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RESUMO

O presente relatorio de estagio curricular, no ambito do Mestrado em Anadlises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, refere-se ao estagio realizado
no Servigo de Patologia Clinica Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG, E.P.E.) e tem como objetivo descrever toda a aprendizagem

adquirida.

Este estagio englobou as diversas areas analiticas, nomeadamente a de Microbiologia,
Bioquimica, Imunologia e Hematologia, sendo que sera realizada uma abordagem mais
aprofundada das areas de Hematologia e de Microbiologia e uma abordagem mais sucinta das

areas de Bioquimica e de Imunologia.

No decorrer deste estagio tive a oportunidade de aperfeicoar e consolidar a minha
capacidade critica através da interpretagao de resultados obtidos, neste ambito no relatério
consta a apresentac¢ao e discussao de diversos casos clinicos que surgiram no decorrer do

estagio curricular nas areas de maior aprofundamento.

Palavras-chave: Microbiologia, Hematologia, Bioquimica, Imunologia, Andlises Clinicas,

Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil.



ABSTRACT

This curricular internship report, within the scope of the Master’s Degree in Clinical
Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra, refers to the internship
carried out at the Clinical Laboratory Pathology Service of the Portuguese Institute of
Oncology of Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG, E.P.E.) aims to describe all the learning

acquired.

This internship encompassed the various analytical areas, namely Microbiology,
Biochemistry, Immunology and Hematology, with a more in-depth approach to the areas of
Hematology and Microbiology and a more succinct approach to the areas of Biochemistry and

Immunology

During this internship | had the opportunity to improve and consolidate my critical
capacity through the interpretation of results obtained, in this context the report contains the
presentation and discussion of several clinical cases that emerged during the curricular

internship in the areas of greater depth.

Keywords: Microbiology, Hematology, Biochemistry, Immunology, Clinical Analysis,

Portuguese Institute of Oncology of Coimbra Francisco Gentil.
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I. INTRODUCAO

Os exames laboratoriais realizados num Laboratéorio de Andlises Clinicas
correspondem a uma parte imprescindivel e fundamental na prevengao, rastreio, diagnostico
e monitoriza¢ao da doenga, bem como no auxilio ao tratamento.

O Mestrado em Analises Clinicas engloba um plano de estudos que pretende conferir
uma aprendizagem multifacetada e especializada na drea do diagnéstico laboratorial
englobando as fases pré-analitica, analitica e pés-analitica. O mestrado contém também no seu
plano de estudos um estagio curricular que visa consolidar todo o conhecimento adquirido
no decorrer das suas unidades curriculares.

O presente relatorio de estagio € relativo ao estagio realizado no Servigo de Patologia
Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, sob a orientagao
interna da Professora Doutora Ana Miguel Matos e orientagao externa do Dr. Nuno Cunha,
onde tive a oportunidade de integrar as quatro areas pretendidas (Hematologia, Bioquimica,
Microbiologia e Imunologia).

Este relatorio abrange a componente pratica e tedrica das areas de Microbiologia e
Hematologia mais aprofundadamente contendo casos clinicos que foram surgindo ao longo do
estagio, é ainda feita uma abordagem mais sucinta das areas de Imunologia e Bioquimica, assim

como do Controlo de Qualidade.

2. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

O Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG,
E.P.E.) é uma unidade hospitalar que integra a rede de prestagao de cuidados de saude do
Servigo Nacional de Salde e a plataforma de tipo A da rede de referenciagcao hospitalar de
oncologia, o que lhe atribui responsabilidades de topo no diagnostico e tratamento da doenga
oncolégica em toda a Regiao Centro, com uma populagao estimada de dois milhoes de
habitantes.(I)

Realizei o estagio no Servigo de Patologia Clinica Laboratorial (SPCL) do IPOPFG onde
os recursos humanos sio compostos por pessoal qualificado, incluindo Médicos,
Farmacéuticos, Técnicos Superiores de Saude, Técnicos Superiores de Diagnostico e
Terapéutica (TSDT), Administrativos, Assistentes Operacionais e Auxiliares. No SPCL do
IPOCFG realiza-se o estudo dos parametros analiticos solicitados pelos diferentes servigos
clinicos do hospital. Caso nao se efetue um determinado parametro no SPCL, procede-se ao
envio adequado da amostra para outra Instituicao, como por exemplo o Centro Hospitalar e

Universitario de Coimbra (CHUC).



O servico é constituido por 4 setores fisicamente separados: Hematologia,
Microbiologia, Quimica Clinica e Imunologia e Hormonologia e por varias areas comuns.

O registo informatico dos pedidos de analises é efetuado pelo clinico requisitante ou
feito na secretaria, onde é atribuido a cada utente um numero interno do servico. Apos a
colheita ou recegao dos produtos, estes sao distribuidos o mais rapidamente possivel pelos
respetivos setores. Cada setor encontra-se equipado com os mais diversos recursos humanos

e tecnoldgicos.

2.1. FASE PRE-ANALITICA

As colheitas de sangue sao da exclusiva responsabilidade dos Técnicos Superiores de
Diagnéstico e Terapéutica do SPCL, tanto na sala de colheitas do SPCL como nas enfermarias.
No caso de ser necessario outro tipo de amostras bioldgicas, as colheitas sao realizadas pelo
médico, pelo enfermeiro ou pelo préoprio doente e transportados até ao servico pelos

Assistentes Operacionais.

2.2. FASE ANALITICA

A fase analitica engloba o processamento das diversas amostras, no entanto s6 sera
iniciada apds as manutengoes necessarias a cada equipamento e os respetivos controlos e
calibragoes.

Caso ocorra alguma alteragao dos parametros analiticos devido ao estado da amostra,
tais como a presenga de agregados plaquetares, de hemdlise ou a possibilidade de
contaminagao, sera necessario efetuar nova colheita caso nao seja possivel assegurar a

qualidade do resultado.

2.3. FASE POS-ANALITICA

A fase pds-analitica é constituida pela validagao do resultado e envio do relatorio apos
todos os parametros determinados estarem disponiveis no sistema informatico, tendo em
consideragao o historico clinico do doente.

Apods a obtengao dos resultados, as amostras sao armazenadas de forma que seja
possivel determinar a sua localizagao através do sistema informatico que torna mais agil a

procura do tubo caso seja necessario repetir alguma analise.



3. CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade consiste num processo estatistico utilizado para avaliar e
monitorizar a eficacia dos equipamentos na obtengao de resultados de qualidade e fiaveis.

O controlo de qualidade interno e o controlo de qualidade externo sao essenciais e
imprescindiveis na obten¢ao de resultados de qualidade e sao regularmente utilizados em

todos os setores do Servigo de Patologia Clinica do IPOCFG.

3.1. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

O controlo de qualidade interno permite monitorizar e avaliar a precisao dos métodos
utilizados.

Nos diversos setores realizam-se diariamente ensaios de controlo de qualidade interno
recorrendo a amostras comerciais, para assegurar que os resultados obtidos refletem o que
acontece in vivo.

Estes controlos sao sempre efetuados no inicio do dia e sempre que necessario
conforme a configuragao e exigéncias das técnicas. A sua aceitacao depende da andlise das
cartas de controlo de Levey-Jennings com base nas regras de Westgard. Considera-se que o
método esta sob controlo quando os valores obtidos se distribuem aleatoriamente em torno
da linha da média, dentro dos limites de confianga (+ 2 desvios padrao). Caso ocorra alguma
alteragao, tal como uma mudanga de lote do reagente, sera necessario efetuar a calibragao

dos parametros de forma a se poder garantir a qualidade dos resultados.

3.2. CONTROLO DE QUALIDADE EXTERNO

O controlo de qualidade externo tem como objetivo avaliar a exatidao dos métodos
em relagao aos laboratorios de referéncia e comparar o desempenho dos métodos utilizados
no laboratério com os utilizados noutros laboratérios. Para isso, o grupo de laboratérios
inscritos no programa de avaliagao externa da qualidade analisa a mesma amostra de controlo
de qualidade e os resultados obtidos sao tratados estatisticamente por uma entidade externa

e independente.



4. HEMATOLOGIA

A hematologia tem como objetivo o estudo da coagulagiao e das células sanguineas.
Assim torna-se possivel efetuar o estudo das diversas doengas hematologicas, como a sua
prevencao, origem, diagnostico, evolugao e avaliagao da eficacia do tratamento.

O setor de hematologia do SPCL é altamente automatizado e diversos parametros

analiticos sao analisados através da utilizagao dos equipamentos descritos na Tabela .

Tabela I: Equipamentos disponiveis no setor de Hematologia.
Equipamentos Parametros analisados
DxH900 Analyzer - Beckman Coulter | Realizacao de hemograma

Determinacao da Velocidade de Sedimentagao

TEST | BCL Alifax® Globular

ACL TOP® CTS500 - Instrumentation

Estudos da coagulacao
Laboratory

Coloragao de esfregagos de sangue periférico e de

Aerospray Hematology Pro aspirados de medula éssea

3D FASCS CANTO Il Estudo de imunofenotipagem por citometria de fluxo

4.1. COLHEITAS E AMOSTRAS

4.1.1. Sangue

Esta amostra é colhida, maioritariamente, para tubos contendo Acido Etilenodiamino
Tetraacético Tripotassico. (EDTA-K3). Este anticoagulante é um quelante de ides Ca™,
estagnando assim a cascata da coagulagao sanguinea e permitindo a realizagao de hemogramas
e determinagao da velocidade de sedimentacao.

Sao também colhidas amostras para tubos com citrato de soédio 3,2%, um
anticoagulante que, como o EDTA-K3, é um quelante de ides de Ca”". Nas amostras colhidas

para estes tubos sao realizados os testes de avaliagao da homeostase.

4.]1.2. Colheitas a quente

Estas colheitas sao realizadas com material aquecido (caso seja necessario) e o tubo é
transportado e mantido aquecido de forma a assegurar que este continua a uma temperatura

similar com a in vivo.
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Este género de colheita é necessario realizar devido a presenca de aglutininas frias.
Estes autoanticorpos policlonais ou monoclonais dirigidos contra os antigénios RBC i ou |
ligam-se preferencialmente aos eritrocitos a temperaturas frias. Sao tipicamente um subtipo
de imunoglobulina M que podem estar associados a disturbios malignos (tal como: neoplasia
de células B) ou disturbios benignos (tal como: pos-infe¢ao). Podem igualmente manifestar-se
clinicamente como uma anemia hemolitica autoimune (2).

In vitro, caso nao seja realizada uma colheita a quente nestes individuos, vai ocorrer
aglutinagao, o que resultara numa alteragao dos valores dos parametros do hemograma. Para
contrariar este evento o tubo é colocado na estufa a 37°C durante |0 minutos. Caso nao
ocorra resolugao da situacao é necessario realizar nova colheita, mas que sera realizada a
quente. Esta amostra é colhida para trés tubos com anticoagulantes diferentes (EDTA,
heparina e citrato de sodio), pois poderao estar presentes interferentes que afetem o
anticoagulante.

Na Tabela 2 encontram-se os valores dos parametros dos hemogramas de um
individuo em que foi necessario realizar uma colheita a quente e também foi colocada a
primeira colheita na estufa a 37°C para averiguar se ocorrem alteragoes dos resultados dos

parametros do hemograma.

Tabela 2: Resultados do hemograma de um individuo com aglutininas frias (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.)

