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Resumo

O presente relatorio tem como objetivo descrever de forma sucinta as atividades
desenvolvidas durante o estdgio curricular no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estdgio decorreu entre os meses de

fevereiro a julho no Laboratério Fernao Magalhaes, em Vila Nova de Gaia.

O relatorio aborda em particular as valéncias de Microbiologia e Hematologia, onde
sao referidos os diferentes exames realizados, os equipamentos e as respetivas metodologias
utilizadas, interpretagao e validagao dos resultados. E descrito ainda, de uma forma sucinta, o

processo de controlo de qualidade que permite garantir a qualidade dos resultados obtidos.

Palavras-Chave: Anilises Clinicas, Diagnostico, Hematologia, Microbiologia, Saude.

Abstract

This report aims to describe the activities developed during the Faculty of Pharmacy
of University of Coimbra Master’s degree of Clinical Analysis internship. The internship went

from February to July on the Fernao Magalhaes Laboratory in Vila Nova de Gaia.

The report covers the areas of Microbiology and Haematology where it explains the
methodologies used in the laboratory, as well as the criteria applied in the interpretation and
validation of analytical results. It also briefly describes the quality control process that allows

the laboratory to ensure the reliability of the results obtained

Keywords: Clinical Analysis, Diagnostic, Haematology, Health, Microbiology.
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I. Introducio

As analises clinicas sao um dos mais importantes meios de diagnostico complementares
uma vez que permitem, através da recolha de materiais biologicos, diagnosticar anomalias,
patologias ou doengas de maior ou menor gravidade colaborando ainda para a sua prevengao

e detegao precoce.

A garantia dos servigos prestados por um laboratorio de Andlises Clinicas é da
responsabilidade dos profissionais de saude. E importante que existam profissionais
qualificados para que os métodos utilizados, a interpretagao e a validagao dos resultados

obtidos sejam realizados de forma correta.

O estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra tem como objetivo permitir aos alunos a iniciagao profissional em
contexto real de trabalho, através da passagem pelas principais valéncias: Bioquimica Clinica,
Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia. Assim permite a aquisicio de
competéncias praticas, nomeadamente a nivel das técnicas e equipamentos utilizados, bem

como aplicar os conhecimentos teoricos adquiridos durante a formacgao curricular.

Este relatéorio € uma breve descricaio do meu estagio curricular realizado no
Laboratorio Fernao Magalhaes, no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas com especial

destaque nas valéncias de Microbiologia e Hematologia.



2. Caracterizacido do Laboratério

O Laboratoério de Andlises Clinicas Fernao Magalhdaes é uma das quatro unidades
laboratoriais pertencentes ao Grupo Affidea Portugal, e que esta ao servigo da comunidade ha
mais de 40 anos, sendo um laboratério devidamente certificado pelas Normas de Laboratério
Clinico da Ordem dos Farmacéuticos e pela Norma NP EN ISSO 9001. O Laboratério Central
situa-se em Vila Nova de Gaia e possui varios postos de colheitas na zona Metropolitana do
Porto e nos concelhos vizinhos. Para além do servigo a comunidade local possui acordos com
varias entidades da area da salde como empresas de Medicina de Trabalho, clinicas de
diagnostico, lares e Centros de Hemodialise. Também disponibiliza o servigo de colheita de
amostras biologicas ao domicilio. O laboratorio tem em média 150 utentes por dia. A equipa
€ constituida por varios Técnicos de Analises Clinicas e por dois Técnicos Superiores de Saude
sendo a responsabilidade técnica da competéncia da Dra. lolanda Rodrigues, Farmacéutica
Especialista em Analises Clinicas e Genética Humana pelo Colégio de Especialidade da Ordem

dos Farmacéuticos.

O laboratoério central é constituido por trés grandes areas: recegao e atendimento aos
utentes (zona de colheitas de produtos bioldgicos), area administrativa e area laboratorial. A
area laboratorial € constituida por quatro setores: Bioquimica, Imunologia/Endocrinologia,
Hematologia e Microbiologia. O laboratério é automatizado sendo a maioria dos parametros
analiticos realizados em equipamentos devidamente certificados, calibrados e controlados por
controlos internos devidamente certificados pelos fabricantes e através da participagao em

programas de Avaliagao Externa da Qualidade Laboratorial nacionais e internacionais.



3. Atividades Desenvolvidas

No Laboratério Fernao Magalhaes tive a oportunidade de passar por todas as dreas:
Bioquimica Clinica, Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia. Como ja referido
anteriormente, as areas que vao ser desenvolvidas neste relatério serao Microbiologia e

Hematologia.

A drea de Imunologia/endocrinologia é uma area bastante automatizada. Foi possivel
realizar a detecao/doseamento de diversos parametros, nomeadamente hormonas
(Progesterona, Testosterona, Estradiol, Hormona Foliculo-Estimulante, Hormona Luteo-
Estimulante, Prolactina), marcadores tumorais (Ca 19-9, Ca 125, Alfa-Fetoproteina, Antigénio
Carcinoembrionario, Antigénio especifico da prostata nas fragoes total e livre) e marcadores

virais (Antigénio de superficie do Virus da Hepatite B, entre outros).

Na area de Bioquimica acompanhei as determinagoes de Glucose, Albumina, Bilirrubina
total, Bilirrubina direta, Cilcio, Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL,
Triglicéridos, Creatinina, Lactato desidrogenase, Ferro, Magnésio, Fosfato, Proteinas totais,
Ureia, Acido U(rico, Gama GT, Fosfatase alcalina, lonograma, Hemoglobina glicada,
Proteinograma. Todas estas determinagoes sao feitas a partir de métodos automatizados.

Nesta drea também ¢é realizada a parte de serologia infeciosa.



4. Fase Pré-Analitica

As Anidlises Clinicas sao o principal método auxiliar de diagnostico e a monitorizagao
terapéutica. Os principais deveres de um laboratério clinico sao garantir a qualidade dos
resultados laboratoriais, melhorar a qualidade dos servigos prestados, assegurando a garantia
da qualidade durante todas as fases do processo analitico: fase pré-analitica, fase analitica e

fase pos-analitica (Instituto Portugués de Acreditagao).

A fase pré-analitica ocorre desde o momento de prescrigao por parte do médico até
ao processamento da amostra e € um processo fundamental na atividade e qualidade do

laboratorio clinico.

Devido a dificuldade de comunicagao com os utentes e clinicos, dispersao geografica
dos postos de colheitas, diversidade dos profissionais do laboratério e dos diferentes
procedimentos na preparagao do utente, na colheita, no tratamento e transporte das amostras
bioldgicas, é nesta fase que pode ocorrer o maior nimero de erros laboratoriais. O cuidado
na realizagao dos procedimentos da colheita, armazenamento e transporte da amostra tem
relacao direta com a qualidade do resultado fornecido pelo laboratério (Ordem dos

Farmacéuticos e Associacao Portuguesa de Analistas Clinicos).

Na colheita de produtos biologicos existem certas amostras que podem ser colhidas
pelo utente, como por exemplo amostras de urina e fezes. Posto isto & necessario explicar da
melhor forma possivel a maneira correta como o utente deve colher as devidas amostras. No
caso da amostra de urina existem varios procedimentos de colheita, mas geralmente o mais
pedido é a recolha da primeira urina da manha. Sendo assim, é necessario explicar ao utente
todos os passos necessarios para uma boa colheita de amostra. A higiene intima deve ser feita
em primeiro lugar, posto isto, desperdicar o primeiro jato e recolher o jato intermédio.
Quanto a colheita de amostras de fezes é importante referir que sao necessarias trés amostras
de trés dias consecutivos e a recolha é feita para o recipiente estéril entregue no laboratério.

O tamanho da amostra nao deve ser maior que o tamanho de uma azeitona.



A colheita realizada no laboratorio por profissionais de salude deve ser feita num local
adequado e com o minimo risco possivel de contaminagao com agentes patogénicos. Nas
colheitas de sangue deve ter se sempre em conta os exames requisitados, pois consoante o

tipo de andlise o tubo de recolha é diferente (Tabela |) (Dhingra et al., 2009).

Tabela |- Tubos mais utilizados para colheita de sangue. Composicao e utilizacdo (Dhingra et al.,
2009).

Tubo de Colheita Anticoagulante Analise

Citrato de Sédio Provas de Hemostase

Requer plasma

Hemograma, Velocidade
EDTA de Sedimentacao e
HbA,C

Requer sangue total

Bioquimica (colesterol,
glicose, ureia, creatinina)
Sem anticoagulante Imunologia (detegao de
anticorpos e antigénios).
Apos centrifugacao
obtém-se soro

Sem anticoagulante Absorgao Atomica

(detegao de metais)




Figura 2- Recipiente de recolha Figura |- Recipiente de recolha
de amostra de urina (Fotografia de amostra de fezes (Fotografia
Laboratério Fernio Magalhies). Laboratério Ferndo Magalhies).

5. Fase Analitica

ApOs a colheita e preparagao da amostra inicia-se o processo analitico.

A fase inicial do processo analitico é o controlo e calibragio dos equipamentos e
técnicas implementadas no laboratorio - Sistema de Controlo de Qualidade Interno. No inicio
de cada dia de trabalho é feita a avaliagao do funcionamento dos equipamentos automatizados
através de amostras de valores ja conhecidos (controlos internos) fornecidos pelo fabricante
e se necessario a calibragao das técnicas (algumas técnicas exigem a calibragao diaria e outras
apenas quando se procede a mudancga de lote). A andlise dos resultados obtidos é feita com
recurso ao programa Unity Real Time, que fornece ao técnico as cartas de controlo, fazendo o

estudo comparativo com os valores de referéncia e interlaboratérios.

A implementagao deste sistema de Controlo de Qualidade é muito importante de
maneira a assegurar um funcionamento de exceléncia dos procedimentos laboratoriais,

garantindo a repetibilidade e uniformidade dos resultados obtidos.



6. Microbiologia

O sector de Microbiologia tem um importante papel de diagndstico e controlo de
doengas infeciosas. A maioria dos testes de diagnostico utilizados baseiam-se na capacidade de
crescimento do microrganismo nos diversos meios de cultura utilizados (Murray e Rosenthal,

2014).

Sao solicitadas em varios tipos de amostras bioldgicas a pesquisa e identificagao de
agentes patogénicos: bactérias, parasitas e fungos, e testes de suscetibilidade aos

antimicrobianos isolados para orientagao do tratamento.

Esta € uma das areas do laboratério menos automatizada, dependendo muito do
conhecimento e especializagao dos técnicos que la trabalham. Contudo nos dltimos anos tem
ocorrido uma automatizagao na area dos testes de suscetibilidade aos antibidticos. As técnicas
utilizadas para o diagnostico etiologico das infegoes dependem em grande parte das
caracteristicas bioquimicas dos microrganismos que se pretende identificar. Assim o
diagnostico é feito mediante o exame cultural e o exame microscopico da amostra biologica.
O exame cultural permite isolar as espécies bacterianas presentes na amostra e que podem
ser responsaveis pela infecao, sendo posteriormente realizado a identificagao e TSA -
sensibilidade a antibioticos. Para se efetuar o estudo microbiologico adequado é fundamental
conhecer a flora saprofita do respetivo produto bioldgico, bem como quais os microrganismos
habitualmente responsaveis por infegoes, diferenciar culturas puras e quantitativamente
significativas, de culturas mistas, resultado de contaminagao ou nao valorizaveis por outros
fatores. E também muito importante haver uma adequada colheita, transporte e
armazenamento da amostra para assim se obter resultados de confianga (Murray e Rosenthal,

2014).



