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Além da contagem é também realizada a determinação do MPV, o volume plaquetar 

médio, uma ferramenta importante no diagnóstico de trombocitopenias. Caso o patologista 

do laboratório ache relevante, mediante o resultado obtido no hemograma, pode ser feita a 

contagem de plaquetas por fluorescência, um método alternativo para a sua contagem que 

também determina a existência de plaquetas imaturas. Este consiste em citometria de fluxo 

por fluorescência, onde o sinal de fluorescência é diretamente proporcional ao grau de 

imaturidade das plaquetas. É útil no controlo da trombicitopoiese e no diagnóstico de 

trombocitopenias [11].    

 

 

LÍQUIDOS BIOLÓGICOS 

 

Além do hemograma, o Sysmex XN-1000 também processa outros líquidos, como 

LCR, líquido ascítico e pleural. Esta análise, por citometria de fluxo com fluorescência, 

consiste na contagem dos seguintes parâmetros: eritrócitos, glóbulos brancos, células 

mononucleares (linfócitos e monócitos), células polimorfonucleares (neutrófilos e 

eosinófilos) e células de elevada fluorescência (macrófagos e células epiteliais e tumorais). 

Além da contagem no aparelho, os líquidos são sempre contados em Câmara de 

Neubauer para confirmar o resultado, e se necesário é realizado um citoesfregaço para 

confirmação. Todas as contagens do aparelho e realizadas manualmente são validadas pelo 

patologista responsável. 

Esta análise é uma ferramenta útil quando utilizada em conjunto com análises 

bioquímicas e microbiológicas para uma melhor interpretação dos resultados mas também 

para excluir ou prever um possível diagnóstico.   

 

 

ESFREGAÇO SANGUÍNEO 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21 – Realização de um esfregaço sanguíneo 

Fonte: [12] 
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Após a realização do hemograma os resultados são analisados e comparados com os 

valores de referência existentes. Caso algum parâmetro não esteja concordante com estes 

pode ser pedida a realização de um esfregaço sanguíneo pelo patologista do laboratório. É 

sempre relevante consultar a história clínica do doente em questão, assim como o histórico 

de resultados anteriores. Há também certos critérios estabelecidos no laboratório e pelo 

sistema informático, que nos dão o alerta para a possível necessidade de realização de um 

esfregaço nomeadamente quando o valor dos granulócitos imaturos é superior a 5×103/ml, 

em situações de trombocitopenia, leucopenia, anemia, linfopenia ou leucocitose. 

Um esfregaço sanguíneo permite-nos visualizar a morfologia e o aspeto das células 

sanguíneas, para diagnosticar ou confirmar a suspeita de alguma patologia. Para a visualização 

ao microscópio eletrónico ser possível é necessário realizar uma coloração sobre a amostra 

presente na lâmina.  

Neste laboratório é feita a coloração de Wright modificada no dispositivo automático 

RAL Diagnostics. Esta utiliza quatro reagentes e as suas ações sucessivas criam uma cor violeta 

nos leucócitos que é visível principalmente na cromatina, nas plaquetas e nos grânulos das 

células granulócitas.  

 

 

VELOCIDADE DE SEDIMENTAÇÃO 

 

A velocidade de sedimentação (VS) é a medição da rapidez com que os eritrócitos 

sedimentam, durante uma hora. É uma medição da fase aguda de resposta a uma doença 

inflamatória.  

Apesar de não ser um procedimento específico, esta análise é clinicamente útil uma 

vez que o valor pode ser influenciado pela concentração de algumas proteínas cuja 

concentração plasmática se modifica em situações inflamatórias, pela existência de algumas 

patologias, por propriedades dos eritrócitos e pelo grau de anemia (hematócrito). Valores 

elevados estão relacionados com qualquer tipo de infeção, mas também são característicos 

na presença de leucemias, linfomas e carcinomas [13].    

Normalmente o valor da VS está entre 1 e 10mm por hora, em doentes do sexo 

masculino, e entre 1 e 15mm em doentes do sexo feminino. Em condições patológicas este 

valor pode aumentar substancialmente, muitas vezes até 100mm. 

Esta análise é realizada no Ves-Matic Cube 30 e está programada para 33 minutos, 

sendo o resultado obtido convertido para uma hora. O dispositivo determina 
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automaticamente o nível de sedimentação dos eritrócitos através do grupo ótico-eletrónico 

que possui, enquanto as amostras repousam.  

Esta análise é efetuada sem consumo de amostra, utilização de reagentes e produção 

de resíduos. São usados os mesmos tubos com EDTA colhidos para o hemograma, pelo que 

não é necessária a colheita de mais um tubo.  