Parametros do | Colheita | Colheita a Valores de .
Estufa n . Unidades
Hemograma normal quente referéncia
RBC 2,90 3,73 3,75 40-5.5 1012/L
MCV 105,1 93,2 94,6 85,0 - 95,0 fL
MGH 41,1 31,3 31,6 27,0 -32,0 pg
MGHC 39,1 33,6 33,4 32,0 -36,0 g/dL

Como é possivel observar pelos resultados obtidos por uma colheita normal, vai
ocorrer aumento do volume globular médio, da hemoglobina globular média e da
concentracao da hemoglobina globular média, pois os eritrocitos estarao agregados e sao
identificados como sendo uma sé célula com maiores dimensdes e maior quantidade de
hemoglobina. Enquanto nas amostras que permanecem a uma temperatura semelhante a in

vivo apresentam valores dentro da normalidade.
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4.2. ANALISES EFETUADAS

4.2.1. Hemograma

O hemograma é um exame laboratorial que auxilia o diagnostico clinico e onde sao
avaliados os elementos celulares presentes no sangue, como é o caso dos eritrocitos, dos
leucocitos e das plaquetas sanguineas.

Através da obtencao dos diversos parametros, é possivel averiguar a condicao de
saude do individuo, avaliando por exemplo a presenga de anemias ou de leucemias, bem como

a eficacia do tratamento aplicado ao doente.

White blood cells e Uncorrected white blood cells

O White blood cells (WBC) representa a contagem de leucocitos e o Uncorrected white
blood cells (UWBC) representa a contagem de glébulos brancos nao corrigidos. Estes dois
parametros deverao estar em concordancia, caso isso nao acontega significa que o
equipamento esta a reportar como leucécitos células que apresentam um volume semelhante
aos mesmos, mas que nao cumprem os critérios de condutividade e de dispersao da luz
definidos no equipamento para serem classificadas como leucécitos. Esta diferenca pode

resultar da presenca de agregados plaquetares.

Red blood cells

O Red blood cells (RBC) corresponde ao nimero de eritrécitos por unidade de volume

de sangue.

Hemoglobin

O Hemoglobin (HGB) indica a quantidade de hemoglobina presente na amostra,

expressa em g/dL.

Hematocrit

O Hematocrit (HCT) corresponde ao volume ocupado pelos eritrocitos em relagao ao
volume total de sangue, expresso em percentagem. Um valor reduzido do hematocrito € uma
situagdo muito comum na anemia microcitica, enquanto um valor aumentado pode ser

indicativo de Policitémia Vera.
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Mean Blood Yolume

O Mean Blood Volume (MCYV) indica o volume médio dos eritrocitos, sendo importante

na classificagao das anemias em microcitica, hormocitica ou macrocitica, expresso em fL.

Mean Globular Hemoglobin

O Mean Globular Hemoglobin (MGH) indica o valor médio de hemoglobina por
eritrocito, expresso em pg. Este parametro em conjunto com MCHC permitem distinguir as

anemias em hipocromicas, normocrémicas e hipercrémicas.

Mean Globular Hemoglobin Concentration

A Mean Globular Hemoglobin Concentration (MGHC) corresponde a concentragao média

de hemoglobina num determinado hematécrito, expresso em g/dL.

Erythrocyte Dispersion Coefficient

O Erythrocyte Dispersion Coefficient (RDW) indica o grau de anisocitose eritrocitaria, ou
seja, representa a percentagem de variagao do volume dos eritrocitos. Na presenga de uma
anemia ocorre alteragao deste valor. No caso de uma anemia ferripriva, o RDW encontra-se
aumentado, ou seja, existe uma populacio heterogénea de eritrocitos, no entanto com
agravamento da anemia este valor retorna ao normal, pois toda a populagiao de eritrocitos

sera homogénea, porém mais pequena do que a referéncia.

Platelets

O Platelets (PLT) indica a contagem total de plaquetas presentes na amostra.

Mean Platelet Volume

O Mean Platelet Volume (MPV)_é uma medida do tamanho médio das plaquetas,

expresso em fL.

Contagem diferencial de Leucdcitos

E efetuada a contagem absoluta dos Neutréfilos, Linfocitos, Mondcitos, Eosindfilos e
Basofilos. Posteriormente ¢é feita a percentagem de cada tipo de leucocito relativamente ao
seu total. E muito importante observar principalmente o valor absoluto para se poder retirar

conclusoes.
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Nucleated Red Blood Cells (NRBC)

Os Nucleated Red Blood Cells (NRBC) tém tamanho e nidcleo semelhantes aos dos
linfocitos. Como resultado, muitos equipamentos classificam erradamente os NRBC, o que

origina uma contagem total de leucécitos (WBC) e linfécitos incorreta.

4.2.2. Esfregaco de sangue periférico

No setor de Hematologia é efetuada a realizagao de esfregagos de sangue periférico
(ESP), que siao posteriormente corados pela coloragio de Wright e observados ao
microscopio otico. Este € realizado quando é solicitado pelo clinico ou quando ocorre a
alteragao nos parametros do hemograma que sugira alguma alteragao e seja necessario a
visualizagao do ESP.

O ESP para analise microscopica, é feito com duas laminas: a lamina onde sera feita a

analise e uma lamina que promovera a extensao do sangue conforme a Figura | (3).

A B C D

Figura |: Esquema da realizagdo de um esfregago de sangue periférico. A: Gota de sangue na extremidade da
lamina, com a lamina que promovera o esfregaco inclina-se a 45 graus, recua-se (B) e promove-se a extensao (C,
D). O esfregaco ideal deve ter bordas laterais livres e um fim em forma de semicirculo (3).

A Coloragao de Wright_utiliza corantes basicos, tais como tiazina e corantes acidos,
tais como eosina. Os nucleos e outras estruturas no sangue que sao coradas pelos corantes
basicos sao denominados de basofilicos. Estruturas que absorvem apenas corantes acidos sao
chamadas de aciddfilas, ou eosinofilicos. Outras estruturas coradas por uma combinagao dos
dois sao chamadas de neutrofilicos (4).

Para a observagao ao microscopio é primeiramente utilizada a objetiva de 40x para se
determinar a melhor zona de observagao do ESP onde os eritrocitos se encontrem igualmente
distribuidos e posteriormente é utilizada a objetiva de 50x para a observagao das
caracteristicas morfologicas das diferentes células sanguineas normais e alteradas, assim como

a presenca de células anomalas ao sangue periférico.
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Série vermelha

Num ESP é possivel observar as diversas alteragdoes que podem ocorrer nos
eritrocitos, como no seu tamanho (anisocitose), na sua forma (poiquilositose) e na sua
coloragao (anisocromia). Também é possivel observar células imaturas, tais como

eritroblastos e reticulécitos.

Tabela 3: Variagoes mais frequentes no tamanho dos eritrécitos (anisocitose) que podem ser observados e
algumas causas (5).

Alteracdes Imagem Causas
Eritrocitarias g

Microcitose i iori

—~ Anemia ferripriva

Diminuicido do
( tamanilo) Hemoglobinopatias
Macrocitose A Hepatopatia
(A;m:::::);io \ 4 Quimioterapia

Tabela 4: Algumas das variages mais frequentes na forma dos eritrocitos (poiquilocitose) que podem ser
observados e algumas causas (5).

Anomalias Imagem Causas
Eritrocitarias g
Esferocitose hereditaria
Microesferdcito O Anemia hemolitica autoimune
Septicémia
o Def|C|enC|a. de ferro
Células em alvo .S Hepatopatia
- Hemoglobinopatia
Pos-esplenectomia
.-"f-_ - .
Estomatécito G/ Hepatopatia
— Alcoolismo
R\
Células em lapis \\ Deficiéncia de ferro
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P Hepatopatia

Equinécitos ‘:3 (:’ P&s-esplenectomia
¥ ~
Artefacto de conservacgao
qfr\.__,__
Acantécitos & P Hepatopatia
= Insuficiéncia renal
Fragmentos Q E Sindrome-hemolitico-urémica
“f:}' Queimaduras
~
Eliptocito ) Eliptocitose hereditaria
M
A9 . .
oy 7 . - 0 Fd "
Pecil6cito em lagrima \ Mielofibrose
_— Hematopoese extramedular
"
5 - Dano oxidativo (ex: deficiéncia de G6PD,
Célula em cesto N/ Y (’
r hemoglobina instavel)
Célula falciforme k ' Anemia de células falciformes

Série branca

Se no resultado do hemograma aparecer alterado o valor de algum dos leucocitos,
pode ser efetuado um ESP para avaliar esse resultado. E também observado se os leucocitos

apresentam alguma alteracao.

Tabela 5: Algumas causas da alteracao da quantidade de leucécitos (6).

Célula Alteracao Causas

Infe¢coes bacterianas
Doencas metabolicas
Neoplasias de todos os tipos (ex: carcinoma, linfoma,
Neutrofilia | melanoma)
Hemorragia ou Hemolise aguda
Neutréfilo Leucemia mieloide crénica, neoplasias mieloproliferativas,
policitemia vera, mielofibrose, trombocitemia essencial

Farmacos (ex: anti-inflamatorios, quimioterapia, antibioterapia)

. Lapus eritematoso sistémico

Neutropenia . e
Leucemia de linfocitos grandes e granulares

Infecao bacteriana fulminante
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Monaocito Monocitose
Eosinoéfilo Eosinofilia
Linfécito Linfocitose
Basoéfilo Basofilia
Plaquetas

Infecao bacteriana crénica (ex: Tuberculose)

Doengas dos tecidos conectivos (ex: Lupus eritematoso
sistémico)

Linfoma de Hodgkin, LMA e outras neoplasias malignas
Leucemia mielomonocitica crénica

Doenca alérgica

Doenca parasitaria (ex: ascaridiase)

Certas doengas da pele (ex: psoriase)

Linfoma de Hodgkin

Tumores metastaticos com necrose tumoral

InfegSes agudas (ex: mononucleose infeciosa)

Infecoes cronicas (ex: tuberculose)

Leucemia linféide crénica

Linfoma nao Hodgkin

Neoplasia mieloproliferativa (ex: LMC)

No ESP é possivel observar a morfologia e o tamanho das plaquetas presentes na

amostra. E possivel também averiguar a qualidade da amostra, pois caso o hemograma indique

que existe uma trombocitopenia com plaquetas gigantes, através do ESP é possivel determinar

se esta situagao € real ou se existem agregados plaquetares devido a colheita da amostra.

Tabela 6: Algumas causas da alteragao da quantidade de plaquetas (7).

Alteracio

Causa

Trombocitopenia

Trombocitose

Insuficiéncia na produgao de plaquetas

Depressao seletiva de megacariocitos (ex: farmacos)

Insuficiéncia global da medula (ex: radioterapia, mielofibrose, leucemia)

Reacionais:

Hemorragia, traumatismo, pos-operatorio

Deficiéncia cronica de ferro

Tumores malignos

Endogenas:

Trombocitemia essencial (mutagao JAK2 + ou -)

Alguns casos de policitemia vera, mielofibrose primaria, leucemia

mieloide croénica, BCR-ABLI+ e mielodisplasia (5q- ou anemia refrataria

com sideroblastos em anel)

42.3. Velocidade de sedimentacao eritrocitaria

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria (VS) mede a taxa na qual os eritrocitos

numa amostra de sangue total sedimentam no fundo do tubo (8).
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Os eritrocitos geralmente sedimentam a um ritmo mais rapido em pessoas com
condigoes inflamatdrias, tais como infecoes ou condi¢coes autoimunes. Essas condigoes levam
a um aumento no numero de proteinas no sangue o que origina uma aglomeragao dos
eritrocitos (rouleaux), que sedimentam mais rapidamente (8).

Normalmente, os eritrécitos tém cargas negativas do lado de fora das células, o que
origina uma replegao. Muitas proteinas plasmaticas tém cargas positivas e podem efetivamente
neutralizar as cargas negativas da superficie dos eritrécitos, o que permite a formagao dos
rouleaux. Portanto, um aumento nas proteinas plasmaticas levara a um aumento na formagao
de rouleaux, que se depositam mais rapidamente do que os eritrocitos isolados o que levara
a um aumento da VS (8).

