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Resumo

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas no estagio curricular
decorrido no Servigo de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil no ambito do Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, durante o periodo de 6 meses. As andlises clinicas constituem um
dos mais importantes meios complementares para o diagnostico e monitorizagao das doengas
oncoldgicas. Neste sentido, o Servico de Patologia Clinica juntamente com outros
departamentos e servicos do IPOCFG visam proporcionar uma resposta mais eficiente,
multidisciplinar e integrada naquelas que sao as exigéncias deste tipo de cuidados de saide. O
relatério faz uma abordagem geral a todas as areas clinicas, com aprofundamento das valéncias
de Hematologia e Microbiologia, deixando claro que todas tém irrepreensivel importancia,

pois cada uma fornece informagoes indispensaveis a avaliagao clinica dos doentes.

Palavras-Chave: Anilises Clinicas; Oncologia; Microbiologia; Hematologia.

Abstract

This report describes the activities developed during the curricular internship at the Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil whithin the scope of the Master’s Degree of
Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy in University of Coimbra, for 6 mouth period. Clinical
analysis are one of the most important complementary means for the diagnosis and monitoring of
oncological diseases. Thus, the Clinical Pathology Service together with other departments and services
of IPOCFG aim to provide a more efficient, multidisciplinar and integrated response to those that are
the requirements of this type of health care. The report makes a general approach to all clinical areas,
with the deepening of Hematology and Microbiology areas, making it clear that all of them have
irreproachable importance, since each one provides essential information for the clinical evaluation of

patients.

Key-Words: Clinical Analysis; Oncology; Microbiology; Hematology.
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Capitulo | - Introducao

“Cancer lies dormant in all of us. Like all living organisms, our bodies are making defective cells all the time.”

David Servan-Schreiber em Anticancer: A New Way of Life

O cancro, por si s6, € um processo complexo em todos os aspetos. Surge a partir da
proliferacao anormal de células geneticamente alteradas e dependendo do tipo dessas células,
origem/localizagao e grau de malignidade é possivel classifica-lo. Todos os dias, em todo o
mundo, milhdes de pessoas lutam contra esta doenga e as perspetivas para os proximos anos
apontam para o aumento da sua prevaléncia. Cada vez mais a prevengao, o diagnostico e
tratamento precoce associados a investigagao de terapéuticas mais eficazes, sao ferramentas

essenciais para combater as doengas oncoldgicas.

A prestagao de cuidados de saude a doentes oncologicos requer a intervengao de uma
equipa multidisciplinar de profissionais de saude e a complementaridade de diferentes
tecnologias. Neste sentido, as andlises clinicas tém um papel imprescindivel pois constituem
um dos meios complementares para o diagnostico e monitorizagao das doengas do foro
oncolégico. Foi com sentido nesta responsabilidade que vivenciei o estagio curricular
decorrido no Servigo de Patologia Clinica do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil (IPOCFG) no ambito do Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra, durante o periodo de 6 meses.

O presente relatorio descreve todas as areas laboratoriais por onde passei, com
descricdo geral das valéncias de Imunologia/Hormonologia e Quimica Clinica, e com
aprofundamento das valéncias Microbiologia e Hematologia, deixando claro que todas estas
tém irrepreensivel importancia, pois cada uma fornece informagodes indispensaveis a avaliagao
clinica destes doentes. O relatorio esta dividido em 6 capitulos, com inicio na apresentagao e
caracterizacao do laboratério de estagio seguida de descri¢ao das atividades desenvolvidas, e

com término na apresentacao de um caso clinico e conclusoes finais.
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Capitulo Il - Servico de Patologia Clinica do IPOCFG

A 29 de Dezembro de 1927, o Professor Doutor Francisco Gentil vé um dos seus
maiores sonhos concretizado — a inauguragao do primeiro pavilhao daquele que viria a ser o
primeiro Centro Regional de luta contra o cancro em Portugal. Desde entao, foram criadas
novas estruturas e modernizados nao s6 espagos como equipamentos, sempre com o foco na
melhoria dos cuidados de exceléncia prestados ao doente oncologico. Hoje em dia, o IPOCFG
€ uma unidade hospitalar de referéncia integrada no Servico Nacional de Saude que visa o
diagnostico, tratamento e follow-up de todos os doentes da Regiao Centro, com populagao
estimada em dois milhdes de habitantes. Todos os seus departamentos e servigos sao
complementares entre si, existindo uma forte comunicagao que visa proporcionar uma
resposta mais eficiente, multidisciplinar e integrada naquelas que sao as exigéncias deste tipo

de cuidados de saide (IPO Coimbra).

O Servico de Patologia Clinica (SPC) faz parte desta dinamica, tendo um papel fulcral
tanto no diagndstico como no seguimento dos doentes. Este ¢ dirigido pelo Doutor Frederico
Fernando Monteiro Marques Valido, especialista em Patologia Clinica pela Ordem dos Médicos
e apoiado por uma equipa de cerca de 35 elementos com diferentes formagoes desde Médicos
Especialistas, Internos de Especialidade, Técnicos Superiores de Saude (Farmacéuticos,
Bioquimicos e Bidlogos), Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica (TSDT), Pessoal

Administrativo e Assistentes Auxiliares.

Em termos fisicos, o laboratorio situa-se no edificio da Oncologia Médica e
Laboratorios (Piso 0) e é constituido por uma area administrativa, sala de espera, duas salas
de colheitas e a area laboratorial que se divide em quatro setores: Hematologia, Microbiologia,
Quimica Clinica e Imunologia/Hormonologia. O fluxo diario médio é de 300 utentes e todos
os dias, o SPC preocupa-se em garantir a maior qualidade subjacente a todos os
procedimentos do processo analitico desde o atendimento dos doentes até a chegada dos

resultados analiticos ao clinico.