6.1. Coloracio de Gram

A coloragao de Gram ¢é a coloragao mais utilizada num laboratério de microbiologia.
E uma coloracio diferencial, pois permite a separacio dos dois principais grupos de bactérias
(bactérias de Gram positivo e bactérias de Gram negativo) com base na sua capacidade de
retengao dos dois corantes utilizados. Apos a fixagao do material biologico na lamina esta é
exposta ao corante de violeta de genciana e ao soluto de lugol (que permite aumentar a
afinidade do primeiro corante para a bactéria e torna a coloragao mais rapida e mais estavel).
Durante a descoloragao com alcool-acetona o complexo anterior é mantido nas bactérias de
Gram positivo e € eliminado nas bactérias de Gram negativo, utilizando-se assim um segundo
corante, designado fucsina de Ziehl ou um outro designado safranina que é retido por estas

bactérias (Mahon e Lehman, 2018).

O grau com que o microrganismo retém a coloragao esta relacionado com a natureza
quimica da parede celular bacteriana. Esta € uma estrutura semirrigida responsavel pela forma
e integridade da bactéria, constituida por uma macromolécula designada peptidoglicano. Esta
macromolécula constitui 50 a 70% do peso seco da parede celular das bactérias de Gram
positivo. Nas bactérias de Gram negativo constitui apenas cerca de 5 a 10% do peso seco da
parede celular. Estas bactérias para além desta camada fina de peptidoglicano ainda sao

constituidas por uma membrana externa sobreposta (Mahon e Lehman, 2018).
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A observacao do esfregaco corado é feita ao microscopio (objetiva de 100x) e
possibilita também diferenciar as bactérias em cocos e bacilos, tendo em conta a sua forma
mais redonda ou alongada, respetivamente, e se adotam algum tipo de agrupamento (pares,

em cacho, em cadeia, etc.) — carateristicas importantes na sua identificagao.

6.2. Coloracao de Kinyoun

A coloragao de Kinyoun é utilizada para corar microrganismos alcool-acido-resistentes.
Na parede celular destes microrganismos estao predominantemente presentes acidos
micdlicos de cadeia longa e acidos gordos ramificados, o motivo pelo qual requerem uma

coloragao diferente da coloragao de Gram (Murray e Rosenthal, 2014).

O procedimento desta coloragao ¢ idéntico a coloragao de Ziehl-Neelsen, a unica
diferenga é que ¢é feito a frio, nao requer aquecimento do material. Os microrganismos sao

corados com fucsina basica e resistem a descoloragao com solugdes acido-alcalinas.
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A observagao do esfregago também é feita ao microscopio (objetiva de 100x) e permite

ver o fundo corado com azul de metileno e os microrganismos corados de vermelho.

6.3. Meios de Cultura

O estudo microscopico das caracteristicas morfologicas e das caracteristicas de
coloragao ¢ insuficiente para a obtengao de uma identificagao fiavel do agente patogénico. Para
completar a analise microbiologica é necessario realizar a cultura dos produtos biolégicos para
verificar se ocorre crescimento de bactérias e analisar as propriedades fisiologicas e

bioquimicas.

Um meio de cultura é um substrato nutritivo capaz de proporcionar o alimento e o
crescimento dos microrganismos fora do seu ambiente natural. Para além das necessidades
nutricionais € importante proporcionar condigoes ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento, tais como temperatura de incubagao, pH, pressao osmotica, humidade e
atmosfera (aerobia, microaerofilica ou anaerdbia). Os meios podem dividir-se de acordo com
o seu estado fisico em liquidos, sélidos e semi-solidos. Em relagao ao seu objetivo dividem-se
em meios seletivos, diferenciais ou de enriquecimento. Os meios seletivos sao usados para
isolar um grupo especifico de microrganismos pois sao aditivados com antibidticos para
suprimir o crescimento de outros microrganismos diferentes dos que sao suspeitos de estar
a causar infegao. Os meios diferenciais permitem separar grupos de microrganismos atraveés
da sua aparéncia no meio. Da sua constituicao fazem parte substincias quimicas (indicadores)
que apos a incubagao mostram alteragdes na aparéncia do crescimento microbiano e/ou no
meio que rodeia as coldnias o que permite a sua diferenciagao e identificagao. Dao informacgao
sobre o metabolismo do microrganismo. Os meios de enriquecimento sao usados para a
cultura de microrganismos exigentes, tém necessidades nutricionais especificas, nao crescem
ou tém dificuldade em crescer em meios basicos e por isso requerem a adigao de fatores de

crescimento (Fonseca et al., 2004).

No laboratério Fernao Magalhaes os meios de cultura com os quais contactei durante

o periodo de estagio foram:

Gelose de chocolate + PolyVitex: é um meio de isolamento que se destina
particularmente ao crescimento de microrganismos mais exigentes, como por exemplo
Neisseria spp, Haemophilus spp, Streptococcus pneumoniae. E composto por uma base nutritiva
enriquecida pelos fatores X (hemina) e V (NAD) fornecidos pela hemoglobina e pelo PolyVitex

(Mahon e Lehman, 2018).
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Gelose de CNA: é um meio seletivo para bactérias Gram positivo. A seletividade
deste meio baseia-se na presenca de CNA, uma mistura de antibioticos (colistina e acido
nalidixico), a qual inibe o crescimento das bactérias Gram negativo. O crescimento da maioria
das bactérias Gram positivo é promovido pelos nutrientes e pelo sangue presente no meio,

permitindo este, a visualizacao de reagoes hemoliticas (Mahon e Lehman, 2018).

Gelose de MacConkey: é um meio diferencial seletivo utilizado para o isolamento e
diferenciacao de Enterobacteriaceae. Da sua constituicao fazem parte peptonas (fornecem
nutrientes), cristal violeta e sais biliares que inibem as bactérias Gram positivas, especialmente
enterococos e estafilococos. A diferenciagao de microrganismos entéricos faz-se através da

combinagao de lactose e do indicador de pH vermelho neutro (Mahon e Lehman, 2018).

Gelose Hektoen: é um meio seletivo para o isolamento e diferenciagao de bacilos
enteropatogénicos Gram negativos, particularmente Salmonella spp. e Shigella spp. A
seletividade do meio baseia-se na presencga de sais biliares, azul de bromotimol e fucsina acida
(os quais inibem o crescimento das bactérias Gram positivo, E. coli, Proteus e Citrobacter). Os
nutrientes das peptonas e dos agUcares permitem um bom crescimento do género Shigella spp.
Também faz parte da sua constituigao tiossulfato de sédio e citrato de ferro o que permite a
distingao entre coldnias do género Salmonella spp e Shigella spp através da formagao de um

centro negro (caracteristico de coldnias do género Salmonella spp) (Mahon e Lehman, 2018).

Gelose ChromID CPS: meio cromogéneo para a identificagio de agentes
patogénicos urinarios. Permite a identificagao direta de E. coli e uma identificagao presuntiva
de algumas bactérias como Klebssiela spp, Enterococcus spp e Proteus spp. A sensibilidade de
detecao e especificidade de coloragao permite uma facil interpretagao do crescimento de

colonias neste meio (Chaux et al., 2002).

Gelose ChromID Candida: meio cromogéneo para a dete¢ao de infegoes flngicas.
Os substratos cromogéneos especificos na gelose sao hidrolisados quando entram em
contacto com as leveduras, resultando numa coloragao especifica para uma identificagao clara.
Permite a identificacao direta de Candida albicans através da coloragao azul, caracteristica desta

espécie. Também permite o isolamento de Candida tropicalis (Eraso et al., 2006).

Gelose ChromID Streptococcus grupo B: meio cromogéneo seletivo para o
rastreio de estreptococos do grupo B. Fazem parte da constituigao deste meio trés substratos
cromogéneos que distinguem as coldnias de estreptococos do grupo B. A coloragao é facil de

visualizar mesmo que haja pouca quantidade de colonias. Este meio tem uma inibi¢ao bastante



seletiva da maior parte das bactérias que nao pertencem a espécie Streptococcus agalactiae,

assim como levedura (Biomériux, 2018).

6.4. Produtos Biologicos

No laboratério Fernao Magalhaes os produtos biologicos mais frequentes sao urina,
fezes e exsudados vaginais. Amostras de expetoragao sao solicitadas com menos frequéncia e
normalmente sio solicitadas no ambito da medicina do trabalho. As hemoculturas sao

solicitadas aos utentes dos Centros de Dialise que apresenta sintomatologia febril.

Consoante o tipo de produto bioldgico a pesquisa é orientada para certos organismos

(patogénicos habituais) e a flora comensal (Tabela 2).

Tabela 2- Microrganismos mais comuns na flora comensal e microrganismos potencialmente
patogénicos no Homem (Murray e Rosenthal, 2014).

Trato respiratorio

Zona

Trato
gastrointestinal

Trato genito-

Microrganismos
comensais

Nariz e nasofaringe:
Streptococcus spp,
Staphlylococcus aureus,
Haemophilus parainfluenzae,
Staphylococcus epidermidis

Orofaringe: Staphylococcus
aureus, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus
influenza

Clostridium spp Enterococcus
spp., Enterobacteriaceae

Staphylococcus epidermidis,

Microrganismos potencialmente
patogénicos

Nariz e nasofaringe: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Streptococcus spp, Staphylococcus aureus

Orofaringe: Estreptococos do grupo A,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus

Campylobacer jejuni, Escherichia coli,
Salmonella spp, Vibrio cholerae, Shigella spp,
Clostridium difficile, Yersinia enterocolitica

Escherichia coli, Candida albicans,

urinario Lactobacillus spp., Bacteroides  Staphylococcus aureus, Proteus spp.,
spp Klebsiella spp., Neisseriae gonorrhoea,
Trichomonas vaginalis
Pele Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
Staphylococcus aureus, epidermis, Streptococcus pyogenes,
Difteroides anaerobios Pseudomonas aeruginosa
Sangue Produto biologico estéril Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Proteus spp, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus spp



6.4.1. Urina
O produto biolégico mais comum para pesquisa de infecao nos laboratorios de

ambulatério é a urina.

As infegoes urinarias apresentam-se como uma das principais infe¢oes bacterianas que
afetam o Ser Humano. Considera-se infe¢do urinaria a presen¢a de bactérias em qualquer
parte do sistema urinario (rins, ureteres, bexiga) com excecao da uretra, que podera ser
colonizada com flora normal. As estirpes predominantes neste tipo de infe¢es sao as
Enterobactérias, nomeadamente Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (José Barbas Rodrigues

e Paula Dias Barroso, 2012).

A urina é colhida para um recipiente estéril e é analisada assim que chega ao
laboratério. E semeada em meio apropriado utilizando uma ansa de 10 uL, é mergulhada no
recipiente onde esta a urina nao centrifugada. No Laboratério Fernao Magalhaes o meio
utilizado para a sementeira de urinas € o meio CPS, meio sélido cromogéneo. Apos semear a
amostra esta € incubada a 37°C durante 18 a 24 horas em atmosfera de aerobiose. Este meio
permite fazer uma identificagdo imediata de colonias de Escherichia coli (Figura 5) e uma
identificagao presuntiva de colonias de Klebessiela spp, Enterococcus spp e Proteus spp (Figura
6). Isto é possivel pois o meio CPS contém substratos especificos que sao clivados por enzimas
produzidas pelas bactérias, como a B-glucuronidade e B-glucosidade. A enzima B-glucuronidase
é responsavel pela hidrolise dos hidratos de carbono e confere uma cor rosa as colonias tipicas
de E. coli, assim como a enzima B-glucosidade também responsavel pela hidrolise dos hidratos
de carbono permite obter uma cor azul no caso de colonias de Enterococcus spp (Figura 7) e
no caso de Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter (KESC), embora este ultimo grupo
apresente colénias mucosas e maiores, o que permite distinguir de coldnias de Enterococcus
spp. Coldnias do género Proteus spp, Providencia spp e Morganella spp apresentam uma
tonalidade acastanhada devido a produgao de triptofano desaminase responsavel pela hidrolise

dos hidratos de carbono.



