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I. Resumo

O documento pretende abordar de forma estruturada, todos os aspectos inerentes a
realizagao do estagio curricular em analises clinicas no ambito do Mestrado em Andlises
Clinicas. O estagio decorreu no Servigo Sangue e Medicina Transfusional do Centro
Hospitalar Universitario de Coimbra.

Pretende elucidar sobre aspectos técnico-cientificos, realgando a importancia da
aplicagao dos conhecimentos tedricos nas diversas situagoes practicas que surgem

diariamente nas rotinas laboratoriais.

Abstract

The document addresses, in a structured way, all the aspects concerning the internship in
clinical analysis, held in the framework of the master’s degree in Clinical Analysis. The
internship held on Blood Bank and Transfusional Medicine of Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra.

It elucidates technical and scientific aspects, enhancing the importance of theoretical

knowledge application on practical situations that occurs daily in a laboratory.
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2. Abreviaturas

Ac- anticorpo

AcHBc- Anticorpo da capside do virus da hepatite B
AcHBs- Anticorpo para o antigénio de superficie do virus da hepatite B
AcHBe- Anticorpo da proteina soltvel do virus da hepatite B
Ag- Antigénio

AgHBc- Antigénio do core do virus da hepatite B

AgHBe- Antigénio da proteina soltvel do virus da hepatite B
AgHBs- Antigénio de superficie viral do virus da hepatite B
AHAI- Anemia hemolitica auto-imune

BCP- Basal core promotor

c¢DNA- acido desoxirribonucleico complementar

CE- Concentrado de eritrocitos

CHCM- Concentragao de hemoglobina corpuscular média
CHUC- Centro Hospitalar Universitario de Coimbra

ClI- Controlo interno

CQE- Controlo de qualidade externo

CMV- Citomegalovirus

CPD- citrato-fosfato-dextrose

DHRN- Doenga hemolitica do recém-nascido

ddNTP - didesoxinucledtideo trifosfato

DNA- acido desoxiribonucleico

EIA- Imunoenzimaticas

ELISA- Enzyme Linked Immunosorbent Assay

HAV- Virus da hepatite A

Hb- Hemoglobina

HBV- Virus da hepatite B
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HCV- Virus da hepatite C
HCM- Hemoglobina corpuscular média
HDV- Virus da hepatite D
HEV- Virus da hepatite E
HIV- Virus da Imunodeficiéncia Humana
Ht- Hematocrito
HTLV- Virus Humano da Leucemia das Células T
HVR- Regiao hipervariavel
Ig- Imunoglobulina
IL- Interleucina
IPST- Instituto Portugués do Sangue e Transplantagao
ISO- International Organization for Standardization
PAI- Pesquisa de anticorpos irregulares
PCQEI- Programa Controlo de Qualidade Externo Imunohematologia
PCR- Polimerase chain reaction
PLT- Plaquetas
RBC- Eritrocitos
RLUs- Unidades relativas de luz
RNA- acido ribonucleico
SAGM- sddio, adenina, glicose e manitol
SSMT- Servigo de Sangue e Medicina Transfusional
TAD- Teste antiglobulina directa
TAI- Teste antiglobulina indirecta
TAN- Nucleic acid test
TMA- Transcription Mediated Amplification
UK NEQAS- UK National External Quality Assessment Service for Microbiology
VCM- Volume corpuscular médio

WBC- Leucocitos totais
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3. Introducao

A conclusao do Mestrado em Analises Clinicas implica a frequéncia obrigatoria de um
estagio em Laboratérios de elevada qualidade técnica e cientifica.

O estagio é de extrema importancia na formagao e desenvolvimento do analista
clinico, uma vez que permite a ligagao dos conhecimentos tedricos adquiridos na faculdade
com situagoes praticas da rotina diaria de um Laboratorio. Constitui o primeiro contacto do
futuro analista clinico com a realidade de um Laboratorio, com a respectiva organizagao de
trabalho, sistemas da garantia de qualidade, as questoes de seguranga no Laboratorio, assim
como a capacidade de resolugao de situagoes imprevistas.

O estagio decorreu entre Outubro e Julho de 2013, no Laboratério do Servico de
Sangue e Medicina Transfusional (SSMT) do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra-
Polo HUC sob a orientagao do Director do Servigo Dr. Jorge Tomaz.

O presente documento tem como objectivo descrever de forma sucinta, todas as
tarefas realizadas e conhecimentos adquiridos nas valéncias de Imunohematologia e

Virologia, e aproveito para enfatizar a importancia da dadiva de sangue.

4. Organizacao e Gestao do Laboratoério

4.1. Caracterizacédo do Laboratério

A historia do Laboratorio prende-se com a historia do hospital uma vez que é um
servico de vital importancia. O SSMT tem esta denominagao uma vez que tem colheita a
dadores e disponibiliza componentes sanguineos. O objectivo deste servico € ser
reconhecido por estar sempre na vanguarda da qualidade e seguranga transfusional.

Encontra-se em processo de certificagao de acordo com a Norma ISO 9001 de 2008.

4.2. Localizacdo e Hordario de Funcionamento

O SSMT localiza-se no rés-do-chao do Polo Hospitais da Universidade de Coimbra,
sito na Praceta Carlos Mota Pinto 3030 Coimbra.

O Laboratério funciona de forma ininterrupta, uma vez que tem um servico de
urgéncia que assegura todos os pedidos transfusionais. O horario para atendimento a
dadores é de segunda a sexta-feira das 9.00 as 13.00 e das 14.00 as 17.00. Aos fins-de-

semana e feriados o horario € das 9.00 as 13.00 e das 14.00 as 16.00.
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Para a recepgao de amostras com pedidos de rotina, como os marcadores virais,
quantificagao das cargas virais, determinagao do grupo sanguineo entre outras, a recepgao €
efectuada até as 14.00. Pedidos devidamente justificados sao recepcionados a qualquer hora
e efectuados, como por exemplo os marcadores virais dos acidentes de trabalho e pedidos

de componentes sanguineos.

4.3.Recursos Humanos

O bom funcionamento do Laboratério depende da competéncia do seu quadro
profissional. A equipa que integra o SSMT é multidisciplinar e estao obrigados a cumprir
criteriosamente os procedimentos em vigor no Laboratério uma vez que se encontra em
Processo de Certificagao.

A direcgao do servigo esta a cargo do Dr. Jorge Tomaz, e conta com a colaboragao
de uma vasta equipa nomeadamente: médicos especialistas em Imunohematologia,
farmacéuticos, técnicos de analises clinicas, assistentes sociais, enfermeiros, administrativos e

assistentes operacionais.

4.4. Organizacdo do Laboratério

O Laboratério subdivide-se em diversos sectores que apesar de se encontrarem
interligados funcionam de forma autonoma, cada sector tem um responsavel que valida
apenas os seus resultados.

Possui uma sala de atendimento a dadores onde estes preenchem os inquéritos e
onde tomam pequenas refeicoes pos dadiva. Possui uma secretaria onde ocorrem diversos
processos administrativos como introdugao de dadores no sistema informatico, envio das
analises aos dadores, etc.

A promocgao da dadiva funciona no mesmo espago fisico, e o responsavel trata de
toda a burocracia inerente a promogao da dadiva assim como agenda as diversas colheitas
em unidade movel.

Existe um gabinete médico onde é feita a consulta a dadores, s6 apds a aprovagao
médica o dador segue para a sala de colheitas. Nesta sala é efectuada a colheita de sangue,
dispoe de um carro de emergéncia devidamente equipado caso haja alguma ocorréncia.

O Laboratério de Imunohematologia divide-se em Imunohematologia doentes e
dadores. Enquanto que o primeiro é responsavel pelas analises realizadas a doentes, como
por exemplo classificagao do grupo sanguineo, teste antiglobulina directo, entre muitas

outras. O segundo é responsavel pelas analises efectuadas a dadores, como por exemplo

9
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fenotipo Rh, classificagao do grupo sanguineo, pesquisa de anticorpos irregulares. A
execugao dos hemogramas fica também a cargo deste Laboratorio.

O Laboratorio de Virologia é responsavel por todas as analises de virologia realizadas
a doentes e a dadores, quer seja por técnicas de quimioluminiscéncia ou por técnicas ELISA.

O Laboratorio de Biologia Molecular doentes realiza uma série de analises tendo por
base os acidos nucleicos dos virus. Sao pesquisados RNA do virus HEV, HCV, HDV e DNA
do HBV.

O Laboratorio de Biologia Molecular Imunohematologia € um projecto a realizar num
curto prazo.

O Laboratério de Separagao e Produgao de Componentes é responsavel pelo
processamento das unidades colhidas aos dadores, respectiva rotulagem e controlo de
qualidade.

O Laboratério de Urgéncia assegura que todos os pedidos de componentes sejam
satisfeitos. E neste Laboratério que se efectuam todos os testes pré-transfusionais.

O SSMT dispoe de uma biblioteca onde ocorrem as reunides do servigo. Ha ainda
uma sala de despejos, onde os assistentes operacionais acondicionam os residuos liquidos e
onde preparam o material para enviar para a esterilizagao. As instalagoes sanitarias sao duas

para os funcionarios e uma para os dadores.