2.1 — Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica compreende todas as seguintes etapas que sao anteriores a fase
analitica, por ordem cronolodgica: requisi¢ao pelo clinico, atendimento e preparagao do utente,
colheita, transporte e triagem das amostras. O controlo da qualidade nesta fase é crucial, pois
€ a que apresenta maior prevaléncia de erros, com cerca de 46 a 68% dos erros totais do

laboratorio (Atay et al, 2014). A maior parte devem-se a requisi¢goes incorretas, ma
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identificacao das amostras, erros associados as colheitas como por exemplo, tubos errados,
volume insuficiente, hemolise in vitro ou presenga de coagulo, e mau acondicionamento e
transporte das amostras. Qualquer erro nesta fase influencia decisivamente os resultados
emitidos pelo laboratério, podendo levar nao sé a falsos diagndsticos como tratamentos

inadequados (Ashakiran, Sumati e Murthy, 201 1).

Tudo comega com a solicitagao dos parametros analiticos por parte do médico no
sistema informatico. Quando o utente chega a secretaria, o pessoal administrativo confere os
seus dados no sistema informatico Modulab (Werfen), regista e coloca “presenga” no processo,
iniciando assim o seu circuito no SPC. Para facilitar o fluxo de amostras no laboratério, a cada
utente é atribuido um nimero de dia de nove algarismos com indicagao da data da colheita
seguida de nimero da amostra, como por exemplo, 200129196 (Ano-Més-Dia-Numero). Os
TSDT recebem informagao da presenga do doente e preparam os tubos consoante as analises
pedidas, colocando as etiquetas de identificagdo que contém o nimero do dia e respetivo
codigo de barras. Posto isto, o doente aguarda na sala de espera a chamada do seu nome para
entrar na sala de colheitas. Apos a confirmagao do nome e de ter a certeza que aquele utente
corresponde aquela requisicio, é que é efetuada a colheita de sangue. E de salientar que todas
as colheitas sanguineas dos doentes em ambulatorio sao da responsabilidade dos TSDT,
incluindo as que sio efetuadas no internamento. A saida da zona de colheitas, é a zona de
recegao e triagem das amostras. Aqui, para além de amostras de sangue, sao também
rececionadas urinas, fezes e expetoragoes. A triagem é feita por uma assistente auxiliar que

faz chegar as amostras ao respetivo setor.

2.2 - Fase Analitica

A fase analitica corresponde a realizagao das analises propriamente ditas, na qual se
incluem a manutengao dos equipamentos, controlo da qualidade, calibragoes e processamento
da amostra até a obtengao de um resultado. Assim que a amostra chega ao setor, da-se a sua

entrada no sistema informatico para poder ser processada.

2.2.1 — Setor de Hematologia

O Setor de Hematologia esta sob a orientagao da Doutora Joana Diamantino, Médica
Assistente Graduada e Especialista em Patologia Clinica. Sao realizadas varias analises a fim de
identificar e monitorizar doengas hematologicas com base no estudo dos componentes
sanguineos. Sangue total, plasma e aspirados de medula éssea, sao as amostras predominantes.

Na Tabela | estao descritos todos os equipamentos bem como a sua fungao e respetivos
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parametros analisados. Para além destes, outros equipamentos que fazem parte da rotina sao:
um agitador de tubos, um microscépio 6tico, um contador de células, duas centrifugas, um

vortex, dois frigorificos e cinco computadores.

Tabela | — Equipamentos e respetivas analises efetuadas no Setor de Hematologia SPC-IPOCFG.

Equipamentos

Amostras Parametros

(quantidade)

Leucécitos Reticulocitos
Neutrofilos Hematocrito
Linfocitos Volume Corpuscular Médio
Auto-analisador Sangue total 2 VCM
DxH900 Analyzer ara Hemograma e (sang € venos Monocitos ( !
o ue venoso i
Beckman Coulter | " g g Eosindfilos Hemoglobina Corpuscular
@ Contagem de colhido para tudo Média (HCM)
T Basofilos
Reticulocitos com EDTA-K3) Concentragao de Hemoglobina
Eritrocitos

Hemoglobina

Plaquetas

Corpuscular Média (CHCM)

Red Cell Distribution Width
(RDW)

Velocidade de

Sangue total

Test | BCL
© Sedimentacio (sangue venoso Velocidade de Sedimentacio (VS)
ALl Fax (2) Globul colhido para tudo
obular
com EDTA-K3)
Aerospray Sangue total e
Col dod
HematologyPro E cf> plast Aspirados de Morfologia e Contagem de Células
sfregacos .

Wescor (1) BEE Medula Ossea
UEp 62 . Tempo de Trombina
Tromboplastina (TT)
Parcialmente ativado

ACL TOP CTS 350 Plasma (sangue (TTPa) HEiE=Ene

. Estudos da venoso colhido ,
Instrumentation ) Tempo de D-Dimeros
Laboratory (2) Hemostase para tudo com Protrombina (TP) Fatores da Coagulagio
Y Citrato de Sédio) gHiac
International Proteinas S e C
Normalized Ratio Antitrombina
(INR)
Estudos de Sangue, Aspirados
Cytomics FC500 3 P

Beckman Coulter

U]

Imunofenotipagem
por Citometria de
Fluxo

de Medula Ossea,
Biopsia de
Ganglios Linfaticos

Nao aplicavel

GeneXpert
Cepheid (1)

Estudos genéticos
por reagao de
polimerase em
cadeia (PCR) em
tempo real

Sangue total
(sangue venoso
colhido para tudo
com EDTA-K3)

Pesquisa e quantificagdo do gene BCR-ABL

De uma forma geral, durante a minha passagem neste Setor, participei no
processamento das amostras, realizei esfregagos sanguineos, observei-os ao microscopio
otico, analisei varios casos clinicos e acompanhei o controlo de qualidade. No Capitulo IV -

Hematologia sao abordadas, com maior profundidade, as atividades desenvolvidas.
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2.2.2 — Setor de Microbiologia

