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ABREVIATURAS

ATB — Antibiograma

ATCC — American Type Culture Collection

CA 125 — Cancer antigen |25 (Antigénio cancerigenio 125)

CA 153 — Cancer antigen 153 (Antigénio cancerigenio 153)

CA 199 — Cancer antigen 199 (Antigénio cancerigenio 199)

CD — Cluster of differentiation antigen

CHAA — Centro Hospitalar do Alto Ave

CIN — Cefsuldina, Irgasan e Novobiocina

CLED - Cistina, lactose, deficiente em eletrdlitos

DNA — Desoxiribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

EPI — Equipamento de protecao individual

EDTA — Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
EUCAST — The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

FS — Forward scatter (Dispersao frontal)

FSH — Follicle-stimulating hormone (Hormona foliculo estimulante)

GN — Gram negativo

HCI — Acido cloridrico

HCT — Hematocrito

HDL — High Density Lipoprotein (Lipoproteina de alta densidade)

HIV — Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia humana)
HLA — Human leucocyte antigen (Antigénio Leucocitario Humano)

HPLC — High Performance Liquide Chromatography (Cromatografia liquida de alta pressao)
IFl — Imunofluorescéncia indireta

Ig — Imunoglobulina

IL-5 — Interleucina 5

LCR - Liquido cefalorraquideo

LDH — Lactate dehydrogenase (Lactato desidrogenase)

LH — Luteinizing hormone (Hormona Luteinizante)

MCH — Mean corpuscular hemoglobin (Hemoglobina globular média)

MCHC — Mean corpuscular hemoglobin concentration (Concentragao média de hemoglobina

globular)
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MCV — Mean cell volume (Volume globular médio)

MHC — Major histocompatibility complex (Complexo Major de Histocompatibilidade)
MPV — Mean platelet volume (Volume plaquetar médio)

MRSA — Methicillin-resistant S. aureus (S. aureus meticilina resistentes)

NEQAS — National External Quality Assessment Service

NK — Natural killer cells

PBP2a — Penicillin binding protein 2a (Proteina de ligagao a penicilina 2°)

PCR — Polymerase chain reaction (Reagao em cadeia de polimerase)

RBC — Red blood cells (Glébulos vermelhos ou eritrécitos)

RDW - Red cell distribution width (Distribuicdo do didmetro dos eritrocitos)

RIQAS — Randox International Quality Assessment Scheme
RNA — Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

Rpm — Rotagoes por minuto

RPR — Rapid plasma reagin

SGC — Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol
SMAC — MacConkey com Sorbitol

SPC — Servigo de Patologia Clinica

SS — Side scatter (Dispersao lateral)

SS — Salmonella spp e Shigella spp

T3 — Triiodotironina

T4 — Tiroxina

TPHA — Treponema pallidum hemaglutination

UCIC — Unidade de Cuidados Intensivos Cardiacos
UCIP — Unidade de Cuidados Intensivos Polivalentes
VCAT — Vancomicina, Colistina, Anfotericina e Trimetoprim

VS — Velocidade de sedimentacao
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RESUMO

As andlises clinicas sao um meio complementar de diagndstico que consiste em exames
laboratoriais realizados a pedido do médico, com o objetivo de diagnosticar, confirmar ou
monitorizar uma patologia. Para a monitorizagao destas anadlises é fundamental a aquisicao de
conhecimentos solidos que abrangem as diferentes areas das ciéncias da salde e o
conhecimento da importancia do laboratorio no diagnodstico, tratamento, monitorizagao e
prevencao da doenca, na epidemiologia e no conhecimento das boas praticas laboratoriais e
das questoes éticas e legais.

Este relatério de estagio descreve as analises realizadas nas cinco valéncias principais
do Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Alto Ave — Unidade de Guimaraes
com especial incidéncia na Microbiologia e Hematologia, dado terem sido as areas que me
despertaram mais interesse. A Microbiologia por ser uma area de trabalho mais pratico e
que sempre me fascinou em todos os seus ramos, nomeadamente a bacteriologia que é mais
comum na clinica mas também a parasitologia, micologia e virologia, e a Hematologia devido
as diferentes células do sangue e patologias que envolve.

Além disso é feita uma breve descrigao deste servigo, que inclui os profissionais que la
trabalham, o seu horario de funcionamento, o responsavel, o fluxo e tipo de amostras e os
espagos e salas de trabalho.

O relatorio contempla também o tema do Controlo de Qualidade efetuado neste
laboratorio. O seu cumprimento e vigilincia tém ganho cada vez mais importancia e
preocupagao, uma vez que € a ferramenta que permite ao laboratério garantir a exatidao e

precisao dos resultados que apresenta aos seus doentes e respetivos médicos.







ABSTRACT

Clinical analysis are a complementary mean of diagnosis which consist on laboratory
examinations ordered from an assigned doctor to diagnose, monitor or confirm a disease.
These require the solid knowledge covering different areas of health sciences and help
comprehend not only the importance of laboratory diagnosis, treatment, monitoring and
disease prevention, epidemiology, but also the awareness of good laboratory practice and
the ethical and legal issues regarding it.

This internship report describes the analysis carried out in the five main valences of
Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Alto Ave — Unidade de Guimardes with special
focus on Microbiology and Hematology, as these were the areas that aroused me more
interest. Microbiology is one of them since it demands more practical tasks and has always
fascinated me in all its different concepts, including bacteriology which is more common, but
also parasitology, mycology, mirology, and also Hematology because of the study of different
blood cells and diseases it requires.

Apart from this, it is also made a brief description of this service, which includes the
professionals who work there, their opening hours, the director, the flow and type of
samples and the workrooms.

This report also mentions the Quality Control present in this lab, given that its
compliance and monitoring have gained increasing importance and concern, since this is the
tool that enables the laboratory to ensure the accuracy and precision of the results that

offers its patients and respective doctors.
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INTRODUCAO

O Centro Hospitalar do Alto Ave é neste momento constituido apenas pelo Hospital
de Guimaraes e abrange os habitantes dos concelhos de Guimaraes, Vizela, Fafe, Mondim de
Basto e Cabeceiras de Basto, num total de aproximadamente 35 mil pessoas. Este tem como
objetivo primordial prestar os melhores cuidados de saide, com competéncia, rigor e
exceléncia, apoiando também a formagao e a investigacao. Por essa razio contempla
praticamente todas as areas e servigos de prestagao de cuidados de salde, através dos cerca
de 1700 profissionais que la trabalham. Devido a sua constante preocupagao pela garantia da
qualidade, esta acreditado pela Joint Commission International desde dezembro de 2008,
contando ja com reavaliagoes em maio de 2012 e em junho de 2015.

O Servico de Patologia Clinica deste CHAA realiza analises laboratoriais no ambito do
diagnéstico e monitorizagao terapéutica, em diversos tipos de produtos biologicos. O seu
funcionamento é assegurado durante 24 horas e conta com o apoio de médicos especialistas
em patologia clinica ou especialistas em analises clinicas. O Sistema de Gestao de Qualidade
integrado no ambito da acreditagao engloba programas de Controlo de Qualidade Interno e
Externo e a Avaliagao externa dos procedimentos e assegura a Formagao Continua dos seus
colaboradores, garantindo a qualidade dos servigos prestados.

O meu estagio neste servigo, integrado no plano curricular do Mestrado em Anadlises
Clinicas, teve a duragao de cinco meses com inicio em janeiro de 2015 e término em maio.
Por dia cumpri 7 horas, num total de cerca de 650 horas. Durante este estagio tive a
oportunidade de trabalhar nos cinco setores principais: Microbiologia, Hematologia,
Bioquimica, Imunologia e Serologia. Além disso, estive no Servico de
Sangue/Imunohemoterapia durante uma semana a fazer um estagio observacional. Este
ultimo servico engloba a Coagulagao, a Virologia (monitorizagao da carga viral e realizacao
de PCR), determinacao do sistema ABO/Rh e Imunofenotipagem associada a transfusoes

sanguineas.







DESCRIGCAO DO SERVIGCO DE PATOLOGIA CLINICA

O Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Alto Ave (CHAA) - Unidade
de Guimaraes ¢ dirigido pela Dra. Paula Mota Vieira — Médica Patologista Clinica e esta
organizado em cinco valéncias principais, sendo elas Microbiologia, Hematologia, Bioquimica,
Serologia e Imunologia. Esta equipado com aparelhos para garantir o diagndstico correto e
rapido das diversas patologias dos doentes e sao recebidas diariamente amostras
correspondentes a aproximadamente 1000 pedidos analiticos. Este servigo funciona durante
24 horas de modo a ser possivel dar resposta ao Servico de Urgéncia, Urgéncia do
Internamento, Internamento e Consulta Externa.

O laboratorio do SPC emprega 6 médicos especialistas em Patologia Clinica, 2 técnicos
superiores de salde especialistas em Analises Clinicas (farmacéuticos), |7 técnicos de
Anadlises Clinicas e Salde Publica, assistentes técnicos e assistentes operacionais. Este €
constituido pela recegao/secretariado, pela sala de espera, pela sala de colheitas, por uma
sala de reunides, por gabinetes, pelos laboratérios de Microbiologia, de Imunologia, de
Serologia infeciosa/Biologia molecular e de Citometria de fluxo, e por um espago comum
denominado Corelab que compreende as areas de Bioquimica, Serologia e Hematologia
(onde é realizado 90% do volume de amostras).

Neste servigo, os doentes marcam de forma presencial as suas andlises no ambito de
uma consulta externa ou numa situagao pré-operatoéria. No dia da marcagao dirigem-se ao
laboratério para efetuar a colheita de sangue. Sao também feitas colheitas no servico de
urgéncia e no internamento por enfermeiros, que siao depois reencaminhadas para o
labortadrio. Todo o servico estd devidamente informatizado pelo sistema Clinidata®, que
engloba a requisicao de andlises, a identificacao e impressao dos cédigos de barras, e a
integragao e validagao dos resultados pelos patologistas.

Na colheita de sangue é retirado sangue venoso da veia cubital para um maximo de
quatro tubos, sendo estes para a hematologia, bioquimica, imunologia/serologia e para o
servico de sangue. As amostras para a microbiologia podem ser trazidas pelo doente,
quando solicitadas na Consulta Externa, como é o caso da urina ou das fezes, ou colhidas na
Urgéncia ou no Internamento, tal como os lavados e aspirados bronquicos, pus, LCR, entre

outros.




BIOQUIMICA

O setor de bioquimica tem como principal objectivo o doseamento das varias
substancias que podem ser encontradas nos fluidos corporais (soro ou plasma, urina, LCR,
liquido ascitico, liquido pleural), sendo o soro a amostra mais utilizada. Estas substancias
incluem enzimas, ides, proteinas, hormonas, marcadores cardiacos e tumorais, e farmacos.

Este setor estd munido de uma cadeia automatizada StreamlAB que realiza as fases pré
e pos-analitica, a centrifugagcao e descapsulagao das amostras, e as encaminha para os
aparelhos Vista 1500 da Siemens™, ADVIACentaur®XP e/ou Immulite 2000 Xpi, de acordo com
os parametros de andlise pedidos.

As analises deste setor sio realizadas em amostras de soro no Vista 1500 da Siemens™,
havendo dois aparelhos destes no laboratorio dado o fluxo de amostras elevado, no
ADVIACentaur®XP e no Cobas e41 |.

Na tabela | estido descritos quais os parimetros analisados no Vista 1500 da Siemens™

e os respetivos métodos usados para a sua determinagao.

Metodologia Parametro
Espetrofotometria Alanina aminotransferase, Amilase,
Fostatase alcalina, Aspartato

aminotransferase, Calcio, Bilirrubina
direta e total, Gama glutamil transferase,
Glucose, Ferro, Lipase, Magnésio,
Fosforo, Capacidade total de ligacdo do
ferro, Proteina total, Triglicéridos, Acido
urico, Creatina cinase, Creatinina, Lactato

desidrogenase, Benzodiazepinas.

Quimioluminescéncia Alfa-fetoproteina, Troponina, Antigénio

carcinoembrionario, Digoxina, Ferritina,
Acido fdlico, Antigénio especifico da
prostata, T3 livre, T4 livre, Mioglobina,
Peptideo natriurético cerebral, Hormona
estimulante da  tirdide, Hormona

gonadotrofina corionica.




Turbidimetria Carbamazepina, Gentamicina,

Fenobarbital, Vancomicina.

Imunoensaio T3 total, T4 total, Transferrina, Proteina
C reativa
Potenciometria Na*, K*, CI

Tabela | — Andlises e metodologias do Vista 1500.

A Endocrinologia (pesquisa de hormonas e marcadores tumorais) € realizada nos
aparelhos Cobas e4!] e ADVIACentaur®XP que efetuam determinagdes quantitativas e
qualitativas. O primeiro é usado para determinagao de procalcitonina e tiroglobulina e tem
como método a imunoquimica — técnica de sandwich, enquanto que os parametros
quantificados pelo segundo, através de quimioluminescéncia, sao:

v" Vitamina B12

v Hormonas sexuais: LH, FSH, Progesterona, Testosterona e 17- estradiol
v" Hormona paratiroideia

v" Prolactina

v' Marcadores tumorais: CA 153, CA 125 e CA 199

v" Insulina

No Vista 1500 da Siemens™ sio também realizadas vérias andlises em amostras de
urina, nomeadamente a quantificagao de potassio, calcio, sddio, cloreto, creatinina, glucose,
ureia, acido urico, albumina e amilase. Nestas analises podem ser usadas amostras de urina
ocasional, primeira urina da manha ou urina das 24 horas, dependendo do parametro e da
finalidade da analise.