 

 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 

A citometria de fluxo é uma técnica que nos permite identificar diversas células 

humanas através dos seus antigénios de superfície. É realizada no Cytomics FC 500 da 

Beckman Coulter e o seu funcionamento consiste na medição da luz dispersa e da 

fluorescência à medida que as células passam através do feixe de laser. São usados 

anticorpos monoclonais contra os antigénios de superfície específicos de cada célula 

pesquisada, conjugados com fluorocromos. Quando uma célula passa no feixe do laser, a luz 

deste é dispersa e excita os fluorocromos ligados aos anticorpos causando a sua 

fluorescência, ou seja a emissão de luz por parte deles [8].    

Este aparelho pode medir em simultâneo a dispersão frontal (FS), a dispersão lateral 

(SS) e cinco fluorocromos. A FS corresponde à quantidade de luz que é dispersa entre 

ângulos estreitos relativamente ao eixo do feixe de laser e a sua quantidade é proporcional 

ao tamanho da célula que dispersou essa luz. Já a SS é denominada como a quantidade de luz 

que é dispersa a um ângulo de cerca de 90°, relativamente ao eixo do feixe, e é proporcional 

à granularidade e complexidade da célula. As células também emitem luz fluorescente em 

todos os ângulos uma vez que estão conjugadas com os fluorocromos, e a quantidade desta 

luz permite ao aparelho identificar os antigénios de superfície das células [8].    

As amostras são colhidas com EDTA, em tubos iguais aos usados para o hemograma. 

Antes de serem colocadas no citómetro é realizado um controlo de qualidade, em que a 

amostra-controlo é sujeita exatamente ao mesmo processo das restantes amostras. Quando 

o resultado do controlo é obtido e se verifica que está em conformidade com os valores 

esperados, as amostras são colocadas no PrepPlus 2 onde são pipetadas para os tubos 

próprios do citómetro, e passam pelo TQprep onde vai ocorrer a lise dos eritrócitos e das 

plaquetas, para não interferir com o resultado, seguindo no final para o citómetro. No SPC 

do Hospital de Guimarães são realizadas as populações linfócitárias e a determinação de 

HLA-B27. 
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 Populações linfocitárias 

A determinação das populações linfocitárias é realizada pois permite distinguir os 

diferentes tipos de linfócitos (T helper, T cititóxico, B e NK), o que não é possivel no 

hemograma nem na visualização do esfregaço sanguíneo. A citometria é realizada a partir da 

contagem de linfócitos obtida no hemograma.  

Usualmente as populações são realizadas em doentes com imunodepressão para a 

monitorização da terapêutica e da quantidade de linfócitos, sendo exemplos a pesquisa de 

imunodeficiências (normalmente em crianças) e o acompanhamento e monitorização de 

doentes portadores de HIV. No caso dos doentes com HIV, sabe-se que os linfócitos são as 

células atingidas uma vez que é nestes que o vírus se aloja, o que faz com que percam as suas 

funções e sejam destruídos. Além disso a terapêutica anti-retroviral tem influência na medula 

óssea e pode provocar diminuição da produção de linfócitos, sendo necessária a 

monitorização para auxiliar no ajuste da terapêutica.  

Os parâmetros mais importantes são o Ratio CD4/CD8 onde se estuda a relação entre 

os linfócitos T helper (CD4) e os T citotóxicos (CD8), e a quantidade de linfócitos TCD4 

presentes na amostra. Contudo também é analisada a presença e quantificação das restantes 

células, estando os respetivos antigénios de superfície enumerados na tabela 3. 

 

 

 

 

 Determinação de HLA-B27  

No âmbito da Citometria de fluxo é também feita a determinação do antigénio HLA-

B27 na superfície de linfócitos em sangue total e a deteção de uma possível reação cruzada 

com o antigénio HLA-B7. É realizada uma análise qualitativa do perfil de positividade do 

Antigénio Célula correspondente 

CD45 Linfócitos totais 

CD4 Linfócitos T helper 

CD8 Linfócitos T citotóxicos 

CD3 Linfócitos T 

CD56 Linfócitos NK 

CD19 Linfócitos B 

Tabela 3 – Antigénios de superfície pesquisados  
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antigénio HLA-B27 com base na sua intensidade de fluorescência. A mistura de anticorpos 

monoclonais HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE permite detectar a expressão do antigénio HLA-

B27 e discriminar uma possível reação cruzada com o HLA-B7. Além disso, é utilizado um 

controlo para detetar situações de ocorrência de ligações não especificas. 

