicos para fazer TSA. E um método pratico e
versatil, testando diferentes antibidticos, nao requer equipamentos especiais e € apropriado

para a maioria das bactérias patogénicas (Giuliano et al., 2019; EUCAST, 2021).
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No setor de Microbiologia do IPOCFG ¢ realizado o método estandardizado pela
EUCAST, de modo a produzir resultados confiaveis e reprodutiveis.

No método de Kirby-Bauer, sao usados discos de papel de filtro que contém uma
concentragao conhecida de um determinado antibidtico, que sao depositados na superficie de
uma placa de gelose inoculada com uma suspensao padrao do microrganismo a testar (Zimbro
et al., 2009; Murray, 2015; Giuliano et al., 2019). Na superficie, o antibiotico difunde-se pelo
meio, estabelecendo um gradiente de concentragao a volta do disco, sendo que a
concentragao mais alta de antibiotico é a que esta mais préoxima do disco. Apos um periodo
de incubacgao, as bactérias crescem em torno dos discos exceto onde a concentragao de
antibiético € alta o suficiente para inibir o seu crescimento (Forbes et al., 2007). Formam-se
assim halos de inibicao em torno dos discos, que serao medidos e comparados com as tabelas
Breakpoint da EUCAST, determinando-se se o microrganismo & ou nao sensivel a um certo
farmaco.

De acordo com as normas da EUCAST, o procedimento comega com a preparagao de
uma suspensao bacteriana em solugao salina com uma densidade 0,5 McFarland (que
corresponde entre | e 2x10® UFC/mL) (EUCAST, 2021). Esta solugdo é semeada, pela técnica
da sementeira em toalha (usando uma zaragatoa), em meio Mueller-Hinton (MHE) ou em meio
Mueller-Hinton Fastidious (MHF) para bactérias fastidiosas, de modo a garantir uma distribuigao
uniforme do inéculo pela placa. O meio MHE é um meio nao seletivo, que suporta o
desenvolvimento da maioria das bactérias patogénicas, constituindo o meio padrao para a
realizacao de TSA (Forbes et al., 2007). O meio MHF permite efetuar TSA em organismos
fastidiosos como Streptococcus sp., Haemophilus influenzae, Corynebacterium spp., etc. devido a
adicao de 5% de sangue de cavalo (EUCAST, 2021).

Por placa sao aplicados no maximo 5 discos de antibidticos com a ajuda de uma pinga
esterilizada (Figura 20A), de modo a nao haver sobreposi¢cao de halos de inibigao. As placas
sdo incubadas a 37°C durante 16 a 20 horas. Apds este tempo, os halos de inibicao formados
sao medidos em milimetros com o auxilio de uma régua (Figura 20B) e sao consultadas as
tabelas Breakpoint da EUCAST para classificar o microrganismo como suscetivel ou resistente
aos antibioticos correspondentes.

No setor de Microbiologia do IPOCFG, este método é feito quando nao ha cartas de TSA
disponiveis (como por exemplo para os organismos das cartas de identificagio NH e ANC)
ou quando se quer testar a suscetibilidade a um determinado antibiotico ou antibidticos que

nao estao incluidos nas cartas de TSA do sistema Vitek 2 Compact 15.
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Figura 20 - Método Kirby-Bauer e leitura de resultados. A — Colocagdo dos discos de papel de filtro no meio MHE.
Na imagem estdo 6 discos de papel, no entanto no setor de Microbiologia s6 sGo colocados no maximo 5 discos por
placa.; B - Medicao dos halos de inibicdo apés incubacdo.
Adaptado de Vindepitte et al., 2003.

A preparagao do E-test é semelhante a do método Kirby-Bauer, em que é usada a mesma
suspensao, o mesmo meio e as mesmas condi¢oes de incubagao. No entanto, em vez de discos
de papel de filtro, é colocado uma tira de reagente que contém concentragoes crescentes de
antibiotico ao longo da tira (Figura 21) (Giuliano et al., 2019).

A tira é colocada no centro da placa e, apos
incubagao, o halo de inibigao forma uma elipse que
intersecta a tira. Este ponto de intersegao
representa a CMI| (Forbes et al., 2007; Giuliano et
al., 2019), que indicara resisténcia ou suscetibilidade
do microrganismo ao antibidtico, também de

acordo com as tabelas Breakpoint da EUCAST.