Figura 6- Observacdao macroscépica de Figura 5- Observacdo macroscépica

colénias presuntivas de Escherichia coli de colonias suspeitas de Proteus spp
(Fotografia Laboratério Fernao (Fotografia Laboratério Fernio
Magalhies). Magalhies).

Figura 7- Observacdo macroscépica de
colonias suspeitas de Enterococcus spp
(Fotografia Ferndo Magalhaes).

Considera-se uma infegao urinaria significativa quando o nimero de colénias é maior
que 10° UFC/ml, mas tem de se ter em conta o modo como a colheita da amostra foi realizada.
Se for uma amostra recolhida por pungao supra-pubica da bexiga, qualquer microrganismo
presente é relevante, mas se for uma colheita feita através da técnica de jato intermédio ja se
seguem os critérios acima descritos. O tipo de doente (se € um idoso, uma crianga, uma
pessoa acamada) e os sintomas descritos pelo mesmo também s3o importantes para o
diagnostico. Tem de se ter em conta a quantidade de coldnias diferentes que aparecem no
meio de cultura, pois caso haja crescimento de duas ou mais coldnias distintas considera-se

que houve uma contaminagao da amostra (Scarparo et al., 2002).

No laboratério Fernao Magalhaes é sempre feita a analise bioquimica da urina, quer
seja pedida ou quer se trate de uma amostra de urina bacterioldgica. A andlise bioquimica é
feita através do aparelho automatizado Aution Max, onde se utiliza tiras reagente mergulhadas
na urina e obtém-se os resultados pelo método de leitura por absorvancia. Os parametros
analiticos determinados pelas tiras reagente sio: aspeto, densidade, turbidez, leucocitos,

eritrocitos, nitritos, glucose, proteinas, bilirrubina, urobilinogénio, corpos cetonicos e pH.
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Apos a andlise bioquimica é realizada a observagao do sedimento urinario (Figura 9), de modo
a confirmar alguns resultados obtidos pela analise bioquimica (proteinas, leucocitos e
eritrocitos) e para avaliar a presenca de leveduras, cristais, cilindros e células epiteliais.
Quando aparecem leveduras no sedimento urinario, a amostra de urina é semeada no meio
de CAN2 (meio cromogéneo para leveduras) para se verificar se ocorre o crescimento destes

microrganismos. Se apresentarem uma tonalidade azul sao colénias de Candida albicans (Figura

8).
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Figura 8- Observacdao macroscopica de Figura 9- Observacao de células epiteliais
colénias caracteristicas de Candida de transicdo e alguns cristais de oxalato de
albincans (Fotografia Laboratério céalcio num sedimento urinario (Fotografia
Ferndo Magalhaes). Laboratério Fernido Magalhaes).

6.4.2. Fezes

As infegoes gastrointestinais podem ser infe¢coes virais, bacterianas ou parasitarias e
causam gastroenterite, uma inflamaciao do trato gastrointestinal envolvendo o estomago e
intestino delgado. Os sintomas incluem diarreia, vémitos e dor abdominal. A maioria das
infecoes gastrointestinais sao autolimitadas e resolvem-se em poucos dias. O diagnéstico

rapido é muito importante no tratamento deste tipo de infe¢oes (Mima et al., 2017) .

No laboratério Fernio Magalhides faz-se essencialmente pesquisa de estruturas
parasitarias nas fezes, coproculturas (pesquisa de Campylobacter spp, Salmonella spp e Shigella

spp) e pesquisa de sangue oculto.

O exame parasitologico consiste na pesquisa de estruturas parasitarias que possam
estar presentes nas fezes, tais como ovos, larvas ou parasitas intestinais. O diagnostico
laboratorial é feito através de dois métodos: exame macroscopico e exame microscopico. O
exame macroscopico consiste na andlise da amostra fecal quanto a sua consisténcia e a

presenca de constituintes anormais tais como sangue, muco ou vermes. No exame
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microscopico utilizam-se um kit para a preparagio de fezes e associa o método de
sedimentacao e o método de concentracao de Ritchie. Esta técnica consiste em dissolver uma
quantidade pequena de amostra fecal numa solugao de formalina de 10%. Apos a dissolugao
adiciona-se soluto de lugol para ajudar a visualizar melhor as estruturas dos parasitas e
posteriormente centrifuga-se a amostra. O sobrenadante é desprezado, visualizando-se o

sedimento homogeneizado ao microscépio.

A coprocultura é um exame bacteriologico de fezes. As bactérias mais pesquisas sao

Salmonella spp, Shigella spp e Campylobacter spp como foi acima referido.

Para a pesquisa de Salmonella spp e Shigella spp é necessario em primeiro lugar colocar
a amostra num caldo de enriquecimento (no Laboratério Fernao Magalhaes utiliza-se GN
BBL), uma vez que as fezes sao amostras ricas em microrganismos e € necessario proceder ao
enriquecimento seletivo dos possiveis agentes patogénicos. A amostra € incubada em
aerobiose durante 18 a 24 horas a 37°C, sendo posteriormente semeada em gelose de
Hektoen também em condigoes de aerobiose, durante 18 a 24 horas a 37°C. Colonias tipicas
de Salmonella spp aparecem de cor verde com ou sem centro negro devido a produgao de
peroxido de hidrogénio. As coldnias de Shigella spp aparecem incolores. Até agora so é
reconhecida uma espécie de salmonela, a Salmonella enterica que engloba uma gama
diversificada de bactérias que causam um largo espetro de doengas. A A Salmonella enterica
servar Typhimurium é responsavel pela Febre Tiféide, da origem a quadros febris. A Salmonella
enterica servar Paratiphy origina quadros de diarreia infeciosa e é transmitida através de
alimentos e aguas contaminadas (Crabb et al., 2019). O género Shigella spp é responsavel por
disenteria bacilar. E uma bactéria do trato intestinal e a principal via de contaminacio é a via
fecal-oral. O género Shigella inclui as espécies Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii
e Shigella sonnei. Todas as espécies sao consideradas patogénicas para o Homem apesar de
diferirem na severidade da infegao que causam. Estas bactérias invadem a parede intestinal e
produzem uma enterotoxina que origina a perda de agua e eletrdlitos, originando diarreia
aquosa com muco e sangue. O quadro clinico é caracterizado por febre, dor abdominal e

diarreia (Kang et al.,, 2019).



Para a pesquisa do género Campylobacter spp é necessario semear a amostra no meio
Campylobacter e inocular a 41,5°C durante 48 horas numa atmosfera microaerofilica. As
coldnias tipicas de Campylobacter aparecem de cor cinzento brilhante e de pequenas dimensoes
(Figural0). A espécie Campylobacter jejuni é a principal espécie dentro do género Campylobacter
responsavel por gastroenterites de origem bacteriana no ser humano. A transmissao da
infecao normalmente é feita através de alimentos contaminados, mas também pode ser de
pessoa para pessoa. Os sintomas mais comuns sao diarreia com fezes sanguinolentas, dores

abdominais e febre. Os sintomas duram cerca de uma semana (Levican et al., 2019).

Figura 10- Observacao macroscoépica de coldnias caracteristicas de Campylobacter spp numa
amostra de fezes (Fotografia Laboratorio Ferniao Magalhies).

Para a pesquisa de sangue oculto o laboratorio utiliza um teste rapido para a detegao
qualitativa de hemoglobina humana nas fezes. Este teste baseia-se no método
imunocromatografico no qual é reconhecida hemoglobina humana através de reagoes de
anticorpos especificos. Se a hemoglobina estiver realmente presente na amostra de fezes,
reage com o anticorpo monoclonal especifico marcado com ouro. Este complexo ouro-
anticorpo-hemoglobina migra por agao capilar pela membrana e atinge a regiao da linha de
teste que se encontra pré-revestida com anticorpos anti-hemoglobina. O complexo ouro-
anticorpo-hemoglobina é capturado pelos anticorpos imobilizados na membrana, resultando
entao na formagao de linhas vermelhas. Normalmente para esta pesquisa sao pedidas amostras

de fezes de trés dias consecutivos e com alguns cuidados para evitar falsos positivos. E um

teste com bastante sensibilidade e alguma especificidade.



6.4.3. Expetoracao

Para o estudo das infecoes do trato respiratorio ha uma grande variabilidade de
amostras tais como: expetoragoes, aspirados bronquicos, lavado bronco-alveolar, entre
outras. A amostra mais frequente é a expetoragao, foi a Unica que segui no meu periodo de

estagio.

Deve-se dar preferéncia a colheita da primeira amostra da manha em jejum e alertar
para fazer a lavagem da boca antes da colheita apenas com agua. Deve-se instruir o doente

para colher a amostra de expetoragao por uma tosse profunda.

O grande problema no diagnéstico destas infegoes € a contaminagao das amostras por
bactérias da flora comensal da orofaringe durante a colheita. O laboratério s6 deve processar
amostras de boa qualidade. De maneira a observar a qualidade da amostra é realizado um
esfregaco através da técnica de estiramento (Figura |1) e corada pela coloragao de Gram
(Fonseca et al.,, 2004). A observacao ao microscopio é feita através da objetiva de 10x. A
qualidade da amostra expetoragao € classificada segundo os critérios de Murray e Washington
(Tabela 3). Segundo os critérios s6 as amostras do grupo 4 e 5 é que tém boa qualidade para
serem processadas (Murray e Rosenthal, 2014). A expetoragao é cultivada em meio PVX,
CNA e incubada em atmosfera com 5% de CO, a 37°C durante |18 a 24 horas. As amostras
também sao cultivadas em meio de MacConkey e incubada em aerobiose a 37°C durante 18

a 24 horas.

Muitas vezes também ¢é pedido a pesquisa direta de Mycobacterium tuberculosis em
amostras de expetoracdao. Para isso é necessario realizar um esfregaco da amostra por
estiramento e corado através da coloragao de Kinyoun uma vez que sio bacilos alcool-

resistentes

v < . I ”

v

Figura | | - Preparacdo de um esfregaco por técnica de estiramento (Fonseca et al., 2004).



Figura 12- Observacdo macroscopica de coldonias tipicas de Haemophilus inflenzae
(Fotografia Laboratério Fernio Magalhies).

Tabela 3- Classificacio de amostras de expetoracdo segundo Murray e Washington.

Células epiteliais Leucocitos

(ampliacdao |l 0x) (ampliagdo 10x)
Grupo | >25 10
Grupo 2 >25 10-25
Grupo 3 >25 >25
Grupo 4 10-25 >25
Grupo 5 <I0 >25

6.4.4. Exsudado Vaginal ou Uretral

O sistema genital € umas das partes do corpo humano que habitualmente estao
colonizadas permanentemente com microrganismos. Da populagao comensal faz parte uma
grande variedade de microrganismos sendo os Bacilos Gram positivo (Lactobacillus) os mais
numerosos. Algumas infecoes do sistema genital feminino sao devido a microrganismos
enddgenos cuja patogenicidade é ativada por fatores do hospedeiro ou desequilibro da flora

saprofita (Murray e Rosenthal, 2014).

Para a colheita destes exsudados sao utilizadas duas zaragatoas. A primeira apés a
colheita é transportada sem meio caracteristico e a segunda é transportada em meio de

carvao.