O valor estabelecido para a VS é que esta seja inferior ou igual a 20 mm/h. No entanto,
muitas doengas inflamatérias aumentam a VS, ou seja, diminuem o tempo que os eritrocitos
demoram a sedimentar, por outro lado outras condigdes podem diminuir a VS, ou seja,
aumentar o tempo que os eritrocitos demoram a sedimentar. Como exemplo a Policitemia
(aumentado niimero de eritrécitos) aumentara a viscosidade do sangue e pode causar uma VS

reduzida (reduz a taxa na qual o rouleaux de eritrocitos se depositara no fundo do tubo) (8).

42.4. Homeostase

A resposta normal ao dano vascular depende da interagao entre a parede vascular, as
plaquetas circulantes e os fatores de coagulagao sanguineos.

Um mecanismo eficiente e rapido para estagnar a hemorragia em locais de lesao
vascular é essencial a sobrevivéncia. No entanto, essa resposta precisa ser estritamente
controlada para evitar o desenvolvimento de coagulos extensos e os desfazer apos a reparagao
do dano. Desse modo, o sistema hemostatico € um equilibrio entre mecanismos pro-
coagulantes e anticoagulantes, aliado a um processo de fibrindlise. Os cinco principais
componentes envolvidos sao plaquetas, fatores de coagulagao, inibidores da coagulagao,
fatores fibrinoliticos e vasos sanguineos (9).

E essencial efetuar um conjunto de testes para fazer uma avaliacio global da
homeostase e é necessario conhecer a clinica do utente para determinar a existéncia de
fatores que possam alterar o valor dos testes de coagulagao, tais como a administragao de
anticoagulante ou o défice na sintese de proteinas pelo figado.

O estudo da hemostase é efetuado através da realizagao dos testes da coagulagao que

fornecem uma avaliagao dos sistemas da via extrinseca e da via intrinseca da coagulagao, bem

como da conversao do fibrinogénio em fibrina.
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Figura 2: Esquema ilustrativo da cascata da coagulagao sanguinea onde é possivel observar as vias
intrinsecas(contacto), extrinseca e comum. O TTPA testa as vias intrinsecas e comum, o TP testa as vias
extrinsecas e comum e o TT testa inibidores da trombina e deficiéncia do fibrinogénio (10).

Tempo de Protrombina

O Tempo de Protrombina (TP) avalia os fatores VI, X, V, protrombina (Il) e
fibrinogénio. Para a realizagao deste teste sao adicionados tromboplastina tecidual (um extrato
cerebral) ou fator tecidual (sintético) com lipidos e calcio ao plasma citratado. O tempo
normal para a coagulagao é de 10 a 14 segundos (11).

Com o objetivo de uniformizar os resultados obtidos entre diferentes laboratérios, a

Organizagao Mundial de Saude indicou o uso do Internacional Normalized Ratio.

INR = (TP doente / TP controlo) *

* ISI — indice de sensibilidade internacional

Tempo de tromboplastina parcial ativada

O Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) avalia os fatores VIII, IX, XI, XII,
X, V, protrombina (ll) e fibrinogénio. Para a realizacdo deste teste siao adicionadas trés
substancias ao plasma citratado, os fosfolipidos, um ativador de superficie e o calcio. O tempo
normal para a coagulagao é de 30 a 40 segundos (1 1).

O aumento do TP e do TTPA causado pela deficiéncia de um fator da coagulagao, pode
corrigido pela adicao de plasma normal (Teste de mistura). Se nao houver corregao, ou se a

corregao com plasma for incompleta, suspeita-se da presenga de inibidor da coagulagao (11).
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Tempo de Trombina

O Tempo de Trombina (TT) é essencial para avaliar a deficiéncia de fibrinogénio ou a
inibicao da trombina. Para a realizacao deste teste € adicionada trombina bovina diluida ao
plasma citratado em concentragoes que produzam um tempo de coagulagao de 14 a 16

segundos em plasma normais (1 1).

Doseamento do fibrinogénio

O fibrinogénio é o componente terminal da cascata da coagulagao sanguinea e a sua
concentragao adequada é fundamental para manutengao da homeostase.

O fibrinogénio ¢ tipicamente medido por ensaios de coagulacao funcional, mas pode
ser medido por métodos imunoturbidimétricos ou por métodos turbidimétricos. As
concentragoes plasmaticas de fibrinogénio sao normalmente de 150 a 350 mg/dL, mas variam

ligeiramente com o método de anilise (12).

Anticoagulante Lupico — autoanticorpo

Sindrome do anticorpo antifosfolipidico € uma doenc¢a autoimune na qual os individuos
tém autoanticorpos contra as proteinas ligadas aos fosfolipidos que podem originar trombos
venosos ou arteriais. Inicialmente foi reconhecido nos pacientes com lGpus eritematoso
sistémico, no entanto este sindrome pode ser observado de forma isolada (13).

Os resultados dos testes de coagulagao podem se encontrar aumentados devido a
presenca destes autoanticorpos que interferem com os fosfolipidos do reagente. Assim
suspeita-se da existéncia de anticoagulante lUpico se o TTPA estiver aumentado e nao for

corrigido através do teste da mistura (I3).

4.3. CASOS CLINICOS

4.3.1. Caso Clinico 1

Doente de 72 anos, sexo masculino com diagnostico de Trombocitemia essencial (TE)
desde 2005. Esta patologia é caracterizada por trombocitose periférica persistente, aumento
de megacariocitos na medula ossea, esplenomegalia e risco de complicagoes trombédticas e/ou
hemorragicas. A TE é uma neoplasia mieloproliferativa clonal (NMC) BCR-ABL | -negativa que
possui um prognostico mais favoravel do que outras NMC devido a diminuigao da incidéncia

de trombose e menos transformagao leucémica (14).
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Mais de metade das pessoas com TE tem uma mutagao genética chamada JAK2. Outras
mutagoes comuns afetam o gene CALR ou MPL (15) Este doente possui a mutagao JAK2V6 | 7F+
descoberta em outubro de 2016 e faz tratamento com Hidroxiureia desde o diagnostico. Este
farmaco tem como mecanismo de agao mais importante a inibicio da ribonucleotideo
redutase, a enzima envolvida na transformacdo de ribonucleosideos em
desoxirribonucleosideos, impedindo assim a sintese de ADN (16).

O doente dirigiu-se ao Servigo de Patologia Clinica Laboratorial para efetuar andlises

de rotina para monotoriza¢ao da sua patologia (Tabela 7).

Tabela 7: Resultados das andlises laboratoriais Caso clinico |. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Parametros Resultados Valor:e S c.le Unidades
referéncia
Leucécitos 49 40-11,0 103/uL
Neutrofilos 2,6 (53,0%) 1,8-7,0 103/uL
Linfocitos 0,5 (10,0%) 1,0-5,0 103/uL
Monocitos 0,4 (8,0%) 0,1 —1,2 103/uL
Eosindfilos 0,0 (1,0%) 0,0-0,6 103/uL
Basofilos 0,0 (0,0%) 0,0-0,2 103/uL
Blastos 1,37 - 109/L
Eritroblastos 1,0 - -
Eritrocitos 2,8 45-6,5 1012/L
Hemoglobina 8,4 13,0-18,0 g/dL
Hematécrito 24,8 40,0 — 54,0 %
VCM 88,3 58,0 — 95,0 fL
HCM 29,8 27,0 - 32,0 pg
CHCM 33,8 32,0 -36,0 g/dL
RDW 15,7 [1,5-14,5 %
Plaquetas 51 140 - 400 [03/uL
Plaquetécrito 0,039 0,160 — 0,350 %
PDW 18,0 9,8 — 16,1 fL
VPM 7.8 94— 12,6 fL

Observacdo do esfregaco de sangue periférico

Foi realizado um ESP onde foi observada a morfologia das diversas células sanguineas.
Observou-se neutroéfilos com morfologia atipica; policromasia eritrocitaria com eliptocitos e
esquizocitos; anisocitose plaquetar com hipogranulagao. Também se observaram blasto ovais

com nucléolo grande e proeminente, e granulagao basdfila citoplasmatica.

31



A B

Figura 3: Imagens microscopicas do esfregago de sangue periférico do doente onde é possivel
observar a presenca de Blastos. (Fonte SPCL IPOCFG).

Nota: Tendo em conta as dificuldades na identificacao da linhagem das células blasticas optou-se pela

realizagao de um estudo de imunofenotipagem para caracterizagao e confirmagao da mesma.

Imunofenotibagem por citometria de fluxo

Amostra com duas subpopulagoes de células blasticas que perfazem cerca de 72 a 74%

da celularidade total, sugestiva de Leucemia Mieloblastica Aguda.

Conclusdo

Através dos resultados laboratoriais obtidos e da observagao do ESP podemos concluir
que este doente se encontra com uma Leucemia Mieloblastica Aguda.

Através dos resultados laboratoriais obtidos e da observagao do ESP podemos concluir
que este doente apresenta uma Leucemia Mieloblastica Aguda.

A transformagao da TE em leucemia aguda é um evento raro e pode ser espontanea
ou relacionada a terapia. As mais frequentemente associadas sao as leucemias mieloblasticas
ou mielomonoblasticas (14).

As terapéuticas que podem resultar numa alta incidéncia de transformagao de TE em
leucemia incluem: Busulfan, P32, Clorambucil, Anagrelida e Hidroxiureia. No caso da
Hidroxiureia, a existéncia e magnitude de um aumento do risco de desenvolver leucemia
permanece um assunto de debate (14).

O risco de transformagao é muito baixo, de 0,7% a 9,3% na primeira década do

diagnostico (14).
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4.3.2. Caso Clinico 2

Doente de 75 anos, com anemia macrocitica em agravamento pelo menos desde 201 I.
Fez suplementa¢ao com acido folico e vitamina B12 em 2018 sem efeito. Apresentou cansago
para médios esforgos, perda de apetite, sem perda acentuada de peso, sem palpitagoes, sem
hipersudorese noturna, sem febre e sem clinica de hemolise. Nao tem historia oncoldgica e
sem histdria familiar de anemia.

Foi encaminhada para o IPOCFG devido a macrocitose prolongada e dirigiu-se ao
Servigco de Patologia Clinica Laboratorial para a realizagao de andlises laboratoriais prévias a

consulta de hematologia (Tabela 8).

Tabela 8: Resultados das analises laboratoriais Caso clinico 2. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Parametros Resultados Valorf: S c.le Unidades
referéncia
Leucécitos 6,3 40-11,0 103/uL
Neutrofilos 3,4 (54,0%) 1,8-7,0 103/uL
Linfocitos 1,9 (30,0%) 1,0-5,0 103/uL
Mondcitos 0,6 (10,0%) 0,1 —1,2 103/uL
Eosinéfilos 0,3 (5,0%) 0,0-0,6 103/uL
Basoéfilos 0,1 (1,0%) 0,0-0,2 103/uL
Eritroblastos 81,0 - -
Eritrécitos 2,41 4,0-55 10'/L
Hemoglobina 8,5 12,0 - 16,0 g/dL
Hematocrito 25,8 35,0-47,0 %
VCM 107,1 85,0 - 95,0 fL
HCM 35,3 27,0 - 32,0 pg
CHCM 32,9 32,0-36,0 g/dL
RDW 14,4 [1,5-14,5 %
Plaquetas 260 140 - 400 103/pL
Plaquetocrito 0,274 0,160 — 0,350 %
PDW 17,7 9,8 — 16,1 fL
VPM 10,5 9,4—-126 fL
Reticulécitos 0,03(1,14%) 05-15 [0s/uL
Eritropoietina 84,8 4,3-29,0 mUI/mL
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Acido félico 5,4 3,9-268 ng/mL

Vitamina B12 1140,0 191,0 — 663,0 pg/mL
Ferritina 91,5 10,0 -291,0 pg/L
Haptoglobina 74,3 30,0 — 200,0 mg/dL

Observacdo do Esfregaco de sangue periférico

Foi efetuada a realizagao de um ESP onde foi observada a morfologia dos eritrocitos,

em que estes apresentavam macrocitose e policromasia com ovalocitos e células em lagrima.