4.5. Sistema Informatico
O SSMT dispoe de dois softwares distintos o SIBAS onde sao introduzidos todos os
pedidos de componentes sanguineos e todos os dadores que realizaram dadiva. No

ANASIBAS sao introduzidas todas as outras analises que se fazem no servigo.

4.6. Gestao de Residuos

O SSMT acondiciona devidamente os residuos produzidos e é uma empresa
contratada pelo hospital que esta encarregue pela recolha dos residuos. O Despacho 242/96
de |13 de Agosto distingue os tipos de residuos nao perigosos (Grupos | e Il) e perigosos
(Grupos lll e IV), bem como os requisitos aplicaveis a cada um.!" Os residuos equiparados a
urbanos e os hospitalares nao perigosos sao colocados em contentores com saco preto e
sao tratados como residuos urbanos. Os residuos hospitalares de risco biologico sao
colocados em contentores amarelos com o simbolo de risco bioldgico, e devem ser
armazenados em local proprio até ser feita a recolha. Estes contentores devem estar no

local onde os residuos se produzem diminuindo assim o risco de acidente para os

10
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profissionais. Os residuos hospitalares especificos como cortantes e perfurantes devem ser
acondicionados em contentores vermelhos imperfuraveis com sinal de risco bioldgico. Os

residuos liquidos sao acondicionados em contentores que sao recolhidos pela empresa.

5. Fase Pré-Analitica

Esta é uma fase critica que condiciona de forma inequivoca a qualidade dos
resultados. A maioria dos erros no processo laboratorial ocorre nesta fase, como por
exemplo a colheita em tubo inadequado, a identificagao incorrecta dos doentes, etc. O
transporte e conservagao das amostras até a realizagao dos testes sao cruciais na qualidade
dos resultados.”? Contudo no SSMT as colheitas ndo sio executadas pelos profissionais que
integram a equipa, as amostras e respectivas requisicoes ja chegam colhidas. Assim, cabe ao
técnico que faz a recepgao avaliar as condigoes em que chegam as amostras, se o volume for
insuficiente, se a identificagao nao for coincidente entre tubos e requisi¢oes, o tubo é
colocado no lixo e a requisicao devolvida.

As medidas extremas na recepgao de amostras neste Laboratoério prendem-se com o
facto de os erros de identificagao do doente e/ou da amostra de sangue serem os principais
responsaveis pelas reacgoes transfusionais graves que poem em risco a vida do doente,
como € o caso das imcompatibilidades ABO. A pessoa que efectua a colheita, devera colocar
o seu numero mecanografico no tubo, assumindo a responsabilidade de ter colhido a

amostra apos confirmagio da identificacio do doente.?

6. Inunohematologia
A Imunohematologia € uma area essencialmente laboratorial que baseia o seu estudo
nos antigénios eritrocitarios e respectivos anticorpos e o seu significado clinico, como

objectivo garantir a seguranga imunolodgica da transfusao.

6.1. Classificacdo Sanguinea Sistema AB0

O sistema ABO é o mais importante em imunohematologia devido a sua
imunogenicidade, dai que a qualidade e a seguranga dos testes deva ser estritamente
assegurada.

O sistema de classificagao sanguineo ABO foi descoberto por Karl Landsteiner em
1900. ¥ Os antigénios do grupo A e B resultam da modificagdio de um carbohidrato
precursor, designado substincia H. Assim por ac¢ao enzimatica é adicionada a substancia H a

N-acetilgalactosamina e N-galactose formando o antigénio A e B, respectivamente.”’ De

11
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acordo com os antigénios e os anticorpos presentes os individuos podem ser A, B, AB ou 0,

de acordo com a tabela .

Antigénios nos globulos

Grupo Sanguineo Anticorpos no plasma
vermelhos
A A Anti-B
B B Anti-A
0 Nem A nem B Anti-A e Anti-B
AB AeB Nem anti-A nem anti-B

Tabela I: Distribuicao de antigénios e anticorpos nos diferentes grupos sanguineos.

Estes anticorpos surgem naturalmente em individuos saudaveis com menos de 3
meses para os antigénios em falta, designam-se naturais por aparecerem sem estimulagao do
sistema imune.>*!

A classificagao ABO é obtida através da prova celular e da prova sérica, sendo que o
grupo ABO so6 pode ser definido quando ha concordancia entre ambas as provas. Na prova
celular, é testada uma suspensao eritrocitaria com soros comerciais Anti-A e Anti-B, nao
sendo obrigatoria a utilizagao do soro Anti-AB. Na prova sérica, € testado o soro ou plasma
do doente com suspensoes de eritdcitos comerciais Al e B, nao sendo obrigatoria a
utilizagdo de suspensio A2 e 0.

A tabela Il apresenta as reacgoes tipicas da prova celular e sérica para cada um dos

grupos.
Prova Celular Prova Sérica
Grupo ’
Sanguineo Anti-A ik Células A Células B
A + 0 0 .\
B 0 + + 0
AB + + 0 0
0 0 0 " .

Tabela II: Reacgoes da prova celular e sérica nos diferentes grupos sanguineos. (Onde +

representa aglutinagao e 0 auséncia de aglutinagao)

12



Relatdrio de Estagio no Servico de Sangue e Medicina Transfusional do CHUC

Por vezes ha discrepancias entre prova celular e sérica, muita das vezes é por
auséncia de anticorpos, devido a idade avangada dos doentes, estado imunitario deficiente,
etc, outras € por alteragdo da expressao dos antigénios devido a doengas malignas,
nomeadamente leucemias e linfomas.*”’ Nos recém-nascidos até aos 4 meses nio se faz
prova sérica, uma vez que os anticorpos circulantes sao de origem materna.

Em caso de transfusao urgente, devera ser seleccionado sangue do grupo 0, nao

devendo assumir-se o resultado de nenhuma das provas (sérica e celular) individualmente. !

6.2. Classificacao Sanguinea Sistema Rh

E o segundo sistema de classificacio sanguinea mais importante, foi descoberto em
1940 por Landsteiner e Wiener. Este sistema tem como principal antigénio o antigénio D,
que esta muitas vezes implicado na Doenga Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN). Os
termos Rh positivo ou Rh negativo tém em conta a presenga ou auséncia do antigénio D,
respectivamente. ¢!

Os outros antigénios deste sistema sao o E, e, C e ¢, o fendtipo do sistema Rh é feito
tanto nos doentes como nos dadores. A suspensao de eritrocitos € testada com anti-soros
comerciais Anti-E, Anti-e, Anti-C e anti-c, e a presenga ou nao de aglutinagao evidencia ou
nao, a existéncia ou auséncia dos antigénios.

O antigénio D pode apresentar expressoes mais fracas, de natureza quantitativa (D
fraco) e/ou de natureza qualitativa (D parcial), sao ambos considerados D variante. Sempre
que um D variante é detectado em doentes, o doente considera-se Rh negativo, para
diminuir a possibilidade de imunizagao. Quando um D variante é detectado em dadores

estes sao considerados Rh positivo.**

6.3. Outros sistemas de Classificacdo Sanguinea

Um sistema de classificagao sanguineo é definido, de acordo com a International
Society Blood Transfusion (ISBT) quando os antigénios sao produzidos a partir de genes
alelos do mesmo loccus ou por um complexo de dois ou mais genes homologos intimamente
ligados, sem que haja recombinacgio entre eles.®”]

6.3.1 Sistema MNS

Os antigénios mais importantes do sistema MNS que influenciam a transfusao sao: M,
N, S e s. Os anticorpos deste sistema sao anticorpos frios e do tipo IgM, quando nao sao
reactivos a 37°C nao tém importancia clinica. Sofrem efeito dose, ou seja a sua reacgao sera

mais forte com células MM do que com células MN. ]
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6.3.2 Sistema Kell

Este € um complexo sistema com 24 antigénios sendo os mais importantes o K , k,
Kp* e Kp®. Depois do sistema ABO e Rh este é o terceiro mais imunogénico, estando muitas
vezes associado a DHRN. Os anticorpos deste sistema sao normalmente quentes e do tipo
IgG, sao imunes, ou sejam sao produzidos apos exposicao ao antigénio, embora haja casos
onde o anti-K foi detectado em individuos que nunca tiveram contacto com outros
eritrécitos para além dos seus.

6.3.3 Sistema Lewis

Este sistema incorpora 6 antigénios, sendo os mais importantes o Le* e o Le”. Os
anticorpos deste sistema sio quentes e podem ser naturais ou imunes. !

6.3.4 Sistema Duffy

Os antigénios mais importantes deste sistema sio o Fy*e o Fy’, este sistema tem uma
particularidade: a maioria da populagio negra é Fy* - e Fy’- o que lhe confere protecgio
contra o Plasmodium vivax, uma vez que a glicoproteina Duffy é o receptor para este parasita.
Os anticorpos deste sistema sofrem efeito dose, sio quentes e do tipo IgG.

Muitos mais sistemas poderiam ser descritos, contudo estes sao os de maior

significado clinico.