O processamento destas amostras € constituido por um exame direto e um exame
cultural. O exame direto é feito através de observagao ao microscépio de uma preparagao a
fresco entre lamina e lamela com 0,5% NaCl e de uma coloragao de Gram. A preparagao a
fresco permite-nos avaliar a presenca de Trichomonas vaginallis uma vez que possibilita visualizar
a sua mobilidade, o que é muito caracteristico deste microrganismo. Permite também a
observagao de elementos leveduriformes. A coloragao de Gram permite observar a flora
presente na amostra. Deve-se ter em atengao a presenca de cocobacilos de gram variavel
intracelulares (também designados por “clue cells”) pois sao indicativos de Gardnerella vaginalis.

No exame cultural sao utilizados o meio PVX, CNA e CAN2. O meio PVX e CNA sao
incubados em atmosfera com 5% de CO, durante 18 a 24 horas a 37°C. O meio de CAN2 é
incubado a 37°C durante 72 horas, sendo avaliada a presenca de crescimento de 24 em 24
horas. A gelose de PVX pesquisa a presenca de Neisseriae spp e ocorre o crescimento de
bactérias de gram positivo e negativo. Na gelose de CNA ocorre o crescimento bactérias de

Gram positivo, patogénicas ou nao, e na gelose de CAN2, o crescimento de leveduras.

Em mulheres gravidas, com mais de 30 semanas, é realizada a pesquisa de Streptococcus
do grupo B (Streptococcus agalactiae), no exsudado vaginal e anal. O S. agalactiae pode causar
meningites no recém-nascido por contaminagao na passagem deste pelo canal vaginal na altura
do parto. Apesar de nao causar infegao na mae é uma pesquisa indicada para todas as gravidas.
Para a pesquisa ¢ utilizada o Caldo de Todd e o meio cromogénio Strepto B. O caldo de Todd
€ um caldo de enriquecimento especifico para o Streptococcus do Grupo B. O primeiro passo
consiste em colocar a zaragatoa que contém a amostra no caldo de Todd e incubar em
aerobiose durante 18 a 24 horas a 37°C. Ao fim de 24 horas inocula-se 10 pL da amostra
enriquecida no meio de cultura Strepto B, um meio bastante sensivel e especifico para baixas
taxas de colonizagao. Incubar em aerobiose durante 18 a 24 horas a 37°C. Ao fim desse tempo
se aparecerem colonias com uma tonalidade avermelhada, sao sugestivas de Streptococcus

agalactiae.

6.4.4.1. Pesquisa de Chlamydia trachomatis

A espécie Chlamydia trachomatis é uma espécie de microrganismos patogenos
intracelulares obrigatérios uma vez que nao consegue sintetizar ATP. Invade o epitélio do
trato genital e replica-se dentro das células. Para conseguir invadir e replicar, a espécie
Chlamydia trachomatis é capaz de modificar as superficies epiteliais de maneira a reestruturar
o citoesqueleto e as aderéncias célula-célula, modulando a sinalizagao celular para atenuar a

resposta imunoldgica (Dolat e Valdivia, 2019). E sexualmente transmissivel.
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7

E usado um teste imunocromatografico para a detecao qualitativa de Chlamydia
trachomatis em amostras de exsudado cervical feminino e exsudado uretral masculino e urina.
Trata-se de um imunoteste de fluxo lateral usado para a detegao do antigénio nas amostras.
O anticorpo especifico do antigénio de Chlamydia trachomatis reveste a regiao da linha de teste.
Durante o teste a solu¢ao do antigénio extraido reage com o anticorpo presente na linha de

teste.

6.4.5. Sangue

O sangue é um produto biologicamente estéril, pelo que o aparecimento de um

microrganismo numa hemocultura deve ser valorizado pela clinica.

A colheita de sangue para estas amostras deve ter cuidado redobrado para diminuir o
risco de contaminagao, por isso o local da colheita deve ser bem desinfetado. A colheita é
feita por pungao venosa e deve ser realizada em trés sitios diferentes para que nao haja davidas

se houve contaminagao durante a colheita (Murray e Rosenthal, 2014).

7

E muito importante que se cumpra rigorosamente os volumes recomentados pelo kit
usado. O laboratério Fernio Magalhies utiliza o kit Signal Blood Culture System. E necessério
colher 10 pl de sangue para inocular diretamente nos frascos que contém um caldo de
enriquecimento (a sua composicao contém maioritariamente Tripticase de Soja). Sao
inoculados em trés frascos diferentes pois a colheita é feita em trés locais distintos. Quando
os frascos sao recebidos pelo laboratério, sao inoculados durante | hora a 37°C antes de se
inserir o sistema indicador de crescimento que o kit contém. Apds | hora é colocado o
indicador de crescimento em condigoes de assepsia e durante 7 dias observa-se regulamente
as culturas para evidenciar um possivel crescimento microbiano. Quando é detetado
crescimento a amostra aparece no indicador de crescimento e é essencial isolar no meio de
cultura PVX para confirmar o crescimento exibido no kit e também para identificar e testar a
sensibilidade aos antimicrobianos. E importante completar a analise com uma coloracio de

Gram para visualizar as culturas ao microscopio.

6.5. Identificacdo de microrganismos

A identificagao de microrganismos é realizada quando existe crescimento microbiano,
de valorizar, nos meios de cultura. Esta identificagao é feita tendo em conta as caracteristicas

fenotipicas, as caracteristicas de crescimento e as propriedades metabolicas. Uma correta
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identificagao dos microrganismos tem enorme importancia no diagnostico da infe¢ao e na

selecao do tratamento apropriado.

No laboratorio Fernao Magalhaes é utilizado o ViteK |l Compact para o
reconhecimento dos microrganismos com crescimento significativo e também para a

realizagao dos respetivos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.

A identificagao assenta nas caracteristicas metabdlicas e no perfil bioquimico de cada
microrganismo. A inoculagao, a leitura e a obtencao de resultados sao tudo realizados com o

auxilio do aparelho Vitek Il Compact.

Para cada microrganismo isolado nos meios de cultura é necessario realizar duas
suspensoes: uma para a identificagao bacteriana e outra para a realizagao do antibiograma. A
primeira suspensao ¢ feita colocando o inéculo em 3 ml de solugao salina e com uma densidade
que tem de estar dentro dos valores 0,55 a 0,65 na escala de McFarland. Quando se trata de
bactérias do género Neisseria spp ou Haemophilus spp o valor da densidade tem de ser de 3 na
escala de McFarland. A segunda suspensao é feita a partir de uma diluicao em 3 ml de solugao
salina, da primeira suspensao. No caso de bactérias Gram negativo sao usados 145 pl da

primeira suspensao, para bactérias Gram positivo sao usados 280 pl.

Para a devida identificagao e realizagao do antibiograma sao necessarias cartas que sao
introduzidas dentro do equipamento e no seu interior sao transportadas para uma camara de
vacuo que permite a aspiragao da suspensao e a inoculagao nos pogos que as respetivas cartas
contém. Se o microrganismo a isolar for Gram negativo sao utilizadas cartas GN, se se tratar
de um Gram positivo sao utilizadas cartas GP. No caso de Neisseria spp e Haemophilus spp

utiliza-se a carta NH para a respetiva identificagao.

O controlo da solugao salina utilizada, para realizagao das suspensoes, é realizado
semanalmente e sempre que se muda o lote da solugao. Para tal é feita a sementeira em gelose

PVX e CAN 2. A auséncia de crescimento indica que a solugao salina é estéril.

Apesar dos testes de identificagao serem automatizados dependem em grande parte

de procedimentos manuais que orientam a identificagao do microrganismo.
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6.5.1. Testes Manuais

6.5.1.1. Teste da Catalase

Para a detegao desta enzima, coloca-se uma gota de peroxido de hidrogénio (H,0,) e
com o auxilio de uma ansa adiciona-se uma colénia do microrganismo a testar. Caso o teste
seja positivo, a catalase acelera a libertagao de O, a partir do peréxido de hidrogénio (H,0O,)
resultando na libertagio de gas. E um teste utilizado principalmente para diferenciar
Staphylococcus spp de Streptococcus spp, uma vez que os Staphylococcus spp sao catalase positiva

e os Streptococcus spp sao catalase negativa (Murray e Rosenthal, 2014).

Catalase
H202 g 02 +Hzo

6.5.1.2. Teste da Coagulase

A coagulase € uma enzima que provoca a formagao de coagulos. Especificamente esta
enzima pode existir tanto na sua forma livre como ligada a parede da célula bacteriana. A
coagulase ligada a parede reage diretamente com o fibrinogénio e converte-o em fibrina. A
produgao de coagulase livre geralmente ocorre quando o microrganismo € inoculado em meio
liquido, atuando sobre a protrombina e formando um complexo que atua sobre o fibrinogénio
que ¢é transformado em codgulo de fibrina. A espécie Staphylococcus aureus produz coagulase
ao contrario da maioria das outras espécies de estafilococos, dai ser um dos testes utilizado
para a sua identificagao. Existem outros exemplos de espécies de estafilococos que produzem

coagulase, mas estas raramente causam infegoes no Homem (Murray e Rosenthal, 2014).

A pesquisa da enzima coagulase no laboratério Fernao Magalhaes é feita através do kit
Pastorex Staph Plus. E um teste rapido de aglutinacio para a detecio do fator de afinidade com

o fibrinogénio (ou designada por coagulase ligada as células) de Staphylococcus aureus.

6.6. Suscetibilidade Antimicrobiano

A suscetibilidade a antimicrobianos € definida pela capacidade de um agente
antimicrobiano inibir o crescimento microbiano. Os resultados desta inibigao sao importantes

para definir o tratamento adequado contra o microrganismo.

No laboratério Fernao Magalhaes a avaliagao da suscetibilidade a antimicrobianos é
feita no mesmo equipamento onde sao realizadas as identificagoes, o Vitek Il Compact. O
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equipamento mede a atividade antimicrobiana por métodos quantitativos (CMI, Concentragao
Minima Inibitoria) e qualitativos (se é resistente, intermédio ou sensivel). Utilizam-se cartas de
sensibilidade que contém pogos com antimicrobianos em concentragoes conhecidas e
direcionadas para um grupo especifico de microrganismos. A inibicio do crescimento é
avaliada pela auséncia de turvagao no meio. O software do Vitek faz uma comparagao dos
resultados obtidos com uma base de dados. A escolha das cartas para avaliar a suscetibilidade

dos antimicrobianos é feita de acordo como o tipo de microrganismo em questao.

Tabela 4- Cartas utilizadas para avaliar a suscetibilidade dos antimicrobianos.

AST-354  Carta utilizada para Enterobactérias e outras bactérias Gram negativo
AST-359 Carta utilizada para Pseudomonas spp
AST-586 Carta utilizada para Streptococcus spp

AST- 648  Carta utilizada para Staphylococcus spp

6.7. Serologia Infeciosa

6.7.1. Venereal Disease Research Laboratory (VDRL)

A sifilis € uma infegao sexualmente transmissivel causada por uma bactéria intracelular
obrigatoria designada por Treponema pallidum. A infegao pode dividir-se em 3 fases distintas:
primaria, secundaria e terciaria. Apds a inoculagao do microrganismo existe um periodo
latente que dura cerca de 3 semanas. Depois deste periodo comegam a aparecer Ulceras em

varias partes do corpo (Streight, Paranal e Musher, 2019).

O diagnostico desta doenga é feito normalmente através de um exame serolégico nao
treponémico do tipo VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) como primeiro teste
diagnostico. E um ensaio de aglutinagao nao treponémica, onde se utiliza uma solugao de

cardiolipina com particulas de carvao.