6.4.5.Pesquisa de mecanismos de

resistencia Figura 21 - Tira de E-test em meio MHE. A seta

representa o ponto de interse¢do e respetiva CMI.
Segundo Forbes et al., (2007), alteragdes na Fonte: Setor de Microbiologia do SPC-IPOCFG

estrutura ou na fisiologia da bactéria leva ao
desenvolvimento de resisténcias a antibiticos, aos quais eram anteriormente suscetiveis.
Existem varios mecanismos de resisténcia descritos, sendo que o resultado final é
sempre a perda parcial ou total da efetividade do antibidtico. No setor de Microbiologia do
IPOCFG, destaca-se a pesquisa de Beta-Lactamases de Espetro Alargado (em inglés Extended-
Spectrum Beta-Lactamases, ESBL) e a produgao de carbapenemases.
Os B-lactamicos e as cefalosporinas sao antibidticos que exercem o seu efeito ao
ligarem-se as PBP e, consequentemente, inibirem a sintese da parede celular bacteriana. O
método de resisténcia mais comum ¢é a produgao de enzimas B-lactamases (como as ESBL),

que inativam os antibidticos B-lactamicos e as cefalosporinas de terceira e quarta geragao ao
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hidrolisarem o anel B-lactimico, fazendo com que estes nao se consigam ligar as PBP,
permitindo que a sintese da parede celular prossiga (Forbes et al., 2007; Wanger et al., 2017;
EUCAST, 2017).

A maioria das ESBL sao enzimas adquiridas, codificadas por genes em plasmideos,
estrutura capaz de ser transmitida a outras bactérias suscetiveis, facilitando a disseminagao da
resisténcia. Sao frequentemente encontradas em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, e
Proteus mirabilis (Coelho et al., 2015; Wanger et al., 2017; EUCAST, 2017). As carbapenemases
sdo também P-lactamases adquiridas, com capacidades hidroliticas versateis e diferentes
caracteristicas bioquimicas, capazes de hidrolisar e inativar penicilinas, cefalosporinas e
carbapenemos, sendo comum nas enterobactérias como Klebsiella pneumoniae (Coelho et al.,
2015; EUCAST, 2017).

No setor de Microbiologia do IPOCFG, as ESBL sao pesquisadas, seguindo as diretrizes
da EUCAST, apds um teste de screening. Este consiste na detegao pelo sistema Vitek 2 de uma
CMI >Img/mL para duas cefalosporinas, ceftazidima e cefotaxina. Quando tal se verifica, é
realizada entao a pesquisa de ESBL através do Teste de Sinergismo em duplo disco, que avalia
a atividade das cefalosporinas de terceira geracao, ceftriaxona e cefotaxima, na presenga de
acido clavulanico, um inibidor de B-lactamases. Para a realizagao deste teste, é preparado uma
suspensao bacteriana de densidade 0,5 McFarland que é semeada em MHE pela técnica da
sementeira em toalha. Posteriormente, é adicionado um disco de amoxicilina com acido
clavulancio no centro, cefotaxima a 20mm a esquerda do centro e ceftriaxona a 20mm a direita
(Figura 22).

Na mesma placa ¢ adicionado, afastado dos e

outros, um disco de faropenemo (um A

carbapenemo) para aferir a presenga de / o) e

carbapenemases. E colocado, também, um disco de
cefoxitina (afastados dos outros), para pesquisa de
B-lactamases do género AmpC, que sao induziveis b
na presenga de P-lactimicos e produzidas por |
microrganismos como Enterobacter spp., Proteus B
mirabilis ou Serratia marcescens, nao sendo inibidas

por inibidores das B-lactamases (Sousa, 2000). A Figura 22 - Pesquisa de ESBL e carbapenemases

, - . o pelo método de Kirby-Bauer em meio MHE.
placa é entdo incubada a 37°C durante 18 horas. A . £spl positivo (sinergismo); B - Faropenemo

sensivel  (negativo  para  carbapenemases).

Apds a incubacdo os resultados sdo ..o e Microbiologia do SPCIPOCFG

interpretados. A presenga de sinergismo entre os
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discos de cefotaxima, amoxicilina com acido clavulanico e ceftriaxona indica a presenga de
ESBL (Figura 22A). A presenga de halo de inibi¢ao em relagao ao disco de faropenemo indica
que a bactéria é sensivel e nao produz carbapenemases (Figura 22B), sendo que a auséncia de
halo significa que a bactéria é produtora de carbapenemases, pois é resistente ao faropenemo.
Um halo de inibicao <I9mm para a cefoxitina podera indicar uma elevada expressao de AmpC

(EUCAST, 2021).

7. Controlo de Qualidade

Conforme referido no capitulo |, o controlo de qualidade é de extrema importancia,
de modo a assegurar resultados corretos, confiaveis e fidedignos que reflitam a situagao clinica
dos doentes.

No SPC do IPOCFG é também efetuado o controlo de qualidade interno e externo.
O CQlI é efetuado diariamente nos setores da Imunologia/Hormonologia, da Quimica Clinica
e da Hematologia, normalmente antes do servico comegar, ou seja, antes de serem
processadas as amostras. Este é semelhante nos trés setores, em que os controlos internos
sao analisados em todos os equipamentos e processados como amostras normais,
apresentando para cada parametro trés niveis: normal, patologico alto e baixo.

Os resultados obtidos sao apresentados em graficos de Levey-Jennings e interpretados
consoante as regras de Westgard, e devem-se aproximar dum dado intervalo de referéncia.
Caso alguma regra seja transposta, € averiguado o sucedido e corrige-se, repetindo o controlo,
colocando um novo ou calibrando o equipamento.