O Setor de Microbiologia esta sob a orientagao da Doutora Maria Alexandre Mendes,
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas e Especialista em Analises Clinicas e Genética Humana pela
Ordem dos Farmacéuticos. Sao realizadas anadlises bacteriolégicas, micologicas, parasitologicas
e micobacteriologicas a diversos produtos biologicos, no sentido de identificar a presenga do
microrganismo patogénico e obter o seu perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. As
amostras recebidas sao mais variadas em comparagao com os restantes setores, desde sangue,
urina, secregoes respiratorias, fezes, exsudatos, pontas de cateter a faneros. Destas, as mais
requisitadas sao sangue para hemoculturas e urinas. Para além das uroculturas, é aqui que é
efetuada a sumaria de urina e observagao do sedimento por uma questao de logistica do
laboratério. A Microbiologia é ainda a drea menos automatizada do SPC, no entanto, o Setor
dispoe de alguns equipamentos que facilitam e agilizam a rotina de trabalho (Tabela II).
Também possui quatro estufas com temperaturas reguladas a 25°C, 30°C e 37°C (com e sem
dioxido de carbono), dois frigorificos para armazenamento de amostras, reagentes e meios de

cultura, uma centrifuga, um densitdmetro, trés microscopios oticos e dois computadores.

Tabela Il — Equipamentos e respetiva fungao do Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG.

Equipamentos Funcao

Camara de fluxo de ar laminar, Modelo Atmosfera estéril e segura para manipulagido de materiais
1169, Classe Il tipo 2B Forma Scientific biologicos

Cobas u41 | Roche Diagnostics Analisador semi-automatico para sumaria da urina

Miditron ST Mannheim Boehringer Contagem de elementos figurados no sedimento urinario

Sistema automatizado para testes de identificacao dos

Vitek 2 C t |15 BioMéri
e ompac fofiierieux microrganismos (ID) e de suscetibilidade antimicrobiana (TSA)

Sistema automatizado para incubagao e monitorizagao de
Bactec 9050 Blood Culture System BD > E g
hemoculturas

Sistema automatico para detegao de DNA bacteriano/RNA

X hei
GeneXpert Cepheid viral por PCR em tempo real

Durante o estagio, tive a oportunidade de processar diversas amostras, incluindo
execucgao de esfregagos, coloragoes, visualizagdo ao microscopio 6tico, sementeira de meios
de cultura e de efetuar procedimentos envolvidos nos testes de identificagao microbiana de
suscetibilidade aos antimicrobianos. Para além desta componente mais pratica, pude aplicar
conhecimentos tedricos e aprender tantos outros, quando diariamente acompanhava a
interpretagao e validagao dos resultados. No Capitulo Ill - Microbiologia estao descritas as

atividades desenvolvidas neste Setor.
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2.2.3 - Setor de Quimica Clinica

O Setor de Quimica Clinica esta sob a orientagao do Doutor Luis Nina, Médico
Especialista em Patologia Clinica. As anadlises bioquimicas e metabolicas permitem a avaliagao
da funcao de determinados orgaos, tendo um papel importante no acompanhamento dos

doentes.

Neste Setor, o tipo de amostra mais requisitado é o soro, que é obtido a partir de
sangue total colhido para tubos com esferas de silica favorecedoras da ativagao da coagulagao
fisiologica, posteriormente centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. O segundo tipo de
amostra mais requisitado é sangue total que, a partir de sangue venoso, é colhido para uma
seringa balanceada com anticoagulante heparina para determinagao de calcio ionizado. Para
além destes, também sao analisados outros produtos bioldgicos como: sangue total a partir
de sangue venoso colhido para tudo com EDTA-K3 para quantificagao de hemoglobina glicada,
sangue total a partir de sangue arterial colhido para seringa balanceada com heparina para
gasometria, urina ocasional ou de 24 horas e ainda outros fluidos tais como liquido
cefalorraquidiano, ascitico e pleural. Na urina das 24 horas regista-se o seu volume e
centrifuga-se uma aliquota. Depois da preparagao prévia das amostras, é necessario confirmar
se ha interferentes antes de continuarem o seu percurso. No caso do soro, é necessario
verificar se ha formagao de fibrina, pois esta interfere na aspiragao da amostra por parte dos
equipamentos. Verifica-se também se esta hemolisado, ictérico ou lipémico, sendo que o auto-
analisador Atellica CH Analyzer da Siemens mede estas interferéncias através do indice Hemolysis,
Icterus and Lipemia (HIL) e transmite-o juntamente com os outros parametros para sua
avaliagao na validagao dos resultados. Posto isto, as amostras seguem a sua rota e consoante
os parametros laboratoriais a determinar, entram no auto-analisador respetivo (Tabela lll).
Também sao parte integrante do Setor os seguintes esquipamentos: duas centrifugas, trés
frigorificos, quatro computadores, um vortex e um agitador. A medida que os parimetros sio
determinados, os resultados sao enviados para o Modulab para serem validados pelos médicos

especialistas.

Sao ainda realizadas técnicas manuais de aglutinagao baseadas na reagao antigénio-
anticorpo, cuja leitura é realizada de forma macroscopica. Faz-se a determinagao qualitativa
de fator reumatdide, de anticorpos contra Brucella spp., Salmonella spp. e Rickettsia spp., e de
reaginas plasmaticas para screening de presenc¢a de Treponema Pallidum. Apesar de cada teste

ter procedimentos especificos, de uma forma geral as amostras sao positivas quando se
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observa aglutinagao, em comparagao com os controlos positivo (com aglutinagao) e negativo

(sem aglutinagao).

Tabela Il — Equipamentos e respetivas analises efetuadas no Setor de Quimica Clinica SPC-IPOCFG.