O MHC (Complexo Major de Histocompatibilidade) é um grupo de genes localizado 

no cromossoma 6 que estão envolvidos na regulação da resposta imune, principalmente 

através do reconhecimento e apresentação de antigénios e codificam proteínas fundamentais 

à sinalização das células. Estas proteínas são antigénios que estão presentes à superfície de 

diferentes tipos de células. Nos humanos, o correspondente do MHC é denominado de HLA 

(Antigénio Leucocitário Humano). Os antigénios HLA-B27 e HLA-B7 pertencem ao 

complexo HLA classe I, sendo codificados no locus HLA-B [14].    

O fenómeno de reacção cruzada do antigénio HLA-B27 com o HLA-B7 pode ser 

diferenciado através dos seguintes anticorpos monoclonais: HLA-ABC-m3, que reconhece o 

antigénio HLA-B27 e pode apresentar reacção cruzada com o HLA-B7, e o BB7.1, que 

apenas reconhece o antigénio HLA-B7 e por isso não tem afinidade com o HLA-B27. 

Quando esta situação acontece considera-se que a amostra é duvidosa e é necessário 

realizar uma confirmação por PCR. 

A presença do antigénio HLA-B27 é comum em doentes com doenças inflamatórias 

que afectam as articulações intervertebrais e sacroilíacas estando por isso fortemente 

associada com espondilite anquilosante, uma doença inflamatória crónica que afecta as 

articulações do esqueleto axial. A sua determinação é utilizada no diagnóstico desta doença, 

onde 90% dos doentes expressam o HLA-B27, comparativamente com os 7-8% de 

indivíduos normais que também possam expressar. Contudo, a sua expressão está 

igualmente relacionada com outras doenças reumáticas tais como a artrite reactiva 

(síndrome de Reiter), a artrite psoriática e a doença inflamatória intestinal.  

Nas figuras seguintes estão representados os gráficos resultantes, de acordo com a 

presença ou ausência dos antigénios em causa. 
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PESQUISA DE HEMOPARASITAS 

 

A pesquisa de hemoparasitas é realizada preferencialmente no esfregaço sanguíneo, 

havendo contudo testes rápidos para auxiliar no diagnóstico. Existem varios parasitas que se 

alojam nas células sanguíneas, sendo um dos mais comuns o Plasmodium spp, pelo que no 

laboratório existe um teste para a pesquisa dos seus antigénios.   

A malária é uma doença causada por um protozoário que parasita o sangue humano e 

é transmitida através da picada de um inseto infetado, entrando assim o parasita na corrente 

Figura 23 – HLA-B27- / HLA-B7+ 

Fonte: SPC CHAA 

 

Figura 22 – HLA-B27+ / HLA-B7- 

Fonte: SPC CHAA 

 

Figura 24 – HLA-B27+ / HLA-B7+ 

(duvidoso) 

Fonte: SPC CHAA 

Figura 25 – HLA-B27 duvidoso / 

HLA-B7- 

Fonte: SPC CHAA 
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sanguínea humana. Após completar o seu ciclo de vida, este invade os eritrócitos que 

perdem a sua forma e funções, pelo que a anemia é a consequência mais imediata desta 

doença. As espécies mais comuns são Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae 

[15].    

Para a pesquisa deste parasita é realizado o teste CoreTM Malaria Pan/Pv/Pf, um ensaio 

imunocromatográfio rápido e qualitativo que deteta uma proteína específica do Plasmodium 

falciparum e do Plasmodium vivax e uma comum ao género, através da reação com anticorpos 

monoclonais contra estas. Este é usado para a deteção específica destas duas espécies (que 

são as mais prevalentes), para a diferenciação em relação a outras espécies e para 

monitorizar a terapêutica (através da tira Pan). 

Este teste é útil e rápido pelo que permite iniciar o mais cedo possível a terapêutica 

antimalárica, no caso de um resultado positivo. Além disso, um resultado positivo deve ser 

sempre confirmado com a observação do respetivo esfregaço sanguíneo.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para esta análise pode ser usado o sangue do tubo de EDTA utilizado para a realização 

do hemograma e deve ser executado de imediato. Amostras coaguladas ou contaminadas 

não devem ser usadas.  

 

 

COAGULAÇÃO 

 

No Serviço de Sangue as amostras são colhidas para um tubo com o anticoagulante 

citrato trissódico, na proporção 1:9 de sangue. Estas são centrifugadas a 3500rpm durante 

10 minutos para se obter plasma. As análises são feitas no ACL TOP 700 e relacionam os 

diversos parâmetros da coagulação com o tempo que o coágulo demora a ser formado, em 

cada doente.  