Observacdo do Medulograma:
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Megacariocitos: Cerca de [2% dos megacariocitos apresentavam alteragoes a
registar, nomeadamente tamanho pequeno, mononucleados, binucleados podendo
apresentar os nucleos em polos opostos da célula.

Série mieloide: Cerca 7% das células da linha mieldide consistem em neutrdfilos e
eosindfilos por vezes com nucleo em “borboleta”, anfofilia (reagem tanto com corantes
acidos como basicos) e hipogranulagao.

Série eritroide: Cerca de 27% das células nucleadas apresentava, defeitos grosseiros
de hemoglobinizagao (formagao ou concentragao de hemoglobina). Observaram-se
também frequentes pontes intercitoplasmaticas (mais do que € habitual observar) e

algumas formas em divisao.

Figura 4: Imagem microscopica do esfregago de medula da doente corado com a coloragao de Perls,
onde é possivel observar eritroblastos com sideroblastos em anel. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Coloracao de Perls:
Depositos de ferro no fragmento presentes e diminuidos.
Depésitos de ferro no eritrao: 44% de sideroblastos em anel e 28% de eritroblastos

com multiplos granulos dispersos no citoplasma.



Conclusdo

Através dos resultados laboratoriais obtidos e da observagao do esfregago de medula
podemos concluir que este doente apresenta uma anemia refrataria com sideroblastos em
anel (RARS).

A anemia sideroblastica trata-se de uma anemia refrataria definida pela presenca de
muitos sideroblastos patologicos (sideroblastos em anel) na medula ossea. Esses eritroblastos
anormais contém numerosos granulos de ferro, dispostos em anel, ou colar em torno do
nucleo, em vez de os poucos granulos de ferro distribuidos aleatoriamente observados nos
eritroblastos normais corados para ferro. Ha, também, hiperplasia eritroide com eritropoese
ineficaz (17).

A anemia sideroblastica é diagnosticada quando 15% ou mais dos eritroblastos da
medula sao em anel. A anemia refrataria com sideroblastos em anel é um tipo de mielodisplasia
e é a forma primaria adquirida de anemia sideroblastica (17).

Esta patologia tem como progndstico uma sobrevida média geral de aproximadamente
6 anos e cerca de 1-2% dos casos de RARS com displasia unilinhagem evoluem para leucemia

mieldide aguda (18).

5. BIOQUIMICA

O setor de bioquimica tem como objetivo a determinagao de diversos parametros
bioquimicos que proporcionam uma informagao de extrema importiancia no auxilio ao
diagnoéstico e na monitorizagao da terapéutica e da progressao da doenga.

Neste setor, as amostras maioritariamente processadas sao o soro, a urina e o sangue
total para avaliagao do calcio ionizado e da hemoglobina glicada, porém sao analisados outros
fluidos corporais como o liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido ascitico e liquido pleural.

O soro é a amostra onde sio determinados a maioria dos pardmetros bioquimicos. E
importante avaliar a qualidade da amostra, pois fatores como hemolise, lipémia e ictericia
podem interferir nos resultados obtidos. Caso estes sejam observados, pode ser necessario
requerer nova colheita de amostra, se se averigua que estas interferem na qualidade dos
resultados para os parametros requeridos. No caso de uma amostra hemolisada ocorre
libertagao do conteudo intracelular para o meio exterior e, consequentemente, alteragao de
alguns parametros bioquimicos que irao ser doseados no soro. Dois dos parametros, cujo
correto doseamento pode ser influenciado por este fator sio o Potassio (K') e a Lactato

desidrogenase (LDH).
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Este setor colabora na realizagao de ensaios clinicos pela preparagao da amostra
(como: soro, plasma, sangue total e urina pontualmente), segundo protocolos previamente
enviados e programados.

A extrema automatizagao deste setor proporciona uma maior rapidez na obtencao
dos resultados e diminui a ocorréncia de erros humanos. Porém sao também efetuadas
técnicas manuais utilizando testes de aglutinacao para detegao no soro de parametros que

variam consoante o teste, como a determinagao qualitativa de fatores reumatoides.

Tabela 9: Equipamentos disponiveis no setor de Bioquimica.

Equipamentos Testes Executados

Atellica® CH Solution da SIEMENS

. Doseamento de diversos parametros bioquimicos
Healthineers

ABL 800 FLEX da Radiometer® Doseamento do célcio ionizado e gasometria

Viva-E da SIEMENS Utilizado para o doseamento de drogas/farmacos

lonograma, utilizado para a confirmagao dos

Rapidchem™ 744 da SIEMENS resultados de Na*, K* e CF

Utilizado para a confirmagao de resultados de
Reflotron® Plus da Roche® Diagnostics alguns parametros da Atellica® Solution da
SIEMENS Healthineers

(quimica seca)

6. IMUNOLOGIA E HORMONOLOGIA

No SPCL do IPOCFG as areas de Imunologia e de Hormonologia encontram-se
combinadas num Unico setor que tem como responsavel o Doutor Nuno Alexandre Costa
Ferreira da Cunha, Técnico Superior de Saude de laboratério, especialista em Analises Clinicas
pela Ordem dos Bidlogos.

Neste setor sao doseados no soro uma série de parametros de extrema relevancia
para a avaliagdo e acompanhamento terapéutico dos doentes oncologicos, tais como:
marcadores tumorais, biomarcadores inflamatérios, hormonas e marcadores cardiacos.
Também se procede ao estudo da fungao hormonal no diagndstico diferencial das patologias
endocrinoldgicas. Alguns parametros como: Troponina | de elevada sensibilidade, Metanefrinas
plasmaticas, Renina, Aldosterona, PTH e ACTH sao doseados em plasma, apos centrifugagao

de sangue total em EDTA K3 ou Heparina de litio.
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Alguns parametros sao doseados na urina 24h de acordo com algumas condicionantes
pré-analiticas e em conformidade com os analitos de interesse: contentor opaco (proteger a
urina da luz) para o doseamento de cortisol livre urinario, ou contentor com acido cloridrico
6N (preservar a amostra) para o doseamento de acido 5-hidroxiindolacético, acido
vanilmandélico, acido homovanilico e metanefrinas fracionadas. A urina de 24h sem tratamento
também permite a pesquisa da proteina de Bence Jones. O cortisol livre também pode ser
determinado na saliva.

O doseamento ou a pesquisa de alguns parametros procede-se em alguns casos de
uma forma semi-automatica, ou seja, o procedimento de pipetagem e o tratamento das
amostras € manual e depois recorre-se aos equipamentos para a separagao eletroforética,
coloragao, fixagao e leitura final, como a eletroforese de proteinas (proteinograma),
eletroforese de hemoglobinas, imunofixagao de proteinas séricas e urinarias. Algumas técnicas
como o radioimunoensaio (RIA e IRMA), apenas o passo de leitura final é que é automatizado.

Este setor encontra-se extremamente automatizado o que proporciona uma maior

eficiéncia para a determinagao de resultados e diminui¢ao do erro humano.

Tabela 10: Equipamentos disponiveis no setor de Imunologia e Hormonologia.

Equipamentos Técnicas utilizadas Parametros

EPN, GRH, IGF-I, TSI, GAS, ATA,
BMG, CEA

Imunoensaios de
quimioluminescéncia

Immulite® 2000 XPi da
Siemens™

ANDRO, CK-MB, Ee2, FER, FSH,
H2n, LH, MYO, PRL, PSA, PTH,

Imunoensaios de RubG, RubM, SHBG, TNIH, ToxG,

ADVIA Centaur® XPT da

Siemens quimioluminescéncia ToxM. TSH, TST, Vitamina D
total, FSH, NT-proBNP
I ios de fl énci
Kryptor® da munoensaios de fluorescéncia | . 5.3, NSE, PCT, CGA, SCC.

B‘R-A‘H-M STM

Cobas €601 Analyser® da
Roche® Diagnostics

Cobas €801 Analyser® da
Roche® Diagnostics

Atellica NEPH 630 da
Siemens

por Time-Resolved
Amplified Cryptate Emission

Imunoensaios de
eletroquimioluminescéncia

Imunoensaios de
eletroquimioluminescéncia

Imunoensaios por
nefelometria

PROL

ACTH, ATG, Cortisol,
Calcitonina, DHEA, FT3, FT4, T3,
T4, ATSHR, TG, PEP.C, Insulina,
HE4, PRO-GRP, CA 125, CYFRA
21.1, S100, Syphilis, IL-6 OST
Vitamina B12, CA 19-9,

CA 72-4, Acido Félico,

B-HCG, Progesterona, AFP

FR, C4, C3c, AAG, CRP, IgG, IgA,
IgM, AAT, TRF, sTfR, HPT, HCY,
ASLn
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IDS-iSYS Multi-Discipline
Automated System

Optilite® da Binding Site

Hydrasys® da Sebia®

Phadia 200 da Thermo
Fisher SCIENTIFIC

Analyzer I-2P da
EUROIMMUN

IF Sprinter da
EUROIMMUN

EUROBIotOne da
EUROIMMUN

Wallac Wizard 1470
gamma counters da GMI

Elisa reader da

DiaSource
ImmunoAssays

7. MICROBIOLOGIA

Imunoensaios por Enzyme-
Multiplied Immunoassay

Technique

Imunoensaios por
turbidimetria

Analisador multifuncional para
eletroforese em gel

Imunoensaios de ELISA

Imunoensaios de ELISA
automatizados

Ensaios de imunofluorescéncia
automatizados

Ensaios de Imunoblots
Detetor com recurso a

radioisétopos
(RIA)

Leitor de placas de Elisa

1,25-dihidroxivitamina D, HSVI-
IgG, HSV2-IgG, HSVI1/2-IgM, EBV
VCA-IGg e IgM, EBV EA-IgG, EVB
EBNA-IgG, Testosterona livre,
Aldosterona, Renina

Cadeias Kappa leve livre, Cadeias
Lambda leve livre, IgA-Kappa, IgA-
lambda, IgG-Kappa, IgG-lambda,
IgD

Proteinograma, Imuno-fixacao,
Eletroforese de hemoglobinas

Detecao de alergias e doencgas
autoimunes

acido 5-hidroxiindolacético, lodo
urinario

Autoimunidade

Autoimunidade

Metanefrinas e Normetanefrinas

A microbiologia proporciona informagao indispensavel para o diagnostico da doenga

infeciosa e da determinagao da suscetibilidade do(s) respetivo(s) agente(s) patogénico(s) aos

antimicrobianos.

No setor de microbiologia do SPCL sao recebidos diversos produtos biologicos de

diferentes servigos da instituicao. O estudo microbioldgico € realizado em quatro vertentes:

bacterioldgico, micologico, parasitoldgico e micobacterioldgico, tendo em conta a requisicao

efetuada pelo clinico. Este estudo é condicionado pelas condigoes da amostra, nomeadamente

a sua natureza, acondicionamento, preservagao e transporte. Antes do processamento das

amostras, € fundamental que a colheita seja efetuada corretamente tendo em conta o local

anatomico e o microrganismo suspeito. ldealmente deve ser realizada antes da administragao

de antibioterapia e deve ser enviada o mais rapidamente possivel para ser processada.
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Na recegao da amostra, € imperativo verificar a sua correta identificacao e se o
contentor de transporte é o adequado para o acondicionamento e processamento requerido
(como exemplo: deve ser utilizado o frasco Portagerme™ como meio de transporte na
suspeita de bactérias anaerodbias), bem como a sua integridade. Caso nao tenham sido
cumpridas as condigoes de colheita e transporte, a amostra é rejeitada, exceto em situagoes,
que apesar das condi¢oes incorretas, o processamento da amostra seja benéfico para o
doente, sendo este aspeto referido no resultado.