Em amostras de urina faz-se também a pesquisa de drogas de abuso e o teste
imunolégico de gravidez através de testes rapidos imunocromatograficos.

A analise denominada Urina Tipo Il compreende o exame quimico da urina, realizado
no AutionMax e a analise ao sedimento urinario, no SediMax. Estes aparelhos estao acoplados
e funcionam em cadeia dado que, apdés o exame quimico, as amostras sao diretamente
encaminhadas para o SediMax. No exame quimico procede-se a detegao de bilirrubina,
urobilinogénio, cetonas, nitritos e sangue, sendo o resultado dado como positivo ou
negativo. Sao detetados também glucose, proteinas e leucocitos, fazendo a sua quantificagao

nos casos positivos, e realizada a medigao do pH. Estes parametros sao analisados através de




uma tira de teste que é mergulhada na urina. Além disso pesquisa a existéncia de turvagao e
determina a cor e densidade da urina. Apos esta analise as amostras sao reencaminadas para
o SediMax onde sao sujeitas a uma centrifugacao, sendo as imagens microscopicas do
sedimento resultante visualizadas no ecra de um computador ligado ao aparelho. Além de
serem visualizados, o aparelho procede a contagem de leucécitos, eritrocitos, células
epiteliais, cristais e cilindros, entre outros. Todas as imagens sao revistas, corrigidas e

validadas.

Neste setor é utilizado o aparelho RAPID Point® 500 para estudar o equilibrio acido-
base e hidroeletrolitico e o funcionamento do sistema de transporte de oxigénio dos
doentes, através da realizacao de gasometrias em amostras de sangue total capilar, arterial e
venoso. Sao quantificados varios parametros entre os quais o pH, pressio de CO, e O,,
HCO;, glucose, lactato, ides (Na*, K*, Ca**, Cl) e hemoglobina e seus derivados. O sistema
utiliza potenciometria, amperometria e condutancia para medir as concentragoes de analitos
nas amostras. Uma das vantagens é fornecer resultados em tempo util, o que permite que a
equipa médica tome decisoes mais rapidas relativas ao tratamento e, dessa forma, melhore a

qualidade do atendimento ao doente.

Também sao feitas eletroforeses capilares no Capillarys 2 da Sebia onde se obtém o
perfil eletroforético das proteinas existentes no soro, separadas nas respetivas fragoes. As
amostras sao injetadas nos capilares, migram numa placa e as fragdes resultantes sao
detetadas por um sensor através de espetrofotometria de absorgao. Os perfis
eletroforéticos resultantes sao visualisados no computador e analisados pelo patologista
responsavel. Além destas, neste aparelho sao também realizadas imunoeletroforeses apos a
imunosubtragao da fragao das imunoglobuinas.

Sao realizadas neste setor imunofixagoes em gel de agarose para pesquisa de
imunoglobulinas monoclonais, quando for detetado um pico monoclonal na eletroforese ou

quando houver suspeita clinica de alguma gamapatia monoclonal maligna.

E também feita a quantificacio da Hemoglobina glicada, ou seja Hemoglobina Alc, em
amostras de sangue total por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) no aparelho

Adams™ Al c.




IMUNOLOGIA

Este setor é constituido pelas areas de Autoimunidade, Imunidade Humoral e
Alergologia. Cada area desempenha fungoes especificas, tendo para isso equipamento e
técnicas adequadas, mas em todas elas a base estd na detecgao de antigénios e de anticorpos.
Ao laboratorio de imunologia chegam produtos como sangue/soro, urinas, LCR, entre

outros fluidos corporais.

A Alergologia é realizada no Immulite 2000 Xpi, quantifica a IgE total e pesquisa a
existéncia de alergénios inalantes (AlaTop) e alergénios alimentares (FP5). Quando um
destes alergénios é positivo, o médico pode pedir para pesquisar a IgE especifica, ou seja,

qual o alergénio especifico em causa.

Na Imunologia é feita a quantificagdo de cadeias leves (k e 1) no soro e/ou na urina
por imunonefelometria no BN Siemens, e a quantificagao de imunoglobulinas e proteinas no
Vista 1500 da Siemens™ da Bioquimica:

v Imunoglobulinas: IgM, IgA, IgG (subclasses: IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4)

v" Fator reumatdide

v' Proteinas do complemento: C3, C4, CH50

v' Proteinas: a-2 Macroglobulina, a-1 Antitripsina, Ceruloplasmina, Haptoglobina, -2
Microglobina

v" Titulo de antiestreptolisina O

Na Auto-imunidade pesquisa-se a presenga de auto-anticorpos no ImmunoCAP 250,

pelo método de ELISA por técnica de FEIA:

v’ anti-tiroglobulina
anti-peroxidase tiroideia
anti-gliadina (IgG e IgA)
anti-transglutaminase (IgG e IgA)
anti-DNA de dupla cadeia
anti-proteinase 3
anti-mieloperoxidase

anti-membrana basal glomerular

AN NN Y U N NN

anti-cardiolipina (IgG e IgM)




v' anti-p2 glicoproteina | (IgG e IgM)
v’ anti-antigénios nucleares solGveis
Pesquisa-se também por Imunofluorescéncia indireta (IFl) a presenga de anticorpos
anti-nucleares, anti-musculo liso, anti-célula parietal e anti-citoplasma do neutrofilo. As
laminas sao preparadas no BIORAD PhD e visualizadas no microscopio de fluorescéncia pelo
patologista responsavel.
Além disso, sao pesquisados de forma manual os chamados DOTs hepaticos, que sao
auto-anticorpos IgG contra a mitocondria, M2, LKMI, SLA e actina F. Esta pesquisa é feita de

forma manual através de um kit baseado no método de imunoensaio enzimatico.

SEROLOGIA

A Serologia compreende a Serologia infeciosa e a Serologia manual e as analises sao

realizadas em amostras de soro.

A Serologia Infecciosa consiste na pesquisa de anticorpos IgM e/ou IgG contra:
v Citomegalovirus, Rubéola e Toxoplasma spp, através de um imunoensaio
quimioluminescente no Immulite 2000 XPi;
v' Clamydia trachomatis, Clamydia pneumoniae, Treponema pallidum, Rickettsia conorii,
Legionella pneumophila e Adenovirus, pelo método de ELISA no EtiMax 3000;
v" Mycoplasma spp, Borrelia spp, Virus Varicela Zoster, Virus Herpes Simplex e Virus
Epstein-Barr, no Liaison® por quimioluminescéncia;

v’ Sifilis (Treponema pallidum) no ADVIACentaur®XP, por quimioluminescéncia.

A serologia manual abrange os seguintes testes:
v" O teste RPR para pesquisa de lipidos da superficie celular de Treponema pallidum e de
lipidos das células infetadas do hospedeiro (reaginas), através de uma reagao de aglutinagao;
v O teste TPHA para pesquisa de antigénios de Treponema pallidum, por
hemaglutinagao;
v A Reagdo de Widal para pesquisa dos antigénios O e H de Salmonella typhi e do H de

Salmonella paratyphi B, através de uma reagao de aglutinagao antigénio-anticorpo;




v" A Reagio de Wright para pesquisa de antigénios de Brucella spp, através de uma
reagao de aglutinagao antigénio-anticorpo;

v" A Reagio de Whiel-Felix para pesquisa dos antigénios OX2, OX19 e OXK de Proteus
spp, através de uma reagao de aglutinagao antigénio-anticorpo;

v" A pesquisa de Leptospira spp por um teste rapido imunocromatografico;

v O Monoteste, um teste de aglutinagio para pesquisa de anticorpos heteréfilos contra

o virus Epstein-Baar, causador de Mononucleose infecciosa.

HEMATOLOGIA

O sangue ¢é o liquido mais abundante no nosso corpo uma vez que cada ser humano
possui aproximadamente 5 litros deste no seu organismo. E composto por plasma e por
células sanguineas. Estas células sao os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas, tendo cada
uma delas um papel importante e diferente na defesa da saude humana. Por esta razao é
fundamental estuda-las através da sua quantificagao, das suas carcteristicas e da sua
morfologia para um diagndstico correto, precoce e eficaz de qualquer anomalia que estas
possam apresentar.

Quanto ao plasma, contém todas as proteinas e fatores necessarios para a integridade
do organismo, tal como fatores de coagulagao, proteinas de transporte, imunoglobulinas e
hormonas, sendo que o composto mais abundante € a albumina [I].

Na area de Hematologia estuda-se o sangue, as alteragoes das suas células e todas as
patologias com elas relacionadas. Sao também analisados os liquidos cefalorraquideo, pleural
e ascitico. E realizado o hemograma, e caso seja pedido, a contagem de reticulécitos e de
plaquetas por fluorescéncia. Além disso, sao realizados esfregagos de sangue, determinagao
da velocidade de sedimentagao, realizagao de citometria de fluxo (onde se fazem populagoes
linfocitarias e determinagao de HLA-B27) e a pesquisa de hemoparasitas.

No CHAA o estudo e a realizagao das provas de coagulagao nao € realizado na
Patologia Clinica mas sim no Servigo de Sangue/Imunohemoterapia. Dado que apenas realizei
um pequeno estagio observacional nesse servigo este tema nao vai ser aprofundado.

Neste servico de hematologia a validagao do hemograma esta integrada num sistema
automatizado denominado EPU, que esta diretamente ligado aos dois aparelhos Sysmex XN-

1000 do laboratério. Neste sistema estao integradas regras criadas no servico para a




validagao automatica ou para a retengao de resultados, com realizagao de agoes técnicas,

realizagao de esfregaco sanguineo e validagao biopatologica.

CELULAS SANGUINEAS

As células sanguineas sao formadas na medula éssea a partir de uma célula estaminal
hematopoiética pluripotente que da origem a uma linhagem mieldide e uma linhagem
linfoide. Na linhagem linfoide sao produzidas células que vao maturando até serem formados
linfocitos. A linhagem mieloide é posteriormente separada em quatro sub-linhagens em que
as células finais sao os eritrécitos, os monocitos, os granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e

basofilos) e as plaquetas.

» Eritrécitos
Os eritrécitos, também denominados de globulos vermelhos ou hemacias, sao células
biconcavas com diametro entre 7,5 e 8,7um e com um tempo médio de vida de 120 dias.
S3o células anucleadas, viscoelasticas e com cor vermelha, devido ao seu teor de

hemoglobina que, em situagoes normais, ronda os 90%.

Figura | — Eritrocitos
Fonte: 21

Os eritrocitos sao formados na medula dssea através da eritropoiese pela maturagao

sucessiva dos seus percursores, sendo as células finais da linhagem eritroide.

. Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto C e L,
Proeritroblasto—» - - —» Reticul6cito = Eritrocito

basofilo policromatéfilo ortocromatico

Figura 2 — Eritropoiese
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Estas células tém como fungdes as passagens repetidas pela microcirculagao, a
manutencao da hemoglobina no estado ferroso, ou seja protegé-la contra a oxidagao, e a
manutencao do equilibrio osmotico. Nas passagens pela microcirculagao sao realizadas as
trocas gasosas em que o O, é transportado para os tecidos e o CO, retirado destes [3].

A molécula de hemoglobina é constituida por duas cadeias polipeptidicas ligadas por
ligagoes nao covalentes e é sintetizada na sua maioria no eritroblasto, enquanto que a
restante € no reticulocito. A hemoglobina A é a mais abundante no ser humano (96-98%) e é
constituida por duas cadeias o e duas . Além disso, cada cadeia estd ligada covalentemente a

um grupo heme que é constituido pela protoporfirina IX e por Fe**, onde se liga 0 O,

Apesar da forma normal dos eritrécitos ser biconcava, estes podem apresentar

diferentes formas em fungao de certas patologias que ocorram:

v' Esferdcitos — Eritrocitos esféricos com hemoglobina mais densa, caracteristicos em
casos de esferocitose hereditaria e anemia hemolitica;

v' Eliptocitos — Eritrocitos longos e ovais existentes em patologias como eliptocitose
hereditaria, talassémia, anemia por deficiéncia de ferro e anemia megaloblastica;

v" Acantécitos — Células irregulares e espiculadas que podem ser associadas a situagdes
de ma absorgao e de doencgas hepaticas causadas pelo alcool;

v" Drepandcitos — Eritrécitos com forma irregular mas na sua maioria oval e achatada
em forma de foice e com espiculas, caracteristica da anemia falciforme;

v’ Células em alvo — Eritrécitos com uma zona central com cor, rodeada por um anel
descorado, que por sua vez é contornado por uma zona novamente com a cor normal.
Relacionadas com doenca hepatica obstrutiva talassémia, anemia por deficiéncia de ferro e

hemoglobinopatias [3].

v' ". IR ) . b

B 2e 600 %o 002 0%0" o%:
' 9'00900900 o 96% Ses 0 '8
) 3698 050 o . #0000 Yo% &
Dp2e 0000 08 00 8"% , 50 © »2
» 8500 o 2%9 0 09 00000 Fae 2
0% 03¢ 08950 % » @&, ,0%0° %901
LS00 £900.9.1 oR O% 0 aa” A

Figura 3 — Esferocitos
Fonte: [2]

Figura 4 — Eliptocitos
Fonte: [2]

Figura 5 — Acantocitos
Fonte: [2]
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Figura 6 — Drepanécito Figura 7 — Células em alvo
Fonte: [4] Fonte: [4]

Além disso, os eritrocitos podem apresentar-se hipocromicos, normocrémicos ou
hipercrémicos consoante o teor em hemoglobina que vai aumentar ou diminuir a cor, e
microciticos, normociticos ou macrociticos dependendo do seu tamanho.