6.4. Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAl)

A PAl tem como objectivo a deteccao de anticorpos anti-eritrocitarios, de
ocorréncia nao esperada, clinicamente significativos no soro/plasma. Estes anticorpos podem
causar quadros hemoliticos graves, surgindo apos transfusdes sanguineas ou gestagoes
incompativeis. A prevencao da aloimunizagao transfusional em pacientes cronicamente
transfundidos, como os portadores de doengas oncohematoldgicas € uma practica constante
na rotina laboratorial.['”

A PAI inclui, obrigatoriamente a realizagdo de um teste de antiglobulina indirecto
(TAI), o objectivo é pesquisar anticorpos no soro ou plasma. A antiglobulina humana é um
anticorpo com acgao sobre as cadeias pesadas das imunoglobulinas humanas. Na PAl
utilizam-se suspensoes eritrocitarias comerciais do grupo 0, com fenotipo conhecido,
devendo estas suspensoes possuir os antigénios que originam a detecgao de anticorpos com
significado clinico. Pode realizar-se a PAl em meio enzimatico, ou seja adicona-se uma
enzima, normalmente papaina, potenciando algumas reacgoes. *¢'"]

A amostra para a PAIl pode ser soro ou plasma, contudo nao pode ter mais de 72h,

porque o complemento é degradado. A PAI deve realizar-se a todos os dadores, uma vez
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que condiciona a utilizagdo dos componentes sanguineos. Deve ser feita como teste pré
transfusional, se apos 72h for enviado novo pedido de transfusaio o TAl volta a ser

repetido.!'"]

6.5. Identificacao de anticorpos irregulares

Sempre que o TAI seja positivo deve proceder-se a identificagao da especificidade
do(s) anticorpo(s) em causa. A metodologia é semelhante a do TAI contudo utiliza-se um
maior numero de suspensoes do grupo 0, geralmente obtidas em painéis, garantindo uma
maior variedade de fendtipos. Para se poder identificar a especificidade de um aloanticorpo
com um grau de fiabilidade aceitavel, deve ocorrer positividade com, pelo menos, duas
suspensoes positivas para o antigénio correspondente e auséncia de positividade com outras
duas suspensdes negativas para o antigénio.>'!!

A identificagao apenas fica completa apos confirmagao do fendtipo do doente/dador
para o antigénio em causa. Assim, se o doente for positivo para o antigénio em causa,
provavelmente tratar-se-a de um autoanticorpo (devera realizar-se um teste de antiglobulina
directo), se o doente for negativo para o antigénio em causa confirma-se a especificidade do
aloanticorpo encontrado.!""

Se se tratar de um doente para realizar transfusao de globulos estes terao de ser
negativos para o antigénio em causa, diminuindo a probabilidade de reacgao transfusional e

reduzindo a estimulagio do sistema imune com mais antigénios.*'"!

6.6. Teste de Antiglobulina Humana Directo (TAD)

Este teste é realizado em sangue total e tem como objectivo pesquisar anticorpos
que ja estejam ligados a superficie dos globulos. Se adigao da antiglobulina humana originar
aglutinagdo o teste € positivo, € indicativo que os eritrécitos tém anticorpos ligados aos seus
antigénios. O TAD deve executar-se quando ha suspeita de anemias hemoliticas auto-imunes
(AHAI), em recém-nascidos (RN) de puérperas nao estudadas durante a gravidez, RN de
puérperas Rh negativo, uma vez que os RN podem ser positivos e terem anticoprpos da mae
ligados aos seus antigénios e RN de puérperas aloimunizadas com anticorpos clinicamente

significativos.**!

6.7 Eluado (eluicdao acida)
Quando o TAD ¢ positivo € necessario fazer a diferenciagao do tipo de anticorpo:

IgG, 1gM e IgA pelo TAD monoespecifico. No eluado pretende-se separar os anticorpos
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ligados aos eritrocitos, pela utilizagao de um acido, sendo este método apropriado para a
eluicao de anticorpos quentes.
Apos a eluigao deve ser feito o painel eritrocitario, determinando a especificidade do

anticorpo ligado.

6.8 Titulacao de anticorpos

Método de aglutinagao em tubo, através do qual se pretende titular o ou os
anticorpos irregulares identificados no soro/plasma de um receptor com Teste de
Antiglobulina Indirecto (TAI) positivo. E de extrema importincia na incompatibilidade Rh
feto-materna, principalmente Anti-D, deve titular-se no soro da mae. As maes que no inicio
da gravidez tenham um aloanticorpo identificado, este devera ser titulado com periocidade
curta durante a gravidez.

Neste método fazem-se diluigdes sucessivas do soro e fazem-se reagir com células
comerciais com o antigénio em causa, o titulo é dado pela Gltima aglutinagao entre soro e

células comerciais.

6.8.1 Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN)

A DHRN resulta da passagem de eritrocitos fetais pela placenta para a circulagao
materna. Se estes eritrocitos forem antigenicamente diferentes dos maternos, o sistema
imune materno produz anticorpos do tipo IgM, que devido ao seu peso molecular é
impossibilitado de atravessar a placenta. Numa segunda exposicao, é desencadeada uma
resposta mais rapida de anticorpos IgG, estes atravessam a barreira placentaria ligando-se
aos eritrocitos fetais. A presenga de anticorpos ligados aos eritrocitos fetais conduz a uma
destruicdo dos glébulos pelo sistema reticulo-endotelial.l'>"?!

A DHRN é uma patologia grave que pode ter consequéncias nefasta para o feto ou
RN. O aumento da hemodlise conduz a um quadro de anemia e de ictericia, sendo as
consequéncias mais graves a hidropsia fetal e a Kernicterus. A Kernicterus é uma
encefalopatia bilirrubinica. Trata-se de uma patologia grave causada pelo excesso de
bilirrubina, esta induz toxicidade nos ginglios da base e nos nucleos do tronco cerebral. ['?

O facto de os antigénios de superficie dos sistema Rh serem responsaveis pelos casos
mais graves de DHRN, justifica-se por serem mais imunogénicos e por existirem
exclusivamente nos eritrocitos, enquanto que os antigénios do sitema ABO estao presentes

em outros tecidos.!"”
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Actualmente, devido a administragao de antiglobulina humana anti-D as maes Rh
negativo, diminui muito a incidéncia desta doenga. Contudo nao ha antiglobulina humana
com especificidade pra outros antigénios, ocorrendo situacdes graves de DHRN.' O
tratamento destes RN pode passar pela fototerapia, transfusao de globulos e em casos de

extrema gravidade hé a necessidade de realizar uma transfusio exsanguiena.!']

6.9 Aglutininas a frio

A doenga por aglutininas a frio representa uma minoria das causas de anemia
hemolitica auto-imune (AHAI).

A destruicao precoce dos eritrocitos resulta de um mecanismo imune mediado por
anticorpos normalmente do tipo IgM que se ligam a antigénios ou que induzem a ligagao de
fracgoes do complemento a membrana eritrocitaria, comprometendo o seu funcionamento,
aglutinando os gldbulos vermelhos a uma temperatura inferior a 37°C. Para evitar a ligagao
destes anticorpos, a colheita devera ser a quente com todo o material aquecido. Os quadros
clinicos destes doentes pioram, significativamente no inverno. ['5]

Sao feitas diversas diluicbes do soro do doente que vao ser testadas com eritrocitos
comerciais do grupo 0 do adulto, 0 do adulto papainizadas, 0 do cordao e com as células do doente

lavadas. A incubagio é feita a 4°C e todo o material utilizado devera estar frio. O titulo das

aglutininas a frio é dado pela Ultima aglutinagao positiva.

6.10 Provas de Compatibilidade

As provas de compatibilidade constituem um procedimento que tem por objectivo
verificar in vitro a compatibilidade eritrocitaria entre o dador e o receptor. Através das
provas de compatibilidade é possivel detectar incompatibilidades por anticorpos clinicamente
significativos. Se o receptor tiver um anticorpo contra um dos antigénios da unidade que
esta a ser testada vai ocorrer reacgao, consequentemente a unidade nao pode ser utilizada
neste doente, diz-se que a unidade é incompativel com o doente. As incompatibilidades que
mais preocupam os profissionais dos diversos servigos de sangue sao as do sistema ABO, pela
gravidade de reacgoes transfusionais que originam.

A confirmagao do ABO/ Rh D das unidades a transfundir deve ser sempre confirmada.
E incubada uma suspensio de eritrécitos do dador com o soro do doente, se nio houver
reaccao a unidade de globulos é compativel, caso haja reacgao a unidade de globulos €
incompativel nio devendo ser transfundida.”®! Nos RN até aos 4 meses, devido a

imaturidade do seu sistema imune as provas de compatibilidade sao realizadas com o soro da
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mae e as unidades seleccionadas, segundo o sistema ABO e Rh deverao ser compativeis com
ambos.

Sempre que possivel, os componentes a transfundir deverao pertencer ao mesmo
grupo ABO/Rh D do doente e apresentar o mesmo fenétipo CcEe e Kell que o doente. Esta
consideragao assume extrema importincia em doentes politransfundidos: doentes
oncoldgicos, dialisados, queimados etc.

Quando nao é possivel a transfusao com o concentrado de eritrécitos (CE) idénticos
ao receptor no sistema ABO, podem ser transfundidos CE compativeis no sistema ABO, de

acordo com a tabela I11.1%!