Os procedimentos para o processamento das amostras, apesar de serem adaptados
para cada produto biolégico e para o estudo microbiolégico requisitado pelo clinico
apresentam uma estrutura comum. Primeiramente, é efetuada uma avaliagado macroscopica da
amostra e, caso seja necessario, € realizada uma preparagio da mesma. Seguidamente,
consoante o estudo a efetuar, realiza-se o exame cultural semeando a amostra nos meios de
cultura considerados mais adequados. Apds a obtencao de uma cultura pura dos
microrganismos considerados clinicamente relevantes, procede-se a identificacao definitiva
dos mesmos e a realizagao dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA).

No entanto, a identificagdo também podera ser realizada diretamente a partir da
amostra utilizando metodologias mais recentes, como a biologia molecular.

Apos a obtengao de resultados, os mesmos sao inseridos no sistema informatico e
validados tendo em consideracao o historico do doente e uma comunicagao estreita com o
clinico.

Devido ao método do processamento dos diversos produtos bioldgicos, este setor é
o que mais depende do trabalho manual realizado pelos TSDT. No entanto, o setor dispoe de
equipamentos que auxiliam na realizagao do estudo microbiologico (Tabela I1).

Este setor colabora no estudo microbiologico de alguns produtos e/ou equipamentos
de alguns servigos da instituicao, tais como: superficies, broncofibroscépios e endoscopios,
solugoes terapéuticas e derivados de sangue.

Também colabora em redes de vigilancia epidemioldgica a nivel nacional, reportando
estirpes de notificagao obrigatéria para o SINAVE e contribuindo com estirpes para estudos
que sao enviadas para o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).

Além disso, colabora como o Grupo de Coordenagao Local de Programa de Prevengao
e Controlo de Infegoes e de Resisténcia aos antimicrobianos (GCL-PPCIRA), fornecendo a
informagao sobre resisténcias locais e indicando quais os doentes com necessidade de

implementar medidas de isolamento.
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Tabela I 1: Equipamentos disponiveis no setor Microbiologia.

Equipamentos

Técnica e Testes Executados

BD BACTEC™ 9000 Blood
Culture System BD da Becton
Dickinson

Accelerate Pheno® system

Vitek® 2 Compac 15 da
bioMérieux

LabUReader Plus 2

GeneXpert® da Cepheid

Densitometro Densimat da
bioMétieux

Camara de fluxo laminar
(modelo 1169) da Forma
Scientific

Estufas de incubac¢io

Aerospray® Gram Slide Stainer

I Cytocentrifuge

Aerospray® TB Slide Stainer /
Cytocentrifuge

Microscépios oticos

Sistema automatizado de incubagao de amostras de sangue
e liquidos bioldgicos, colhidos em frascos de cultura BD
BACTEC, que possuem um sensor que emite fluorescéncia
quando ha produgao de CO,, associada ao crescimento
microbiano. (19)

Sistema automatizado para identificacao rapida e realizagao
de TSA de hemoculturas positivas utilizando a tecnologia
de FISH e andlise celular morfocinética.

Sistema automatizado de leitura espetrofotométrica de
cartas de identificagcio de microrganismos e de leitura
cinética turbidimétrica de cartas de TSA.

Analisador de urina semiautomatico.

Equipamento para diagnostico molecular que utiliza a
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time
— Polimerase Chain Reaction, RT-PCR).

Densitometro portatil, utilizado para medir a densidade
otica de uma suspensao microbiana (pura).

Camara de fluxo laminar com filtro absoluto HEPA (classe
Il tipo B2), utilizada para processamento das amostras em
condicbes de seguranga laboratorial — circulagao
unidirecional de ar mantendo esterilidade dentro da
cabine.

Estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO;
Estufas a 25°C, 30°C, 37°C e 42°C e atmosfera ambiente.

Coloragcao de Gram automatizada, de
realizados do produto ou de colénias puras.

esfregacos

Coloragio de Kinyoun automatizada. Esta coloragao
permite a detecao de bacilos acido-resistentes (B.A.A.R),
tais como o Mycobacterium tuberculosis ou micobactérias
atipicas.

Observagao de esfregagos e preparagoes a fresco.

7.1. IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Os métodos de identificagao disponiveis no setor permitem a identificagao presuntiva

e definitiva dos microrganismos. As caracteristicas macroscopicas e microscopicas das

colédnias utilizando meios de cultura adequados associados a provas manuais bioquimicas (caso

sejam necessarias) e testes imunologicos, contribuem para uma detegao e identificagao

presuntiva dos microrganismos.
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Para a identificacdo definitiva é utilizado o Vitek® 2 Compac |5 da bioMérieux. Neste
equipamento existem 5 tipos de cartas de identificagao para microrganismos: Gram Negativo
(GN), Gram Positivo (GP), Neisseria e Haemophilus (NH), Anaerébios (ANC) e Fungos
(YST).

7.1.1. Exame Direto e Coloracoes

O exame macroscopico permite avaliar diversas caracteristicas da amostra tais como:
consisténcia, cor e a presenga de sangue ou muco.

O exame direto microscépico da amostra pode ser realizado a fresco ou apds
coloragao. No exame a fresco pode ser necessario uma preparagao prévia da amostra
consoante os microrganismos suspeitos (como exemplo: adicao de uma solucao de KOH a
uma amostra de tecido para observagao de estruturas fungicas). A sua observagao também
permite avaliar a presenga de células, a mobilidade e morfologia dos microrganismos
presentes.

O exame direto apos coloragao permite detetar as caracteristicas morfolégicas dos
microrganismos e das células presentes na amostra. Para a observagao microscopica de
bactérias, com o intuito de avaliar a sua morfologia (cocos, bacilos, cocobacilos), tamanho e
agrupamento de cocos (diplococos, estafilococos, estreptococos) e de bacilos (diplobacilos,
estreptobacilos), é necessario a realizagao e coloragao de um esfregaco.

Um esfregaco consiste em espalhar ao longo de uma lamina, devidamente identificada,
uma porgao adequada de amostra, que apds secar é fixado ao calor.

Nos esfregagos corados pela coloragao de Gram é necessario referir a quantidade de
leucocitos em amostras, tais como expetoragao e exsudados. Nos produtos respiratorios é
quantificado as células epiteliais (como numa expetoragao) ou as células bronquicas (como

num aspirado brénquico).

Coloracdo de Gram

A coloragao de Gram é uma coloragao diferencial, isto &, utiliza dois corantes e permite
distinguir grupos de bactérias com base na sua capacidade de retengao desses corantes.

Os corantes utilizados sao o cristal violeta (corante primario) e a fucsina (corante
secundario). Além dos corantes utiliza-se também soluto de lugol (mordente) e dlcool-acetona
(diferenciador).

A natureza quimica da parede celular bacteriana é o fator predominante no resultado

da coloragao de Gram. As bactérias que retém o corante primario devido a maior espessura
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da camada de peptidoglicano designam-se por bactérias Gram positivo e aparecem coradas de
roxo, por outro lado as bactérias que possuem uma menor espessura da camada de
peptidoglicano sao consideradas Gram negativo e coram de rosa devido ao corante secundario

(20).

Coloracdo de Kinyoun

A coloragao de Kinyoun permite a observacao de bacilos acido-alcool resistentes
(B.A.AR), principalmente os do género Micobacterium. Estes microrganismos possuem uma
parede celular com um grande conteudo lipidico, em particular o acido micodlico. A coloragao
de Kinyoun é semelhante a coloragao de Ziehl-Neelsen, no entanto dispensa a utilizagao de
calor (21). Numa amostra positiva para B.A.A.R, estes microrganismos coram de rosa-
escuro/vermelho, enquanto as restantes bactérias presentes na amostra, assim como o fundo

do esfregago, coram de azul.

Coloracdo com azul de lactofenol

A coloragao com azul de lactofenol é utilizada como auxilio na identificagao de fungos
filamentosos apos a cultura. O corante é constituido por trés componentes: fenol (mata
qualquer organismo vivo presente), acido lactico (preserva as estruturas fungicas) e azul de

algodao (cora a quitina da parede celular fungica conferindo-lhe uma tonalidade azul) (22).

7.1.2. Meios de cultura

No SPCL sao utilizados meios de cultura sélidos e liquidos, estes podem ser
classificados em meios seletivos, nao seletivos e diferenciais.
A observagao dos meios semeados permite uma identificagao presuntiva devido as

caracteristicas dos mesmos (Tabela 12).

Tabela 12: Meios utilizados no setor de microbiologia do SPCL e os seus principios (23).

Meio Principio
MEIOS SOLIDOS
Gelose de Columbia + 5% de | Meio de isolamento que facilita o crescimento de
Sangue de Carneiro microrganismos exigentes. A presen¢a de sangue permite a
(COS) distingdo de hemolise.
Gelose Meio seletivo para bactérias de Gram negativo através dos
MacConkey sais biliares e cristal violeta. Bactérias fermentadoras da
lactose originam colonias de cor rosa e o meio muda de cor
(MCK) g

para rosa mais escuro. As que nao fermentam a lactose
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Gelose Chocolate PolyVitexX
(PVX)

Gelose Cistina, Lactose,
Deficiente em Eletrdlitos

(CLED)

Gelose Columbia ANC + 5%
de sangue de carneiro

(CNA)

Gelose Hektoen Enteric Agar
(HE Agar)

Gelose xilina lisina
desoxicolato

(XLD)

Gelose Schaedler +5%de
sangue de carneiro

(SCS)

Gelose Mueller Hinton 2
(MH2)

Gelose Mueller Hinton 2 + 5%
de sangue de carneiro (MHS)

Gelose Sabouraud
Gentamicina Cloranfenicol 2
(SGC2)

Gelose de contacto
(CT)

Haemophilus Chocolate 2 agar
HAE2

originam colonias incolores e o meio muda de cor para
acastanhado.

Meio enriquecido com fatores X (hemina) e V (NAD)
fornecidos pela hemoglobina e pelo PolyViteX. Utilizado no
isolamento de microrganismos fastidiosos tais como:
Haemophilus, Neisseria e Streptococcus pneumoniae.

Meio nao seletivo e diferencial utilizado no isolamento de
microrganismos  urindrios.  Permite  diferenciar  os
microrganismos fermentadores da lactose (colonias amarelas-
palidas e amarelas, por acidificagdio do meio) dos nao
fermentadores da lactose (colonias verdes, azuis ou
incolores).

Meio de isolamento seletivo que permite o desenvolvimento
das bactérias Gram positivo. A presenca de acido nalidixico e
de colistina permite inibir a maioria das bactérias Gram
negativo e bacilos. A presenca de sangue permite a distingao
de hemolise.

Meio para diferenciagdo moderadamente seletivo utilizado
para o isolamento e cultura de microrganismos entéricos
Gram negativo, especialmente para o isolamento de
Salmonella spp. e Shigella spp. em amostras fecais. A
diferenciagao das Enterobacterales baseia-se na sua capacidade
de fermentacio de varios agucares (lactose, sacarose e
salicina). Devido a presenga de sais biliares, é inibido o
crescimento dos microrganismos Gram positivo.

Meio de isolamento seletivo e de diferenciacio destinado a
detecao de Salmonella e Shigella (colénias rosas/vermelhas
com ou sem centro negro) em amostras fecais. Bactérias que
fermentam um dos trés aclcares do meio, formam coldnias
amarelas ou laranjas.

Meio de isolamento para pesquisa das bactérias anaerdbias
estrias e facultativas. A presenca de fatores de crescimento
(extrato de leveduras, hemina e vitamina K3) permitem o
crescimento de espécies mais exigentes. A presenca de um
redutor(L-cistina) e de glucose muito concentrada favorecem
o desenvolvimento das bactérias anaerobias.

Meio utilizado na realizagao do antibiograma por difusao para
bactérias ndo exigentes.

Meio destinado a realizagdo de antibiogramas por difusio para
as bactérias mais fastidiosas, que necessitem de sangue para o
seu crescimento.