Os eritrocitos podem também sofrer inclusdes atipicas, associadas a diversas
patologias:

v' Corpos de Howell-Jolly — S3o pequenos fragmentos nucleares com cor caracteristica
dos nlcleos picnoticos e estao distribuidos de forma aleatéria, normalmente s6 um por
eritrocito. Podem estar presentes em doentes com anemia megaloblastica;

v" Ponteado basofilo — Consiste em granulagdes azuis com tamanho e nimero variado
inseridos no eritrocito, que sao precipitados de RNA citoplasmatico. Estes ponteados sao
caracteristicos de eritrocitos mais imaturos, podendo ocorrer em situagoes de talassémia e

intoxicagao por chumbo [3].

Figura 8 — Corpos de Howell-Jolly Figura 9 — Ponteado baséfilo
Fonte: [4] Fonte: [5]

» Leucocitos
Os leucocitos podem ser divididos em linfocitos, mondcitos e granuldcitos, do qual
fazem parte os neutrdfilos, os eosindfilos e os basofilos.
A série granulocita, representada na figura 2, é caracterizada pelos granulos

citoplasmaticos das células, principalmente das maduras, e pelas mudangas nos seus nucleos
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durante a maturagao. A sua principal fungao é a de defesa do organismo. Estes sao
produzidos na medula 6ssea e quando entram na circulagao sanguinea, movem-se entre os
diferentes tecidos consoante as necessidades de defesa [6].

. . , Granulécito , .
Mieloblasto — Promieloblasto —» Mielécito — Metamieldcito —» —» Granulécito

em banda

Figura 10 — Maturagao dos granulocitos

a) Neutrdfilos
Os neutrofilos sao células esféricas e diferenciadas, com uma duragao média de vida
relativamente curta e possuem uma vasta gama de recetores de superficie para conseguir
responder a estimulos inflamatorios e fagociticos. O seu nucleo é constituido por 3 a 5
|obulos, separados por uma banda fina de cromatina, e o seu citoplasma é abundante em

granulagoes neutrofilas [6].

Figura || — Neutréfilo
Fonte: [5]

Os seus granulos citoplasmaticos possuem varios fatores que sao ativados em
situagoes de inflamagao, reparagio de tecidos e resisténcia a infegoes microbianas. Estes
podem ser divividos em quatro grupos, relacionados com a biossintese das diferentes
proteinas granulares que lhes deram origem: granulos primarios (ex: mieloperoxidase),
granulos secundarios (ex: lactoferrina), granulos terciarios (ex: lisozima) e vesiculas
secretoras (proteinase 3) [6].

Os neutrdfilos que circulam no sangue nao estao ainda no seu estado final de
maturagao mas desempenham a sua fungao quando estimulados por citocinas e quimiocinas,
alterando o seu fendtipo [6].

A diminuicao destas células na corrente sanguinea € denominada de neutropenia,

enquanto o seu aumento de neutrofilia. Estas variagoes podem estar relacionadas com
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diversas patologias, quer diretamente relacionadas com estas células (tal como a leucemia
mieldide) quer relacionadas com outras células sanguineas mas que afetam também os

neutrofilos (linfomas e anemias).

b) Eosindfilos
Os eosindfilos sao células esféricas com aproximadamente 8 um de diametro, possuem
um nucleo com dois lobos, contém granulos especificos eosindfilos que sao maiores que os

restantes nao-especificos e a sua producao e fungao é extremamente influenciada pela IL-5

[6].

¥

Figura 12 — Eosindfilo
Fonte: [5]

Os eosindfilos estao relacionados com reagoes de hipersensibilidade, nomeadamente
alergias, e com infegoes causadas por helmintas (parasitas macroscépicos). Estas reagoes por
norma sao eficazes mas podem causar danos nos tecidos associados.

O seu aumento, designado por eosinofilia, estd muitas vezes associado a doengas
caracterizadas por respostas imunes mediadas por células Th2, tal como infegao por

helmintas e asma [6].

c) Basofilos

Os basofilos sao os leucocitos menos frequentes na circulagao sanguinea e circulam
como células maduras que podem ser recrutadas para os tecidos, em situagoes de respostas
imunes ou inflamatorias. Expressa na sua superficie um receptor de alta afinidade para IgE
(FceRl) que lhe confere a capacidade de libertar mediadores, na presenga de alergéneos,
através da sua ativagao. Além disso pode desempenhar fungdes imunorregulatorias através
da produgao de citocinas [6].

Possuem um nucleo com 3 lobos e o seu citoplasma é abundante em granulagoes

basofilas.

14



Figura 13 — Baséfilo
Fonte: [5]

A deficiéncia primaria em basofilos é um acontecimento raro e patologias associadas
ao aumento destas células estao normalmente relacionadas com neoplasias

mieloproliferativas ou leucemias mieloides [6].

d) Monocitos
Os mondcitos sao células esféricas com ondulagoes na sua superficie. O seu citoplasma
€ cinzento-azulado e contém muitas mitocondrias, microtiubulos, microfilamentos e

granulagoes finas e azurofilicas.

Figura 14 — Monécito
Fonte: [5]

Quando os mondcitos entram nos tecidos diferenciam-se em macrofagos e aumentam
o seu volume celular e o numero de granulos citoplasmaticos. A sua forma pode variar
dependendo do tecido onde o macroéfago se encontra.

Uma das caracteristicas do monocito efetivo é a capacidade de migrar e de se
acumular nos locais de infe¢ao e inflamagao, devido a quimiotaxia. Além disso, tem como
funcao a defesa do organismo através da fagocitose e digestao intracelular de

microrganismos e células danificadas [7].
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Na figura |5 esta representada a maturagao dos monocitos:

Monoblasto —» Promonécito —» Mondcito

Figura 15 — Maturagao dos
mondcitos

e) Linfocitos
Os linfécitos podem ser classificados em linfocitos B e T e células NK. Os dois
primeiros sao muito semelhantes morfologicamente e a diferenga reside nos diferentes
antigénios que cada um possui a superficie. Sao células esféricas com diametro entre 6 e

9um, em que o nucleo ocupa cerca de 90% do seu volume [8].

L

Figura 16 — Linfécito
Fonte: [5]
Em situagoes de infecao aguda os linfécitos sao ativados, o que origina uma ligeira
alteragao da sua morfologia e um aumento do seu tamanho (que sera entre os 9 e os |5um).
Sao produzidos no timo, na medula dssea, nos nédulos linfaticos e no bago, num processo

chamado linfopoiese [8].

Linfoblasto —» Prolinfocito —> Linfocito

Figura 17 — Linfopoiese

Os linfocitos T sao responsaveis por reagoes citotoxicas mediadas por células e por
respostas tardias de hipersensibilidade, produzindo também citocinas que irao regular
respostas imunes e ativar a atividade dos linfocitos B. Os linfécitos B tém a fungao de

apresentagao dos anigénios aos linfocitos T e levam a produgao dos anticorpos

16



(imunoglobulinas). As células NK exercem a sua agao durante a resposta imune através da

destruigao e eliminagao de agentes infeciosos [8].

» Plaquetas
A producio de plaquetas depende da proliferagao e diferenciagao do sistema
hematopoiético e das suas células progenitoras, durante a megacariopoiese.

Megacariocito

Megacarioblasto—» Promegacariécito —» —>» Megacariocito —»  Plaquetas

granular

Figura 18 — Megacariopoiese

As plaquetas sao pequenos fragmentos anucleados resultantes da destruicao do
megacariocito e apresentam varios granulos na sua morfologia. O seu didmetro varia entre
os |,5 e 3um. As plaquetas tém a capacidade de aderir aos vasos sanguineos danificados, de
se agregarem entre elas e de facilitar a produgao de trombina, sendo estas agdes que

facilitam e contribuem para a hemostase [9].

Figura 20 — Plaquetas (células de
menor dimensio)

Fonte: [2]

Figura |9 — Megacariocito
Fonte: [5]

O seu decréscimo é denominado de trombocitopenia e pode causar hemorragias
descontroladas, enquanto que a trombofilia, ou seja o seu aumento, pode causar obstrugao

dos vasos sanguineos e consequentemente tromboses [9].
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HEMOGRAMA

As amostras de sangue venoso sao colhidas a partir da veia cubital para um tubo com
[,2mg de EDTA/mI de sangue. O EDTA ¢ um anticoagulante que exerce um efeito quelante
sobre as moléculas de calcio presentes no sangue, evitanto dessa maneira a cascata de
coagulagao [10].

O Sysmex XN-1000 é o aparelho usado para a realizagao do hemograma e engloba
todos os parametros apresentados na tabela 2. Tal como ja foi referido existem dois
aparelhos, sendo que apenas um permite a contagem de reticuldcitos e de plaquetas por

fluorescéncia.

Eritrocitos Leucocitos Plaquetas
Contagem de eritrocitos Contagem de leucocitos Contagem de plaquetas
Hemoglobina Formula leucocitaria Volume plaquetar
médio
Hematocrito Contagem de granulécitos Contagem de plaquetas
imaturos por fluorescéncia

Volume globular médio

Hemoglobina globular média

Concentracao média de

hemoglobina globular

Distribuicao do diametro

dos eritrocitos

Contagem de reticulécitos

Contagem de eritroblastos

Tabela 2 — Parametros do hemograma

O seu funcionamento compreende duas técnicas, a impedancia e a citometria de fluxo
com fluorescéncia.

Primeiramente determinam-se os parametros relacionados com os eritrocitos e com
as plaquetas por impedancia. Os eritrécitos sao convertidos a esferocitos (para eliminar a

variedade das formas destes) e, ao passarem um a um pelo feixe de luz, é feita a sua
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contagem. A determinagao do tamanho destes € estimada através da medicao de mudangas
na resisténcia elétrica, enquanto que na quantificagao da hemoglobina ha oxidagao do grupo
heme (Fe>* = Fe’") e a absorcio deste é medida a 550nm. A contagem de plaquetas é feita
do mesmo modo mas numa janela especifica de volume (2-300 fl) dado o seu tamanho
reduzido em comparagao com as restantes células sanguineas.

De seguida os eritrocitos sao lisados para ser possivel fazer as quantificagoes relativas
aos globulos brancos, uma vez que esta lise nao afeta a integridade da sua membrana. A
contagem de globulos brancos é realizada pelo mesmo método de impedancia, contudo a
formula leucocitaria é realizada por citometria de fluxo com fluorescéncia. Assim, a
diferenciagao dos leucocitos é feita através da marcagao por fluorescéncia dos seus acidos
nucleicos e no scattergram as células sao separadas de acordo com a sua estrutura interna e
fluorescéncia emitida. A intensidade do sinal de fluorecéncia é diretamente proporcional ao

contetldo de DNA e RNA presentes [11].

A contagem de eritrocitos (RBC) e a concentragao de hemoglobina no sangue sao dois
dos parametros mais simples mas também mais importantes para nos indicar se ha alguma
alteragao a nivel dos eritrocitos. O volume globular médio, ou MCV, é o volume médio que
cada eritrocito ocupa no sangue. Os restantes parametros eritrocitarios sao calculados a
partir do resultados destes trés [| 1].

O hematocrito (HCT) € o volume de sangue ocupado pelos eritrocitos e é calculado
pela multiplicagao entre o nimero de eritrocitos e o volume globular médio [I1].

HCT = RBC X MCV

A hemoglobina globular média (MCH) indica-nos a quantidade média de hemoglobina
por globulo vermelho e é-nos dada pela relagao entre a concentragao de hemoglobina e o
numero de eritrocitos [ 1].

Hemoglobina
MCH =

Numero de eritrdcitos
A concentracao média de hemoglobina globular (MCHC), ou seja, a concentragao de

hemoglobina por volume médio de cada eritrocito, é calculada pela relagio entre a
concentragao de hemoglobina e o hematocrito [11].

Hemoglobina

MCHC = —
Hematébcrito

A distribuicao do didmetro dos eritrécitos (RDW) permite-nos concluir acerca da
variagdo do seu tamanho, pelo que é uma ferramenta Util no diagnostio da anisocitose

eritrocitaria (presenga de macro e microcitose simultaneamente). Além disso um valor
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anormal pode dar a suspeita de que é necessario visualizar um esfregaco sanguineo da
amostra em questao, para verificar se a contagem e os parametros eritrocitarios do aparelho
estao corretos.