Método de

Equipamentos

Parametros

(quantidade)

Analise

Atellica CH Analyzer
Siemens (2)

Auto-Analisador
para determinagao
dos varios
parametros
bioquimicos

Espetrofotometria
e Potenciometria
indireta (lonograma)

Acido Urico
Albumina
Amilase

Amoénia

Alanina
Aminotransferase

Aspartato
Aminotransferase

Bilirrubina direta
Bilirrubina total
Calcio total

Capacidade Total de
fixagdo do Ferro

Colesterol HDL
Colesterol LDL

Fosfatase Alcalina
Fosforo

Gama
Glutamiltransferase

Glicose

Hemoglobina Glicada
AlC

Lactato Desidrogenase
Lipase

Magnésio
Microalbumina
Pré-Albumina
Proteinas totais

Triglicerideos

Colesterol Total e
Creatina Cinase LR
Cloro
Creatinina Ferro Potéssio
Fosfatase Acida Total il
Analisador semi- Equilibrio Acido-Base  Eletrélitos
ABL 800 FLEX (i q
. automatico para pH Sédio
Radiometer determinagao de pCO2 Potassio
Copenhagen (3) calcio ionizado e Potenciometria e pO2 Cloro
gasometrias Amperometria Oximetria Calcio
i = Hemoglobina Metabolitos
RaPidIab 1265 Conflrmagao d~e Saturagio de O2 Lactato
Siemens (1) resultados obtidos o ¢ e Hemostobina 1
no ABL 800 FLEX ragcoes de emogo Ina ucose
Confi 30 d Sédio
RapidChem onfirmagac de Potenciometria .
. resultados de . Potassio
Siemens (1) . direta
ionograma Cloro
Reflotron Confirmagao rapida
Roche de resultados Refratometria Os pardmetros necessarios a confirmagio

Diagnostics (1)

obtidos no Atellica
por quimica seca

E de referir que, para além de todo o acompanhamento no processamento das
amostras, foi no Setor de Quimica Clinica que tive maior contacto com o controlo de
qualidade. Neste sentido, participei ativamente nas questoes e na rotina de trabalho que este
proporciona, incluindo a leitura de cartas de Levey-Jennings consoante as regras de Westgard,

passagem de controlos e realizagao de calibragoes.
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2.2.4 — Setor de Imunologia/Hormonologia

O Setor de Imunologia/Hormonologia esta sob a orientagao do Doutor Nuno Cunha,
Licenciado em Bioquimica e Especialista em Andlises Clinicas. A grande maioria dos
parametros sao determinados por técnicas de imunoensaio que tém por base a formagao de
complexos antigénio-anticorpo. Destes parametros fazem parte marcadores tumorais,
marcadores cardiacos, hormonas, anticorpos/antigénios especificos, alguns firmacos e
autoanticorpos. A sua detecao depende do parametro e do proprio equipamento, podendo
ser utilizados métodos competitivos ou em sandwich com anticorpos/antigénios marcados ou
ligados a enzimas. Na Tabela IV estao identificados os equipamentos e respetivas analises.
Tratando-se de um hospital oncologico este Setor tem um papel determinante no diagnostico,

prognostico e monitorizacao dos doentes pela avaliagao dos marcadores tumorais.

A semelhanca do Setor de Quimica Clinica, o soro é o tipo de amostra mais utilizado
para a determinagao dos parametros analiticos, sendo que os tubos de colheita utilizados sao
diferentes. Para a obtengao de soro, a colheita é realizada para um tubo sem anticoagulante
com paredes revestidas de silica e com gel que facilita a separagao entre o soro e o sangue
coagulado. Também sao recebidas amostras de plasma (sangue total em tubo com EDTA-K3),
urina pontual ou de 24 horas e, raramente, saliva para doseamento de cortisol livre. As
amostras sao centrifugadas numa centrifuga refrigerada, pois alguns parametros tais como
paratormona, hormona adrenocorticotroéfica e metanefrinas, tém de ser doseados a 6°-8°C
de temperatura. Depois da centrifugacao, as amostras sao analisadas quanto a presenca de
interferentes e seguem o seu circuito por uma ordem especifica, que esta pré-definida na
etiqueta de identificacgio da amostra consoante os testes a realizar. A medida que os
parametros sao determinados, os resultados sao enviados para o Modulab para serem

validados.

No Setor também sao efetuadas técnicas eletroforéticas no analisador semi-
automatico Hydrasys 2 (Sebia) que inclui a realizagao de proteinograma, imunofixagao para
detegao de imunoglobulinas monoclonais, e eletroforese da hemoglobina. Também é realizado
doseamento de farmacos no auto-analisador Viva-E (Siemens) para determinagao das
concentragoes pico e vale. Apesar da maioria do trabalho laboratorial ser automatizado, ainda
assim, hd espaco para a realizagao de técnicas manuais das quais pude acompanhar: iodo
urinario e acido vanilmandélico (em urina) por técnicas colorimétricas; metanefrinas e
normetanefrinas (em plasma e urina), peptideo intestinal vasoativo (em plasma), 3-

metoxitiramina (em plasma) e polipeptideo pancreatico (em soro) por radioimunoensaios com
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utilizagdo de um equipamento contador de radiacao gama, Wizard 1470 Gamma Counter

(Wallac); acido 5-hidroxi-indolacético (em urina) e glucagon (em plasma) por ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay); autoanticorpos anti-nucleares e autoanticorpos anti-citoplasma

de granulécitos por imunofluorescéncia indireta.

Tabela IV — Equipamentos e respetivas analises efetuadas no Setor de Imunologia/Hormonologia SPC-IPOCFG.