E um meio seletivo recomendado para o isolamento das
leveduras e fungos filamentosos a partir de amostras
polimicrobianas. A presenca de peptonas, glucose e pH acido
favorece o desenvolvimento dos fungos. A presenga de
gentamicina e cloranfenicol permitem inibir a maioria das
bactérias Gram negativo e positivo.

Meio utilizado para estabelecer ou rever as técnicas e
programas de controlo microbiologico das superficies.

Meio seletivo para o isolamento de diferentes espécies de
Haemophilus de amostras polimicrobianas.
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Caldo de Gram Negativo (GN)

Meio ureia indol (UI-F)

Caldo Schaedler + vit. K3
(SCHEDKS3 B-T)

Brain Heart Infusion (BHI)

Caldo selenito-F

BACTEC™ Aerdbia Plus/F

BACTEC™ Anaerobia Plus/F

BACTEC™ Peds Plus/F

BACTEC™ MycolF Lytic

7.1.3. Provas Bioquimicas

MEIOS LIQUIDOS

Meio utilizado para detetar nas enterobactérias a presenca de
urease, de triptofano-desaminase e a produgao de indol.

Caldo especialmente adaptado ao crescimento dos
microrganismos anaerobios. O poder redutor e a presenca de
varios fatores de crescimento (hemina, extrato de levedura,
vitamina K3) facilitam o desenvolvimento destes
microrganismos.

Meio liquido de utilizagao geral para o crescimento de uma
grande variedade de bactérias e fungos.

Meio de enriquecimento seletivo para microrganismos
entéricos Gram negativo.

Caldo enriquecido utilizado no isolamento de Salmonella spp.
E algumas espécies de Shigella.

Meio liquido utilizado para cultura e isolamento de bactérias
aerébias e leveduras em amostras bioldgicas (sangue e
liquidos biologicos). Cada frasco contém um sensor quimico
que consegue detetar aumentos de CO; produzidos pelo
crescimento dos microrganismos.

Meio liquido utilizado para cultura e isolamento de bactérias
anaerobias em amostras bioldgicas. Cada frasco contém um
sensor quimico que consegue detetar aumentos de CO,
produzidos pelo crescimento dos microrganismos.

Meio liquido utilizado para cultura e isolamento qualitativo de
microrganismos aerobios (sobretudo bactérias e leveduras)
em amostras biologicas com volume de ImL a 3mL.

Meio liquido Middlebrook 7H9 modificado que funciona como
meio de cultura nao seletivo para cultura e o isolamento
qualitativo de micobactérias em amostras de sangue.

As caracteristicas metabolicas dos microrganismos permitem a realizagao de provas

bioquimicas que proporcionam uma identificagdo presuntiva, contribuindo para o estudo

microbiologico.

No entanto, a utilizagao de algumas destas provas encontra-se em desuso, sendo

apenas realizadas algumas em caso de dlvida, de modo a prosseguir com o estudo

microbiologico.

Tabela 13: Provas bioquimicas utilizadas no setor de microbiologia do SPCL.

Provas bioquimicas

Identificacdao presuntiva
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Prova da oxidase

Prova da catalase

Teste da coagulase

Teste da optoquina

Microrganismos com atividade citocromo oxidase (ex: Pseudomonas)

Distingao entre Staphylococcus spp. (catalase positiva) e Streptococcus
spp. (catalase negativa)

Distingdo entre Staphylococcus coagulase positiva (S. aureus) e
Staphylococcus coagulase negativa

Identificagao de Streptococcus pneumoniae (suscetivel)



7.2. TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos sao efetuados, validados e reportados
de acordo com as normas e orientagoes publicadas pela entidade reguladora EUCAST
(European Comitee on Antimicrobial Susceptibility Testing) e tendo em conta dados
epidemiologicos locais.

No setor de microbiologia do SPCL a maioria dos TSA sao realizados no Vitek® 2
Compac |5 da bioMérieux. Para a realizagio deste teste é efetuada uma suspensio do
microrganismo (proveniente de uma colénia pura) com a densidade recomendada, consoante
o tipo de carta que sera utilizada.

No entanto, pode ser necessario completar o estudo com testes manuais. Estes sao
realizados: quando ha necessidade de estudar antimicrobianos que nao estejam presentes nas
cartas do Vitek® 2 Compac |5; quando nio é possivel obter o TSA pelo método automatico;

e para a detegao de alguns mecanismos de resisténcia.

7.2.1. Testes manuais de determinacao da suscetibilidade a antimicrobianos

Kirby-Bauer (Difusdo em disco)

O método de Kirby-Bauer consiste na preparagao de uma suspensao bacteriana,
proveniente de uma cultura pura, com uma turvagao de 0,5 McFarland para microrganismos
aerodbios e | McFarland para microrganismos anaerébios. A suspensao bacteriana é inoculada
pela técnica de sementeira em tolha em gelose de Muller-Hinton ou, caso se trate de um
microrganismo fastidioso, € utilizada a gelose Mueller-Hinton com 5% de sangue de carneiro.
Sao utilizados discos de papel de filtro impregnados com um agente antimicrobiano de
concentragao conhecida que sao distribuidos pela superficie do meio de forma a permitir a
formacgao de halos de inibigao. Apos o periodo de incubagao a 37°C em atmosfera com 5% de
CO, para aerdbios e incubagao a 37°C em anaerobiose para anaeroébios, os halos sao medidos
e interpretados através das regras da EUCAST. O microrganismo é classificado como
suscetivel, suscetivel com exposicao aumentada ou resistente, relativamente ao
antimicrobiano presente no disco. Permite também a detecao de mecanismos de resisténcia,
através de avaliagao do sinergismo, pela combinagao de dois discos com antimicrobianos

diferentes (24).
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Difusdo em gradiente (E-test®)

Tiras impregnadas com um gradiente conhecido de antimicrobiano sao colocadas a
superficie de um meio de MH2 (aerdbios) ou MHS (anaeroébios e microrganismos fastidiosos),
que é previamente inoculado pela técnica de sementeira em toalha com uma suspensao
bacteriana, proveniente de uma coldénia pura, com uma turvagao de 0,5 McFarland para
microrganismos aerobios e | McFarland para microrganismos anaerébios. Apos o periodo de
incubagao a 37°C em atmosfera com 5% de CO, para aerdbios e incubagao a 37°C em
anaerobiose para anaerdbios, observa-se uma zona de inibicdo com formato elipsoidal e
simétrica dos dois lados da tira. E aferida a concentragio inibitéria minima no ponto de

interse¢do entre a zona de inibigio do crescimento microbiano e a tira de E-test® (24).

7.3. ESTUDOS MICROBIOLOGICOS DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
Urina

O estudo bacteriolégico da urina € o mais frequentemente realizado no setor de
microbiologia. Este estudo é realizado quando ha suspeita de infe¢oes urinarias, que podem
ser classificadas em infe¢oes do trato urinario superior (pielonefrite) ou do trato urinario
inferior (cistite e uretrite). Estas infecoes sao mais frequentes em individuos do sexo feminino.
Estre outros fatores, esta propensao € devida a anatomia do sistema urinario, com uma uretra
mais curta em relagao a uretra do sistema urinario masculino (25).

Devido a proximidade da uretra com a regiao perianal, as infecoes originadas por
bactérias pertencentes a microbiota entérica sao as mais comuns, tornando a infecao por
Escherichia coli a mais frequentemente detetada. No entanto, como a maioria das amostras que
chegam a este setor do IPOCFG sao provenientes de individuos imunodeprimidos,
frequentemente sao identificados agentes patogénicos mais incomuns do que na populagao em
geral, como Proteus, Klebsiella spp. e Pseudomonas aeruginosa.

A principal amostra de urina para analise no laboratorio € a colhida através do jato
intermédio. Porém, pode ser colhida através de cateter, pungao suprapubica ou por drenagem
de nefrostomia. O acondicionamento e transporte da amostra € realizado num contentor
estéril, devidamente identificado, e caso seja colhida pelo doente, este deve ser devidamente
informado da forma mais correta de a efetuar.

No processamento desta amostra é realizado a sumaria de urina tipo Il, que consiste
na leitura de tiras de testes no leitor (Tabela |1) onde se determina a densidade, glicose,
proteinas, corpos cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio, nitritos, leucécitos e eritrocitos, é
também acrescentado o aspeto macroscopico (cor e turvagao)(26). Seguidamente é feita a
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observagao microscopica do sedimento urinario, onde é observada a presenca de células
(eritrocitos, leucdcitos, células epiteliais), bactérias, leveduras, cilindros e cristais se existirem.

Para o estudo bacterioldgico, sao realizadas sementeiras quantitativas (por estria
central com esgotamento utilizando uma ansa de | pL) nos meios de cultura CLED (onde é
feita a contagem de coldnias), MCK (onde é feita a identificagao para bacilos Gram negativos)
e CNA (onde podem ser observadas bactérias Gram positivas e leveduras). Os meios sao
incubados a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. A valorizagao das estirpes bacterianas é
realizada consoante o nimero de colonias, informagao disponibilizada pela sumaria de urina e

sedimento urinario, método de colheita e informagao clinica do individuo.

Fezes

As infegoes gastrointestinais podem ser originadas por diversos agentes patogénicos
como bactérias, parasitas ou virus.

As amostras de fezes sao colhidas para um contentor estéril. No caso da amostra ser
colhida na instituigao, a mesma deve ser transportada o mais rapidamente possivel para o
laboratdrio, enquanto se a amostra for colhida pelo utente em ambulatério é recomendado
que a amostra seja conservada no frigorifico até ao transporte para o laboratorio.

O processamento da amostra comega com a observagao do aspeto macroscopico
onde é avaliada a cor, consisténcia, presenga de sangue, muco ou parasitas.

No estudo bacteriologico das fezes é efetuada a pesquisa principalmente de Salmonella
spp. e Shigella spp.. A amostra é semeada nos meios de cultura solidos Hektoen e XLD e nos
meios de enriquecimento Caldo de selenito e Caldo de Gram negativo (posteriormente sao
replicados para os meios sélidos). Apés o periodo de incubagao a 37°C em atmosfera com
5% de CO,, sao valorizadas as colonias nao fermentadoras da lactose que poderao ser
Salmonella spp. e/ou Shigella spp..

No estudo parasitoldgico € efetuado o método de Ritchie em trés amostras colhidas
em dias diferentes. Posteriormente é feita a observagao microscopica para a pesquisa de
quistos, ovos e/ou formas adultas de parasitas.

Devido a dificuldade de crescimento ou de observagao de alguns microrganismos sao
realizados testes imunocromatograficos para a pesquisa de Campylobacter spp, Criptosporidirum

parvum, Giardia lamblia e Clostridioides difficile (Toxina A e B).
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Sangue

O sangue é considerado um produto biologico estéril, assim torna-se imprescindivel
que a colheita seja realizada em condigoes de assepsia de forma a evitar contaminagoes com
outros microrganismos que nao aqueles que estao a causar infegao (tais como: Staphylococcus
coagulase negativa pertencente a microbiota da pele). Esta colheita é efetuada
preferencialmente antes do inicio da antibioterapia e com inoculagao de volumes adequados
nos frascos de hemocultura (Tabela 12).

Neste setor, a detegao de microrganismos no sangue é realizada num sistema
automatizado (Tabelal2) que permite uma incubagao a 37°C com monitorizagao continua das
hemoculturas e assim detegao de culturas positivas. As hemoculturas incubam durante um
periodo maximo variavel consoante a garrafa, microrganismo suspeito ou até ser detetado
crescimento por fluorimetria (hemocultura positiva). Apds o periodo de incubagao de sete
dias para bactérias, 14 dias para fungos e 42 dias para micobactérias, caso nao se verifique o
desenvolvimento de microrganismos, as hemoculturas sao dadas como negativas.