O aparelho Sysmex também realiza a contagem de reticulocitos, uma analise que nao é
efetuada de rotina mas apenas quando ¢ pedida pelo médico. Os reticulocitos sao as células
percursoras dos eritrocitos e o que as distingue destes é o facto de possuirem quantidades
residuais de RNA. A sua quantificagdo permite-nos avaliar a produgao de eritrocitos na
medula &ssea, Util em situagoes de anemia. Esta € realizada pelo método de citometria de
fluxo com fluorescéncia e o sinal emitido é diretamente proporcional a quantidade de acidos
nucleicos dos reticulécitos. E quantificado o nimero total de reticulécitos [4].

Ainda nos parametros relativos aos eritrocitos temos a contagem (em valor absoluto

e percentagem) de eritroblastos, as células imaturas e percursoras dos eritrocitos.

Quanto aos glébulos brancos, as células fundamentais do sistema imunolégico humano,
o aparelho permite-nos saber a sua contagem total e a contagem de cada tipo (neutrofilos,
eosinodfilos, mondcitos, basofilos e linfocitos) e dos granuldcitos imaturos, ambos em
numero e em percentagem.

A contagem total de leucocitos pode ter um resultado falso aumentado devido a
presenca de eritrocitos nao-lisados e de plaquetas agregadas (podem ser confundidas com
estes), e um falso diminuido devido a neutrofilos agregados (induzido pelo EDTA) [11].

Como cada tipo de leucocito desempenha um papel diferente no nosso organismo e
provém de linhagens hematopoiéticas diferentes é importante quantificar cada um. A sua
quantificagao € feita pelo método de citometria de fluxo através da marcagao por
fluorescéncia dos seus acidos nucleicos [11].

Também sao quantificados os granulocitos imaturos que eventualmente possam existir
na amostra de sangue. Esta andlise é realizada pelo mesmo principio da formula leucocitaria e
€ importante para a clinica nomeadamente na monitorizagao de pacientes com infegao e/ou

inflamagao e em casos de imunosupressao [6;1 1].

No caso da contagem de plaquetas, pode acontecer um resultado falso devido a acgao
incompleta do anticoagulante que pode formar coagulos de fibrina, a agregacao de plaquetas,
ao “satelitismo” (plaquetas aderem a superficie dos neutrofilos) e a existéncia de fragmentos

leucocitarios e de eritrocitos microciticos que podem ser confundidos com plaquetas [11].
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Além da contagem é também realizada a determinagao do MPV, o volume plaquetar
médio, uma ferramenta importante no diagndstico de trombocitopenias. Caso o patologista
do laboratorio ache relevante, mediante o resultado obtido no hemograma, pode ser feita a
contagem de plaquetas por fluorescéncia, um método alternativo para a sua contagem que
também determina a existéncia de plaquetas imaturas. Este consiste em citometria de fluxo
por fluorescéncia, onde o sinal de fluorescéncia é diretamente proporcional ao grau de
imaturidade das plaquetas. E atil no controlo da trombicitopoiese e no diagnéstico de

trombocitopenias [I I].

LiQUIDOS BIOLOGICOS

Além do hemograma, o Sysmex XN-1000 também processa outros liquidos, como
LCR, liquido ascitico e pleural. Esta andlise, por citometria de fluxo com fluorescéncia,
consiste na contagem dos seguintes parametros: eritrocitos, globulos brancos, células
mononucleares (linfocitos e monocitos), células polimorfonucleares (neutrdfilos e
eosindfilos) e células de elevada fluorescéncia (macréfagos e células epiteliais e tumorais).

Além da contagem no aparelho, os liquidos sio sempre contados em Camara de
Neubauer para confirmar o resultado, e se necesario € realizado um citoesfregaco para
confirmagao. Todas as contagens do aparelho e realizadas manualmente sao validadas pelo
patologista responsavel.

Esta andlise é uma ferramenta util quando utilizada em conjunto com analises
bioquimicas e microbiologicas para uma melhor interpretagao dos resultados mas também

para excluir ou prever um possivel diagnostico.

ESFREGACO SANGUINEO

g

)

Figura 2| — Realizagao de um esfregaco sanguineo
Fonte: [12]
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Apos a realizagao do hemograma os resultados sao analisados e comparados com os
valores de referéncia existentes. Caso algum parametro nao esteja concordante com estes
pode ser pedida a realizagio de um esfregaco sanguineo pelo patologista do laboratério. E
sempre relevante consultar a historia clinica do doente em questao, assim como o historico
de resultados anteriores. Ha também certos critérios estabelecidos no laboratério e pelo
sistema informatico, que nos dao o alerta para a possivel necessidade de realizagao de um
esfregaco nomeadamente quando o valor dos granulécitos imaturos é superior a 5% 10%/ml,
em situagoes de trombocitopenia, leucopenia, anemia, linfopenia ou leucocitose.

Um esfregaco sanguineo permite-nos visualizar a morfologia e o aspeto das células
sanguineas, para diagnosticar ou confirmar a suspeita de alguma patologia. Para a visualizagao
ao microscopio eletronico ser possivel é necessario realizar uma coloragao sobre a amostra
presente na lamina.

Neste laboratério é feita a coloragao de Wright modificada no dispositivo automatico
RAL Diagnostics. Esta utiliza quatro reagentes e as suas agoes sucessivas criam uma cor violeta
nos leucocitos que é visivel principalmente na cromatina, nas plaquetas e nos granulos das

células granulocitas.

VELOCIDADE DE SEDIMENTAGCAO

A velocidade de sedimentagao (VS) é a medigao da rapidez com que os eritrdcitos
sedimentam, durante uma hora. E uma medicio da fase aguda de resposta a uma doenca
inflamatoria.

Apesar de nao ser um procedimento especifico, esta anadlise € clinicamente util uma
vez que o valor pode ser influenciado pela concentragao de algumas proteinas cuja
concentragao plasmatica se modifica em situagoes inflamatorias, pela existéncia de algumas
patologias, por propriedades dos eritrocitos e pelo grau de anemia (hematocrito). Valores
elevados estao relacionados com qualquer tipo de infegao, mas também sao caracteristicos
na presenga de leucemias, linfomas e carcinomas [I3].

Normalmente o valor da VS esta entre | e 10mm por hora, em doentes do sexo
masculino, e entre | e I5mm em doentes do sexo feminino. Em condigoes patoldgicas este
valor pode aumentar substancialmente, muitas vezes até |00mm.

Esta andlise é realizada no Ves-Matic Cube 30 e esta programada para 33 minutos,

sendo o resultado obtido convertido para uma hora. O dispositivo determina
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automaticamente o nivel de sedimentagao dos eritrocitos através do grupo otico-eletronico
que possui, enquanto as amostras repousam.

Esta andlise é efetuada sem consumo de amostra, utilizagao de reagentes e produgao
de residuos. Sao usados os mesmos tubos com EDTA colhidos para o hemograma, pelo que

nao é necessaria 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 superficie. E realizada no Cytomics FC 500 da
Beckman Coulter e o seu funcionamento consiste na medicdo da luz dispersa e da
fluorescéncia a medida que as células passam através do feixe de laser. Sao usados
anticorpos monoclonais contra os antigénios de superficie especificos 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
fluorescéncia, ou seja a emissao de luz por parte deles [8].

Este aparelho pode medir em simultineo a dispersao frontal (FS), a dispersao lateral
(SS) e cinco fluorocromos. A FS corresponde a quantidade de luz que é dispersa entre
angulos estreitos relativamente ao eixo do feixe de laser e a sua quantidade é proporcional
ao tamanho da célula que dispersou essa luz. Ja a SS é denominada como a quantidade de luz
que é dispersa a um angulo de cerca de 90°, relativamente ao eixo do feixe, e é proporcional
a granularidade e complexidade da célula. As células também emitem luz fluorescente em
todos os angulos uma vez que estao conjugadas com os fluorocromos, e a quantidade desta
luz permite ao aparelho identificar os antigénios de superficie das células [8].

As amostras sao colhidas com EDTA, em tubos iguais aos usados para o hemograma.
Antes de serem colocadas no citometro é realizado um controlo de qualidade, em que a
amostra-controlo € sujeita exatamente ao mesmo processo das restantes amostras. Quando
o resultado do controlo é obtido e se verifica que estd em conformidade com os valores
esperados, as amostras sao colocadas no PrepPlus 2 onde sao pipetadas para os tubos
proprios do citometro, e passam pelo TQprep onde vai ocorrer a lise dos eritrocitos e das
plaquetas, para nao interferir com o resultado, seguindo no final para o citdmetro. No SPC
do Hospital de Guimaraes sao realizadas as populagoes linfocitarias e a determinagao de

HLA-B27.
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» Populacoes linfocitarias

A determinagao das populagoes linfocitarias é realizada pois permite distinguir os
diferentes tipos de linfocitos (T helper, T cititoxico, B e NK), o que nao é possivel no
hemograma nem na visualizagcao do esfregaco sanguineo. A citometria é realizada a partir da
contagem de linfocitos obtida no hemograma.

Usualmente as populagoes sao realizadas em doentes com imunodepressao para a
monitorizagao da terapéutica e da quantidade de linfocitos, sendo exemplos a pesquisa de
imunodeficiéncias (normalmente em criangas) e o acompanhamento e monitorizagao de
doentes portadores de HIV. No caso dos doentes com HIV, sabe-se que os linfécitos sao as
células atingidas uma vez que é nestes que o virus se aloja, o que faz com que percam as suas
fungoes e sejam destruidos. Além disso a terapéutica anti-retroviral tem influéncia na medula
o0ssea e pode provocar diminuicaio da producao de linfocitos, sendo necessaria a
monitorizagao para auxiliar no ajuste da terapéutica.

Os parametros mais importantes sao o Ratio CD4/CD8 onde se estuda a relagao entre
os linfocitos T helper (CD4) e os T citotdxicos (CD8), e a quantidade de linfocitos TCD4
presentes na amostra. Contudo também é analisada a presenca e quantificagao das restantes

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

Antigénio Célula correspondente
CD45 Linfécitos totais
CD4 Linfocitos T helper
CD8 Linfécitos T citotdxicos
CD3 Linfocitos T
CD56 Linfocitos NK
CDI9 Linfocitos B

Tabela 3 — Antigénios de superficie pesquisados

» Determinacao de HLA-B27

No ambito da Citometria de fluxo é também feita a determinagao do antigénio HLA-
B27 na superficie de linfocitos em sangue total e a detegcao de uma possivel reagao cruzada

com o antigénio HLA-B7. E realizada uma andlise qualitativa do perfil de positividade do
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antigénio HLA-B27 com base na sua intensidade de fluorescéncia. A mistura de anticorpos
monoclonais HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE permite detectar a expressao do antigénio HLA-
B27 e discriminar uma possivel reagao cruzada com o HLA-B7. Além disso, ¢ utilizado um
controlo para detetar situagoes de ocorréncia de ligagoes nao especificas.

O MHC (Complexo Major de Histocompatibilidade) é um grupo de genes localizado
no cromossoma 6 que estio envolvidos na regulagao da resposta imune, principalmente
através do reconhecimento e apresentagao de antigénios e codificam proteinas fundamentais
a sinalizagao das células. Estas proteinas sao antigénios que estao presentes a superficie de
diferentes tipos de células. Nos humanos, o correspondente do MHC é denominado de HLA
(Antigénio Leucocitario Humano). Os antigénios HLA-B27 e HLA-B7 pertencem ao
complexo HLA classe |, sendo codificados no locus HLA-B [14].

O fendmeno de reacgao 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 reacgao cruzada com o HLA-B7, e o BB7.1, que
apenas reconhece o antigénio HLA-B7 e por isso nao tem afinidade com o HLA-B27.
Quando esta situagao acontece considera-se que a amostra é duvidosa e é necessario
realizar uma confirmagao por PCR.

A presenga do antigénio HLA-B27 é comum em doentes com doengas inflamatorias
que afectam as articulagbes intervertebrais e sacroiliacas estando por isso fortemente
associada com espondilite anquilosante, uma doenga inflamatoéria cronica que afecta as
articulagoes do esqueleto axial. A sua determinagao é utilizada no diagnostico desta doenca,
onde 90% dos doentes expressam o HLA-B27, comparativamente com os 7-8% de
individuos normais que também possam expressar. Contudo, a sua expressao esta
igualmente relacionada com outras doengas reumaticas tais como a artrite reactiva
(sindrome de Reiter), a artrite psoriatica e a doenga inflamatoria intestinal.

Nas figuras seguintes estao representados os graficos resultantes, de acordo com a

presenga ou auséncia dos antigénios em causa.
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PESQUISA DE HEMOPARASITAS

A pesquisa de hemoparasitas é realizada preferencialmente no esfregaco sanguineo,
havendo contudo testes rapidos para auxiliar no diagnéstico. Existem varios parasitas que se
alojam nas células sanguineas, sendo um dos mais comuns o Plasmodium spp, pelo que no
laboratério existe um teste para a pesquisa dos seus antigénios.

A malaria é uma doenca causada por um protozoario que parasita o sangue humano e

é transmitida através da picada de um inseto infetado, entrando assim o parasita na corrente
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sanguinea humana. Apoés completar o seu ciclo de vida, este invade os eritrocitos que
perdem a sua forma e fungoes, pelo que a anemia é a consequéncia mais imediata desta
doenga. As espécies mais comuns sao Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae
[15].