Immulite 2000 XPi
Siemens

Equipamento

Advia Centaur
XPT
Siemens

Brahms Kryptor
ThermoFisher
Scientific

Cobas 6000
e60/
Roche
Diagnostics

BN Prospec
Siemens

Optilite
Binding Site

Imunoensaios com detegao por

Método

Quimioluminescéncia

Fluorescéncia

Eletroquimio-
luminescéncia

Nefelometria

Turbidimetria

Alfa-fetoproteina
Androstenediona

Anticorpos Anti-
peroxidase

Antigénio
Carcinoembrionario

Antigénio Especifico
da Prostata

Beta-2 Microglobulina
Eritropoietina

Fator de Crescimento
semelhante a Insulina

"]

2 Gastrina

]

[}

‘= | Gonadotrofina

‘g Coridnica Humana

o
Hormona
Adrenocorticotrofica

Hormona do
Crescimento

Imunoglobulina
Estimuladora da
Tiréide

Dehidroepian-
drosterona

Estradiol
Ferritina

Globulina
Transportadora de
Hormonas Sexuais

Hormona
Estimuladora da
Tiréide (TSH)

Hormona Foliculo-
estimulante

Hormona Luteinica

Oncoproteina HER-
2

Paratormona
Prolactina
Progesterona
Testosterona
Vitamina D

Creatina Cinase
Isoenzima MB

Mioglobina

Peptideo
Natriurético tipo B

Troponina Cardiaca
de Alta Sensibilidade

Antigénio associado
a Carcinomas
Escamosos

Antigénio Glucidico
15.3

Cromogranina A

Enolase Neuro-
Especifica

Procalcitonina

Acido Félico
Anticorpos Anti-
recetores da TSH
Anticorpos Anti-
Treponémicos

Antigénio
Glucidico 125 e
19.9

Citoqueratina
CYFRA

Cortisol

Dihidro-
epiandrosterona,

Insulina
Osteocalcitonina

Peptideo
associado a
Gastrina

Proteina Acidica
Intracelular
Fixadora de
Calcio

Proteina HE4

Tiroglobulina

Triiodotironina
(T3) e T3 livre

Tiroxina (T4) e T4
livre

Vitamina B12

Complementos
3e4

Fator
Reumatodide

Imunoglobulinas
G AeM

Proteina C
Reativa (ultra
sensivel)

Recetores
Soluveis da
Transferrina

Transferrina

Cadeias leves
livres Kappa e
Lambda

Neste Setor,

participei na rotina laboratorial,

desde o registo das amostras ao seu

processamento, seguindo sempre o circuito de equipamentos pré-definido. Para além disto,

executei algumas das técnicas eletroforéticas e manuais.
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2.3 - Fase Po6s-Analitica

A fase final do processo analitico corresponde a validagao biopatologica dos resultados
que tem em conta a historia clinica do doente, o historico de resultados analiticos e o controlo
de qualidade. Posto isto, é emitido um relatério final com os resultados dos parametros

pedidos que ¢ assinado pelo médico/técnico superior especialista.

2.4 - Controlo de Qualidade

Os laboratorios de andlises clinicas devem assegurar que todos os resultados emitidos
refletem a situagao clinica dos doentes de forma fidedigna. Neste sentido, a aplicagao do
controlo de qualidade é de extrema importancia para garantir a obten¢ao de resultados
corretos e confidveis, bem como, facilitar a sua organizagao e comunicagao. Também permite
evitar ou minimizar erros nos processos laboratoriais, detetando-os a tempo de serem

corrigidos, sempre com foco na melhoria continua (Santos e Junior, 2015).

Conforme referido anteriormente, uma das principais preocupagoes do SPC é
assegurar a maior qualidade subjacente a todas as etapas do processo analitico. Para além
disso, na fase analitica sao efetuados dois tipos de controlo de qualidade: interno e externo.
O Controlo de Qualidade Interno (CQI) é realizado diariamente nos Setores de Hematologia,
Quimica Clinica e Imunologia/lHormonologia antes do processamento das amostras. A
utilizagao de controlos permite avaliar a reprodutibilidade e precisao das metodologias. Estes
controlos apresentam dois ou trés niveis (normal, patologico alto/baixo) e sao processados
como amostras. Os seus resultados sao analisados através de graficos de Levey-Jennings
consoante as regras de Westgard. Quando alguma destas regras € ultrapassada, é necessario
averiguar o sucedido e adotar medidas para o corrigir, tais como: repetir o controlo, colocar
um novo ou calibrar o equipamento. Por esta razao, este tipo de controlo implica a gestao
diaria de controlos, reagentes e calibradores, pela sua estabilidade. Ao contrario do Setor de
Hematologia, os Setores de Quimica Clinica e Imunologia/Hormonologia utilizam um controlo
multiparametros da Bio-rad, independente da firma comercial dos equipamentos. No Setor de
Microbiologia, o CQI é realizado regularmente para o controlo estéril da solugao salina e dos
meios de cultura/reagentes, quando € utilizado um novo lote. Para além disso, todos os meses,
o SPC participa em dois programas de Controlo de Qualidade Externo (CQE), um nacional
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e um internacional, Randox
International Quality Assessment Scheme (RIQAS). Estes permitem nao s6 demonstrar qual a
exatidao dos resultados como validar o sistema de qualidade implementado, através de

comparagoes interlaboratoriais.
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Capitulo Il - Microbiologia

“A infegao nosocomial nao é um problema recente” (Monteiro, 1993) e esta associada
a uma elevadissima taxa de mortalidade e de hospitalizagao em comparagao com as infegoes
adquiridas na comunidade. A par, a resisténcia aos antimicrobianos e o escasso
desenvolvimento de novos farmacos constituem uma grave realidade que ameaga a saude
publica a nivel mundial. O consumo elevado de antimicrobianos, a utilizagao de dispositivos
médicos, as proprias co-morbilidades, entre outras razoes, fazem do ambiente hospitalar o
habitat perfeito para a disseminagao de estirpes resistentes (Khan, Baig e Mehboob, 2017;
Sydnor e Perl, 201 1). No IPOCFG esta tematica tem particular importancia, pois trata-se de
um hospital oncoldgico, onde a grande maioria dos doentes se torna mais vulneravel e
suscetivel a infecoes (Maciel e Candido, 2010). Todos os dias chegam ao Setor de
Microbiologia do SPC diversos tipos de produtos biologicos para analisar, no qual apresento

toda a dinamica de trabalho que tive oportunidade de contactar durante o estagio.