Quando surge uma hemocultura positiva, é efetuado um esfregago corado pela
coloragao de Gram a partir da garrafa de hemocultura, e é inoculada em COS e incubada a
37°C em atmosfera com 5% de CO, de 24 a 48 horas.

A observagao microscépica do esfregago proporciona uma identificagao presuntiva do
microrganismo presente. Esta informagao deve ser transmitida ao clinico o mais rapidamente
possivel de forma a orientar a terapéutica.

Posteriormente é efetuada uma identificagao definitiva do microrganismo e realizado

o TSA sempre que clinicamente relevante.

Secrecoes respiratorias (expetoracdo, lavados, escovados e aspirados brénquicos)

O trato respiratorio é dividido em duas partes. O trato respiratorio superior que
possui uma flora bacteriana diversa e o trato respiratorio inferior que nao possui flora
bacteriana. Assim, embora uma amostra de expetoracao seja relativamente facil de obter, esta
frequentemente sofre contaminagoes durante a colheita com flora da orofaringe.

As amostras de expetoragao podem ser colhidas pelo utente, desde que devidamente
instruido a colher uma amostra de qualidade e representativa do trato respiratorio inferior.
Caso o utente nao consiga efetuar devidamente a colheita sera necessario a intervengao de
profissionais de saude, assim como se for necessario recolher outro tipo de amostras do trato

respiratério inferior como os lavados, escovados e aspirados bronquicos
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O numero total de amostras colhidas e enviadas para o laboratério difere consoante
o estudo microbiologico que se pretende realizar. Para a pesquisa de Mycobacteirum
tuberculosis sao necessarias trés amostras de expetoragao colhidas em dias diferentes.

Antes do processamento destas amostras, € importante classificar o aspeto
macroscopico da expetoragao (como exemplo: amostra hemoptoica, aspeto purulento, aspeto
de saliva).

Posteriormente, para a expetoracao é realizado um esfregago geralmente pela técnica
de esmagamento corado pela coloragao de Gram e para os lavados, escovados e aspirados
bronquicos devem ser centrifugados e realizado o esfregaco do sedimento corado pela
coloracao de Gram.

A observagao microscépica do esfregago permite a avaliagao de elementos celulares e
de flora presentes. A qualidade da amostra é avaliada segundo os critérios de Murray e

Washington (Tabela 14). ldealmente a mostra devera cumprir os parametros do grupo 5.

Tabela 14: Sistema de avaliagao de qualidade de amostra segundo critérios de
Murray e Washington. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Células epiteliais por Leucocitos por
campo (objetiva 10x) | campo (objetiva 10x)
Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

E realizada a inoculacio destas amostras em COS, PVX, HAE2 e SGC2 e incubam a
37°C em atmosfera com 5% de CO, durante 24 a 48 horas. Se houver suspeita de fungos
filamentosos, a incubacgao deve ser a 30°C até 30 dias.

Caso haja contaminagao como flora do trato respiratério superior, ha crescimento de
microbiota da orofaringe nos meios de cultura o que dificulta a detegao e isolamento do agente
patolégico. Uma nova amostra podera ser pedida sempre que necessario (se existirem duvidas
na valorizagao e validagao de um microrganismo isolado).

Para a pesquisa de bacilos acido-alcool resistentes é realizada um esfregaco corado
pela coloragao de Kinyoun. A observagao microscopica para a detecao de B.A.A.R deve ser
minuciosa devido a dificuldade de observacio destes bacilos. No entanto, um exame
microscopico negativo nao implica que o individuo nao se encontre infetado e devera ser feito

um estudo micobacteriologico.
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Tabela 15: Interpretagio de um esfregago corado pela coloragao de Kinyoun para pesquisa de B.A.A.R (Fonte
SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Numero de B.A.A.R observados

(100X) Interpretacao
0 Negativo
1-2/300 campo Duvidoso (confirmar)
1-9/100 campo 1+
1-9/10 campo 2+
1-9/campo 3+
>9/campo 4+

Neste setor pode ser feita a pesquisa de Mycobacterium tuberculosis por biologia
molecular pela técnica de PCR em tempo real no equipamento GeneXpert® da Cepheid. De

seguida, a amostra é enviada para o CHUC para exame cultural.

Exsudados purulentos (superficiais e brofundos)

Os exsudados purulentos sao divididos em superficiais e profundos consoante o local
anatomico da colheita. A forma mais adequada de colher esta amostra e de a transportar
depende do local anatomico da colheita, bem como dos microrganismos suspeitos (aerobios
ou anaerobios). Na colheita destas amostras é necessario proceder de forma correta de modo
a evitar contaminagao com a microbiota da pele.

As amostras de exsudado superficial sao colhidas com recurso a zaragatoa com meio
de transporte de Amies ou Stuart.

As amostras de exsudado profundo sao colhidas para contentor estéril ou com agulha
e seringa de modo a obter-se uma amostra mais representativa. Na suspeita de bactérias
anaerobias, as amostras devem ser transportadas em frasco de Portagerme'ou colhidas para
seringa capsulada.

No processamento destas amostras é efetuado um esfregago corado pela coloragao
de Gram. E feita a inoculagao em COS, PVX e SGC2 e incubadas na 37°C em atmosfera com
5% de CO, durante 24 a 48 horas. Para pesquisa de anaerobios, caso seja possivel tendo em
conta o meio de transporte, a amostra é inoculada em SCS e incuba em anaerobiose a 37°C
até 5 dias.

Na valorizagao das culturas é necessario distinguir entre colonias da microbiota da pele

e os agentes patogénicos que podem estar a provocar infegao.
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Exsudados vaginais

Uma mulher em idade fértil possui uma flora vaginal abundante, constituida sobretudo
por Lactobacillus spp.. Estes bacilos originam um pH vaginal relativamente acido que impedem
a proliferagao de outros microrganismos da flora que poderao provocar infegao.

A andlise de rotina desta amostra engloba a analise citobacterioldgica, micologica e
parasitoldgica. A colheita é realizada com zaragatoa com meio de transporte de Amies ou
Stuart e deve ser mantida a 37°C para viabilizar a observagao de parasitas moveis, tais como
Trichomonas vaginalis. Para pesquisa de Neisseria gonorrhoeae, a amostra deve ser colhida em
zaragatoa de Rayon ou com carvao ativado para neutralizar o efeito toxico das fibras de
algodao da zaragatoa.

No processamento € realizado um esfregago corado pela coloragao de Gram, onde é
observado a presenga de leucocitos, células epiteliais, flora microbiana, possiveis agentes
patogénicos e clue cells. E realizado um exame a fresco com soro fisiologico para pesquisa de
trofozoitos de Thichomonas vaginalis. E feita a inoculagio em COS, PVX e SGC2 e incuba a
37°C em atmosfera com 5% de CO, durante 24 horas.

A valorizagao dos microrganismos é realizada tendo em conta a informagao clinica.
Caso sejam identificados microrganismos, sao realizados testes de suscetibilidade aos

antimicrobianos.

Liquidos biolégicos serosos (Liquido pleural e liquido peritoneal)

Os liquidos biologicos serosos sao usualmente estéreis, por este motivo qualquer
microrganismo neles identificados é valorizavel.

Estas amostras sao colhidas para um contentor estéril ou para frasco Portagerme' se
suspeita de bactérias anaerobias.

No processamento destas amostras comega- se por avaliar o aspeto macroscopico
como: cor, turvagao, presenca de sangue ou pus. Para a observagao microscépica,
preferencialmente é realizada uma centrifugagao e posteriormente um esfregaco do sedimento
corado pela coloragao de Gram.

A amostra de liquido pleural é inoculada por inundagao em COS, PVX e SGC2 e
incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO, durante 24 a 48 horas. E também inoculado
o meio liquido BHI que incuba durante 72 horas, no entanto caso apresente turvagao durante
a incubacao é realizado um esfregago e é repicado para COS e PVX.

A amostra de liquido peritoneal € inoculada por inundagao em COS, CLED e SGC2 e

é também inoculado produto em Caldo de carne e incuba a 37°C em atmosfera com 5% de

51



CO, durante 24 a 48 horas. Se suspeita de anaerobios é inoculada em SCS e KV 37°C em

anaerobiose até 5 dias.

Biépsias e fragmentos de tecidos

O estudo microbiologico realizado numa biopsia gastrica consiste na pesquisa de
Helicobacter pylori. Esta bactéria consegue sobreviver ao pH acido do estomago e crescer na
mucosa gastrica. Esta associada a gastrite crénica do tipo B, usualmente nao da sintomatologia
e esta envolvida na patogénese da Ulcera duodenal e da ulcera gastrica. Encontra-se também
associada ao desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico e raramente ao desenvolvimento
de linfoma das células B da mucosa gastrica. O Helicobacter pylori € um bacilo em espiral Gram
negativo, flagelado e urease positivo o que auxilia a sua identificagao (27).

A colheita desta amostra é realizada exclusivamente por um médico gastrenterologista,
através de uma endoscopia digestiva, onde € inserido o endoscopio e feitas biopsias do corpo
e antro gastrico.

As amostras sao colocadas em meio de transporte especifico (Portagerm pylori) e
enviada para o INSA, para estudo bacteriologico e eventual teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, em caso de resultado positivo.

Sao também recebidas no laboratério biopsias provenientes de outros tecidos para

estudo microbiologico.

Liquido cefalorraquidiano (LCR)

A infecao do Sistema Nervoso Central é considerada uma emergéncia médica, pelo
que o diagnostico e implementagao de terapéutica antimicrobiana devem ser realizados o mais
rapidamente possivel. Por este motivo, o LCR requer um transporte e processamento
imediato. A colheita é feita por pungao lombar pelo médico, para um contentor estéril.

Primeiramente deve ser avaliado o aspeto macroscépico do LCR como: cor, turvagao
e presenca de sangue. Para a observagao microscopica, preferencialmente é realizada uma
centrifugacao e posteriormente um esfregaco do sedimento corado pela coloragao de Gram.
E avaliado a presenca de leucécitos e microrganismos.

E inoculado por inundagio em COS e PVX e incuba a 37°C em atmosfera com 5% de
CO,; durante 48 a 72 horas, com avaliagao diaria, e inoculado em SGC2 que incuba a 30°C
durante 4 semanas. E também inoculado no meio liquido de enriquecimento BHI, que incuba
a 37°C em atmosfera com 5% de CO, e caso apresente turvagao é realizado um esfregago e

é repicado para COS e PVX.
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Se for solicitado pelo clinico o teste Multiplex, um teste de biologia molecular para
detecao de varios microrganismos em simultaneo (tais como: virus, bactérias e fungos mais

frequentes e/ou patogénicos) a amostra de LCR é enviada para o CHUC.

Ponta de cateter

Em doentes oncoldgicos € crucial que haja um acesso venoso estavel que é utilizado
para diversos procedimentos, incluindo quimioterapia e administragao de antibiéticos. De
modo a permitir este acesso é implementado a estes doentes um cateter venoso central ou
periférico de longa duragao. Esta implementagao pode acarretar varias complicagoes como
hemorragias, arritmia cardiaca, tromboses e infegoes (28). Assim, é essencial monitorizar os
cateteres como possivel fonte de infe¢ao, pois a sua colonizagao por microrganismos pode
resultar numa infegao localizada ou numa septicémia.

Apos a sua remogao, corta-se um segmento com cerca de 5 centimetros a partir da
ponta terminal, que é colocado num contentor estéril e enviado para o laboratorio.
Simultaneamente é colhida amostra para hemocultura, cujo resultado é correlacionado com
os obtidos para a ponta do cateter.

No processamento desta amostra é efetuada uma sementeira semi-quantitativa com
rolamento da ponta do cateter na superficie de uma placa de COS, que incuba a 37°C em
atmosfera com 5% de CO, durante 24 horas. A ponta de cateter é colocada em meio de
enriquecimento BHI e incuba nas mesmas condigoes. Caso haja turvagao do meio é realizado
um esfregago corado pela coloragao de Gram e inoculagao em COS que incuba a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,. Sao valorizadas culturas provenientes do cateter em simultaneo

com os resultados das hemoculturas.