Para a pesquisa deste parasita é realizado o teste Core™ Malaria Pan/PvIPf, um ensaio
imunocromatografio rapido e qualitativo que deteta uma proteina especifica do Plasmodium
falciparum e do Plasmodium vivax e uma comum ao género, através da reagao com anticorpos
monoclonais contra estas. Este é usado para a detegao especifica destas duas espécies (que
sao as mais prevalentes), para a diferenciacio em relagdo a outras espécies e para
monitorizar a terapéutica (através da tira Pan).

Este teste é util e rapido pelo que permite iniciar o mais cedo possivel a terapéutica
antimalarica, no caso de um resultado positivo. Além disso, um resultado positivo deve ser

sempre confirmado com a observagao do respetivo esfregaco sanguineo.

Figura 26 — Plasmodium falciparum a
parasitar um eritrocito

Fonte: [2]

Para esta analise pode ser usado o sangue do tubo de EDTA utilizado para a realizagao
do hemograma e deve ser executado de imediato. Amostras coaguladas ou contaminadas

nao devem ser usadas.

COAGULACAO

No Servico de Sangue as amostras sao colhidas para um tubo com o anticoagulante
citrato trissodico, na propor¢ao |:9 de sangue. Estas sao centrifugadas a 3500rpm durante
|0 minutos para se obter plasma. As andlises sao feitas no ACL TOP 700 e relacionam os
diversos parametros da coagulagao com o tempo que o coagulo demora a ser formado, em

cada doente.
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Os doentes que estao medicados com uma terapéutica anticoagulante sao
denominados de hipocoagulados, dado o seu risco de hemorragias, e deslocam-se
periodicamente ao servico para terem uma consulta e realizarem analises para
monitorizacio desta terapéutica. A parte destes doentes, estas analises sio 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, Quantificagao de fibrinigénio e Quantificagao de D-dimeros.
Uma vez por semana realizam-se os testes de trombofilia, que contemplam a Quantificagao
de antitrombina e do fator VIl e as Determinagoes das proteinas C e S e do anticoagulante

lupico.

MICROBIOLOGIA

A drea de microbiologia tem como funcdo o isolamento e identificacio de
microrganismos que podem provocar doengas no Homem.

O laboratorio de microbiologia do SPC do CHAA compreende o laboratorio principal,
onde sao realizados todos os procedimentos quotidianos, a sala de micobactérias, que esta
isolada uma vez que requer mais seguranga e cuidado na manipulagao das amostras, e a sala
de Biologia molecular. Sao recebidos varios tipos de amostras, nomeadamente amostras de
sangue, catéteres, expetoragoes e secregoes bronquicas, lavados e aspirados brénquicos,
urinas, liquidos bioldgicos, fezes, exsudados purulentos e exsudados vaginais. Estas sao
colhidas, transportadas, processadas e armazenadas de forma especifica e concordante com
as necessidades dos microrganismos que se suspeita possuir e de acordo com os protocolos
estabelecidos pelo laboratério, descritos no Manual de Colheitas. Todos os produtos sao
manipulados nas camaras de fluxo laminar de modo a garantir a seguran¢a dos técnicos,
sendo esta uma preocupagao constante.

Sao realizadas analises bacteriologicas, micobacterioldgicas, parasitologicas, micoldgicas
e virais, mas os procedimentos mais comuns de rotina incluem o exame direto (coloragoes),
a sementeira nos meios de cultura, os testes imunocromatograficos, a identificagao no Vitek2

e os antibiogramas.
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No exame direto, as coloragoes de Gram e Auramina sao realizadas no aparelho de
coloragao automatico 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 sao incubadas a 37°C durante 18 a 24
horas na estufa, excepto as que foram semeadas a partir de liquidos bioldgicos (pleural e
ascitico) e LCR, cujo tempo de incubagao é de 48 e 72 horas respetivamente (dadas as suas
caracteristicas estéreis). Contudo, se nao houver crescimento volta-se a incubar mais 24
horas. Quando ha 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 sao incubados em estufa com 5% de didxido de carbono, enquanto todos os
outros incubam em estufa sem este gis. No caso da pesquisa de fungos as placas sao

incubadas a 25°C e por periodos mais prolongados.

MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

2

- Gelose de sangue: E um meio enriquecido e nao-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 distingao entre microrganismos consoante a sua hemolise (a, 3
ou ¥) [17]. A hemdlise acontece porque certas bactérias produzem enzimas extracelulares
que lisam os eritrocitos do meio, e podem apresentar trés aspetos diferentes consoante o
tipo de hemdlise (0, B ou y). Na PB-hemolise ocorre o desaparecimento de todos os
eritrocitos em redor da colonia da bactéria, enquanto que na a-hemolise apenas ocorre lise
de algumas células, produzindo um halo esverdeado a volta da coldnia. Ja na y-hemolise esta
nao existe, ou seja, os eritocitos nao sao lisados por isso nao se forma qualquer halo a volta

da colénia [16].
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Figura 27 — B- hemdlise Figura 28 — a- hemdlise
Fonte: SPC CHAA Fonte: SPC CHAA

- Gelose de chocolate: A gelose de chocolate + PolyViteX, ou gelose PVX, é semelhante a
gelose de sangue mas contém os eritrocitos ja lisados, ficando o meio com a cor castanha.
Esta lise liberta nutrientes intracelulares, como os fatores de coagulagio X (heme) e V
(NAD) para poderem ser utilizados pelos microrganismos. E usada preferencialmente para a
pesquisa de estirpes fastidiosas como Haemophilus spp (uma vez que nao crescem em gelose
de sangue ja que necessitam dos fatores de coagulagao), Neisseria spp e Streptococcus

pneumoniae [16].

- Gelose MacConkey: E usada para o isolamento e diferenciagio de bacilos Gram-
negativos entéricos fermentadores e nio-fermentadores de lactose. E constituida 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 nao-fermentadores uma vez que a fermentagao de lactose resulta na produgao
de acido e leva a diminuigao do pH, ficando as colonias das bactérias fermentadoras (ex: E.
coli) com uma cor rosa-avermelhada. Por outro lado, as que nao sao fermentadoras desta

(ex: Shigella spp) continuam incolores, uma vez que nao ha alteragao de pH [16].

- Gelose de manitol: Também conhecida como gelose de Chapman, é um meio seletivo e
diferencial que s6 permite o crescimento de Staphylococcus spp. Possui manitol e vermelho
de fenol como indicador, além de uma concentragao de cloreto de sédio de 7,5% que inibe o
crescimento de muitas bactérias excepto Staphylococcus spp uma vez que sao halotolerantes
[16]. A identificagao de S. aureus é visualizada através da fermentagao do manitol por parte

deste, ocorrendo produgao de acido e mudanga de cor do meio, apresentando-se as
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coldnias caracteristicas deste amarelas, o que as distingue das outras espécies de

estafilococos [18].

- Gelose SS: E um meio de isolamento seletivo e diferencial de Salmonella spp e Shigella spp,
constituido por lactose, citrato de ferro e citrato de sédio. Este meio distingue estas duas
espécies das restantes Gram-negativas que podem eventualmente crescer, devido ao
indicador vermelho neutro que muda a cor das colonias das estirpes fermentadoras de
lactose de incolor para rosa. A presenca de sais de ferro permite detetar as estirpes que
possuem a enzima tiossulfato redutase, ou seja, que reduzem o tiossulfato e produzem H,S,
havendo a formagao de um centro negro. As coldnias de Salmonella spp sao incolores com
ou sem centro negro, enquanto que as de Shigella spp também se apresentam incolores mas
sem centro negro. Ambas sao incolores ji que estas bactérias nao 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: E usada para o isolamento de Escherichia coli, mas com a diferenciagio do
serotipo O157:H7. Este meio tem as mesmas caracteristicas que o meio de MacConkey mas
também possui sorbitol, que permite que as coldnias desta estirpe se apresentem incolores
com centro acastanhado uma vez que nao fermentam este agUcar. 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: E utilizada para o crescimento Gnico de Yersinia spp, sendo que a
espécie Yersinia enterocolitica € a que se pesquisa por causar infegoes no trato
gastrointestinal. O meio é composto pelos antibidticos 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. E também constituido por manitol e vermelho
neutro para diferenciar a Yersinia enterocolitica, uma vez que fermenta o manitol do meio e
produz pH acido, sendo as suas coldnias caracteristicas vermelhas no centro com um halo

incolor [20].

- Gelose STRB: E usada para o isolamento seletivo de estreptococos do grupo B, ou seja,
Streptococcus agalactiae. E um meio seletivo e cromogénio que combina trés substratos

cromogénios e antibioticos. As coldnias deste estreptococo de interesse apresentam-se rosa
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avermelhadas, sendo que as restantes ou nao crescem ou nao apresentam colonias

caracteristicas.

- Gelose GAR: E um meio de isolamento seletivo que apenas permite o crescimento de
Gardnerella vaginalis em amostras genitais e tem presente sangue humano na sua constituigao.
Esta bactéria produz -hemolise a volta das suas colonias, sendo esta uma caracteristica que
a distingue e identifica de forma presuntiva neste meio (é necessario proceder a identificagao
no Vitek2). Além disso, possui antibioticos que inibem grande parte das Gram-negativas e

leveduras do trato genital.

- Gelose de chocolate VCAT: Esta isola apenas Neisseria meningitidis e Neisseria
gonorrheae, contudo no contexto vaginal apenas a Ultima tem interesse. Este nao € mais que
uma gelose de chocolate com a adicdo de quatro antibidticos: vancomicina, colistina,
anfotericina e trimetoprim, que inibem o crescimento das restantes bactérias e de fungos da

flora genital mas permitem o da N. gonorrheae [18].

- Gelose SGC: E um meio seletivo de leveduras e bolores a partir de amostras
polimicrobianas, como é o caso das vaginais. Esta gelose contém os antibioticos gentamicina
e cloranfenicol na sua constituicao, assim como um pH acido, numa tentativa de inibir grande

parte do crescimento bacteriano.

- Gelose CLED: E um meio cromogénio, geralmente utilizado para cultura de amostras de
urina uma vez que permite o isolamento dos agentes mais frequentes de infecao urinaria.
Contém cistina e lactose (que diferencia os fermentadores dos nao-fermentadores) e é
deficiente em eletrdlitos, caracteristica que lhe permite inibir o swarming de Proteus spp. As
bactérias que fermentam a lactose produzem colonias amarelas, devido a acidificacio do

meio, enquanto que as nao-fermentadoras se apresentam verdes, azuis ou incolores [18;21].

- Gelose Cocosel: E composta por bilis, esculina e azida sédica e é usado para o
isolamento seletivo e diferenciagao de enterococos e estreptococos do grupo D. As
coldnias destas bactérias apresentam-se incolores ou acinzentadas e rodeadas por um halo
negro, resultado da hidrdlise de esculina. A bilis inibe varias bactérias Gram-positivas

enquanto a azida sodica inibe o crescimento das Gram-negativas.
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- Caldo GN: E um meio liquido de enriquecimento para enterobactérias, principalmente
para Salmonella spp e Shigella spp. E constituido manitol, que promove seletivamente o
crescimento das bactérias ja referidas, e contém ingredientes que inibem o crescimento da

flora normal gastrointestinal, tal como citrato de sodio e desoxicolato de sédio (sal biliar)

[16;18].

- Meio de Lowenstein Jensen: E um meio a base de ovo que contém verde de malaquite
como agente inibidor de bactérias de Gram positivo e de Gram negativo, ou seja, da flora
normal. As micobactérias apresentam-se neste meio com aspeto semelhante a couve-flor, tal

como mostra a figura 29 [22].

Figura 29 — Mycobacterium tuberculosis em meio de Lowenstein Jensen
Fonte: SPC CHAA

AMOSTRAS

> Sangue

O sangue é um liquido estéril e por essa razao o crescimento de qualquer tipo de
bactéria é imediatamente indicativo de infegdo (quando a colheita é efetuada corretamente)
e por norma esta associada a quadros clinicos graves.

As amostras de sangue sao colhidas para garrafas préprias, nos doentes internados ou
das urgéncias com sintomas febris graves, através de pungao venosa. Normalmente uma
amostra de sangue é colhida para duas garrafas com os meios de cultura apropriados, uma
aerobia e uma anaerodbia, denominando-se hemocultura. Apos a colheita da amostra de
sangue transfere-se este para as garrafas, comegando pelo frasco anaerobio, num volume
maximo de 10ml por frasco nos adultos e 4ml nas criangas. Para distinguir as garrafas usam-
se tampas de diferentes cores: verde para as aerdbias, laranja para as anaerobias e amarela

para as que possuem amostras pedidtricas.
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Quando chegam ao laboratorio, as amostras sao entao colocadas no BacT/ALERT®, um
aparelho especifico para hemoculturas, onde ficam a incubar durante cinco dias apods a
colheita ou até este detetar um resultado positivo. E totalmente automatizado e permite
incubar, agitar e monitorizar continuamente os meios inoculados com produtos de doentes
suspeitos de bacteriémia, fungémia e/ou micobacteriémia. Utiliza um sensor colorimétrico e
a reflexao da luz para monitorizar a existéncia e produgao de dioxido de carbono (CO,)
dissolvido no meio. Esta produgao de CO, é resultado do metabolismo dos substratos do
meio de cultura, pelos microrganismos que possam existir. Como o sensor é permeavel ao
gas a cor muda para amarelo ou verde claro, devido a modificagao das unidades de
refletancia monitorizadas pelo sistema.