A fase pré-analitica é fundamental, uma vez que desta depende a prépria qualidade da
amostra a analisar. E necessaria uma colheita adequada para conseguir chegar a um correto
diagnostico e tratamento das doengas infeciosas. A amostra tem de ser representativa do local
de infecao e para isso, a sua colheita deve respeitar normas no sentido de nao a contaminar.
O uso de recipientes esterilizados bem identificados e de fecho hermético bem como de
material de colheita e transporte adequados e esterilizados, sao alguns exemplos. Também faz
parte, durante a colheita, ter que se evitar a contaminagao com a microbiota do doente e,

preferencialmente, este nao deve estar sob terapéutica antimicrobiana (Fonseca et al., 2004).

As amostras chegam ao Setor sempre identificadas e acompanhadas de uma requisigao
que contém a identificagao do doente, a natureza do produto, os exames pedidos, a
informagao clinica e a identificagdo do médico requisitante. Nesta fase, confirmamos a
identificacao da amostra/requisicao e fazemos uma observagao do produto para averiguar se
cumpre os requisitos necessarios para ser analisado, como por exemplo: em termos de
quantidade, aprovisionamento, procedimentos da colheita ou outros motivos que possam
levar a sua rejeicao. Depois de confirmar que esta tudo conforme procede-se ao registo do
pedido no sistema informatico Modulab. Para além da identificagao do doente com o nimero
de dia, o sistema informatico cria um nimero de cultura para cada exame (bacterioldgico,
micoldgico, parasitologico e/ou micobacterioldgico). De forma automatica, sao impressas
etiquetas para identificar material como meios de cultura e tubos, e uma folha de trabalho que

contém toda a informagao necessaria para o seguimento da amostra, desde o seu
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processamento até a sua validagao. A rotina de trabalho comega com a analise detalhada de
todas as folhas de trabalho em conjunto com as amostras correspondentes ja processadas,

para discussao e interpretagao dos seus resultados.

3.1 — Processamento Laboratorial de Produtos Biolégicos

Para trabalhar no laboratério de Microbiologia é
fundamental seguir todas as regras de seguran¢a de modo a
minimizar o elevado risco de contaminagao que este acarreta, nao
sO para os técnicos que estao em contacto direto com os
produtos biolodgicos, como para as proprias amostras, podendo
interferir assim com a sua analise e gerar falsos resultados (Rojo-
Molinero et al, 2015). No Setor, todo o pessoal trabalha de

acordo com as regras de seguranga como: o uso obrigatério de

bata e luvas, a manipulagio das amostras em camara de fluxo
laminar (Figura 1) e a colocacio de material contaminado (ansas, "gur2 | — Camara de fluxo
laminar do Setor de
laminas, agulhas e seringas) em contentores especificos para Microbiologia SPC-IPOCFG.
posterior tratamento. De uma forma geral, para chegar a identificacao dos microrganismos
patogénicos sao efetuados varios passos: exame macroscopico, exame microscopico direto (a
fresco ou com coloragao), exame cultural, avaliagao/identificagao presuntiva e isolamento dos
microrganismos para posteriores Testes de Identificacao (ID) e de Suscetibilidade

Antimicrobiana (TSA). Este processamento laboratorial varia consoante a origem da amostra

e exames pedidos pelo clinico.

3.1.1 — Sangue

A invasao da corrente sanguinea por microrganismos constitui uma das situagoes mais
graves dentro de todas as doengas infeciosas, podendo levar a consequéncias sérias e imediatas
como a falha de 6rgaos ou até mesmo a morte (30% a 50% das infe¢oes sanguineas). Sendo o
sangue um fluido bioldgico estéril, a detecao e identificacao de qualquer microrganismo é de
valorizar. No entanto, devem ser tidas em conta possiveis contaminagoes da amostra por
microrganismos da microbiota da pele. A maioria dos casos ocorre em individuos
imunodeprimidos, estando mais associados a bacteriémia ou a fungémia por agentes
patogénicos oportunistas (Tille, 2017). Posto isto, o laboratério tem um papel fulcral nao so
na rapida identificagio deste tipo de infecoes como no auxilio da escolha de farmacos

direcionados.
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Tanto o volume de sangue colhido como a assepsia da pele sao fatores criticos neste

tipo de colheita. Existe uma relagao direta entre o volume de sangue (que depende dos
frascos/fabricante) e a maior probabilidade de isolamento do agente etiologico da infecao. As
condigoes de assepsia durante a colheita sao determinantes para evitar a contaminagao da
amostra, principalmente com a microbiota da pele do doente. O facto de se colher sangue de
duas veias periféricas diferentes para dois frascos diferentes ajuda a descartar possiveis

contaminagoes aquando a discussao de resultados (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

No IPOCFG, a colheita de sangue para hemocultura é efetuada por pungao venosa de,
pelo menos, duas veias periféricas diferentes e de cateter venoso central (quando presente)

diretamente para os frascos de hemocultura (Figura 2).