Figura 26 – Plasmodium falciparum a 

parasitar um eritrócito 

Fonte: [2] 
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Os doentes que estão medicados com uma terapêutica anticoagulante são 

denominados de hipocoagulados, dado o seu risco de hemorragias, e deslocam-se 

periodicamente ao serviço para terem uma consulta e realizarem análises para 

monitorização desta terapêutica. À parte destes doentes, estas análises são realizadas 

normalmente como todas as outras sempre que houver pedido do médico.  

Diariamente realizam-se os seguintes testes: Tempo de protrombina, Tempo de 

tromboplastina parcial ativado, Quantificação de fibrinigénio e Quantificação de D-dímeros. 

Uma vez por semana realizam-se os testes de trombofilia, que contemplam a Quantificação 

de antitrombina e do fator VIII e as Determinações das proteínas C e S e do anticoagulante 

lúpico.  

 

 

MICROBIOLOGIA 

 

A área de microbiologia tem como função o isolamento e identificação de 

microrganismos que podem provocar doenças no Homem. 

O laboratório de microbiologia do SPC do CHAA compreende o laboratório principal, 

onde são realizados todos os procedimentos quotidianos, a sala de micobactérias, que está 

isolada uma vez que requer mais segurança e cuidado na manipulação das amostras, e a sala 

de Biologia molecular. São recebidos vários tipos de amostras, nomeadamente amostras de 

sangue, catéteres, expetorações e secreções brônquicas, lavados e aspirados brônquicos, 

urinas, líquidos biológicos, fezes, exsudados purulentos e exsudados vaginais. Estas são 

colhidas, transportadas, processadas e armazenadas de forma específica e concordante com 

as necessidades dos microrganismos que se suspeita possuir e de acordo com os protocolos 

estabelecidos pelo laboratório, descritos no Manual de Colheitas. Todos os produtos são 

manipulados nas câmaras de fluxo laminar de modo a garantir a segurança dos técnicos, 

sendo esta uma preocupação constante.  

São realizadas análises bacteriológicas, micobacteriológicas, parasitológicas, micológicas 

e virais, mas os procedimentos mais comuns de rotina incluem o exame direto (colorações), 

a sementeira nos meios de cultura, os testes imunocromatográficos, a identificação no Vitek2 

e os antibiogramas. 
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No exame direto, as colorações de Gram e Auramina são realizadas no aparelho de 

coloração automático PolyStainer IUL, enquanto que a de Ziehl-Neelsen ainda é realizada de 

forma manual.  Os protocolos destas encontram-se em anexo.  

Todas as placas de petri devidamente semeadas são incubadas a 37°C durante 18 a 24 

horas na estufa, excepto as que foram semeadas a partir de líquidos biológicos (pleural e 

ascitico) e LCR, cujo tempo de incubação é de 48 e 72 horas respetivamente (dadas as suas 

características estéreis). Contudo, se não houver crescimento volta-se a incubar mais 24 

horas. Quando há suspeita de microrganismos fastidiosos, como Neisseria spp e Gardnerella 

vaginalis, é usual deixar as placas a incubar durante 3 a 5 dias. Os meios de sangue e de 

chocolate são incubados em estufa com 5% de dióxido de carbono, enquanto todos os 

outros incubam em estufa sem este gás. No caso da pesquisa de fungos as placas são 

incubadas a 25°C e por períodos mais prolongados.  

 

 

MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS 

 

- Gelose de sangue: É um meio enriquecido e não-selectivo pois permite o crescimento 

de uma grande variedade de microrganismos. Além disso permite o crescimento de 

microrganismos fastidiosos [16]. Contudo pode ser considerado também um meio 

diferencial uma vez que faz a distinção entre microrganismos consoante a sua hemólise (α, β 

ou 𝛾) [17]. A hemólise acontece porque certas bactérias produzem enzimas extracelulares 

que lisam os eritrócitos do meio, e podem apresentar três aspetos diferentes consoante o 

tipo de hemólise (α, β ou 𝛾). Na β-hemólise ocorre o desaparecimento de todos os 

eritrócitos em redor da colónia da bactéria, enquanto que na α-hemólise apenas ocorre lise 

de algumas células, produzindo um halo esverdeado à volta da colónia. Já na 𝛾-hemólise esta 

não existe, ou seja, os eritócitos não são lisados por isso não se forma qualquer halo à volta 

da colónia [16].  
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- Gelose de chocolate: A gelose de chocolate + PolyViteX, ou gelose PVX, é semelhante à 

gelose de sangue mas contém os eritrócitos já lisados, ficando o meio com a cor castanha. 