Se o aparelho nao detetar qualquer tipo de crescimento, a amostra é dada como
negativa; se detetar crescimento este pode indicar infecio ou possivel contaminagao
(ocorrida durante a colheita). Assim as amostras positivas sao semeadas em gelose de
chocolate através de uma seringa, com a colocagao de uma gota na placa seguida de cultura
por espalhamento em trés quadrantes. Nas amostras positivas provenientes da UCIP
(Unidade de Cuidados Intensivos Polivalentes), UCIC (Unidade de Cuidados Intensivos
Cardiacos) e da Pediatria é também feita uma coloragao de Gram, com o intuito de indicar
mais rapidamente se é infecao ou contaminagao.

Como ja foi referido, é necessario perceber se o crescimento se deve a contaminagao
ou infecao. Se estivermos perante um caso de contaminagao, esta deve-se a uma situagao de
ma colheita e, por isso, irdo crescer bactérias que colonizam a pele tal como estafilococos
coagulase negativa. Se na placa crescerem bactérias que nao sao comensais da pele, como
por exemplo enterobactérias, os restantes bacilos Gram negativos, estreptococos e
Staphylococcus aureus, sera mais provavel uma causa de infegao. Esta apreciagao é sempre

realizada no contexto clinico pelo patologista responsavel.

Quando temos uma hemocultura anaerdbia com suspeita de microrganismos
anaerdbios € necessario criar uma atmosfera de incubagao adequada na repicagem para
permitir o crescimento destas bactérias. Para isso usa-se as Bolsas de criagao de gas GasPak
EZ, que contém um reagente que é ativado quando é aberto e exposto ao ar. Este é
colocado juntamente com a placa de petri na bolsa, que vai ser fechada para o reagente
eliminar o oxigénio existente (no periodo de 2h30) e produzir 10% ou mais de didxido de

carbono (em 24h).

34



Quando é pedida a pesquisa de fungos, as garrafas ficam a incubar no BacT/ALERT®
durante |5 dias, uma vez que estes microrganismos tém um crescimento mais lento que as

bactérias.

» Catéteres

Uma amostra de um catéter é colhida para a pesquisa de infe¢oes em pacientes
internados, nos locais onde estio colocados os catéteres. Deste modo é recolhida a ponta
do catéter, apos desinfegao da pele em redor, colocada num frasco estéril e transportada de
seguida para o laboratério.

O catéter é semeado em gelose de sangue mas com um método diferente, em que se
faz o rolamento da ponta do catéter ao longo da placa de petri, aproximadamente cinco
vezes. Este método permite fazer a contagem de colonias que cresceram no meio e, como €
suposto ser estéril, a partir de |5 coldnias ja se considera uma amostra com significado

clinico, se correlacionada com o resultado da hemocultura.

> Expetoracao e secrec¢oes bronquicas

A recepgao de amostras do trato respiratério inferior é muito frequente a partir de
doentes com infegoes neste local e as amostras mais colhidas sio as expetoragoes,
geralmente em idosos em imunodeprimidos, e as secregdes bronquicas (colhidas por
broncoscopia) para a monitorizagao de doentes da UCIP.

As expetoragoes sao associadas a doentes com pneumonias adquiridas na comunidade
ou hospitalares e com suspeita de tuberculose. As amostras destas sao colhidas para um
frasco estéril de preferéncia de manha, que é quando a amostra é mais representativa e com
menos interferéncias, uma vez que durante a noite houve acumulagao das secre¢does no trato
respiratério. Tem que haver sempre o cuidado de verificar se é realmente expetoragao e
nao saliva através da contagem de células epiteliais no Gram, uma vez que o exame cultural

bacteriano nao é realizado em amostras de saliva.

No caso do exame bacterioldgico, quando esta amostra é recebida no laboratorio o
procedimento padrao passa por fazer uma coloragao de Gram para triagem. A inoculagao

nos meios de cultura é pedida apos observagao ao microscopio da Coloragao de Gram,
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quando se visualizam menos de 10 células epiteliais por campo, na objetiva de 10x. Isto
acontece porque uma amostra com mais células epiteliais ja € considerada saliva, o que a
torna improépria para cultura. Caso sejam observados mais de 25 leucocitos por campo é
uma indicagao de que ha infecao. Quando cumpre estes requisitos, a amostra € inoculada nas
geloses de sangue, de chocolate, de MacConkey e de manitol para permitir o crescimento
das bactérias existentes de modo a serem identificadas e comparadas com o que foi
visualizado no Gram.

No caso de amostras de doentes da UCIP, estas sao diretamente semeadas nos quatro
meios de cultura ja referidos, com contagem de colonias, independentemente da hora a que
sao recebidas no laboratorio.

As bactérias mais comuns e importantes numa amostra de expetoragao siao, no caso
de pneumonia da comunidade, S. pneumoniae e H. influenzae e no caso das hospitalares, S.

aureus e bacilos Gram negativo (enterobactérias e Pseudomonas spp).

Normalmente quando se faz a colheita desta amostra e ha suspeita de tuberculose, é
solicitada a pesquisa de micobactérias. Para isso, € realizada uma descontaminagao da
amostra e uma coloracao de Auramina. Quando a coloracao de Auramina da um resultado
postivo ou duvidoso é realizada uma coloracao de Ziehl-Neelsen para confirmagao.

A coloragio de Auramina (também chamada de Auramina-Rodamina) envolve
fluorescéncia, devido ao facto de os acidos micdlicos constituintes da parede das
micobactérias possuirem afinidade para os fluorocromos Auramina e Rodamina. Deste
modo, estes ligam-se sem especificidade junto das micobactérias presentes, que se
apresentam com uma cor laranja ou amarela brilhante, visualisado num microscopio de
fluorescéncia [22].

Na coloragao de Ziehl-Neelsen para a aplicagao do primeiro corante (a fucsina de
Ziehl) é necessario fornecer calor uma vez que s assim o corante consegue atravessar a
parede celular, ficando as bactérias com a cor vermelha. De seguida aplica-se a solugao de
Gabett que combina o descorante (HCI em etanol) e o segundo corante (azul de metileno).
Depois da aplicagao do descorante apenas as micobactérias mantém esta cor pois sao as
Unicas que |he resistem e nao coram com a aplicacdo do segundo corante. As restantes
bactérias existentes perdem a cor vermelha com o descorante e tornam-se azuis com a
aplicagao do azul de metileno, permitindo-nos assim fazer a distingdo entre elas e as

micobactérias [22].

36



Figura 30 — M. tuberculosis em coloragao de Figura 31 — M. tuberculosis em coloragao de
Ziehl-Neelsen Auramina

Fonte: [23] Fonte: [24]

Quanto a descontaminagao, esta é realizada com o objetivo de eliminar outras
bactérias que possam estar presentes e que, por crescerem mais rapidamente, possam
impedir ou camuflar o crescimento das micobactérias [25]. Assim, a amostra é misturada
com um reagente que possui hidroxido de sédio para matar todas as bactérias e N-
acetilcisteina que a torna mais liquefeita. Apds centrifugagao (15 minutos a 3500rpm)
decanta-se até restar s6 o sedimento, ao qual é adicionado tampao fosfato para acertar o pH
a = 7. Semeia-se em meio de Lowenstein Jensen e em meio liquido, ficando a incubar
durante aproximadamente 60 dias e 42 dias, respetivamente, uma vez que o crescimento das
micobactérias é bastante lento.

O meio liquido esta presente em garrafas proprias para micobactérias, semelhante as
utilizadas nas hemoculturas, e permitem um crescimento mais rapido do que o meio de
Lowenstein Jensen. Este meio liquido é constituido por caldo de Middlebrook com caseina,
catalase e albumina de soro bovino. A estas garrafas é adicionada uma mistura que combina
um suplemento de antibiotico com um fluido de reconstituigdo, que permite reduzir a
contaminagao por outros microrganismos (que resistiram a descontaminagiao) e assegurar
um crescimento o6timo das micobactérias presentes na amostra. As garrafas sao incubadas
no BacT/ALERT®, programado sé para detetar micobactérias, mas com o mesmo
procedimento das hemoculturas.

Quando a amostra da positiva é realizada uma coloragao de Ziehl-Neelsen, e se esta
também for positiva, é realizado um PCR para confirmar a existéncia de micobactérias na
amostra. Se o PCR for positivo € enviada a cultura para um laboratério de referéncia para se

realizarem os testes de suscetibilidade.
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Contudo, a detecao de micobactérias nao é facil e, por essa razao, sao colhidas varias
amostras de expectoragao porque estas podem nao crescer ou nao estar presentes na
primeira amostra. Além disso é frequente serem enviadas amostras de saliva em doentes que
nao conseguem expetorar. Como alternativa pode ser colhida uma amostra de suco

gastrico, ja que os pacientes engolem a expetoragao em vez de a expulsar.

Por vezes pode ser pedida a pesquisa de Legionella pneumophila em secregoes
bronquicas e/ou em expectoragoes. Esta pesquisa s6 se realiza uma vez por semana e €
através de imunofluorescéncia direta, onde é feita a pesquisa de antigénios desta bactéria.
Com a adicao de um reagente que contém anticorpos conjugados com um fluoroforo
(isotiocianato de fluoresceina) e especificos da L. pneumophila consegue-se detetar todos os
serogrupos da bactéria. As laminas sao visualizadas num microscopio de fluorescéncia, ou

seja, os antigénios presentes vao emitir fluorescéncia devido ao fluoréforo [26].

> Lavados e aspirados bronquicos
Quando uma amostra de um lavado ou aspirado bronquico é recebida no laboratério é
centrifugada, de modo a torna-la mais concentrada. A partir do sedimento faz-se uma
coloragao de Gram e a sementeira nos meios de cultura MacConkey, de sangue, de
chocolate e manitol.
Quando é pedida a pesquisa de micobactérias também se faz uma lamina para a
coloragao de Auramina e a cultura em Lowenstein Jensen, seguindo-se os passos ja descritos

para as expetoragoes.

> Urina

A urina é a amostra mais frequente neste servigo de Patologia Clinica porque, além de
ser uma analise de rotina, estd intrinsecamente ligada as infegoes urinarias muito frequentes
no ser humano. E recolhida a primeira urina da manha para um recipiente estéril, sendo
necessario rejeitar sempre o primeiro jacto para evitar arrastar células epiteliais e
microrganismos colonizadores do trato urogenital. Geralmente, e em situagées normais, é

este método de colheita do jato médio que é realizado, contudo pode ser feita uma pungao

38



de catéter urinario em doentes algaliados, uma pungao supra-pubica ou a recolha para sacos
coletores em criangas e bebés [18].

O exame bactériolégico é realizado no sector de microbiologia e é complementado
com o resultado da Urina Tipo Il, realizado na bioquimica.

Para a urocultura realiza-se uma sementeira para uma placa de petri com meio de
cultura CLED e de modo a ser possivel a contagem de colonias.

A contagem é entio feita e o crescimento de coldnias de bactérias superiores a 10° é
sempre valorizavel e indicativo de infecao. Contudo outras contagens inferiores podem
também ser valorizadas conforme o tipo de colheita e a flora bacteriana que crescer na
placa. Nesta valorizagao é necessario ver o diagnostico clinico, os sintomas e o sedimento
urinario do paciente (para verificar a presenca de leucocitos). Procede-se a repicagem das
amostras valorizadas para outros meios de cultura apropriados conforme o crescimento
visualizado (normalmente MacConkey para o crescimento de enterobactérias), a
identificacao no Vitek2 e a realizagao do antibiograma.

Contudo, nem sempre a urina é transportada para o laboratoério nos frascos estéreis
acima mencionados. Em muitos casos de pacientes internados, da urgéncia ou da pediatria,
apos a colheita para o frasco, a urina ¢ logo transferida no local para o Uriline, como forma
de ultrapassar a barreira de rececao de urinas nos turnos de urgéncia.

Este consiste num tubo que contém trés pequenos compartimentos com meios de
cultura, sendo que, quando este chega ao laboratorio, é imediatamente colocado na
incubadora uma vez que ja estd semeado. Os meios de cultura sio entio o CLED,
MacConkey e Cocosel que permitem, respetivamente, fazer a contagem dos microrganismos

urinarios, o crescimento seletivo das enterobactérias e a detegao de enterococos.

Pode também ser pedida a pesquisa de micobactérias na urina e, para isso, € necessario
descontamina-la primeiro, pelo procedimento enunciado nas expetoragdes. A partir do
sedimento formado colocamos uma gota numa lamina para a coloragao de Auramina e uma
por¢ao para um tubo estéril para posteriormente cultivarmos em Lowenstein Jensen,

realizando o procedimento ja descrito com as expectoragoes.

Um outro teste que é frequentemente pedido é a pesquisa de L. pneumophila e de S.

pneumoniae na urina através de testes rapidos imunocromatograficos.
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> Liquidos biolégicos

Os liquidos sao amostras que nao chegam com tanta frequéncia ao laboratério, uma
vez que uma infe¢do nestes nao é tao comum ja que sio estéreis. Temos como amostras
mais frequentes os liquidos pleural, ascitico e cefalorraquideo (LCR).