C '—

Figura 2 — Frascos de hemocultura BD Bactec e respetivo equipamento.
Legenda: A-Hemocultura para Aerobios; B-Hemocultura para Anaerobios; C-Hemocultura para Micobactérias;
D-Bactec 9050 Blood Culture System da BD. (Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

Consoante o pedido do clinico e a suspeita dos agentes patogénicos causadores da
infecao, as amostras sao colhidas para os frascos apropriados. Os mais requisitados siao os de
hemocultura para aeroébios (Figura 2-A) que permitem o crescimento da maioria das bactérias
e fungos leveduriformes. Estes contém um meio liquido de tripticase de soja associado a
anticoagulante polianetolsulfonato e resinas quelantes, muito vantajosos para inibir a atividade
antimicrobiana farmacoldgica, que tem como consequéncia o crescimento atenuado dos
microrganismos, evitando assim falsos negativos (Fonseca et al, 2004). Os frascos de
hemocultura para anaerobios (Figura 2-B) contém meio liquido de tripticase de soja reduzido
com didxido de carbono (CO2) e azoto com adigao de agentes hemolisantes, o que permite
isolamento de microrganismos anaerobios, fastidiosos e intracelulares. Nestes dois tipos de
frasco, o volume indicado de sangue colhido deve ser entre 8 e 10 mL. Apesar de raramente
pedido, é possivel o isolamento de micobactérias utilizando frascos que possuem meio liquido
de Middlebrook 7H9 e de Infusao Cérebro Coragao, com volume de sangue compreendido

entre | e 5 mL (Figura 2-C).
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Apos a rececao dos frascos, sao colocados no equipamento Bactec 9050 Blood Culture
System (Figura 2-D). Este possui um sistema automatizado que permite, de forma simultanea,
monitorizar, agitar e incubar as hemoculturas a 35°C de temperatura. A sua metodologia
baseia-se na detegao por fluorescéncia de CO2 resultante do metabolismo dos
microrganismos, a partir de um sensor quimico que se encontra no fundo de cada frasco e é
permeavel ao gas. Este sensor é monitorizado pelo equipamento a cada 10 minutos
relativamente ao aumento da fluorescéncia, proporcional a quantidade de CO2. O sistema
fornece alarmes visuais e sonoros no momento em que uma amostra se torna positiva,
indicando assim a presenga presumida de microrganismos num determinado frasco (Mahon e

Lehman, 2019).

Hemoculturas Positivas

As hemoculturas positivas sao retiradas do equipamento
para se proceder ao seu processamento. Com recurso a uma
seringa retira-se uma quantidade suficiente de sangue para
repicar nos seguintes meios de cultura sélidos: gelose Columbia
suplementada com 5% de sangue de carneiro (COS) para

aerobios ou COS e gelose Schaedler com 5% de sangue de

carneiro reduzida (SCS) para anaerobios. COS é um meio nao

Figura 3 — Presenca de f-Hemolise em

seletivo que permite o crescimento da maioria das bactérias e
COS por Staphylococcus aureus. (Setor

leveduras, e ainda verificar se ha presenca de hemolise bem de Microbiologia SPC-IPOCFG)

como classifica-la (Figura 3). O SCS é um meio de isolamento especifico para pesquisa de

bactérias anaerobias e facultativas que é incubado em anaerobiose por colocagao numa bolsa

plastica transparente com um gerador de atmosfera anaerobia GENbag e um indicador que

garante o controlo da mesma (Fonseca et al., 2004).

Os meios sao estriados com uma ansa de plastico esterilizada, pela técnica de
esgotamento do produto a superficie de meio sélido, e colocados na estufa a incubar durante
24-48 horas (aerobios) ou 5 dias (anaerdbios) a 37°C. Em paralelo a repicagem para meios
solidos, retira-se uma gota de sangue para duas laminas e espalha-se de forma suave. Deixa-se
secar, obtendo assim dois esfregacos sanguineos. Um dos esfregacos sanguineos procede para
coloragao pela técnica de Gram. O duplicado serve de prevengao, no caso de acontecer algum

acidente com o primeiro esfregaco ou em caso de duvida, para sua confirmagao.

Primeiro a lamina é fixada por agao do calor e, de seguida, é efetuada a coloragao

conforme descrito na Tabela V.



Tabela V — Procedimento para coloragao de
Gram utilizado no Setor de Microbiologia SPC-
IPOCFG.

Reagentes Tempo ‘
[ 1° Corante I mi
- a minuto
Violeta de Genciana
20 Mordente 30 d
segundos
Soluto de Lugol g
30 Diferenciador Gota-a-gota
Alcool-Acetona até descorar
4° Lavagem em agua corrente
5o 2° Corante 30 d
q o2 segunaos
Fucsina diluida 8
6° Lavagem e secagem
A Septo de divisao
(Céapsula) | de peptidoglicano) {Copsula)
Corpusculo\ Membrana
de inclusao citoplasmatica

Corpusculo
de inclusao

Proteinas

porinas
Espago
periplasmatico

< (Flagelo)

Cytoplasmic
membrane

Ribossomo

Proteinas
de superficie

Ribossomo
Cromossomo

(Flagelo)

GRAM-POSITIVO GRAM-NEGATIVO

B Staphylococcus aureus Escherichia coli
ool )
Passo 1 Cristal violeta Gt - -
oo )
Passo 2 lodina de Gram G = e =
o)
Passc 3 Descolorante P e
(dlcool ou acetona) —
000, -
Passo 4 Safranina =) - o
vermelha -
B Formas morfolGgicas
bacterianas
Bacilos
c) & O

Bacilos
fusiformes

Cacos Cocobacilos

Espirilos
Vibrios J\/\g\ﬁ

Espiroquetas

Figura 4 — Morfologia bacteriana e coloragao de
Gram. Legenda: A-Diferenga estrutural entre
bactérias Gram-Positivo e Gram-Negativo; B-
Coloragao de Gram; C-Morfologia bacteriana.
[Adaptado do 7%ed.,
Elsevier (2014)]
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Consoante os componentes quimicos e
estruturais da parede celular, a maioria das espécies
bacterianas dividem-se em dois grandes grupos (Figura
4-A e B): as Gram-positivo (cor violeta) que possuem
uma parede com camada espessa de peptidoglicano e
por isso, absorvem o corante violeta de genciana, nao
descorando na aplicagao do diferenciador; e as Gram-
negativo (cor rosa) que descoram o |° corante e
integram a fucsina diluida por apresentarem uma
membrana externa e uma fina camada de
peptidoglicano. A coloragao de Gram fornece assim uma
rapida identificagao presuntiva, permitindo verificar a
morfologia e agrupamento (Figura 4-C). Nesta técnica,
a maior parte das bactérias podem ser detetadas,
exceto as que nao possuem parede celular ou que nao
sao coradas pela mesma, como é o caso dos bacilos
acido-dlcool resistentes. As leveduras também podem
ser coradas, apresentando a cor violeta por adquirirem
o |° corante (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2014; Tille,

2017).