Estudo Micolégico

As micoses sao provocadas por fungos leveduriformes ou filamentosos e clinicamente,
estas infegoes podem ser classificadas em superficiais (cutaneas), subcutaneas, sistémicas ou
oportunistas (29).

Os individuos imunocomprometidos sao mais suscetiveis a desenvolver infegoes
devido a fungos oportunistas que usualmente pertencem a flora microbiana do individuo ou
que usualmente nao sao considerados patogénicos para um individuo nao
imunocomprometido (29).

Para a identificagao do fungo que esta a originar infecao, devem ser colhidas amostras

de forma correta consoante o tipo de micose. No processamento destas amostras, € realizado
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o exame direto a fresco entre lamina e lamela com adicao de uma solugao de KOH, cuja
percentagem varia consoante o tipo de tecido. A solugao de KOH destréi a queratina do
tecido, permitindo a observagao das estruturas fungicas. Para o exame cultural, é realizada a
inoculagao da amostra em placas de SGC2 que incubam a diferentes temperaturas consoante
o tipo de fungo suspeito (25°C, 30°C ou 37°C).

E realizada a observagio das placas periodicamente, onde é avaliada a presenca de
crescimento de fungos relevantes e ao fim de | més de incubagao, caso nao haja crescimento
dos mesmos o resultado é dado como negativo.

Para um fungo ser considerado relevante é necessario que o mesmo fungo cresga nas
duas geloses SGC2 sujeitas as mesmas condi¢oes. Caso isso nao aconteca e sé haja
crescimento numa das geloses ou haja crescimento de diversos fungos a amostra € considerada
contaminada com fungos ambientais.

A identificagao dos fungos € realizada pela observagao das caracteristicas morfologicas
das coldnias. Para fungos filamentosos, macroscopicamente é avaliada (frente e verso)
pigmentagao, textura/aspeto, micélio (aéreos ou rasteiros), temperatura e tempo de
crescimento. Para a observagao microscopicas do fungo é preparada uma lamina utilizando a
técnica da fita-cola com azul de lactofenol. Microscopicamente sao observadas hifas
(asseptadas ou septadas) e estruturas reprodutoras.

Para fungos leveduriformes, macroscopicamente é observada a cor (tal como:
branco/bege ou rosa/salmao) e textura (lisa, rugosa, brilhante, baga, cremosa, seca, bordo
regular ou irregular). Microscopicamente, os fungos leveduriformes se estiverem presentes na
amostra sao facilmente detetados pela coloragao de Gram, onde sio observadas células
vegetativas, blastosporos, pseudofilamentos, artrosporos e filamentos verdadeiros.

Apos a identificagao de leveduras, caso se verifique clinicamente relevante, é realizado

o teste de suscetibilidade a antimicrobianos.

Controlo microbiolégico da farmdcia

Na farmacia hospitalar do IPOCFG é efetuada a preparagao de citostaticos utilizados
nos tratamentos dos doentes. Por este motivo € essencial que a sala se mantenha estéril. De
forma a controlar a assepsia é fundamental realizar periodicamente o controlo microbiolégicos

dos locais de preparacao e dos técnicos.
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Controlo de qualidade microbiolégico dos endoscopios e broncofibroscépios

Este controlo de qualidade é realizado de acordo com as normas da ESGE-ESGENA
2007 com adaptacao a realidade do SPCL do IPOCFG.

E realizado o estudo microbiolégico ao liquido de passagem pelos canais de trabalho
dos endoscépios e broncofibroscépios, e a agua de enxaguamento final das maquinas utilizadas

NoO seu reprocessamento.

7.4. CASO CLINICO

Homem de 59 anos, seguido no IPOCFG por carcinoma urotelial metestizado, com
nefrostomia bilateral funcional, foi internado no dia 24/04/2023 para realizacao de cistectomia
radical. A entrada, encontrava-se febril, com temperatura maxima de 38,6°C e com queixas
de dor na regiao perianal.

Ao exame objetivo, realizado pelo médico assistente, apresentava edema escrotal e
peniano com rubor e calor local, dor ao toque e exsudado uretral purulento abundante.

Foram pedidos varios exames complementares de diagndstico e o doente foi medicado
empiricamente com Ceftriaxone.

Neste relatorio é apresentado os resultados dos parametros considerados relevantes

para este diagnostico (Tabela 16).

Tabela 16: Resultados das analises laboratoriais (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Parametros Resultados Valorﬂe S c!e Unidades
referéncia

Leucocitos 10,4 40-11,0 103/uL
Neutrofilos 8,4 (81%) 1,8-7,0 103/uL
Linfocitos 1,0 (9,5%) 1,0-5,0 103/uL
Monacitos 1,0 (9,2%) 0,1 —1,2 103/uL
Eosinodfilos 0,0 (0,0%) 0,0-0,6 103/uL
Basofilos 0,3 (0,0%) 0,0-10,2 103/uL
PCR (ultra-sensivel) 12,9 <=0,30 mg/dL
Procalcitonina 0,33 <=0,50 mg/dL

Para a pesquisa de agente infecioso, foram colhidos dois frascos de hemocultura, urina
das nefrostomias direita e esquerda e realizada a colheita de exsudado ureteral com zaragatoa.
As amostras foram enviadas o mais rapidamente possivel ao laboratério e processadas como

descrito anteriormente.
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Resultados do estudo microbiolégico

Hemoculturas
|* amostra (aerobiose) — negativo apos periodo de incubagao (7dias)

2% amostra (aerobiose) — negativo ap6s periodo de incubagao (7dias)

Urina da nefrostomia direita e esquerda
Foi realizado a sumaria de urina, observagao do sedimento urinario (Tabela 17) e

efetuada a urocultura.

e Sumaria de urina tipo Il e Sedimento urinario

Tabela 17: Resultados da sumaria de urina e do sedimento urinario realizados a urina das nefrostomias direita
e esquerda. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Urina Urina Valores de
Parametros Nefrostomia Nefrostomia P Unidades
Esquerda Direita referéncia
SUMARIA DE URINA

Densidade 1,025 1,025 1,016 - 1,022 -

pH 5,5 5,5 48-74 -

Leucocitos 500/uL 500/uL - -

Nitritos Positivo Positivo - -
Proteinas 30 100 0-10 mg/dL
Glucose Normal Normal 0-30 mg/dI
cect(c)ir:;::,:)s 15 15 0-5 mg/dL
Urobilinogénio 2 4 0-1 mg/dL
Bilirrubina Negativo Negativo 0,0-10,2 mg/dL
Eritrécitos 50/ pL 300/pL 0-5 mg/dL

Cor Amarelo Amarelo - -

Aspeto Turvo Turvo - -

SEDIMENTO URINARIO

e?)?tl::llii?s Raras Raras - -

Eritrécitos 5 — 10/campo 5 — 10/campo - -

Leucécitos >20/campo >20/campo - -

Bactérias Algumas Algumas - -
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e Exame cultural

Apods a obtengao de colonias puras dos microrganismos considerados relevantes,

constatou-se a presenga de dois microrganismos patogénicos, ambos com contagem

>|0°UFC/mL (Figuras 5 e 6)

=

Figura 5: Placa de COS com col6nias Figura 6: Placa de CLED com colénias
puras de bactérias Gram positiva [- puras de bactérias Gram negativa. (Fonte
hemolitica. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.). SPCL IPOCFG, E.P.E.).

No Vitek® 2 Compac 15 da bioMérieux a bactéria Gram positiva B-hemolitica foi
identificada como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a bactéria Gram

negativa foi identificada como Raoultella planticola.

Exsudado uretral

e Exame microscopico

No exame parasitologico a fresco nao se observaram formas parasitarias.
A observagio do esfregaco com coloragao de Gram evidenciou: Frequentes leucocitos

polimorfonucleares, frequentes cocos Gram positivo e bacilos Gram negativo (Figura 7).

Figura 7: Observacao de esfregaco com coloragao de Gram. (Fonte SPCL
IPOCFG, E.P.E).
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e Exame cultural

Apos a obtengao de coldnias puras dos microrganismos considerados relevantes,

constatou-se a presenca de dois microrganismos patogénicos.

Figura 8: Placa de COS com colonias Figura 9: Placa de CLED com colénias
puras de bactérias Gram positiva B- puras de bactérias Gram negativa.
hemolitica.(Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.). (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

No Vitek® 2 Compac |5 da bioMérieux a bactéria Gram positiva -hemolitica foi
identificada como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a bactéria Gram

negativa foi identificada como Raoultella planticola.

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Foi realizado o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos para estes dois
microrganismos, onde se verificou que a suscetibilidade é igual para os encontrados nas duas

amostras (Tabela 18).

Tabela 18: Resultados do teste de suscetibilidade a antimicrobianos ao MRSA e a Raoutella planticola;
R-Resistente, S-Suscetivel, |- Intermédio. (Fonte SPCL IPOCFG, E.P.E.).

Antimicrobiano MRSA Raoutella planticola
Amoxicilina R R
Amoxicilina/Acido R s

clavulanico

Ceftriaxona R -
Ciprofloxacina I S
Gentamicina S S
Piperocilina/Tazobactam R S
Trimetoprim/Sulfametoxazol S S
Vancomicina S -
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Conclusdo

Tendo em conta os resultados obtidos, constatou-se que este doente apresenta uma
infecdo do trato urindrio por dois microrganismos patogénicos diferentes: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e Raoultella planticola, em que ambos se encontram na
uretra e na urina das nefrostomias bilateralmente.

Staphylococcus aureus é responsavel por inumeras infegoes, variando de relativamente
leves a potencialmente fatais, isto é determinado pela viruléncia da estirpe, pela quantidade de
inoculo e pela condicao do sistema imunolégico do hospedeiro. Este microrganismo
patogénico, esta presente em infegcoes da comunidade, também é responsavel por infe¢coes
associadas aos cuidados de saude. O aumento da resisténcia aos antimicrobianos tem se
revelado um problema de saude publica (30). O MRSA é um microrganismo de notificagao
obrigatoria para o SINAVE, pois apresenta um risco epidemioldgico.

Raoultella planticola tem como habitat natural o solo, a4gua e ambientes aquaticos. Este
microrganismo & uma fonte rara de infecao, no entanto tem sido considerado como um
importante agente patogénico emergente. A cistite € a infecio mais comum associada a R.
planticola, mas este microrganismo pode originar infe¢des como prostatite, pneumonia e
celulite (31).

Para estes dois microrganismos foi clinicamente relevante efetuar o teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos. Como se pode constatar pelos resultados indicados
anteriormente, o MRSA ¢ resistente a Ceftriaxona, o antimicrobiano que foi inicialmente
prescrito empiricamente. Tendo em conta os resultados do estudo microbiolégico
proporcionados pelo laboratério, o médico assistente alterou a terapéutica para
Trimetoprim/Sulfametoxazol, pois ambos os microrganismos responsaveis pela infegao sao

suscetiveis a estes antimicrobianos.

8. CONCLUSAO

A realizagdo do estagio integrado no Mestrado em Analises Clinicas permitiu-me
consolidar e aperfeicoar competéncias adquiridas ao longo das unidades curriculares do
mestrado, bem como a aquisi¢ao de outras que me serao Uteis no mercado de trabalho.

Durante este periodo integrei na rotina dos diversos setores do SPCL do IPOCFG,
onde tive a oportunidade de processar e manipular diferentes produtos biologicos e contactar
com o ambiente de um laboratorio de andlises clinicas a nivel hospitalar. Sendo o IPOCFG um
hospital especializado no diagndstico, tratamento e monotorizagao de doentes oncoldgicos,

permitiu familiarizar-me com as andlises associadas com estes géneros de patologias.
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