Esta lise liberta nutrientes intracelulares, como os fatores de coagulação X (heme) e V 

(NAD) para poderem ser utilizados pelos microrganismos. É usada preferencialmente para a 

pesquisa de estirpes fastidiosas como Haemophilus spp (uma vez que não crescem em gelose 

de sangue já que necessitam dos fatores de coagulação), Neisseria spp e Streptococcus 

pneumoniae [16].  

 

- Gelose MacConkey: É usada para o isolamento e diferenciação de bacilos Gram-

negativos entéricos fermentadores e não-fermentadores de lactose. É constituída por 

lactose, vermelho neutro como indicador de pH e cristal violeta e sais biliares como 

inibidores de bactérias Gram-positivas. O indicador de pH distingue os fermentadores de 

lactose dos não-fermentadores uma vez que a fermentação de lactose resulta na produção 

de ácido e leva à diminuiçao do pH, ficando as colónias das bactérias fermentadoras (ex: E. 

coli) com uma cor rosa-avermelhada. Por outro lado, as que não são fermentadoras desta 

(ex: Shigella spp) continuam incolores, uma vez que não há alteração de pH [16]. 

 

- Gelose de manitol: Também conhecida como gelose de Chapman, é um meio seletivo e 

diferencial que só permite o crescimento de Staphylococcus spp. Possui manitol e vermelho 

de fenol como indicador, além de uma concentração de cloreto de sódio de 7,5% que inibe o 

crescimento de muitas bactérias excepto Staphylococcus spp uma vez que são halotolerantes 

[16]. A identificação de S. aureus é visualizada através da fermentação do manitol por parte 

deste, ocorrendo produção de ácido e mudança de cor do meio, apresentando-se as 

Figura 27 – β- hemólise 

Fonte: SPC CHAA 

 

 

Figura 28 – α- hemólise 

Fonte: SPC CHAA 
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colónias características deste amarelas, o que as distingue das outras espécies de 

estafilococos [18]. 

 

- Gelose SS: É um meio de isolamento seletivo e diferencial de Salmonella spp e Shigella spp, 

constituído por lactose, citrato de ferro e citrato de sódio. Este meio distingue estas duas 

espécies das restantes Gram-negativas que podem eventualmente crescer, devido ao 

indicador vermelho neutro que muda a cor das colónias das estirpes fermentadoras de 

lactose de incolor para rosa. A presença de sais de ferro permite detetar as estirpes que 

possuem a enzima tiossulfato redutase, ou seja, que reduzem o tiossulfato e produzem H2S, 

havendo a formação de um centro negro. As colónias de Salmonella spp são incolores com 

ou sem centro negro, enquanto que as de Shigella spp também se apresentam incolores mas 

sem centro negro. Ambas são incolores já que estas bactérias não fermentam a lactose. 

Além disso o meio possui uma mistura de sais biliares e corantes que inibem as bactérias 

Gram postivo [16;19].    

 

- Gelose SMAC: É usada para o isolamento de Escherichia coli, mas com a diferenciação do 

serótipo O157:H7. Este meio tem as mesmas características que o meio de MacConkey mas 

também possui sorbitol, que permite que as colónias desta estirpe se apresentem incolores 

com centro acastanhado uma vez que não fermentam este açúcar. As fermentadoras 

apresentam-se cor de rosa. Além disso o meio possui cefixima, sais biliares e cristal violeta 

para inibir Gram-positivas e algumas enterobactérias.   

 

- Gelose YER/CIN: É utilizada para o crescimento único de Yersinia spp, sendo que a 

espécie Yersinia enterocolitica é a que se pesquisa por causar infeções no trato 

gastrointestinal. O meio é composto pelos antibióticos cefsulodina, irgasan e novobiocina, e 

por desoxicolato e cristal violeta que inibem seletivamente o crescimento de todas as outras 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. É também constituído por manitol e vermelho 

neutro para diferenciar a Yersinia enterocolitica, uma vez que fermenta o manitol do meio e 

produz pH ácido, sendo as suas colónias características vermelhas no centro com um halo 

incolor [20]. 

 

- Gelose STRB: É usada para o isolamento seletivo de estreptococos do grupo B, ou seja, 

Streptococcus agalactiae. É um meio seletivo e cromogénio que combina três substratos 

cromogénios e antibióticos. As colónias deste estreptococo de interesse apresentam-se rosa 
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