O procedimento para o exame bacteriolégico destas amostras € a coloragao de Gram
e a sementeira em gelose de sangue e chocolate. Esta é realizada pelo método de gota e
picada em tres posi¢oes distintas do meio, uma vez que o crescimento de microrganismos
nestes liquidos é normalmente baixo, dada a sua esterilidade em situagdes normais. Assim a
picada permite-nos saber onde semeamos o liquido e a gota é colocada para concentrar a
amostra naquele local, pois se semeassemos no meio todo o liquido ficaria mais diluido e o
crescimento seria mais diperso e de dificil visualizagao.

Todo o crescimento € valorizavel uma vez que geralmente nao ocorre contaminagao
durante a colheita. No LCR o mais frequente é a pesquisa de S. pneumoniae e N. meningitidis

enquanto que nos outros liquidos pode ocorrer o crescimento de todas as bactérias.

Quando ¢ pedida a pesquisa de micobactérias também se faz a coloragao de Auramina
e a cultura no meio de Lowenstein Jensen. E importante referir que o exame direto pela
coloragao de Auramina tem que ser confirmado com Ziehl-Neelsen e pelo crescimento nos

meios liquido e/ou sdlido.

Além disso também é realizada a pesquisa de S. pneumoniae e, com menos frequéncia,

de Cryptococcus spp no LCR por testes imunocromatograficos.

> Fezes

A pesquisa de microrganismos nas fezes faz-se quando ha suspeita de alguma infegao
no trato gastrointestinal. As amostras mais frequentes sao de criangas com sintomas
diarreicos, para pesquisa de microrganismos causadores desta. Estas infegoes podem ser
causadas por muitas bactérias, por toxinas bacterianas, por parasitas e ainda por virus.

Estas amostras podem ser colhidas uma Unica vez ou em trés dias consecutivos para
um frasco estéril, dependendo do microrganismo suspeito. A colheita em trés dias, de
preferéncia alternados, € mais comum na pesquisa de parasitas uma vez que a emissao destes

nas fezes nao é continua.
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Quanto ao exame bacteriologico esta definido fazer-se uma coloragao de Gram e
semear em geloses de sangue, SS, SMAC, e YER/CIN e num caldo de enriquecimento GN.
Apos 24 horas de incubagao, a partir do caldo GN semeia-se novamente em gelose SS. Além
destes, caso haja pedido médico especifico para pequisa de Campylobacter jejuni, usa-se o

meio de cultura Campylosel.

O exame parasitologico inclui um exame macroscopico e um microscopico. No
primeiro analisa-se a cor e consisténcia das fezes e verifica-se se ha presenca de muco e/ou
sangue e parasitas. Quanto ao exame microscopico € preparado através do IBERKIT Easy-
Copros e é baseado no método de sedimentagao por centrifugagao de Ritchie, com o
objetivo de concentrar ovos e quistos de parasitas intestinais num volume mais pequeno,
eliminando também a maioria dos residuos fecais que contaminam a amostra. O sedimento é
observado a fresco entre lamina e lamela no microscopio o6ptico, na objetiva de 10x e é
necessario observar toda a lamina. Além disso observa-se na objetiva de 40% para pesquisar

a presenca de parasitas de menor tamanho, como por exemplo a Giardia lamblia.

Relativamente aos virus, o laboratério possui testes rapidos baseados em ensaios
imunocromatograficos com a pesquisa de antigénios, para a detecao de virus causadores de
diarreia: Norovirus, Rotavirus, Astrovirus e Adenovirus.

Além dos virus, fazem-se estes testes rapidos para a pesquisa de Giardia lamblia, de
Entamoeba hystolitica, de Cryptosporidium spp, de Shiga toxina e do antigénio e das toxinas A e
B de Clostridium dificile. Apesar de serem analises relacionadas com a bioquimica, a pesquisa
de sangue oculto e de elastase fecal e a quantificagao de calprotectina sao realizadas neste

setor também por testes imunocromatograficos.

» Exsudado purulento

As amostras de pus podem ter origem em feridas a superficie da pele ou em abcessos
e drenos. As amostras de feridas superficiais sao colhidas através da raspagem com zaragatoa
e transportadas para o laboratorio em meio de transporte de Stuart, enquanto que as
amostras mais profundas sao colhidas por aspiragao ou drenagem para um frasco estéril. O
meio de Stuart é usado para manter intactos os microrganismos existentes na amostra, até

um periodo de 24 horas [18].
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O procedimento padrao estabelecido pelo laboratério para estas amostras é a
coloragao de Gram e sementeira em gelose de sangue, de chocolate, de manitol e
MacConkey. Os microrganismos mais comuns nas amostras sao estafilococos (S. aureus),
estreptococos (Streptococcus pyogenes) e bacilos Gram negativo. Contudo, estes dependem
do tipo e do local de infegao pelo que é necessario conhecer a flora normal dessa zona para

saber interpretar se o crecimento ¢ valorizavel ou nao (contaminagao).

> Exsudado vaginal

As amostras vaginais sao colhidas pelos ginecologistas ou obstretas, tanto no
internamento como nas consultas externas, com uma zaragatoa que € transportada num
meio de transporte de Stuart, tal como os pus, até ao laboratério. Podem ser pedidas dois
tipos de analises: o exame bacterioldgico vaginal ou sé a pesquisa de estreptococos do grupo
B.

Quando é pedido o exame bacterioldgico é feita uma coloragao de Gram e a
sementeira para os meios de sangue, chocolate, STRB, GAR, chocolate VCAT, SGC (apesar
de ser para crescimento fungico) e é feita uma galeria de identificagao IST2.

Os microrganismos mais frequentes neste tipo de infegoes sao S. agalactiae e Candida
albicans.

A galeria de identificagao IST2 é usada para o diagnostico dos micoplasmas urogenitais,
e permite a cultura, identificagao, contagem e determinagao da sensibilidade aos antibiéticos
de Mycoplasma hominis e Ureoplasma spp. Esta contém 22 testes associados a um caldo com
as condi¢oes necessarias ao crescimento dos micoplasmas, substratos especificos e vermelho
de fenol como indicador de pH. Além disso, como a amostra pode estar contaminada com
outras espécies, o caldo contém trés antibiéticos e um antifingico para inibir o seu
crescimento. Estas bactérias sio normalmente pesquisadas em mulheres gravidas no inicio da

gravidez pois podem causar interrupgao desta durante este periodo.

Nos casos em que sé é pedida a pesquisa de estreptococos do grupo B apenas se faz a
sementeira em geloses de sangue e STRB, uma vez que estas permitem o crescimento e
identificagcao preliminar destas bactérias. Na gelose de sangue elas conseguem provocar -
hemolise que as caracteriza e leva a suspeita do seu crescimento. Este pedido é frequente
em mulheres gravidas, normalmente trés vezes durante a gestacio (uma vez em cada

trimestre). Isto deve-se ao facto de estas mulheres poderem estar colonizadas com estas
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bactérias e, se assim for, durante o parto podem transmitir ao bebé, sendo prejudicial para

este uma vez que pode causar sepsis.

TESTES DE IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS

Apos a incubagao e quando se deteta a presenga de microrganismos nos respetivos
meios de cultura, o patologista responsavel decide quais as placas que tém que voltar a ser
incubados, quais as que seguem para o autoanalisador Vitek2 e a partir das quais é necessario
fazer testes bioquimicos e de identificagao.

O Vitek2 é um aparelho que nos identifica a espécie presente numa amostra e nos
realiza o respectivo antibiograma. Para isso sdo colocadas cartas de identificagao e de
antibiogramas, com base no género que se suspeita existir na amostra mediante o que foi

visualisado nos meios de cultura, e que estao enumeradas na tabela 4.

Denominacao Codigo
Identificagdo Gram negativos GN
Identificagao Gram positivos GP
Identificagao fungos leveduriformes YST
Identificacao Neisseria spp e Haemophilus spp NH
Identificagao anaerobios ANC
Antibiograma Enterobactérias AST-N192
Antibiograma Enterobactérias - Urina AST-N244
Antibiograma Pseudomonas ssp e Acinetobacter spp AST-N222
Antibiograma Estafilococos AST-P619
Antibiograma Estreptococos grupo B e Enterococos AST-P586
Antibiograma Streptococos viridans, S. pneumoniae e AST-STOI
estreptococos 3-hemoliticos

Tabela 4 — Cartas usadas no Vitek2

Contudo ha certos testes bioquimicos manuais que podem ser feitos, uma vez que
nao é necessario recorrer sempre ao Vitek2, ou entao que podem ajudar a decidir quais as

cartas de identificacao que temos que usar neste.
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- Teste da Catalase: Este teste é usado para identificar bactérias Gram-positivas e
principalmente para distinguir Staphylococcos spp (catalase positiva) de Streptococcos spp
(catalase negativa). Deste modo, retiramos uma coldnia isolada para uma lamina e
adicionamos peroxido de hidrogénio (H,O,); se a enzima catalase estiver presente é
rapidamente feita a separagao entre a agua (H,0O) e o oxigénio (O,), com consequente
libertagao de bolhas efervescentes (O,). A colonia de bactérias nao deve ser proveniente de
gelose de sangue uma vez que pode dar um resultado falso-positivo, porque os eritrocitos
presentes ao reagir com o peroxido de hidrogénio também podem libertar bolhas de

oxigénio, embora em menor quantidade [27].

- Teste da Coagulase/PROLEX™ STAPH LATEX KIT: Este teste permite-nos diferenciar
S. aureus (coagulase positiva) das restantes espécies de Staphylococcos spp (coagulase
negativa). Este produz duas formas de coagulase: a coagulase ligada e a livre, mas neste
laboratério s6 se pesquisa a forma ligada. Sao utilizadas particulas de latex com azul de
poliestireno, previamente sensibilizadas com fibrinogénio e IgG, que sao entao adicionadas a
coldnia de estafilococos da amostra em analise. Se esta possuir a enzima coagulase, esta age

sobre o fibrinogénio e ocorre aglutinagao [27].

- Teste da Oxidase: Com este pretende-se determinar a presenca da enzima citocromo
oxidase através da sua reagio com o substrato dicloreto de tetrametil-p-fenilenodiamina. E
entao colocada uma porgao de substrato num pedaco de papel de filtro e adicionamos uma
coldnia da bactéria em analise. Se a bactéria possuir a enzima, reage com o substrato e o
papel fica com a cor roxa passado dez segundos, aproximadamente. E usado em amostras
com bacilos Gram negativo para diferenciar enterobactérias (oxidase negativa) de bacilos

oxidase positiva, tal como Pseudomonas spp [28].

- Teste da sensibilidade a Optoquina: O teste da optoquina é usado para determinar o
seu efeito antimicrobiano num determinado organismo. Esta lisa as moléculas de S.
pneumoniae, podendo ser considerada uma identificagao presuntiva apesar de ja serem
conhecidas algumas resisténcias. Apds a cultura da amostra em questao numa placa com
gelose de sangue, coloca-se um disco de optoquina e leva-se a incubar durante 18 a 24 horas
a 35°C. Se a bactéria for susceptivel a optoquina ocorre a formagao de um halo de inibigao

com mais de |4mm [28].
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- PASTOREX™STREP: Este teste da BIO-RAD faz a identificagio dos antigénios especificos
dos estreptococos de cada grupo de Lancefield (A, B, C, D, F, G) utilizando um método de
extragao enzimatica. Deste modo, o antigénio presente no extrato obtido reconhece os
anticorpos (ligados a particulas de latex) especificos do grupo a que pertence e o complexo

antigénio-anticorpo aglutina.

- Bichro-Latex albicans: E um teste de coaglutinacio em latex que faz a identificacio rapida
de Candida albicans e de Candida dubliniensis, a partir de cultura. O primeiro reagente que se
adiciona a amostra é composto por particulas de latex ligadas a anticorpos monoclonais
especificos que vao reagir com antigénios das leveduras presentes. O segundo reagente
contém enzimas que vao separar as células e expor o antigénio, havendo aglutinagao se na

amostra estiverem presentes estas leveduras.

- Api: O Api é uma galeria de identificacao padronizada baseada em reagdes bioquimicas
(enzimaticas e/ou fermentagao de agucares) que ocorrem em microtubos com substratos
desidratados, com testes especificos para cada espécie bacteriana em pesquisa. Apos
ocorrerem as reagoes, a leitura destas faz-se utilizando um quadro de leitura e a
identificacdo é conseguida através de um catdlogo ou sistema de identificagao, sempre
disponibilizados no kit. Neste setor de microbiologia usam-se varios mas o Api 20E, Api
20NE e Api NH sao os mais frequentes, apesar de s6 serem realizados em algumas situagoes
especificas. O Api 20E é usado para a identificacdo de enterobactérias, o Api 20NE para
bacilos Gram-negativos nao enterobactérias tal como Pseudomonas spp e Acinetobacter spp, e
o Api NH faz a identificacao de Neisseria ssp, Haemophilus spp e Moraxella catarrhalis e

permite também a biotipagem de Haemophilus influenzae e Haemobphilus parainfluenzae.

TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

Um antibiograma é um teste de sensibilidade aos antibidticos que se baseia na
determinagao da capacidade de um microrganismo em se multiplicar in vitro, na presenca de
um farmaco [29]. Pode ser realizado pelo Vitek2 ou de forma manual pelo método de Kirby-
Bauer, E-test ou por ATBs (microtubos semelhantes ao Api). Além disso é realizado o Teste

PBP2a onde se faz a identificagao de S. aureus meticilina resistentes (MRSA).
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- Método de Kirby-Bauer: Este € um método de difusao que consiste num antibiograma
manual realizado numa placa de petri com meio de Mueller-Hinton, onde se faz a inoculagao
de uma suspensao bacteriana (turvagao igual a 0,5 MacFarland) pelo método de sementeira
em toalha. Colocam-se de seguida discos de papel impregnados com os antibidticos para os
quais se quer pesquisar a susceptibilidade e a placa fica a incubar a 35°C durante 18 a 24
horas. Apos este tempo, se a bactéria for susceptivel ao antibiotico forma-se um halo de
inibicao a volta do respectivo disco, nao havendo crescimento desta. Contudo, se a bactéria
for resistente nao se forma qualquer halo, havendo crescimento normal na placa.

No caso das bactérias sensiveis, os halos sao medidos e o seu tamanho é expresso em
milimetros. Consultando tabelas préprias da EUCAST o resultado é dado como susceptivel
ou resistente [29].

Além deste meio é também usado o Mueller-Hinton com 5% de sangue de carneiro para
determinar a susceptibilidade dos pneumococos (S. pneumoniae) e de outros estreptococos
que requerem um suplemento de crescimento. No caso dos antifungigramas, usam-se discos

com antifingicos em vez de antibioticos e a inoculagao é feita no meio RPMI.

- E-test: Este teste é semelhante ao método de Kirby-Bauer mas com a vantagem de
permitir avaliar a Concentragao Minima Inibitoria (CMI) de cada antibidtico contra a estirpe
bacteriana em causa, ou seja a concentragao a partir do qual o crescimento ¢ inibido. Em vez
de se usar um disco de papel, este é substituido por uma tira impregnada com diferentes
concentragoes do antibiotico, sendo assim possivel determinar a concentragao a partir da

qual ja nao ha mais crescimento [29].

Figura 32 — E-test (a esquerda) e Método de Kirby-Bauer
(2 direita)
Fonte: SPC CHAA

46



- ATB: Estas galerias permitem determinar a sensibilidade de certas espécies bacterianas aos
antibiéticos em meio semi-sélido, ou seja, cada microtubo possui um antibiotico de interesse
para a espécie em questao. Os testes mais frequentes sio para a sensibilidade de

Haemophilus spp.

- Teste PBP2a: Permite a detecao por imunocromatografia da PBP2a, ou seja, a proteina
de ligagao a penicilina 2a em isolados ja identificados como S. aureus. Esta proteina é
codificada pelo gene mecA, e as estirpes que o possuem denominam-se de MRSA (S. aureus
meticilina resistentes) e sao resistentes a todos os antibioticos f-lactamicos [30]. Este teste

¢é entao usado no sentido de auxiliar na identificacao destas.

PESQUISA DE Helicobacter pylori

Além de todos os precedimentos padrao ja referidos para cada tipo de amostra é
também realizada a pesquisa de Helicobacter pylori através do HeliProbe, um teste respiratorio
validado que contém um dispositivo de colheita de CO, e um analisador. E administrada ao
doente uma céapsula por via oral que contém '“C marcado na ureia; a cipsula ingerida
desintegra-se no estdmago, a ureia marcada alcan¢a a mucosa gastrica e, se H. pylori estiver
presente a ureia marcada é metabolizada em CO, e aménia pela urease da bactéria. Deste
modo o CO,, apdés o processo de respiragio, é libertado na forma de '“CO, pelo ar
expirado e € medido no HeliProbe, sendo a auséncia ou presenga de bactéria determinada

medindo a presenca deste no ar expirado.

PESQUISA DE VIRUS RESPIRATORIOS

A pesquisa de virus respiratorios € realizada no Maripoc e inclui Adenovirus, Virus
sincicial respiratorio, Influenza A e B, Parainfluenza |, 2 e 3 e Metapneumovirus.

Este aparelho utiliza o método de fluorimetria e tem por base a identificacao especifica
de antigénios virais por afinidade com anticorpos monoclonais ou policlonais purificados. O
sinal de fluorescéncia medido pelo sistema de teste a partir da reagao especifica do analito

esta positivamente relacionado com o teor de antigénio da amostra. O sistema de teste

47



compara o sinal recebido do teste com os valores controlo definidos pelo fabricante para

um teste com resultados positivos.

TESTES DE BIOLOGIA MOLECULAR

No laboratério de microbiologia faz-se a pesquisa de DNA, através da técnica de PCR
em Tempo Real, no Smart Cycler e no Genexpert. Os diferentes microrganismos pesquisados

nos dois aparelhos estao enumerados na tabela 5.

Smart Cycler Genexpert
M. tuberculosis Clostridium diffile
Pneumocistis jirovecii Influenza A HINI
Bordetella pertussis S. aureus Meticilia-resistente
Enterovirus

Tabela 5 — Microrganismos pesquisados por Biologia molecular

No caso de M. tuberculosis quando o resultado € positivo no Smart Cycler, é confirmado
no Genexpert, sendo também ¢é possivel pesquisar a sensibilidade a rifampicina, um dos
antibioticos anti-tuberculosos mais usados e indicador de resisténcia.

A técnica de PCR em Tempo Real tem por base a amplificagio de uma regiao
especifica de DNA, através do uso de oligonucledtidos complementares (primers) a essa
sequéncia, e a sua replicacao, aplicada repetidamente em varios ciclos para aumentar a
sequéncia-alvo. Envolve 25 a 50 ciclos de repetigdes, em que cada um compreende trés
reagoes sequenciais que sao a desnaturagao dos acidos nucleicos, a ligagao dos primers a
sequéncia-alvo e a extensao da sequéncia-alvo por agcao da DNA polimerase. Como se trata
de PCR em Tempo Real estes resultados podem ser acompanhados enquanto os ciclos
ocorrem pois utilizam-se sondas marcadas com fluoréforos que, caso a sequéncia-alvo esteja
presente e ocorra amplificacio desses acidos nucleicos, se ligam a eles e emitem
fluorescéncia. O aumento desta fluorescéncia é proporcional a quantidade de DNA presente
na amostra, sendo este resultado possivel ja que aparelhos usados combinam a amplificagao
dos acidos nucleicos marcados com a medi¢io qualitativa e quantitativa dos produtos

amplificados [31].
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CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade interno é feito em todas as areas do laboratério diariamente
ou semanalmente, dependendo do tipo de teste em causa e da frequéncia com que o
aparelho é utilizado. Ha uma preocupagao constante com estes controlos uma vez que sao
eles que avaliam a precisao e a viabilidade dos resultados obtidos diariamente. Este controlo
interno tem como objetivo detetar problemas na rotina dos métodos aplicados no
laboratério. Os produtos usados consistem em amostras fornecidas por laboratorios de
referéncia e sao materiais liquidos ou liofilizados que simulam as amostras usadas na rotina
laboratorial, adequadas a cada aparelho e tipo de pardmetro a analisar.

Além disso é efetuado um controlo de qualidade externo para avaliar a exatidao dos
resultados, através dos programas RIQAS e/ou NEQAS, que consiste em amostras enviadas
por uma entidade independente e especializada. Estas também sao liquidas ou liofilizadas, de
origem humana, animal ou quimica, de acordo com cada parametro analisado nos diferentes
aparelhos de cada valéncia. Estes controlos siao realizado varias vezes por ano e a sua
frequéncia (geralmente mensal) varia de acordo com os diferentes pariametros que sao
controlados, sendo que o controlo destes é feito de forma isolada. O objetivo & comparar a
performance do método do nosso laboratorio com outros laboratorios. Os resultados
obtidos sao enviados de volta num documento proprio para serem confirmados e
comparados com os valores referenciados de modo a avaliar a qualidade das analises
efetuadas no servigo, uma vez que as entidades fornecem um relatorio sobre a conformidade
dos resultados.

e Microbiologia: O controlo interno é efetuado para avaliar o Vitek, onde se utilizam
amostras ATCC enviadas por laboratorios de referéncia. Estas chegam com a identificacao
do microrganismo que se vai controlar e sio colocadas no aparelho para se proceder a
identificacdo e antibiograma, e ver se corresponde com a informagao previamente
conhecida. O controlo externo é realizado através do programa NEQAS que fornece
amostras que simulam um doente, com o suposto diagnostico. A partir dai, no caso do
exame bacteriologico, faz-se a cultura nos meios usados na rotina laboratorial, a identificagao
e o antibiograma. Sao também controlados os exames parasitologicos, os testes rapidos e a
biologia molecular. Os resultados sao enviados de volta, para avaliar se os meios usados sao
apropriados para as culturas diarias e se o Vitek esta a funcionar corretamente.

e Hematologia: O controlo interno é efetuado diariamente através do XN CHECK™,

que possui trés niveis de controlo (um alto, um médio e um baixo) para o hemograma e dois
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niveis (um alto e um baixo) para a analise aos fluidos biologicos. O controlo externo faz
parte do NEQAS e consiste no controlo dos diferentes parametros do hemograma, em que
s6 o sangue total é controlado, do respetivo esfregaco sanguineo e da velocidade de
sedimentagao. Para isto é enviada pela entidade uma amostra de sangue com a indicagao de
qual o parametro do hemograma a ser analisado, que é posteriormente reenviada com o

respetivo resultado para comparagao inter-laboratorial.
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CONCLUSAO

O Mestrado em Analises Clinicas permitiu-me adquirir conhecimentos nas diferentes
valéncias que compoem as andlises de um laboratorio e, de forma geral, sao suficientes. A
realidade pratica é sempre diferente da teoria da faculdade e por isso € necessario saber
consolidar os conhecimentos e aplica-los a rotina laboratorial, contando para isso com a
ajuda dos profissionais e colegas do servigo.

Este estdgio proporcionou-me uma experiéncia alargada e enriquecedora tanto a nivel
profissional como pessoal. Através dela, tive a oportunidade de cimentar e utilizar
conhecimentos adquiridos, na parte curricular, e em simultineo munir-me de novos saberes.
Durante estes cinco meses foi possivel conhecer a realidade de um laboratorio hospitalar,
que abrange um maior fluxo de amostras, variedade de produtos biolégicos e diversidade de
patologias (que sao diagnosticadas e/ou monitorizadas). Além disso esta experiéncia facultou-
me o contacto direto com o mercado de trabalho.

No referido laboratorio conheci pessoas extraordinarias, detentoras de um
conhecimento vasto e que sempre me auxiliaram nas dificuldades quotidianas.

Findo este percurso, considero que foi uma experiéncia positiva e vantajosa a todos os
niveis, realizada com empenho e dedicagao, superando todas as minhas expectativas, e
possibilitou-me ter certezas e determinagdes relativamente a area que quero investir

futuramente no ambito profissional.
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ANEXOS

Microbiologia

Coloracao de Gram

Fixar o esfregaco a chama

Cobrir o esfragago com cristal violeta durante | minuto
Passar por agua da torneira

Cobrir com lugol durante | minuto para fixar

Passar por agua da torneira

Descorar com acetona iodada

Passar por agua da torneira

Cobrir com safradina durante | minuto

00 NOoUT WD —

Passar por agua da torneira

Coloracao de Auramina

Fixar a chama

Cobrir o esfragagco com auramina durante |15 minutos

Passar por agua da torneira

Cobrir o esfragago com descorante durante 2/3 minutos

Passar por agua da torneira e secar bem

Cobrir o esfregago com permanganato de postassio durante 5 minutos

NOo LA WD —

Passar por agua da torneira

Coloracao de Ziehl-Neelsen

Fixar a chama

Cobrir o esfregagco com fucsina de Ziehl

Aquecer a chama até a emissao de fumos brancos (evitar ferver)
Deixar ficar durante 10 minutos

Passar por agua da torneira

Cobrir o esfregagco com solugao de Gabett durante | minuto

NOo LA WD —

Passar por agua da torneira

(Fonte: SPC CHAA)
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Hematologia

e Valores de referéncia do hemograma

Parametro Intervalo de referéncia
Hemoglobina H:15 + 2 g/dl
M: 13,5 + 1,5 g/dI
Eritrocitos H: 5,0+ 0,5 x 10"/l
M: 4,3 +£0,5 x 10'%I
Hematocrito H:45+5%
M: 4l £5%
MCV 92 £+ 91l
MCH 29,5+ 2,5 pg
MCHC 33+ 1,5 g/dl
Reticulocitos 0,5 —2,5% ou 50 — 100 x 107/l
Leucécitos 4,0-10,0 x 107/l
e Neutrdfilos 2,0-7,0x 10’/
e Linfécitos 1,0-3,0 x 107/l
e Monécitos 0,2-1,0 x 10°/1
e Eosinofilos 0,02 — 0,5 x 107/l
e Basofilos 0,02 - 0,1 x 107/l
Plaquetas 280 + 130 x 107/1

(Fonte: BAIN, J. Barbara; BATES, Imelda; LAFFAN, Michael A.; LEWIS, S. Mitchell - Dacie

and Lewis Practical Haematology — | 1* Ed, 201 |, Churchill Livingstone, 2:14)
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