ABO do
Fenotipo ABO dos CE
Receptor
AB AB B
A A
B B
0 0

Tabela Ill: Compatibilidade ABO para os diferentes grupos sanguineos.

6.1 1 Reaccoes Transfusionais

A transfusao nao é isenta de riscos, contudo a frequéncia de reacgoes transfusionais
diminuiu nos ultimos anos devido a implementagao de normas de qualidade. Actualmente, a
sua maioria é devida a erro humano na identificagao das amostras e/ou doentes.

Considera-se reacgao transfusional imuno-hemolitica aquela que se traduz na
diminuicao da sobrevida dos eritrécitos transfundidos. As reacgoes transfusionais podem ser
imediatas ou tardias, sendo que as imediatas sao a principal causa de morte associada a
transfusao. As reacgoes trasnfusionais tardias surgem 24h até algumas semanas depois da
transfusao. Sao, normalmente, de dificil diagndstico a sintomatologia pode ser moderada ou
ausente e ¢ diagnosticada pela auséncia de rendimento transfusional (diminuicdo da

hemoglobina, sem outras causas aparentes) ou aumento das bilirrubinas. !
6.12 Hemovigildncia

A implementagao de um programa de hemovigilancia é obrigatoria de acordo com o

Decreto-Lei 267/2007 de 26 de julho. O programa de hemovigilancia tem como objectivo
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assegurar o aumento da seguranca transfusional, e todos os profissionais devem reportar

dados relativos a acidentes ou incidentes no decurso do processo transfusional.

6.13 Imunohematologia e biologia molecular

A determinagao do fendtipo por hemaglutinagao em pacientes aloimunizados, ou
recentemente transfundidos, pode ser lenta e complexa conduzindo a resultados dificeis de
interpretar.['®'"]

A elucidagao da base molecular da maioria dos antigénios eritrocitarios permitiu o
uso da biologia molecular para determinar a presenca ou auséncia dos alelos para os
diversos sistemas de classificagdo sanguinea, determinando o seu genétipo.!'*'®]

O uso da biologia molecular pode ser extremamente Util em diversas situagoes,
nomeadamente:

- Classificagao de dadores e doentes para antigénios, para os quais nao exista anti-
soro disponivel;

- Detecgao de genes que resultam numa expressao fraca do antigénio;

- Resolugao de discrepancias entre prova celular e sérica;

- Determinagao do fenétipo em doentes com TAD fortemente positivo;

- Determinagao do fendtipo em doentes recentemente transfundidos;

- Determinagao de fendtipo de dadores para determinados sistemas de classificagao
sanguinea.!'*'”!

O ideal de transfusao deveria incluir correspondéncia entre doente e CE nos
principais sistemas de classificagao sanguinea e com maior relevancia clinica, nomeadamente

ABO, Rh, Kell, Duffy, MNS.[']

6.14 Equipamentos e Reagentes da Imunohematologia

A urgéncia dispoe de diversos equipamentos, todos eles da BioRad, tem um Swing,
Samplerll e o mais recente IH-1000. A imunohematologia doentes dispoe ainda do
equipamento Techno.

Dada a simplicidade das reacgoes, estes equipamentos sao pipetadores automaticos,
pipetam as amostras, os soros e as células comerciais, de acordo com o teste seleccionado.
O Tecnho e o IH-1000 tém incubadoras e centrifugas incorporadas enquanto os outros nao.
O IH-1000 é fechado, o operador intervém apenas na introdugao da amostra e selecgao de

testes e validagao dos resultados.
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Em ambos os Laboratérios sao utilizadas amostras de sangue colhidas em EDTA
(tampa roxa), para todas as determinagoes em que seja necessario usar células ou em tubos
sem preparagao (tampa vermelha) para as restantes determinagoes.

Os reagentes e cards utilizados sao controlados diariamente com controlo de
qualidade interno da BioRad. Se algum lote for trocado durante o dia, é necessario controlar

esse lote. Como os resultados nao sao quantitativos nao se aplicam as regras de Westgard.

7. Dadiva de Sangue

A dadiva de sangue é de extrema importancia para a sobrevida de muitos doentes.
Nao é um produto que possa ser produzido e comercializado, dai que contemos com a boa
vontade de todos os dadores.

Para ser dador de sangue devera ter mais de 50Kg, ter entre I8 e 65 anos e ter
habitos de vida saudaveis. Nao devera dar sangue se teve contacto com drogas endovenosas,
se costuma ter multiplos parceiros sexuais, se foi operado nos ultimos seis meses, se fez
piercings ou tatuagens nos ultimos quatro meses, entre muitas outras coisas. O importante é
assegurar a salide quer do dador quer do doente.['®

O dador depois de ser avaliado pelo médico, segue para a sala de colheitas onde lhe
é efectuada uma colheita de sangue total, este é um procedimento que demora alguns
minutos (5 a 8 min) o volume retirado é aproximadamente 450ml. Ha dadores cuja dadiva é
de plaquetas obtidas por aférese.

A aférese € um procedimento que permite a separagao de componentes sanguineos
durante a dadiva, devolvendo os restantes produtos ao dador. Os separadores funcionam
por ciclos, recolhem o sangue do dador, sujeitando-o a uma centrifugagao, as plaquetas vao
para o saco de recolha enquanto que os restantes produtos sao reinfundidos no dador. Os
separadores inicialmente obrigavam a duas pungoes, uma em cada brago, hoje em dia
necessitam apenas de uma. O volume extracorporal utilizado neste procedimento é
reduzido, diminuindo o risco inerente para o dador.!'”

As unidades de sangue total ficam armazenadas em placas de butanodiol estas devem
ter a temperatura compreendida entre 20-22°C, enquanto que as plaquetas colhidas por
aférese ficam duas horas em repouso a temperatura ambiente.

As unidades de sangue sao colhidas em sacos com anticoagulante citrato-fosfato-
dextrose (CPD), apds a colheita sao enviadas ao laboratério de processamento de

componentes.
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Ha diversos métodos para a separagao de sangue total. O método manual consistia
na centrifugagao e na separagao manual dos diversos componentes sanguineos. O objectivo
da hemoterapia moderna é fornecer produtos de elevada qualidade diminuindo os efeitos
adversos da transfusao. Os processos automaticos conduzem a um aumento da
reprodutibilidade e da standardizagio.

O sistema de processamento automatico utilizado no SSMT é o Atreus®, este
sistema combina centrifugagdio e separagio de uma unidade de sangue total.?'! Aqui as
unidades de sangue total so6 sao centrifugadas 6 horas apds a colheita. As colheitas de ST
podem ser processadas em 3 componentes (eritrdcitos, plaquetas, plasma) ou em dois
componentes (eritrocitos e plasma).

Apods a centrifugacao as plaquetas ficam em repouso uma hora a temperatura
ambiente, sao armazenadas em agitagao constante a 20°-24°C. Ao concentrado de
eritrocitos € adicionada uma solugao aditiva (SAGM) que tem na sua constituicao cloreto de
sodio, adenina, glicose e manitol. Esta solugao aditiva permite armazenar os CE durante 42
dias a 2-8°C. P O cloreto de sédio mantém o meio isotdnico, a adenina assegura o ATP,
enquanto que a glicose e o manitol sio essenciais a0 metabolismo do eritrocito.”” Apés a
adicao da solugao aditiva sofrem um processo de leucoredugao, todo o conteido é passado
por um filtro que ja vem incorporado no saco. Os filtros tém capacidade para remogao de
99,9% dos leucocitos. Apos 1999 tornou-se obrigatoria a desleucocitagao, esta tem como
objectivo diminuir os fenomenos de aloimunizagao, a doenca do enxerto contra o
hospedeiro e diminuir a probabilidade de transmissao de virus cuja localizagao seja
intraleucocitaria como o Citomegalovirus (CMV).?

Todo este procedimento é feito assegurando a esterilidade dos componentes,
quando a integridade das tubuladuras é perdida os componentes sao colocados no lixo.

Os tubos correspondentes as colheitas seguem para o Laboratério de virologia e
para o Laboratério de imunohematologia dadores. No Laboratorio de virologia os
parametros obrigatérios sao: dois marcadores do virus da Hepatite B (HBV), o antigénio de
superficie (Ag HBs) e anticorpo do cor (Ac HBc), o virus da Hepatite C (HCV), o virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), Sifilis, Virus Humano da Leucemia das Células T (HTLV) em
dadores de |* vez ou que tenham estado em zonas endémicas e a biologia molecular, que
pesquisa HIV, HCV e HBV. Em dadores que tenham estado alguma vez em zonas endémicas
para o Plasmodium é pesquisado anticorpos anti-Plasmodium.””) (Estes parimetros serio

discutidos em pormenor no capitulo seguinte).
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No Laboratério de imunohematologia dadores os parametros obrigatorios sao a
classificacao sanguinea ABO, fenotipo Rh, pesquisa de anticorpos irregulares e é feito o
hemograma. Todos os dadores Rh negativos sao confirmados, com a técnica para o D fraco
(Du).? A suspensio de eritrécitos é incubada com anti-soro Anti-D comercial e é

adicionada antiglobulina da mesma especificidade do anti-soro.