A VDRL normalmente é reativa 4 a 6 semanas apos a infecao ou | a 3 semanas apos
o aparecimento da lesao primaria. Se a VDRL for reativa, a prova devera ser quantificada,
através da titulagao de reaginas e confirmada por uma prova serologica treponémica (Saude e

Divisao de Satde Materna, 2000).
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6.8. Diagnostico Viral

O diagnostico viral realizado no Laboratorio Fernao Magalhaes é feito através da
detegdo de anticorpos no soro com o auxilio de métodos automatizados através dos
equipamentos Centaur e Cobas. Os anticorpos pesquisados com mais frequéncia sao anti-
Hepatite A, anti-Hepatite B, anti-Hepatite C, anti-Hepatite E, anti-Citomegalovirus, anti- virus

da Rubéola, anti — HIV, anti-virus Epstein Bairr.

7. Hematologia

A Hematologia € a area do laboratorio onde se avalia a atividade funcional dos
elementos figurados do sangue periférico, dos seus percursores e o processo de hemostase.
Faz-se a analise quantitativa e qualitativa das células sanguineas e dos indices eritrocitarios
como Volume Globular Médio (VCM), Hemoglobina Globular Média (HCM), Concentragao
Hemoglobina Globular Média (CHCM) e a informagao sobre a distribuicao do tamanho dos

globulos vermelhos, do inglés “Red Cell Distribution Width” (RDW).

No Laboratério Fernao Magalhaes na darea de Hematologia os equipamentos

automatizados utilizados sao: ABX PentraML, Sysmex Ca-200 e Ves-Matic 30.

O ABX PentraML é utilizado para a contagem de células sanguineas, com diferencial
leucocitario e contagem de reticulocitos. Tudo isto é realizado pelo método de impedancia.
Este método baseia-se na determinagao de mudangas de condutividade durante a passagem
das células sanguineas por uma pequena abertura entre dois elétrodos. Esta pequena abertura
por onde as células passam possui um didmetro e um comprimento pré-definidos de acordo
com o tipo de célula que se quer contar. Mudangas na impedancia sio proporcionais aos
volumes das células sanguineas, assim permite conta-las e separa-las por tamanho. Com base
na amplitude do impulso elétrico que é gerado é determinado o histograma (Figura [3)
(Hoffbrand e Moss, 2013). A técnica de citometria de fluxo é utilizada para a realizagao da

formula leucocitaria.

O Ves-Matic 30 é utilizado para determinar a velocidade de sedimentagao através de

um método automatizado equivalente ao método de Westergren.
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O Sysmex CA-620 ¢ utilizado para os testes de hemostase, mais concretamente para avaliagao
do tempo de tromboplastina parcial ativado (aPTT) e o tempo de protrombina (PT). Calcula
também o valor da razao internacional normalizada (INR, do inglés “international normalized

ratio”).

VI

Cell number

: Cell volume (fL)
{ RDW=SD/MCV

Figura 13- Histograma normal da contagem de eritrécitos (Athanasiou et al., 2018).

7.1. Hematopoiese

A hematopoiese compreende no processo de divisao, diferenciagao e maturagao
celular a partir de uma célula estaminal (célula mais primitiva) até aos diferentes tipos de células
sanguineas (Antoniani, Romano e Miccio, 2017). Nos primeiros dias de gestacao a
hematopoiese decorre no saco vitelino. Das seis semanas até ao nascimento ocorre no figado
e no bago, posteriormente, e durante toda a vida adulta, ocorre na médula 6ssea (Turgeon e

Turgeon, 1999).

A hematopoiese inicia-se com uma célula primordial que tanto pode autorrenovar-se
como também dar origem as diferentes linhagens celulares. Este processo comeg¢a com
mitoses da célula primordial e em cada divisao uma célula filha substitui a célula primordial,
ficando a célula inicial sujeita a diferenciagao. A selecao da linhagem de diferenciagao pode
variar por alocagao aleatoria como por sinais externos recebidos pela célula primordial

(Hoffbrand e Moss, 2013).

As células do sangue tém um tempo de vida limitado e necessitam de se renovar de
forma continuada e constante. Em algumas situagoes fisiologicas ocorre o aumento da
producao de células sanguineas, como por exemplo, quando existe perdas de sangue ou no

caso de uma infegao (Springuel, Renauld e Knoops, 2015).

A hematopoiese € um processo controlado por diversos fatores para que nao ocorra
possibilidade de se desenvolver uma patologia. Os fatores que a controlam sao glicoproteinas
que existem no organismo e controlam a produgao das células sanguineas. Cada fator de

crescimento € codificado por um gene diferente. Um desses fatores é a eritropoietina, uma
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hormona produzida pelo rim e que controla a producio dos globulos vermelhos
(eritropoiese). Fator de crescimento dos granuldcitos é produzido por algumas células
envolvidas na defesa contra infecoes e regula a produgao de glébulos brancos. A
trombopoietina também faz parte dos fatores que regulam a hematopoiese, é uma

glicoproteina produzida pelo figado e pelo rim e estimula a producao de plaquetas.

Todos estes fatores sao produzidos conforme as necessidades do organismo. Podem
causar nao s6 a proliferagao celular, mas também podem estimular a diferenciagao, a

maturagao, prevenir a apoptose e afetar as fun¢oes das células maduras (Hoffbrand et al,
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Figura 14- Hematopoiese. A hematopoiese inicia-se com a célula hematopoiética (HSC). A célula
hematopoiética pode dar origem a novas células ou autorrenovar-se. CMP (célula progenitora
mieloide); CLP (célula progenitora linfoide); EP (precursor dos eritrocitos); MK (megacariécito);
GM (precursor dos macréfagos granulécitos); BCP (célula precursora das células B) TNK (célula
precursora das células NK e T); GP (precursor dos granulécitos) e MP (precursor dos macroéfagos)
(Springuel, Renauld e Knoops, 2015).
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7.2. Hemograma

O hemograma é um conjunto de avaliagdes das células do sangue, que reunido aos
dados clinicos, permite tirar conclusoes diagnosticas e prognosticas de um grande nimero de

patologias. E um dos exames laboratoriais mais solicitados pelos médicos.

Esta andlise laboratorial € composta por trés determinagoes onde se inclui a avaliagao

da série vermelha (eritrécitos), da série branca (leucocitos) e das plaquetas.

Da andlise da série vermelha fazem parte as seguintes determinagdes: contagem de
eritrocitos (RBC), dosagem da hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracio da hemoglobina

corpuscular média (CHCM). Também se consegue obter as informagoes sobre o RDW.

Na analise da série branca é feita a contagem total de glébulos brancos, assim como a

contagem diferencial: nimero de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos, basofilos e mondcitos.

As plaquetas sao analisadas quantitativamente e também é possivel obter o resultado
da amplitude da superficie das plaquetas quantificadas (PDW), assim como o volume médio

plaquetario (MPV).

No Laboratorio Fernao Magalhaes todos os parametros do hemograma sao analisados,
como ja referido anteriormente, através do ABX PentraML. Para garantir resultados de
confianga é necessario fazer diariamente o controlo do aparelho. Para isso, sao necessarios
trés niveis de controlo diferentes (normal, alto e baixo) onde se utilizam apenas dois cada dia

intercalando entre os niveis alto e baixo.

7.2.1. Eritrocitos

Os eritrocitos sao células em forma de disco biconcavo flexivel com cerca de 8 pm de
diametro. Deve ser capaz de passar repetidamente através da microcirculagao cujo didmetro

minimo é de 3,5 pm. O seu tempo de meia vida é de cerca 120 dias (Hoffbrand e Moss, 201 3).

A principal fungao dos eritrocitos é o transporte de oxigénio até aos tecidos e o
retorno de diéxido de carbono dos tecidos até aos pulmoes. Para que esta troca gasosa

ocorra, os eritrocitos contém uma proteina especializada, a hemoglobina (Gonzalez-Alonso et

al., 2006).
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7.2.2. Hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina especializada, existente nos eritrocitos e permite
realizar as trocas gasosas entre os tecidos e os pulmoes. Cada molécula de hemoglobina
consiste em quatro cadeias polipeptidicas, cada uma com o seu proprio heme. O grupo heme
forma-se através da combinagdo da protoporfirina com o ferro no seu estado ferroso (Fe™).
Cada molécula de heme combina-se com uma cadeia de globina. Assim forma-se um tetramero

de cadeia de globina (Pairet e Jaenicke, 2010).

As principais hemoglobinas no adulto sao Hb A (af3,) 96% a 98%, Hb A, (a,6,) 1,5% a
2,3% e Hb F (ayy,) 0,5% a 0,8% (Ma et al., 2019).

Se os valores de hemoglobina estiverem abaixo dos valores de referéncia para a idade

e sexo, & um indicador de anemia.

7.2.3. Hematocrito

O hematocrito € a percentagem de eritrocitos, na massa de sangue, apos centrifugagao.
No autoanalisador, é determinado o volume corpuscular médio (VCM) que juntamente com
o nimero de glébulos vermelhos, permite fazer o calculo do valor do hematocrito, através da

formula:

VCM (fL) x RBC (1012/L)
103

Ht (L/L) =

O resultado pode ser apresentado em percentagem ou litro/litro. Um valor de
hematocrito baixo esta associado a uma diminuicio do nimero de eritrocitos devido a
hemolise, hemorragia ou devido a uma eritropoiese ineficaz (responsavel pela produgao de
eritrocitos e do seu volume celular). Quanto a um valor de hematécrito alto pode ser devido
a presenga de um elevado numero de eritrocitos ou a uma diminuigao do volume de plasma

(Hoffbrand e Moss, 2013).
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7.2.4. Volume Corpuscular Médio

O volume corpuscular médio (VCM) determina o tamanho médio de um glébulo
vermelho. Ao dividir o volume ocupado pelos globulos vermelhos pelo nimero total destes,

obtemos o volume globular médio. O resultado é expresso em fentolitros (fL)(GREEN, 1950).

Um VCM elevado indica eritrécitos grandes e um VCM diminuido indica tamanhos
diminuidos. Este parametro ajuda a diferenciar os varios tipos de anemia existentes. Se o valor
VCM estiver diminuido classifica-se a anemia como microcitica. Em casos em que os valores
estejam aumentados designa-se por anemia macrocitica. Valores dentro dos limites dos valores

de referéncia indicam uma anemia normocitica (GREEN, 1950).

7.2.5. Hemoglobina Corpuscular Média

A hemoglobina corpuscular média (HCM) indica a hemoglobina que existe dentro de
cada eritrocito. Se se dividir a quantidade de hemoglobina pelo numero de eritrocitos,

obtemos o valor de HGM. O resultado é dado em picogramas (pg).

Este pardmetro permite caraterizar os eritrocitos quanto a sua coloragao. Quando
existe pouca quantidade hemoglobina no eritrécito sao designados por hipocromicos. Nas

anemias microciticas podemos encontrar este valor diminuido e nas anemias macrociticas

aumentado (GREEN, 1950).

7.2.6. Concentracao Hemoglobina Globular Média

A concentragao de hemoglobina globular média corresponde a proporgao média de
hemoglobina dentro de cada eritrdcito. Ao concentrar em cada eritrocito a hemoglobina nele

contida obtém-se a (CMHG). O resultado é expresso em g/dL.