No setor de Microbiologia, o CQI engloba o controlo regular da esterilidade da
solugao salina, usada para realizar testes de identificacdo e de suscetibilidade a antibioticos
(inoculando-a numa placa de gelose de sangue e posterior incubagao) e a monotorizagao diaria
da temperatura dos frigorificos e das estufas.

Relativamente ao CQE, todos os setores participam num programa nacional, realizado
pelo Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA) e num internacional, o Randox
International Quality Assessment Scheme (RIQAS), com excegao do setor de Microbiologia, que

participa no United Kingdom National External Quality Assurance Scheme (NEQAS).
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Conclusao

Durante o estagio no LACUC pude sentir-me util, numa altura dificil, devido a COVID-
|9, em que toda a ajuda era bem-vinda. A minha experiéncia no LACUC foi deveras positiva.
Aprendi a ganhar confianga em mim mesma, a acreditar que era capaz e a reduzir o nervosismo
que tanto sentia por ser o meu primeiro estagio. O sentido de responsabilidade, capacidade
de organizagao, profissionalismo e o trabalhar em equipa deram-me bases muito importantes
que levo comigo para a minha vida profissional.

A possibilidade de estagiar no IPO chegou de forma tao inesperada que quase parecia
um milagre, tendo em conta o panorama dos laboratoérios de Analises Clinicas em Coimbra
na altura da pandemia, com todos a fecharem as portas a estagiarios. Pude de facto aprender
muito e acompanhar casos clinicos pouco comuns que provavelmente nao veria noutro
laboratério e considero que isso foi um dos pontos fortes do meu estagio no IPO.

A confianga em mim mesma, adquirida no LACUC, ajudou-me a integrar na rotina de
trabalho do SPC-IPOCFG, ganhando rapidamente autonomia em certos setores.

O setor de Imunologia foi o que eu mais gostei, tanto pela quantidade e fluxo de
trabalho como pela complexidade dos equipamentos e parametros analisados. Para
compreender melhor e complementar os conhecimentos adquiridos no setor, teria sido
vantajoso ter tido a unidade curricular de Endocrinologia a tempo do meu estagio. O setor de
Hematologia permitiu-me consolidar muitos conhecimentos adquiridos na unidade curricular
de Hematologia sendo que a observagao de esfregagos sanguineos, muitos deles atipicos, foi
O mais interessante.

No geral, apesar de ter sido uns meses muito trabalhosos, pude aprender muito com
profissionais e colegas extraordinarios, que me orientaram, deram apoio e ajudaram-me
muito. Termino esta longa etapa com a certeza de que dei o meu melhor e de certo modo,
orgulhosa de mim mesma e com vontade de aprender mais e de continuar a por em pratica

tudo o que aprendi.
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Anexos

Anexo |
Tabela VIII - Equipamentos e respetivos métodos de andlises e pardmetros avaliados no Setor de Imunologia do SPC-
IPOCFG.
Método de analises
Equipamento (imunoensaios com Parametros avaliados (exemplos)

detecao por):

Immulite 2000 XPi da
Siemens®

Advia Centaur
XPT da Siemens®

Quimiofluorescéncia

Alfa-fetoproteina;

Antigénio Carcinoembrionario;
Antigénio Especifico da Proéstata;

Beta-2 Microglobulina;

Eritropoietina;

Gastrina;

Gonadotrofina Coridénica Humana;
Hormona Adrenocorticotrofica;
Hormona do Crescimento;
Imunoglobulina Estimuladora da Tiroide.

Estradiol;

Ferritina;

Hormona Estimuladora da Tiréide (TSH);
Hormona Foliculo-Estimulante;

Hormona Luteinica;

Oncoproteina HER-2;

Paratormona;

Prolactina;

Progesterona;

Testosterona;

Vitamina D;

Creatina Cinase;

Mioglobina;

Troponina Cardiaca de Alta Sensibilidade.

Cobas 6000
e60! da Roche
Diagnostics®

Electroquimiofluorescéncia

Acido Foélico;

Anticorpos Anti-recetores da TSH;
Maracdor tumoral CA 125, 724 e 19.9;
Cortisol;

Insulina;

Proteina HE4;

Tiroglobulina;

Triiodotironina (T3) e T3 livre;
Tiroxina (T4) e T4 livre;
Vitamina BI2.

Brahms Kryptor Gold da
ThermoFisher

Fluorescéncia por
quenching (eurdpio)

Marcador Tumoral CA 15.3;
Cromogranina A;
Enolase Neuro-Especifica;

Healthineers®

Scientific®
Procalcitonina;
_ Proteina C-reativa;
Atellica NEPH 630 da Procalcitonina:
Siemens Nefelometria

Imunoglobulinas IgA, IgM, 1gG;
Transferrina.
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IDS-iSYS da
Immunodiagnostic
Systems®

Quimioluminiscéncia

Renina;

Aldosterona;

Testosterona;

Serologia infeciosa (Toxoplasmose, EBV etc.)

Optilite da Binding
Site®

Turbidimetria

Albumina;
Beta-2-microglobulina;
Haptoglobina;

Cistatina C;

Transferrina;

Complemento (Cl, C3, C4).
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