8. Equipamentos e Reagentes

O Laboratério de imunohematologia dadores dispoe de um equipamento para fazer
os hemogramas Beckman Coulter e dois TECAN da BioRad para a determinagao do grupo
sanguineo ABO, fendtipo Rh e pesquisa de anticorpos irregulares. Tal como acontece com os
restantes Laboratorios, todos os reagentes utilizados sao controlados diariamente.

O TECAN é um pipetador automatico, apresentando um funcionamento semelhante
aos aparelhos descritos anteriormente.

O analisador Beckman Coulter é um analisador automatico de células sanguineas para
amostras individuais com tubo aberto ou por leitura automatica por aspiragao da amostra
em tubo fechado. No modo automatico as amostras sao colocadas em racks, que sao
analisados sequencialmente sem intervengao do operador. Este contador automatico é
utilizado para o diagnostico in vitro. Podem ser analisados diversos parametros
hematoldgicos nomeadamente, leucécitos totais (VWBC), eritrocitos (RBC), hemoglobina
(Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT) entre
outros.

A interpretagao dos resultados € realizada através de histogramas, que permitem a
apreciagao da contagem celular. O principio da contagem baseia-se na impedancia (WBC,
RBC) e espectofotometria no caso da Hb.

Apos a execugao de todas as analises, cada responsavel de cada um dos Laboratérios
procede a validagao das mesmas. De salientar que, as analises da virologia tém de ser todas
negativas para poderem ser utilizadas, e na imunohematologia dadores os valores do
hemograma terao de ser valores dentro do intervalo normal.

Para as unidades poderem ser utilizadas, o médico de servico devera proceder a
validagao final. Posteriormente as unidades podem ser rotuladas, na rotulagem é necessario
confirmar o n° de dador inscrito no saco com o do rétulo, e fazer a inspecgao visual do
componente. Os CE antes de poderem ser utilizados tem de ser retirado um segmento da

tubuladura para confirmar que o conteldo corresponde ao inscrito no roétulo, é efectuada
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uma classificagao ABD. As plaquetas depois de rotuladas sao agrupadas em grupos de quatro
e sao integradas em pool, sao desleucocitadas apenas nesta fase do processo. Devido a
temperatura de armazenamento as plaquetas tém apenas 5 dias de validade. As plaquetas
obtidas por aférese necessitam apenas de ser rotuladas. Depois de devidamente rotulados e
verificados, os componentes sanguineos sao disponibilizados para o sector de urgéncia e
estao prontos a ser utilizados.

Os componentes siao sujeitos a um controlo de qualidade, a frequéncia de
amostragem é determinada através de um controlo estatistico do processo. Sao efectuadas
determinagoes de pH no ultimo dia de validade das pools de plaquetas, determinagao do n°
de leucécitos residuais, avaliada a hemolise dos CE no udltimo dia de validade e é feito
controlo bacterioldgico das unidades em ambiente aerdbio e anaerdbio.’ O pH devera
estar compreendido entre 6,4-7,4, a hemolise nao deve ultrapassar os 0,8% da massa de
eritrécitos, os leucécitos residuais devem ser inferiores a 0,05 x 10 por unidade e nio deve
haver crescimento bacteriano.”!

O relatério da Autoridade para os Servigos de Sangue e Transplantagao 2008-201 |
reune e processa as informagoes de todos os servigos de sangue do pais. De acordo com

este relatorio o SSMT dos HUC:

2008 2009 2010 2011
n.2 de dadores que efetuaram dadiva 17128 10717 11563 11623
n.2 dadivas 16862 15296 15558 17062

Unidades Produzidas e Validadas

2008 2009 2010 2011

Eritrocitos 16673 14217 14212 16425
Plaquetas 2761 15225 14652 17920
Plasma
Unidades Transfundidas

2008 2009 2010 2011
Eritrocitos 24215 25256 24982 23914
Plaquetas 3116’ 11505 34497 | 14426
Plasma
Plasma SD 14271 13879 14497 13389
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Em 2008 as plaquetas correspondem a 3013 de unidades de pools de plaquetas e 103 de

unidades de plaquetas obtidas por aférese, enquanto que em 2010 correspondem a 3420

unidades de pools de plaquetas e 29 unidades de plaquetas obtidas por aférese.’*”!

Apresento um grafico do mesmo relatério que evidencia a posicao do SSMT face a
outros servigos equivalentes:

Numero de dadores e dadivas em 2011
(por Servigo de Sangue)
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» Dadores goe efetuarem dadive

B Nimero de dicivas

O SSMT é a segunda instituicdo com maior numero de colheitas, e o principal
objectivo deste servico € aumentar o n° de dadores e dadivas, de forma a ser auto-

suficiente.”™ Actualmente, ainda depende do Instituto Portugés do Sangue e Transplantagio
(IPST).

9. Casos Clinicos

Pedido de transfusdo de 20 ml de eritrécitos para um recém-nascido com 3 dias

E necessario classificar a mae e filho, a mae é um A Rh Neg ccdee K- e o filho 0 Rh
Pos CcDee K-. A mae apresenta um TAl positivo, foi identificado um Anti-D, o filho tem um

TAD positivo, depois de se executar o método da eluigao acida foi identificado um Anti-D
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O sangue escolhido devera ser compativel com ambos e nao devera ter mais de
cinco dias, as provas de compatibilidade deverao ser executadas com o soro da mae. Posto
isto o sangue escolhido foi um 0 Rh Neg ccdee K-. Apresentam-se em seguida os cards com

as respectivas reacgoes.
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uma leucemia.

E necessério classificar o doente e realizar as provas de compatibilidade. O doente é
um A Rh Pos ccDee K-, apresenta dupla populagio no antigénio (Ag) C, por seguranga
considera-se Ag C negativo. O TAI foi positivo tendo sido identificado um Anti-Fya. As
unidades compatibilizadas tém Ag Fya negativo. A pool seleccionada é um A Rh Pos.

Apresentam-se em seguida os cards com as respectivas reacgoes.
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10. Virologia

O Laboratério de virologia clinica assume uma importancia crucial, uma vez que
suporta o diagnostico clinico, é importante no diagnostico precoce, avalia a evolugao da
doenga e da resposta aos tratamentos.

Todos os testes apresentados destinam-se a ser utilizados em conjunto com a
apresentagao clinica e com outros marcadores laboratoriais, com vista ao tratamento clinico

dos pacientes.

10.1 Equipamentos e Reagentes

10.1.1 Virologia

O laboratério da virologia dispoe de diversos equipamentos que auxiliam os técnicos
na execugao das andlises. Devido ao elevado fluxo de trabalho, ha dias em que este
laboratério processa mais de 250 amostras, possui dois Architect que executam técnicas de
quimioluminiscéncia, pertencentes a Abbott, um EVOLIS e um EVOLIS Twin, equipamentos
que executam técnicas ELISA, pertencentes a BioRad. O TIGRIS é o equipamento que
permite executar a NAT (nucleic acid test) dos dadores, pertencente a Siemens.

Os Architect baseiam o seu funcionamento em técnicas de quimioluminiscéncia. Estes
testes permitem detectar a presen¢a de antigénios e/ou de anticorpos presentes numa
amostra, através da presenca de anticorpos e/ou antigénios complementares ligados a
microparticulas magnéticas.[2627]

Assim, a amostra é misturada com o reagente e com as particulas magnéticas que
tém os antigénios ou oOs anticorpos, consoante o que estamos a pesquisar, isto & se
estivermos a pesquisar AcHBe, por exemplo, as particulas estarao revestidas com AgHBe. Se
houver anticorpos, estes ligar-se-ao aos antigénios presentes nas particulas magnéticas. Apos
a lavagem ¢é adicionado conjugado com anticorpos anti-humanos marcados com acridina. O
resultado é dado em unidades relativas de luz (RLUs). Quanto maior RLUs maior a
quantidade de anticorpos presentes na amostra.*!

Ha a necessidade de calibrar todos os regentes, sem esta o equipamento nao pode
efectuar testes. A calibragao de um Kit de reagente deve ser realizada sempre que se
verifique uma ou mais das seguintes condigoes:

- Introdugao de um novo lote de reagente;

- Quando os valores dos controlos comegam sistematicamente a estar fora dos
intervalos definidos;

- Quando expira uma curva de calibragao.
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Todos os testes sao controlados diariamente recorrendo a controlos comerciais com
diferentes niveis fornecidos pela Abbott. O controlo de qualidade interno (CQI) também é
efectuado diariamente, como se explicara adiante.

Os EVOLIS baseiam o seu funcionamento nas técnicas imunoenzimaticas (EIA),
nomeadamente Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) utilizando microplacas e tanto
se pode pesquisar antigénios como anticorpos dependendo da especificidade do kit que
estamos a usar. Os antigénios ou anticorpos complementares estao marcados
enzimaticamente, assim a adigao de um substrato origina uma reacgao colorimétrica
confirmando a presenga do antigénio ou anticorpo. A intensidade da cor € proporcional aos
complexos antigénio-anticorpo.

As anadlises obrigatorias nos dadores de sangue podem ser executadas por técnicas
ELISA ou por quimioluminiscéncia, estando ambas disponiveis para optimizagao do trabalho
em dias de maior afluxo de amostras.