Este parametro, tal como o anterior, também permite classificar os eritrocitos em
hipocromicos, caso o valor esteja diminuido. Em situagoes de anemia macrocitica o valor da
CMHG encontra-se normal uma vez que o VCM e o HCM encontram-se ambos elevados. Em
situagoes de anemia falciforme ou esferocitose hereditaria o valor esta aumentado (GREEN,

1950).
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1.2.7. Distribuicao do Diametro dos Eritrécitos (RDW)

O RDW ¢ o indice que avalia o tamanho dos eritrocitos. Representa a percentagem
de variacao dos volumes obtidos. Também é designado por indice de anisocitose eritrocitaria.
E muito comum o RDW estar elevado em situagdes de caréncia de ferro, pois como existe
falta deste elemento ha impedimento da formagao de hemoglobina normal, o que leva a

formacao de eritrocitos de tamanho mais reduzido (GREEN, 1950).

7.2.8. Contagem Diferencial de Leucdcitos

A contagem diferencial leucocitaria € uma parte fundamental da hematologia, devido
as suas principais implicagbes para o diagnostico e acompanhamento de doengas
hematologicas, como leucemias agudas e cronicas, disturbios mieloproliferativos e
linfoproliferativos e sindromes mielodisplasicas. A adequada identificagao e enumeragao dos
diferentes subgrupos de leucocitos é também uma ajuda para o diagnostico de inflamagao ou
infecao (Kottke-Marchant e Davis, 2012). O equipamento utilizado para a contagem diferencial
de leucécitos baseia-se em dois principios essenciais: a mediagao de volume e complexidade
celular. O volume celular é obtido através da medicao celular. A complexidade celular é
determinada utilizando um reagente especifico. Este reagente promove a lise dos eritrécitos,

estabiliza os leucocitos nas suas formas nativas e faz a contagem diferencial dos leucocitos

(Zheng e Tan, 2019).
Neutrofilos

Os neutrofilos sao leucocitos que em conjunto com os eosinofilos e os basofilos
constituem o grupo dos granulécitos polimorfonucleares. Sao células que possuem um nicleo
denso (muito caracteristico) com dois a cinco Iébulos e citoplasma claro com contorno
irregular. Contém muitos granulos finos rosa-azulados (Figura 15). Os granulos sao divididos
em primarios (aparecem no estadio de promieldcito) e secundarios (especificos), surgem no
estadio de mieldcito e predominam no neutrofilo maduro. A vida dos neutrofilos no sangue é

de apenas 6 a |10 horas (Hoffbrand e Moss, 201 3).

Embora conhecidas como células imunes inatas especializadas na eliminagao de
microrganismos patogénicos invasores, o papel mais complexo dos neutréfilos é na modulagao
das respostas inflamatérias locais. Os neutrdfilos ativados moldam as respostas inatas e

adaptativas, produzindo uma variedade de mediadores bioldgicos. Libertam substancias
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citotoxicas e apresentam granulagoes citoplasmaticas grosseiras, no caso de infegao ou

inflamagao (Wang, Pan e Liu, 2019).

Quando existe um elevado numero de neutrdfilos na contagem diferencial de
leucocitos designa-se por neutrofilia. Ao contrario, se a contagem tiver um nimero baixo esta

presente uma neutropenia.

"l

Figura 15- Observacdo microscopica de neutréfilos num esfregaco de sangue
periférico apos coloracio de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Fotografia
Laboratério Fernao Magalhies).

Eosinofilos

Os eosindfilos sao semelhantes aos neutrdfilos menos em relagao aos granulos
citoplasmaticos pois sao muito maiores, coram de vermelho alaranjado (devido a afinidade
com corantes acidos, por exemplo eosina) e raramente tém mais do que trés [obulos nucleares

(Figura 16).

Sao bem conhecidos devido ao seu papel na defesa do hospedeiro contra parasitas e
nas doengas alérgicas. A lista de doencas humanas nas quais os eosindfilos podem

desempenhar um papel patologico é vasta (Vanharen e Girard, 2019).

Sao considerados células moveis versateis que controlam e regulam as multiplas vias
biologicas. Estas células armazenam os inimeros granulos especificos, que estao
biologicamente ativos, para uma rapida libertagao de mediadores quimicos (histamina e
proteinas). Sao produzidos e maturados na medula dssea e, em seguida, transferidos para os

tecidos-alvo através da circulagao (Loktionov, 2019).

O tempo de vida dos eosindfilos no sangue é maior do que o dos neutrofilos

(Hoffbrand e Moss, 2013).
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Figura 16- Observacao microscépica de eosinoéfilos num esfregaco de sangue periférico

apos coloracdo de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Woodcock, 1990).

Basofilos

Os basofilos sao leucécitos polinucleados (Figura |7) considerados, com os eosindfilos,
a principal populagio de granulécitos ativos nas reagoes alérgicas. Estio envolvidos na
imunidade inata, libertando histamina, prostaglandinas e citocinas (IL4 e ILI13). Estes
mediadores imunologicos desempenham um papel importante nas reagoes alérgicas. Sao
células com numerosos granulos citoplasmaticos escuros que nao permitem visualizar o
nucleo. Nas reagoes alérgicas os basofilos e os mastocitos tém fungoes semelhantes, revelando

ambos uma alta afinidade para a ligagao da imunoglobulina E (Chirumbolo et al., 2018).

Figura 17- Observagcdo microscépica de baséfilos num esfregaco de sangue periférico apos

coloracido de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Woodcock, 1990).
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Mondcitos

Os monacitos sao células com nucleo grande, central, oval com cromatina aglomerada.
O citoplasma cora-se de azul e contém vacuolos finos. Sao maiores que os restantes leucocitos

(Figura 18).

Permanecem pouco tempo na medula 6ssea, no sangue permanecem cerca de 20 a 40
horas até entrarem nos tecidos, onde amadurecem e desempenham as suas fun¢oes. Depois
de ocorrer a transformagao em macroéfagos, o tempo de vida pode prolongar-se durante
varios meses ou anos. A principal fungao dos monodcitos € a defesa contra microrganismos

através do mecanismo de fagocitose (Park et al., 2019).

O aumento do numero de monécitos (monocitose) pode estar associado a infegoes
bacterianas cronicas tais como tuberculose, febre tifoide, brucelose. Infe¢oes por
protozoarios, neutropenia cronica e leucemia mieloide aguda também estao dentro das causas

de uma monocitose (Bunney, P. E., Zink, A. N., Holm, A. A, Billington, C. |., & Kotz, 2017).

.
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Figura 18- Observacdao microscépica de monodcitos num esfregaco de sangue periférico apos

coloracao de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Woodcock, 1990).

Linfécitos

Os linfocitos sao células imunologicamente competentes. A resposta imunoldgica
depende de trés tipos de linfocitos: células B (imunidade humoral), T (imunidade celular) e
células “natural killer” (células NK). Os linfocitos B sofrem maturagao na medula 6ssea e
circulam no sangue periférico até adquirirem reconhecimento de um antigénio. Apos existir o
reconhecimento de um antigénio, estes linfécitos maturam para células B de memoria e
plasmocitos. Estes Ultimos regressam a medula éssea. O recetor dos linfécitos B é uma
imunoglobulina ligada a membrana. O linfécito depois de ser ativado passar a sintetizar e

secretar imunoglobulinas (Boothby, Hodges e Thomas, 2019).
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Os linfocitos T sofrem a sua maturagao no timo, onde se diferenciam em linfécitos T
maduros. Os linfocitos T maduros classificam-se em linfocitos T auxiliares (sao células maduras
que expressam CD4) e em linfocitos T citotdxicos (sao células maduras que expressam CD8)

(Moro-Garcia et al., 2018).

As células NK sao células naturalmente citotoxicas, mas nao tém recetor de células T.
Sao grandes com granulos no citoplasma que contém granzimas. Estas células s3ao orientadas
para destruir as células-alvo durante uma infe¢ao (Abel et al, 2018). Os linfocitos nao se
distinguem entre si pela morfologia (Figura 19), apenas pela presenca na membrana celular, de
glicoproteinas ou marcadores fenotipicos e podem ser determinados por técnicas

imunologicas como imunofluorescéncia ou citometria de fluxo (Silva et al., 2016).

Um alto numero na contagem de linfocitos (linfocitose) € comum em lactentes e em
criangas para dar resposta as infe¢oes causadas principalmente por virus Epstein-Barr (EBV) e
Citomegalovirus (CMV). Uma linfopenia (baixo niumero de linfocitos) pode ocorrer devido a
insuficiéncia da medula 6ssea, em tratamentos onde sao utilizados corticosteroides, no caso

de Linfoma de Hodgkin e HIV (Hoffbrand e Moss, 2013).

Figura 19- Observacdo microscopica de linfocitos num esfregaco de sangue periférico apos
coloracdo de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Woodcock, 1990).
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7.2.9. Plaquetas

As plaquetas s3o produzidas na medula 6ssea por fragmentagao do citoplasma dos
megacariocitos. Os megacariocitos maduros sao células grandes, com um nicleo lobulado. As
plaquetas formam-se pela fragmentagao das extremidades das extensoes do citoplasma do

megacariocito, podendo cada um dar origem entre 1000 a 5000 plaquetas (Trotta et al., 2018).

As plaquetas sdao células muito pequenas e discoides. As glicoproteinas que estao a
revestir a superficie destas células sao importantes nas reagoes de adesao e agregagao para
formar um tampao plaquetario durante a hemostase. Esta € a principal fungao das plaquetas, a
formagao de um tampao durante a resposta hemostatica normal a lesao vascular (Kottke-

Marchant e Davis, 2012).

A contagem de plaquetas é obtida através do principio de impedancia. Quando os
valores estao abaixo dos valores de referéncia (trombocitopenia) é necessario confirmar os
valores obtidos através da visualizagao ao microscopio do esfregagco sanguineo (Figura 20).
Este procedimento é feito pelo facto de puderem estar presentes agregados plaquetarios e se
isto acontece o aparelho conta cada agregado de plaquetas como apenas uma célula e assim
obtém-se uma falsa trombocitopenia. Uma verdadeira trombocitopenia pode derivar de uma
insuficiéncia da medula dssea ou devido ao aumento do consumo de plaquetas (em casos de
infecao, por exemplo). Trombocitose acontece quando o niumero de plaquetas esta elevado
em relacdo aos valores de referéncia. Esta situagao resulta do aumento da producio de
plaquetas pela medula ossea e esta ligada ao aumento do risco de formagao de trombos no
interior dos vasos sanguineos. A trombocitose pode estar associada a hemorragia, infegao,

inflamagao, cirurgia, diminuigao da fungao do bago, entre outras (Nguyen et al., 2016).
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Figura 20- Observacdo microscépica de plaquetas (A) e agregados plaquetarios (B) num
esfregaco de sangue periférico ap6s coloracio de May Grunwald Giemsa (objetiva 40x).
(Fotografia Laboratorio Fernao Magalhies).
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7.3. Contagem de Reticulécitos

A contagem de reticuldcitos € um indicador indireto da atividade da eritropoietina na
medula ossea. Permite-nos avaliar a capacidade da medula em produzir eritrécitos (Hoffbrand

e Moss, 2013).

Os reticulocitos sao células provenientes do processo de maturagao do eritroblasto.
Apods a perda do nucleo dos eritroblastos, ficam apenas alguns componentes na célula
nomeadamente ribossomas, RNA mensageiro e mitocondrias. A designacao de reticulocitos
deve-se aos precipitados de cor azul que as células apresentam devido a existéncia de residuos

de material nuclear (Turgeon e Turgeon, 1999).

A contagem de reticulécitos no Laboratorio Fernao Magalhaes é feita através de um

método automatizado utilizando a Pentra PML, o mesmo onde sao realizados os hemogramas.

Esta contagem é importante uma vez que pode dar informagoes importantes sobre
perdas de sangue ou de uma possivel anemia. Em situagoes de anemia os valores podem
aumentar, uma vez que pode haver estimulo da medula 6ssea ou pode haver uma diminui¢ao

dos valores, caso haja um defeito na produgao de eritrocitos (Bridges e Pearson, 1986).