O TIGRIS baseia o seu funcionamento na amplificagao mediada por transcrigao
(TMA). De salientar que cada tubo de ensaio contem apenas uma amostra. Ha equipamentos
baseados na mesma metodologia que utilizam pool de seis amostras.

O Procleix Ultrio Assay, € um teste multiplex que permite a detecgao simultinea de
HIV, HCV e HBYV, envolve trés etapas principais que ocorrem num Unico tubo de ensaio, sao
elas:

- Preparagao da amostra / Captura do alvo,

- Amplificagao dos alvos RNA do VIH-I, RNA do HCV e DNA do HBYV, através de
TMA,

- Detecgao dos produtos da amplificagao, € medida a intensidade de fluorescéncia.

Este método nao faz a discriminagao da fluorescéncia para HIV, HBV ou HCV. Assim
uma amostra positiva, podera ser positiva devido a qualquer um destes virus. Estas amostras
deverao ser analisadas utilizando o ensaio discriminatoério para HIV, HBV e HCV, onde cada

sonda é usada individualmente.*”

10.1.2 Biologia Molecular Doentes

Todas as andlises assinaladas com * sdo efectuadas no laboratério de biologia
molecular doentes.

A biologia molecular tem um extractor de acidos nucleicos, EasyMag, pertencente a
BioMérieux; Cobas TagMan e Ampliprep que executa a extracgao, amplificacao e detecgao

de acidos nucleicos do HCV e HBYV, pertencentes a Roche; sequenciador Long Read Tower,
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pertencente a Siemens, INNO-Lipa onde se executam as técnicas de Western-Blott,
genotipagem e outros pertencente a Quilaban; tem também um termocilador em tempo
real, o Rotor Gene, pertencente a Quilaban.

O equipamento NucliSens® EasyMAG destina-se ao isolamento automatico
(purificagao e concentragao) de acidos nucleicos totais (RNA/DNA) de amostras biologicas.
Devido a introdugao de particulas magnéticas, aproveitando a propriedade da silica em fixar
os acidos nucleicos e a evolugao dos reagentes, a qualidade de extrac¢ao para uma grande
variedade de amostras aumentou significativamente com este equipamento.

O equipamento COBAS Ampliprep/COBAS TagMan HCV baseia-se em trés
processos principais: (1) preparagao da amostra para isolar RNA do HCV; (2) transcrigao
reversa do RNA alvo para produzir DNA complementar (cDNA), (3) amplificagao por PCR
do ¢cDNA alvo e detecgao dos acidos nucleicos amplificados. No caso do HBV nao ha
transcricio reversa, uma vez que o virus é de DNAPY A utilizacio de sondas Tagman
permite a deteccao, em tempo real do produto amplificado, através da medicao da
fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a carga viral.

O INNO-LiPA é o equipamento que permite determinar os genoétipos do HCV e
HBV assim como as mutagoes do pré-core e estudar as resisténcias do HBV.

O Genotyping € um ensaio que tem como principio a hibridizagao reversa, em que o
produto amplificado biotinilado é hibridado com sondas oligonucleotidicas especificas
imobilizadas em linhas paralelas nas tiras de nitrocelulose. Depois da hibridizagao, os acidos
nucleicos nao hibridizados sao retirados por lavagem, é adicionada estreptavidina com
fosfatase alcalina que se liga a quaisquer hibridos biotinilados formados anteriormente. A
incubagao com o cromogénio BCIP/NBT produz um precipitado purpura/castanho,
formando um padrao de linhas visiveis na tira de nitrocelulose.

A linha de controlo do conjugado é um controlo da reacgao da revelagao de cor e a
linha de controlo de amplificagao contém as sondas universais para verificar a presenga de
material genémico amplificado.?"!

O Sequenciador LONG-READ TOWER™ ¢é um sequenciador de DNA automatico
que consegue detectar fragmentos de DNA marcados por fluorescéncia.

O Trugene® HBV Genotyping usado em combinagao com software OpenGene®
permite a determinagao do gendtipo e das mutagdes do HBV em simultineo. Esta
metodologia baseia-se em seis etapas fundamentais, sao elas:

- Extracgao dos acidos nucleicos;

- Amplificagao, por PCR dos acidos nucleicos;
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- Sequenciagao por CLIP® dos produtos amplificados;

- Desnaturagao dos produtos amplificados;

- Electroforese dos diferentes produtos das reacgoes de sequenciagao e

- Andlise das sequéncias.

A sequenciagao CLIP® revela informagao sobre a regiao do AgHBs e da transcriptase
reversa. As amostras amplificadas sao adicionadas a tubos de reacgao com dois primers
marcados com dois corantes diferentes (Cy 5 e Cy 5.5) e a cada tubo é adicionado um
didesoxinucleotideo trifosfato (ddNTP) que terminam a cadeia. No final da sequenciagao é
adicionado formamida com corante e as amostras sao sujeitas a aquecimento para promover
a desnaturagao.

Os produtos da reacgao sao introduzidos num gel de poliacrilamida, a aplicagao de
um campo eléctrico obriga os fragmentos carregados negativamente a migrar para o anodo.

Dentro do Sequenciador LONG-READ TOWER, os corantes fluorescentes ligados
aos fragmentos de DNA em migracao sao excitados por um laser, os detectores
determinam o comprimento de onda, esta informagao é transmitida a um computador e
armazenados os dados. Cada reacgao necessita de quatro faixas, uma para cada ddNTP, é da
combinagio destas que se obtém a sequéncia completa.

As sequéncias sao analisadas num software OpenGene® que tem por base uma
biblioteca com a sequéncia do HBV e de todas as mutagSes mais relevantes.

O Rotor Gene é um termociclador rotativo, permite uma melhor distribuicao do
calor, que é o ponto critico da PCR. Permite a deteccao dos produtos amplificados em

tempo real, utilizando sondas Tagman ou FRET.

10.2 Hepatite A

O virus da hepatite A (HAV) é um virus de RNA que pertence a familia Picornaviridae,
sem envelope com capside icosaédrica. A via de transmissao é oral-fecal.

Os anticorpos surgem uma semana apos a infecgao, os primeiros anticorpos a surgir
sao do tipo IgM, com a evolugao da doenca o titulo destes tem tendéncia a diminuir
enquanto os de IgG continuam a aumentar. Existe vacina desde 1991, e é recomendada a
pessoas que viajam com frequéncia para paise onde esta doenga é comum.?!

No laboratério de virologia pesquisam-se os anticorpos anti-HAV IgG e IgM por
quimioluminiscéncia. Grande parte da populagao apresenta anti-HAV IgG positivo, nao evolui

para doenga cronica.
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10.3 Hepatite B

O virus da hepatite B € um virus de DNA, envelopado, com céapside icosaédrica que
pertence a familia Hepadnaviridae. No seu envelope estao presentes varias glicoproteinas
virais, nomeadamente: as glicoproteinas S, M e L. As vias de transmissao podem ser varias:
sexual, percutanea, vertical e mucocutinea.

O DNA do HBV ¢ constituido por quatro genes (S, C, P e X) responsaveis pela
producao de diferentes proteinas. Assim, o gene S codifica o antigénio de superficie
(AgHBs); o gene C codifica o antigénio do core (AgHBc), o gene P codifica a polimerase e o
gene X codifica a proteina reguladora HBx. O HBV possui 8 genétipos.®”

Existe vacina desde 1981, tem uma eficacia de 95% e faz parte do Plano Nacional de
Vacinagao.

O primeiro marcador de infecgao a surgir € o AgHBs, seguido do AgHBe, sendo que
a sua detecgao traduz sempre existéncia de infeccao. Relativamente aos anticorpos o
primeiro a surgir € o AcHBc IgM, seguido do AcHBc IgG. A presenga do Ac HBe pressupoe
o desaparecimento do AgHBe. O ultimo marcador a surgir e que se mantém por mais
tempo € o AcHBs, contudo nem sempre assim é. A presenca deste marcador traduz
imunidade para a infeccao por HBYV, titulos superiores a 10 Ul/ml conferem imunidade, no
entanto o ideal seria titulos superiores a 100 Ul/ml.”"?®
A interpretagao dos marcadores serologicos permite avaliar o estado clinico dos

doentes, como se pode ver na tabela IV.

Interpretacao dos Marcadores Serolégicos

DNA
AgHBs AgHBe AcHBs AcHBe ~cHBCc AcHBc .0

(lsM)  (1gG) HBV

+ + = = + + + Hepatite B aguda
Hepatite B
+ +/- - +/- +/- ++4 + .
/ / / crénica

Infec¢do passada

- - ++ +/- - ++ -
recente
Infeccao passada
- - - +/- - - +/- A
/ / distante
- - ++ - - - - Vacinagao

Tabela IV: Interpretagao dos marcadores seroldgicos da infecgao por HBV.
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No laboratorio de virologia pesquisa-se AgHBs, Ac HBc por quimioluminiscéncia ou
ELISA. Foi implementado recente o AgHBs quantitativo, por quimioluminiscéncia para a
determinagao quantitativa do AgHBs no soro ou plasma. Este teste s6 deve ser executado
em amostras previamente positivas. Pretende-se com este marcador avaliar a resposta ao
tratamento, uma vez que ha estudos que demonstram a correlagao entre o AgHBs e a carga
viral. E um estudo que esta a ser realizado no laboratério. Todos os outros parimetros
(AcHBe, AgHBe e AcHBc IgM) sio realizados por quimioluminiscéncia.