A percentagem normal de reticulocitos num adulto é entre 0,5% a 2,5% e a contagem

absoluta é de 25 a 125%10°/L (Hoffbrand e Moss, 2013).

7.4. Esfregaco de Sangue Periférico

Os dados do hemograma e a observagao morfolédgica do sangue periférico tém um
papel fundamental no diagndstico de muitas doengas hematologicas. Apesar dos esfregagos
sanguineos serem realizados em menor numero, devido ao desenvolvimento dos instrumentos
automatizados, estes continuam a ser importantes para ajudar na interpretagao dos resultados
obtidos do hemograma. Segundo a Diregao Geral de Saude é recomendado realizar um
esfregago sanguineo no caso da diminuigao da concentragao de hemoglobina (anemia), se
houver alteragoes no volume globular médio (aumento ou diminuigao), alteragoes na forma
leucocitaria e alteragdes na contagem de plaquetas (trombocitopenia ou trombocitose)

(George, 2012).

No laboratério Fernao Magalhaes os esfregacos sanguineos sao feitos manualmente e
corados por May-Griinwald-Giemsa. Apods a secagem do esfregago este é fixado com metanol.

Apos a fixagao o esfregago é corando com azul de metileno, um corante basico, cora apenas
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estruturas basofilas (acidos nucleicos, basofilos, neutrofilos). Posteriormente é corado com
eosina, um corante acido, cora estruturas acidofilas (hemoglobina e as granulagoes dos

eosinofilos) (Silva et al., 2016).

No esfregaco sanguineo (Figura 21) é possivel visualizar as diferentes morfologias que
os globulos vermelhos podem adotar, consoante a patologia responsavel, globulos brancos e

plaquetas.

Figura 21- Observag¢dao microscopica de um esfregaco de sangue periférico que contém um
eritroblasto, apos coloracio de May Grunwald Giemsa (objetiva 100x) (Fotografia
Laboratério Fernio Magalhies).

7.5. Anemias

Uma anemia é definida como diminui¢ao da concentragcao de hemoglobina no sangue,
tendo em conta a idade e o sexo. A diminuicao da hemoglobina normalmente é acompanhada
por um baixo numero de gldbulos vermelhos e do hematocrito. A principal fungao desta
proteina é a oxigenagao dos tecidos, pelo que a sua diminuigao vai causar efeitos prejudiciais

no organismo.

A classificagao das anemias é feita com base na origem e no mecanismo fisiopatologico
da anemia e também a partir do tamanho e quantidade de hemoglobina presente nos
eritrocitos. Em termos fisiopatologicos a anemia pode ser devido a alteragao da produgao,
destruicao aumentada ou aumento da perda de eritrocitos. Segundo as constantes
eritrocitariass VCM e HCM, a anemia pode classificar-se em microcitica, normocitica ou
macrocitica segundo o valor de VCM. A partir do valor de HCM pode classificar-se em

hipocrémica ou normocréomica (Tabela 5) (Chulilla, Colas e Martin, 2009).
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Tabela 5- Classificacio da anemia.

Anemia Indices eritrocitarios Causas

Deficiéncia de ferro

Microcitica, hipocromica VCM < 80 fL Talassémias
HCM < 27 pg Anemia sideroblastica
Anemia de doencas croénicas
Normocitica, VCM = 80-95 fL Muitas anemias hemoliticas
normocromica HCM 2 27pg Insuficiéncia da medula dssea

Megaloblastica: deficiéncia de
Macrocitica VCM > 95 fL vitamina B,, e acido félico
Nao megaloblastica: abuso de
alcool, hepatopatia

7.5.1. Anemia microcitica e hipocromica

A hemoglobina é uma proteina formada por dois pares de cadeias globinicas e um
grupo heme composto por iao de ferro no estado ferroso num anel de protoporfirina. Se
existir falta de ferro para a formagao do grupo heme ou alguma alteragao na estrutura das
cadeias de globina, a sintese de hemoglobina fica comprometida, o que vai originar eritrécitos
mais pequenos (microcitose) e palidos (hipocromia). A falta de ferro, talassemias e as

alteragdes do metabolismo do grupo heme estio entre as causas destas anemias (Chulilla,

Colas e Martin, 2009).

Anemia por deficiéncia de ferro

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia microcitica e hipocrémica. As
duas constantes eritrocitarias (o VCM e a HCM) estao diminuidas e no esfregago de sangue
periférico consegue-se observar eritrocitos pequenos (microcitos) e palidos (hipocrémicos).
Estes aspetos sao devido aos defeitos na sintese de hemoglobina por falta de ferro. Nestes
casos, € iniciado tratamento com ferro oral, caso o problema nao seja ma absorc¢ao ou perdas

constantes de ferro (Jimenez, Kulnigg-Dabsch e Gasche, 2015).
Talassémias

As talassémias sao um grupo heterogéneo de disturbios genéticos que resultam numa

sintese diminuida das cadeias a ou B da hemoglobina.

A hemoglobina A (HbA) é constituida por duas cadeias globinicas a e duas cadeias

globicas B. Se ocorrer a deficiéncia na sintese de uma destas cadeias, a hemoglobina nao se
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forma corretamente e nao pode transportar oxigénio suficiente, provocando assim anemia

(Maskoen et al., 2019).

A talassémia é uma doenca hereditaria causada por uma mutagao genética ou uma
delegao de certos fragmentos de genes. A a-talassémia é causada pela delegao do gene da a-
globina no cromossoma 16 que resulta na producao reduzida ou ausente de cadeias de a-
globina. O gene da a-globina tem 4 alelos e a gravidade da doenga varia dependendo do
numero de dele¢oes dos alelos. A delecao de quatro alelos é a forma mais grave em que
nenhuma a-globina é produzida e o excesso de cadeias Y (presentes durante o periodo fetal)
formam o tetramero de Hb. Esta delegao é incompativel com a vida. Uma delegao do alelo é

a forma mais leve e é clinicamente silenciosa (Origa e Moi, 2019) .

A B-talassémia resulta de mutagdes pontuais no gene da [B-globina localizado no
cromossoma | |. Uma mutagao heterozigotica resulta numa B-talassemia minor, na qual as
cadeias B sao subproduzidas. Estes casos sao geralmente assintomaticos. A -talassemia major
é causada por uma mutagao homozigética do gene da B-globina, resultando na auséncia total
de cadeias B. O excesso de cadeias a-globina na B-talassemia agregam e formam precipitados
que danificam as membranas dos globulos vermelhos, resultando numa hemdlise intravascular-.

Isto leva a uma eritropoese ineficaz (Yilmaz, 2019).

7.5.2. Anemia Macrocitica

As anemias macrociticas caracterizam-se por aparecerem eritrocitos com um tamanho

grande. Podem ser divididas em anemias megaloblasticas e nao megaloblasticas.

Anemia megaloblastica

Nas anemias megaloblasticas os eritroblastos apresentam um atraso da maturagao do
nucleo em relagao a do citoplasma. Este atraso deve-se a um defeito na sintese de DNA,
causado em geral por deficiéncia de vitamina B, ou de folato. As causas mais frequentes sao
a deficiéncia nutricional de folato e défice de fator intrinseco o que nao permite a absorgao

de vitamina B,, (Bridges e Pearson).

Os dados laboratoriais apresentam uma contagem de reticulocitos baixa e a contagem

de leucocitos e de plaquetas também pode estar diminuida (Bachmeyer et al., 2019).

No sangue periférico é possivel visualizar macrocitos ovais, os neutrofilos apresentam
nucleo hipersegmentado (seis ou mais I6bulos). Na medula 6ssea os eritroblastos sao grandes

e consegue-se visualizar a falta de maturagao.
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Anemia nao megaloblastica

O mecanismo de formagao dos globulos vermelhos numa anemia nao megaloblastica
ainda nao esta bem definido. No entanto, existem muitas causas de anemia nao megaloblastica
tais como: hepatopatia, abuso de dlcool, tabagismo, hipotiroidismo, entre outras (Hoffbrand e

Moss, 2013).

7.5.3. Anemia Hemolitica

A destruigao normal dos eritrocitos ocorre geralmente ao fim de 120 dias, pois € o
seu tempo de vida. Estas células sao eliminadas pelos macroéfagos do sistema reticuloendotelial

na medula éssea e também no figado e no bago.

Numa anemia hemolitica existe um aumento excessivo da destruicao dos eritrocitos.
Esta destruicio pode ser classifica em intravascular ou extravascular. Numa hemolise
intravascular existe uma destruicao excessiva dos eritrocitos diretamente na corrente
sanguinea, ao contrario da hemolise extravascular que é feita por macrofagos do sistema

reticuloendotelial.

As anemias hemoliticas podem classificar-se em hereditarias ou adquiridas. As anemias
hemoliticas hereditarias podem ser devido a defeitos da membrana do eritrocito (por exemplo
esferocitose hereditaria), defeitos no metabolismo do eritrocito (por exemplo devido a
deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase) ou anomalias genéticas da hemoglobina

(Bridges e Pearson, 1986).

As anemias hemoliticas adquiridas podem ter origem em reagdes imunologicas

(autoimunes ou aloimunes) ou induzidas por farmacos (Naik, 2015).

Os dados laboratoriais destas anemias apresentam aumento da bilirrubina sérica,

aumento do urobilinogénio e aumento dos reticulécitos (Heffner, Cavanagh e Nolan, 2019).

7.5.4. Anemia Normocitica

Designa-se por anemia normocitica quando o VCM esta dentro dos valores
recomendados. De entre as causas de uma anemia normocitica estao hemorragia aguda,
doenga inflamatoria cronica ou doenga renal. Esta classificagao de anemia pode evoluir para
uma anemia microcitica ou entao para uma anemia macrocitica, apesar de ser menos

frequente. Esta anemia também é caracterizada por um RDW elevado (Woodcock, 1990).
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7.6. Provas de Hemostase

A hemostase é um processo complexo e estritamente regulado. E um conjunto de
mecanismos que contribuem para rapidamente parar a hemorragia, atuando localmente, e de
modo autolimitado, de forma a nao comprometer o normal fluxo sanguineo. Quando este
equilibrio sofre perturbagoes pode ser necessario intervencao clinica (Favaloro, Emmanuel;

Lippi, 2017).

O sistema hemostatico é um equilibrio entre mecanismos pro-coagulantes e
anticoagulantes, cumplice de um processo de fibrindlise. Os principais componentes
envolvidos siao plaquetas, fatores de coagulagao, inibidores da coagulagio, componentes

fibrinoliticos e os vasos sanguineos.

Este processo normalmente é dividido em trés fases: hemostase primaria, hemostase

secundaria ou coagulagao e fibrindlise.

A hemostase primaria comega logo apds o dano endotelial. Compreende na formagao
de um coagulo sanguineo ou trombo plaquetar e tem por objetivo parar a hemorragia que
ocorre quando a parede de um vaso é danificada. Este trombo é um aglomerado de plaquetas

que se forma em torno do local da lesao.

A hemostase secundaria é obtida quando a fibrina (formada pela coagulagao do sangue)
adere aos aglomerados de plaquetas ja formados. Depois da lesao vascular, a formagao de
fator VIl ativado (Vlla), fator tecidular (TF), plaquetas e Ca**inicia a cascata de coagulagio. A
agregacao de plaquetas acelera o processo de coagulagao pois estao a ser fornecidos
constantemente fosfolipidos a membrana. A trombina formada no local da lesao converte o
fibrinogénio em fibrina e esta estimula a agregacao e a secrecao de plaquetas. Ativa também

os fatores Xl e Xll e os cofatores V e VIII. A fibrina aumenta a medida que ha lise das plaquetas.