Ha uma andlise critica aos pedidos que sao enviados, se for pedido todo o perfil para
a hepatite B, dependendo dos servigos, numa primeira fase so se realiza o AgHBs, Ac HBc,
Ac HBs. Consoante os resultados obtidos € que se procede a realizagao dos outros
parametros.

Quando um doente tem uma hepatite B confirmada, aguda ou cronica as amostras
sao processadas pelo laboratério de biologia molecular doentes, onde se efectua o
doseamento da carga viral, a determinagio do genotipo, o estudo das resisténcias a

terapéutica, das mutagoes do pré-core e a sequenciagao.

10.3.1 Carga Viral HBV*

A carga viral é o parametro que melhor avalia a resposta a terapéutica. O limite de
detecgao da técnica é de 20 Ul/ml. A terapéutica antiviral devera diminuir a carga viral para
valores indetectaveis, quando tal nao acontece deve ser avaliada a ades3o a terapéutica, ou
deve ser feita a pesquisa de mutagdes que conduzem ao aparecimento da resisténcia a

terapéutica.”

10.3.2 Genétipo HBV*

E importante a determinacio do gendtipo, uma vez que ha genétipos que respondem
melhor ao tratamento que outros. Quando o doente entra em remissao completa, é possivel
posteriormente, avaliar se foi infectado com uma estirpe nova ou se a inicial reactivou. Se o
doente tem um genotipo 3, e entretanto for detectado um gendtipo 4, € porque o doente
foi infectado com wuma nova estirpe. A co-infec¢ao entre gendtipos permite a

recombinacio.”

10.3.3 Resisténcias a terapéutica do HBV*
A pesquisa de mutagoes que conduzem ao aparecimento da resisténcia a terapéutica,

reveste-se de extrema importancia no desenho do esquema terapéutico. Se for detectada
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uma mutagao que confere resisténcia a um farmaco que esta a ser administrado, o clinico
pode alterar imediatamente o esquema terapéutico.

A maioria das mutagoes que conferem resisténcia aos farmacos ocorre na regiao da
transcriptase reversa do gene da polimerase do HBV. Esta regiao tem sete dominios
conservados denominados de A a G. Nestes dominios existem oito coddes associados a

resisténcia a farmacos, sio eles: 169, 180, 181, 184, 202, 204, 236 e 250. B33

10.3.4 Mutacoes do Pré Core*

A pesquisa de mutagoes no pré-core € importante uma vez que estas mutagoes
podem diminuir a expressao de AgHBe. Quando nao se detecta o AgHBe nao se pode
excluir a existéncia de replicagao viral.

Usando o INNO-LIPA HBV Pré-Core, podemos identificar simultaneamente
polimorfismos nos nucleotideos nt1762 (A por T) e ntl764 (G por A) do “Basal core
promotor” (BCP) e no codao 28 na regiao do pré-core do HBV que codificam um codao
stop, diminuindo a expressao de AgHBe. A mutagao no codao 28 é a mais comum,
resultando na auséncia de produgio de AgHBe, muito caracteristica dos doentes cronicos

AgHBe negativos. 2

10.3.5 Sequenciacao*

A sequenciagao do HBV permite obter a sequéncia bidireccional do genoma do HBV
determinando tanto o gendtipo como a pesquisa de mutagoes que conduzem ao
aparecimento da resisténcia a terapéutica. Permite poupar tempo, contudo em termos

economicos é bastante dispendioso.’

10.4 Hepatite C

O virus da hepatite C € um virus envelopado de genoma RNA, pertencente a familia
Flaviviridae. A via de transmissao mais importante € a parenteral. O genoma deste virus
apresenta em elevado grau de variabilidade genética, tem duas zonas muito variaveis que
codificam a proteina E2, regiao hipervariavel | (HVR-1) e regiao hipervariavel 2 (HVR-2). As
zonas mais conservadas sao a 5’ UTR e a parte terminal da regiao 3’ UTR.

A Hepatite C evolui para hepatite crénica em 80% dos casos. Os anticorpos anti-
HCV surgem entre |5 dias a 6 meses apos a infecgao, podendo manter-se positivos por
tempo indeterminado, mesmo apos um tratamento efectivo. Sempre que um doente

apresente um anti-HCV positivo deve pesquisar-se o RNA.?"3"]
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Se obtivermos uma amostra positiva quer por ELISA quer por quimioluminiscéncia,

nao podemos confirmar a infecgao por HCV até executarmos um teste confirmatorio.

10.4.1 Inno-Lia HCV*

O INNO-LIA™ HCV Score é um teste confirmatorio, trata-se de um imunoensaio
em linha, para a detecgao de anticorpos conta os antigénios do HCV derivados da regiao do
core, a regiao E2 hiper variavel (HVR), da regiao NS3 helicase, das regices NS4A, NS4B, e

NS5A em soro ou plasma humano. ?’)

10.4.2 Carga Viral HCV*
A carga viral é o parametro que melhor avalia a resposta a terapéutica. O limite de

detecgao da técnica € de |5 Ul/ml.

10.4.3 Genoétipo HCV*

A determinagao do gendtipo € extremamente importante que condiciona a escolha
do tratamento e duragao do mesmo. Dependendo do gendtipo o clinico pode ser elucidado
acerca da progressao da doenga, uma vez que ha genodtipos que respondem melhor a

terapéutica do que outros.?"

10.4.4 Polimorfismo da IL28B*

A deteccao do polimorfismo rs12979860 no gene humano da IL-28B e a
diferenciagao dos gendtipos: homozigético “wild-type” (C/C); heterozigotico (C/T) e o
genotipo homozigotico mutado (T/T), influencia a terapéutica uma vez que o genoétipo CC
responde melhor ao tratamento. No entanto, nem todos os doentes com este genotipo
conseguem resposta virologica rapida. A combinagao do genétipo com o polimorfismo IL28B

permite ao clinico a adopgio do melhor esquema terapéutico. **

10.5 Hepatite Delta

O virus da hepatite Delta (HDV) é um virus RNA defectivo ja que s6 se consegue
replicar na presenga do HBV. A infeccao pode ocorrer em simultineo com a infecgao por
HBV (co-infecgao) ou ocorrer depois do individuo ja ser portador de HBV (super-infecgao).

Nao existe vacina para este virus, contudo como so causa infecgao na presenga de
HBYV, a vacina do HBV acaba por ser eficaz na prevencgio da infecgio por este virus.”

No laboratério de virologia sao determinados os anticorpos anti-delta total (IgG e
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IgM) e anti-delta IgM.

10.5.1 Carga Viral HDV*

Em combinagao com HBYV, a infecgao por HDV esta associada a graves complicagoes
como € a rapida progressao para cirrose hepatica, o aumento da possibilidade de
desenvolver carcinoma hepatico, estando associada a elevadas taxas de mortalidade.

A carga viral é importante na avaliagio da resposta a terapéutica, o limite de

detecgdo da técnica é 30 copias/ml.1**!

10.6 Hepatite E

O virus da hepatite E (HEV) é virus de RNA, nu, pertencente a familia Caliciviridae. A
transmissao € oral-fecal. Os anticorpos surgem cerca de duas semanas apos a infecgao, e
com o passar do tempo o titulo de IgM diminui a medida que vai aumentando o do IgG. A

doenca, em geral nio é grave, excepto quando evolui para hepatite fulminante.”®

10.6.1 Carga Viral HEV*

Tém sido descritos alguns casos de hepatite fulminante em gravidas cujo agente
etiologio detectado foi o HEV, tendo o CHUC uma maternidade faz todo o sentido a
realizagao do teste.

O limite de deteccio da técnica é 80 copias/ml.¥!

10.7 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é virus de RNA, pertencente a familia
Retroviridade. O genoma do virus é constituido por 3 genes principais e 6 reguladores. Os 3
genes principais sao: o gene env que codifica as proteinas estruturais do envelope; o gene gag
que codifica as proteinas da capside, da nucleocapside e matriz, e o gene pol que codifica as
enzimas necessarias a replicagao, transcriptase reversa, protease e integrase. A transmissao €
por contacto directo com fluidos biolégicos infectados. !

No laboratorio de virologia os kits utilizados, tanto quimioluminiscéncia como ELISA
pesquisam o antigénio p24 do HIV e anticorpos anti-HIV-| e anti-HIV2, contudo nao fazem
distingao entre os dois, sendo necessario recorrer a testes confirmatorios. Quando se tem
uma amostra positiva quer por quimioluminiscéncia quer por ELISA, a amostra é sempre
repetida, utilizando outra metodologia, por vezes ha falsos positivos. Se a amostra for

positiva por quimioluminiscéncia, a amostra é repetida por utilizando uma técnica de ELISA.
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Mantendo o resultado, procede-se a realizagao de testes confirmatoérios inno-lia HIV ou

western blot. 7%

10.8 Virus Humano da Leucemia das Células T (HTLYV)

O HTLV é um virus de RNA, pertence a familia Retroviridae, o seu genoma possui 3
genes gag, env e pol e uma regiao pX. A sua transmissao ocorre por contacto com linfocitos
T infectados.P”!