A fibrinolise é o processo onde o coagulo gerado pelas fases anteriores é destruido
para permitir o reparo do dano do vaso sanguineo. Este mecanismo requer um grande nimero
de proteinas (ativadoras e inibidoras) produzidas essencialmente pelo figado, endotélio

vascular e plaquetas (DelLoughery, 2015).

No laboratério Fernao Magalhaes o mecanismo da hemostase ¢é avaliado através do
Sysmex Ca-620. Este aparelho utiliza o método de detecao foto-otica de coagulos. Utiliza uma
luz vermelha para iluminar a mistura de plasma/reagente da amostra e o aparelho deteta as

alteragoes na intensidade da luz dispersa devido a uma maior turvagao a medida que o
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fibrinogénio é convertido em fibrina. E apenas feita a avaliacio do tempo de protrombina (PT),
do tempo de tromboplastina parcialmente ativado (aPTT) e realizado o calculo do INR (do

inglés, “Internacional Normalized Ratio”).

7.6.1. Tempo de Protrombina e INR

O tempo de protrombina (PT) mede o tempo de coagulagao na presenga de uma
concentragao o6tima de extrato tecidular (tromboplastina tecidular) e indica a eficiéncia global
da “Via Extrinseca” (deficiéncia do fator VII, Il, V, X e fibrinogénio). E o principal parimetro
utilizado na clinica para controlo de doentes com problemas na coagulagao. O plasma ¢é

incubado a 37°C e posteriormente € adicionado reagente.

Como existem diversos laboratdrios a usar reagentes com uma grande variabilidade
de sensibilidade recorre-se ao INR para normalizar os efeitos dessa variabilidade de
sensibilidade. O INR é um método de padronizagao dos tempos de protrombina obtidos de
diferentes laboratérios. E obtido através da razio entre o tempo de protrombina do paciente

e o tempo de protrombina do controlo elevando tudo isto ao Indice Internacional de

PT (paciente)

Sensibilidade (IS):( = oadrao)

)'5'. O ISl é conhecido para cada reagente utilizado pelo

laboratério para medir o tempo de protrombina. Os valores de INR para doentes sob
medicagao com anticoagulantes orais devem situar-se entre 2 e 3. Abaixo do valor minimo ha
a possibilidade de ocorrer a formagao de trombos mais facilmente e acima do valor maximo
ha o risco de hemorragia. Para individuos saudaveis os valores de INR situam-se entre 0,9 e

[,2 (Arachchillage, Vipond e Laffan, 2019).

O valor de INR aumenta no caso de deficiéncia dos fatores |, I, V, VIl e X, deficiéncia

de vitamina K, doengas hepaticas ou com a toma de anticoagulantes (Allison, 201 1).

7.6.2. Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativado

O tempo de tromboplastina parcialmente ativado (aPTT) mede a integridade dos
fatores de coagulagao da “via intrinseca” (fatores VIII, IX, Xl e XIl) e da via comum (Favaloro,
Emmanuel; Lippi, 2017). Para avaliar este parametro é necessario adicionar ao plasma um
ativador de superficie de fosfolipidos e calcio, para permitir que ativem a cascata de coagulagao
e a formagao do coagulo. O reagente utilizado ¢ adicionado ao plasma. Esta mistura é incubada
e posteriormente € adicionado o calcio, assim se desencadeia a cascata de coagulagao e regista-

se o tempo que o plasma demora a coagular. Os valores de referéncia sao entre os 30 e 40
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segundos. O aPTT pode encontrar-se alterado em situagoes de deficiéncia dos fatores |, Il, V,
VI, X, X, Xl, XIl, doenga hepatica, anticoagulantes orais e terapéuticas feitas com heparina

(DelLoughery, 2015).

Intrinstic pathway Extrinsic pathway
FX

N Tissue damage
FIX e

Tissue factor (TF)
FXI —FXla—> \

FVIIa FVII
FiXa——F— _
T Prothrombin (FII)
FVIIIa
FVIIIAWF FXa : Common pathway
plasmingen Thrombin (FIla)
pla;\'lmm
D-dimer T Fibrin Fibrinogen

Fibrinolytic pathway

Figura 22- Modelo de Cascata de Coagulacdo (Shan et al., 2013).

7.7. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao do sangue é a velocidade com que os globulos

vermelhos sedimentam no fundo de uma suspensao de plasma sanguineo. Pode estar

aumentada quando os niveis de certas proteinas do plasma aumentam, situagoes associadas a

doengas reumaticas, infecoes cronicas e doengas malignas.

O método utilizado para medir a velocidade de sedimentagao foi proposto em 1921
por Westergren. Consiste na utilizagao de uma pipeta de Westergren com uma graduagao de 0
a 200 mm, com um diametro de 20,5 mm e capacidade de | ml. A pipeta é cheia com sangue
total e colocada na vertical durante | hora. Ao fim desse tempo é feita a leitura dos resultados
que correspondem a medigao da altura de plasma livre das células. O resultado é dado em

mm/hora (Lapic¢ et al., 2019).
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No laboratorio Fernio Magalhdes esta andlise é feita através de métodos
automatizados. Utiliza-se o Ves-Matic 30 e tem como fundamento a utilizagio do método de
Westergren modificado. A velocidade de sedimentagao é determinada por sensores que fazem
a leitura automatica do nivel de sedimentagao globular. Os resultados sao obtidos ao fim de
30 minutos e correspondem aos mesmos resultados obtidos ao fim de | hora pelo método

manual (Método de Westergren).

7.8. Determinaciao do Grupo Sanguineo

O sistema ABO foi o primeiro sistema de grupo sanguineo descoberto em 1901 por
Karl Landsteiner. Este sistema € definido pela manifestagao de antigénios A e/ou B nos glébulos
vermelhos e pela presenga ou auséncia de anticorpos anti-A e/ou anti-B no plasma. Para
efetuar o teste do grupo sanguineo Rh é necessario utilizar um reagente anti-D (Hoffbrand e

Moss, 2013).

E importante identificar os antigénios presentes nos globulos vermelhos e para isso no
laboratério Fernao Magalhaes utiliza-se um kit DG Gel Confirm Grifols. A técnica utilizada
pelo kit baseia-se na aglutinagdo dos eritrocitos. Consiste em cartas compostas por

microtibulos. Em cada microtubulo estio presentes anticorpos A, B e D respetivamente

(Figura 23).

E necessario fazer uma diluicio em solucio salina isotdnica do sangue total a utilizar e
ap6s a diluicao sao colocados 18 pl em cada microtibulo, posteriormente tem de se
centrifugar. A aglutinagao ocorre quando os antigénios dos globulos vermelhos reagem com
os anticorpos correspondentes, presentes na coluna de gel inserida em cada microtibulo. A
coluna de gel atua como um filtro pois impede glébulos vermelhos aglutinados passarem
através da coluna de gel durante a centrifugacao da carta. A coluna de gel separa globulos
vermelhos aglutinados de glébulos vermelhos nao aglutinados com base no tamanho. Os
glébulos vermelhos aglutinados ficam no topo do gel enquanto que os que nao aglutinam ficam

no fundo. Se houver aglutinacao significa que esta presente o antigénio que lhe é especifico.

O grupo sanguineo é determinado segundo os critérios apresentados na Tabela 6 e 7.
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Figura 23- Cartas do kit para a determinacdo do grupo sanguineo compostas por

microtubulos.

Tabela 6- Interpretacdao do Grupo AB0O

Microtubo A Microtubo B Grupo ABO
Aglutina Nao aglutina A
Nao aglutina Aglutina B
Aglutina Aglutina AB
Nao aglutina Nao aglutina 0
Tabela 7- Interpretagcdao do Grupo Rh
Microtubo D Microtubo Controlo Grupo Rh
Aglutina Nao aglutina Positivo
Nao aglutina Nao aglutina Negativo

8. Fase Pos- Analitica

A validagao dos resultados é um processo que passa por duas etapas: a validagao

analitica e a validagao biopatolégica.

Compete aos técnicos que realizam as diversas anadlises realizar a validagao analitica

dos resultados segundo os critérios estabelecidos. Tem de se ter em conta os dados do utente

e o bom funcionamento dos aparelhos para validar os resultados.

A validagao biopatologica é apenas responsabilidade do especialista do laboratorio e
tem em conta a interligagdo dos dados do utente com os valores obtidos e as terapéuticas
utilizadas. E importante recolher o maximo de informagao possivel sobre o utente para assim

puder interpretar da melhor maneira os resultados obtidos e fazer uma correta validagao dos

dados.
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9. Controlo de Qualidade Externo

7

E muito importante garantir resultados de qualidade no laboratério de Anadlises

Clinicas.

Para atingir elevados niveis de qualidade devem seguir-se as boas praticas profissionais.
O Laboratério Fernao Magalhaes realiza controlos externos nacionais e internacionais
(NEQAS, RIQAS, AEFA). Estes programas sao aplicados a todas as areas do laboratério:

Bioquimica, Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia.

A participagdo em processos de Avaliagio Externa da Qualidade constitui uma
ferramenta imprescindivel no ambito do Controlo de Qualidade Analitica implementado no
laboratério. Esta avaliagao consiste no envio, para cada laboratorio, amostras controlo e de
casos desconhecidos. Estas amostras sao analisadas em conjunto com as amostras dos utentes

do laboratério e os resultados obtidos sao enviados para se proceder a avaliagao.

10.Conclusao

A realizacao do estagio curricular é uma grande oportunidade para conciliar todos os
conhecimentos adquiridos, ao longo dos dois anos do Mestrado em Andlises Clinicas, com o

real funcionamento do laboratério.

O contacto com a rotina laboratorial e com os profissionais de saude responsaveis
pelos servigos contribuiu para um melhor entendimento da realidade associada ao laboratorio
clinico, assim como a aquisicio de conhecimentos a nivel dos principios dos métodos
analiticos, dos equipamentos utilizados nos ensaios, da interpretacao de dados laboratoriais e

dos procedimentos empregados para garantir a qualidade dos servigos prestados.

No decorrer do estagio tive a oportunidade de acompanhar todo o procedimento
analitico, desde a colheita da amostra até a validagao dos resultados. Permitiu adquirir uma

visao global e compreender a importancia clinica de um laboratério de analises clinicas.

Considero que os principais objetivos propostos do estagio foram atingidos,
nomeadamente os conhecimentos adquiridos num contexto de trabalho, o contacto com
outros profissionais de saide e a integracao no meio profissional. Foi uma experiéncia muito

enriquecedora.
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Anexos

Anexo |. Tabela de Valores de Referéncia Utilizados no Laboratoério Fernao

Magalhaes.

Parametros Valores de Referéncia
Eritrocitos Homens 4,5-5,9%10'%/L
Mulheres 4,1-5,1x10"/L
Hemoglobina Homens 140-175 g/L
Mulheres 120-153 g/L
Hematocrito Homens 0,45-0,50 L/L
Mulheres 0,36-0,45 L/L
VCM Adultos 80-95 fL
HCM Adultos 27-33 pg
CHCM Adultos 300-350 g/L
RDW Adultos 11,6-14 %
Leucécitos Adultos 4,0-10,0x10°/L
Neutrofilos Adultos 2,0-7,0x10°/L
Linfocitos Adultos 1,0-3,0x10°/L
Monécitos Adultos 0,2-1,0x10°/L
Eosindfilos Adultos 0,02-0,5x 10°/L
Basofilos Adultos 0,02-0,1x10°/L
Plaquetas Adultos 150-400x% 10°/L
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