No laboratorio de virologia sao pesquisados os anticorpos anti-HTLV-l/Il. Quando €
obtido um resultado positivo, o seguimento a dar é semelhante ao do HIV, executa-se o

western blot para confirmar e especificar se a infecgao é devida a HTLV-l ou HTLV-II.

I I. Outros parametros determinados nos dadores de sangue

1.1 Trancription Mediated Amplification (TMA)

A utilizagao deste ensaio permitiu diminuir o “periodo janela”, diminuindo a
probabilidade de uma infecgao por HIV, HBV ou HCV nao ser detectada apesar de ja existir.
Sao poucos os casos em que apenas este teste € positivo.

Permite ao laboratorio pesquisar RNA do HIV, HCV e DNA do HBV tanto de

dadores de sangue como dadores cadaveres para recolha de cérneas.””

1 1.2 Sifilis

O agente etioldgico da sifilis € uma bactéria Treponema pallidum, trata-se de uma
doenga de transmissao sexual (DST).

Este é um parametro obrigatério no rastreio aos dadores de sangue. Os testes
realizados neste Laboratorio destinam-se apenas ao screening dos dadores e sao testes nao
treponémicos, ou seja pesquisam anticorpos e nao antigénios especificos do

microorganismo.*” Sio pesquisados anticorpos anti-Treponema pallidum do tipo IgG ou IgM.

I 1.3 Malaria

O agente etioldgico da malaria é o Plasmodium spp, € transmitido ao homem pela
picado do insecto Anopheles. As espécies patogénicas para o ser humano sao: P. falciparum,
P.vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi.

Em casos raros, a infecgao é adquirida através da inoculagao directa de sangue
infectado, por exposi¢ao acidental ou através da transfusao de sangue e componentes

sanguineos. Dai a necessidade de realizar o teste em dadores que tenham estado em zonas
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endémicas do Plasmodium.

O primeiro caso de malaria transmitida por transfusao foi descrito em 1911. O SSMT
procedeu a um estudo entre 9 de Maio de 2008 e 15 de Agosto de 2009, identificando 718
dadores de risco entre 25.871 dadores, aos quais foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-
Plasmodium. Destes, 120 apresentaram um resultado positivo, representando 0.46% dos
dadores inscritos nesse periodo. As amostras reactivas pelo teste imunoenzimatico foram
enviadas para o Centro Nacional de Microbiologia, no Instituto Carlos Ill, de Madrid, para
estudo por técnicas de PCR.[*!

No laboratorio sao pesquisados anticorpos para o P. falciparum, P.vivax, P. ovale e P.

malariae.

12. Controlo de Qualidade

O objectivo da realizagao do controlo interno € assegurar a qualidade nos resultados
fornecidos pelo Laboratorio. As amostras de controlo de qualidade interno sao processadas
todos os dias, como se de um dador ou doente se tratasse, visam monitorizar o
desempenho do Laboratério de virologia na rotina e assegurar padroes de qualidade.

Os resultados obtidos sao introduzidos num programa informatico, que
automaticamente avalia os resultados de acordo com as médias e desvio-padrao. Funciona
como uma ferramenta estatistica que permite avaliar a performance do aparelho, e a
presenga de erros sistematicos e/ou fortuitos. Se o controlo de qualidade interno estiver
fora dos intervalos definidos, todos os resultados sao invalidados. Mensalmente sao tirados
relatorios do controlo de qualidade interno para todos os parametros.

O Controlo de Qualidade Externo (CQE) permite a avaliagao retrospectiva do
desempenho, permitindo a comparagao entre os resultados obtidos em Laboratoérios
diferentes, com consequente uniformizagao para verificar a qualidade dos resultados obtidos
por um Laboratorio.

A qualidade é controlada por Laboratérios independentes que fornecem aos
Laboratoérios participantes as amostras, estes devem efectuar as provas com os distintos
reagentes utilizados nos diversos equipamentos, enviando os resultados dos mesmos.

A participagao em planos de CQE podem ser considerados como um desafio para
verificar a eficacia das Boas Praticas de Laboratorio e aumenta a credibilidade do
Laboratério, permitindo também uma melhoria do desempenho.*?

A virologia e a imunohematologia participam no programa UK National External

Quality Assessment Service for Microbiology (UK NEQAS). A imunohematologia participa
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I3

no Programa Controlo de Qualidade Externo Imunohematologia (PCQEl), é um
procedimento para verificar a qualidade dos resultados obtidos por um Laboratério de

Imunohematologia, sendo fornecido pelo IPST.

3. Casos clinicos

Doente 24 anos rotina pré-operatéria apresentando os seguintes resultados:

| Andlise Meétodo Resultado Interpretagao Valbores de Referéncia
VIROLOGIA
HE=s &g CMIA 0,36 Negative Negativo<0 9
Positimo>1.1
0.9< =hdeterm dado<=1.1
HBc &c CMIA 10,49 Positivo Negatiro<0 9
Positimo>1.1
0.9< =hdeterm dado<=1.1
HBc &c (IgH) CMIA 0,12 Hegative Negtivo<0 8
Positivo>1.2
0.8< =hdeterm rado<=1.2
HEs &c (Titulo) CMIA »1000.0 UI/L
HBe &g CMIA 0,39 Wegative Negtiro<0 9
Positimo>1.1
0.9< =hdeterm rado<=1.1
HBe &c CMIA 2,34 Positivo Negativo<0 9
Positivo>1.1
0.9<=Ideterm ado<=1.1
HIV 1+2 agfac CMIA 546,59 Positivo Negativo< 9
Positimo>1.1
0.9< =hdeterm dado<=1.1
Inne-Lia HIV I/1II Positive HIV 1

A doente esta vacinada para a hepatite B, confirmou-se a infecgao por HIV-1 como se

mostra nas imagens seguintes.

Imagem I: Tira de nitrocelulose Inno-Lia HIV.

Imagem 2: Interpretagao automatica do Inno-Lia HIV.
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Doente com muiltiplas infeccoes seguido na consulta de infecciosas, apresentando os

seguintes resultados:

Analise Método Resultado Interpretagao Vabores de Referéncia
VIROLOGIA
HBs &g CMIA 346062 Positivo Negativo<0 9
Positiro>1.1
0.9< =determ mado<=1.1
HEc &c CMIA 11,50 Positive Negativo<0 9
Positivo>1.1
0.9< =determ mado<=1.1
HE= &c (Titulo) CMIA 0,00 UI/L
HEe &g CMIA 0,23 We gative Negativo<0 9
Positiro>1.1
0.9< =determ mado<=1.1
HBe &c CMIA 65,03 Positive Negativo<0 9
Positiro>1.1
0.9< =hdeterm mado<=1.1
4c Delta EL& 454,55 Positivo Negativo<0 9
Positiro>1.1
0.9> =hdeterm mado<=1.1
4c Delta IghH EI& 3,37 Positive Negatiro<0 9
Positivo>1.1
0.9< =Ideterm mado<=1.1
Hav ac CMIA 11,33 Positive Negativo<0 9
Positiro>1.1
0.9< =hdeterm nado<=1.1
BIOLOGIA MOLECULAR
RN& HCV Qualitativoe (Tempo real ) Positive
Genotipo HCW 3a

Teste Reszist. Terapeutica HEV Indeterminavel

PCR - HBV Qualitative (Tempo real) Positive

Genotipo HBV Indeterminavel

Carga viral baixa.

HEV-DN& quantitative (PCR tempo real) 20 UI/ml Positive Negntino=0
Positimo»=20
1< =Duridoso< 20
HCV-RN& quantitative (PCR tempo real) 4780 UI/ml  Positive Negatiro=0
Positiro>=15

1< =Duridoso< 15

O doente tem uma hepatite B cronica com superinfecgao com HDV, e uma hepatite
C. Inicialmente este doente apresentava apenas uma hepatite B, entretanto adquiriu infecgao
por HDV e HCV. O doente encontra-se em tratamento, o tratamento para a hepatite C foi
iniciado recentemente, informagao disponibilizada na requisicao. Seria interessante observar
as analises deste, num intervalo de tempo préoximo, contudo o doente ainda nao regressou
ao hospital.
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14. Conclusao

O estagio foi realizado no meu ambiente de trabalho, o que foi extremamente
enriquecedor porque foi-me possivel questionar tudo aquilo que fagco e aprender novas
técnicas que até entao desconhecia. Foi-me dada a possibilidade de integrar um novo sector,
a biologia molecular doentes onde estao sempre a ser implementadas novas técnicas.

O servico de sangue é uma area das analises clinicas pouco conhecida mas
extremamente aliciante, e com uma grande responsabilidade inerente. O SSMT por estar
num hospital central tem situagdes de emergéncia quase todos os dias, onde as unidades de
sangue tém de seguir sem provas de compatibilidade dada a gravidade das situagoes.

Em suma, passei a olhar para o servigo que me acolhe ha oito anos com outros olhos.
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