Os esfregagcos siao depois visualizados ao
microscopio otico na objetiva de 50x ou 100x com
imersao em o6leo, sendo anotado na folha de trabalho a
forma e tipo de Gram das bactérias, bem como outras

observacgoes clinicamente relevantes.

Passado cerca de 24 horas, retiram-se os meios
de cultura da estufa para observagao macroscopica das
colonias. Esta observagao consiste na identificacao

presuntiva dos microrganismos pelas caracteristicas da

colénia quanto a sua forma, dimensao, elevacao, bordo, superficie, consisténcia e tipo de

hemolise (Fonseca et al, 2004). Consoante estas caracteristicas e as observadas no exame

microscépico, conseguimos direcionar a amostra para a escolha da carta de identificagao a

utilizar no equipamento Vitek 2 Compact 15 (BioMérieux), cujo procedimento é explicado no

ponto 3.2 — ldentificagao Microbiana e Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana.
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Hemoculturas Negativas

Caso nao haja crescimento presumido de microrganismos, as hemoculturas mantém-
se a incubar no Bactec 9050 Blood Culture System durante determinado tempo até serem
consideradas negativas: 7 dias para pesquisa bacterioldgica (aerobios e anaerobios) e 14 dias
para pesquisa de fungos. Para aferir que a amostra € mesmo negativa e poder excluir falsos
negativos, procede-se a esfregaco sanguineo com coloragao de Gram. O exame microscopico

deve comprovar a auséncia de microrganismos.

3.1.2 - Secrecgoes Respiratorias

Os doentes oncologicos apresentam elevada probabilidade de contrair infegoes, sendo
as infegoes do aparelho respiratério inferior uma das manifestagoes clinicas mais frequente
(Tille, 2017). No Setor de Microbiologia do IPOCFG, as amostras respiratorias mais comuns
sao expetoragoes, lavados, aspirados bronquicos e, as menos comuns, o escovado bronquico
e liquido pleural. O processamento laboratorial deste tipo de amostras comega com a
avaliagdo macroscopica do produto recebido. De preferéncia, seleciona-se uma porgao
purulenta para realizagao de esfregaco, seguida de coloracio de Gram e exame direto ao
microscopio. No caso do liquido pleural, e outras amostras mais fluidas, centrifuga-se no

sentido de concentrar os microrganismos que estejam presentes.

Nas amostras de expetoragao, o exame direto TabelaVi—Critérios de Murray-Washington.

Células

permite avaliar a sua qualidade, pela quantidade de células Grupo Epiteliais Leuﬁg:itos
epiteliais pavimentosas da orofaringe e de leucocitos | o
segundo os critérios de Murray-Washington (Tabela VI). 2 - e
Segundo estes critérios, as amostras a serem processadas 3 25 25
apresentam-se nos grupos 4 e 5. Assim, conseguem-se 4 10-25 25
descartar possiveis contaminagoes pela microbiota da 3 <10 25

orofaringe. Contudo, existem exce¢oes em que estes critérios nao podem ser aplicados, como
€ o caso de doentes neutropénicos (Fonseca et al, 2004). Esta condicao deve ser tida em

conta, uma vez que se tratam de amostras provenientes de doentes oncologicos.

Observa-se o esfregaco ao microscopio 6tico em pequena ampliagao e quantifica-se,
em média por campo, o numero de células epiteliais e de leucocitos. Os grupos 4 e 5 (Figura
5) correspondem a verdadeiras expetoragoes, podendo ser analisadas como tal. Os grupos de
| a 3 demonstram que a amostra esta contaminada, sendo esta informagao analisada com o
caso clinico aquando a discussao dos resultados. Depois da realizagao do esfregaco, é efetuado

exame cultural consoante os exames pedidos.
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p Exame Bacterioldgico
f‘
. ‘

Uma pequena porgao das amostras respiratorias pode

2o - ,’-‘5~0 ’ - @ ser previamente inoculada, se necessario, em caldo Brain Heart
) 8w . . — - .
W& : Pl Y Infusion (BHI), um meio de enriquecimento nao seletivo que
e WS & . . . . L
: AN - permite o crescimento da maioria das bactérias aerobias ou
", Pu
Ul facultativas e fungos (Fonseca et al., 2004). Depois sao semeadas

em placas de COS e gelose Chocolate com PolyViteX (PVX), e
Figura 5 — Coloragao de Gram (x50) o
de uma expetoracio representacva iNCUbadas em estufa com atmosfera CO2 a 37°C durante 24

d 5d itérios de Murray- . , . . . ~ .
© Brupo 2 dos crterios €e MUY horas. O meio PVX é um meio enriquecido, nao seletivo, que

Washington. (Setor de Microbiologia
SPC-IPOCFG)

se destina ao isolamento de bactérias fastidiosas como Neisseria
spp. (Figura 6) e Haemophilus spp. que nao se desenvolvem em
COS. E obtido a partir da gelose Columbia com mistura de
sangue que € sujeita a uma temperatura de 80°C, favorecendo
a hemolise dos eritrécitos (Fonseca et al, 2004). Assim sao
libertados os fatores X (Hemina) e V (Nicotinamida Adenina

Dinucledtido) que enriquecem este meio juntamente com o

PolyViteX, permitindo o crescimento das bactérias dos géneros
Figura 6 — Neisseria meningitidis isolada

em PVX. (Setor de Microbiologia SPC- referidos em cima.
IPOCFG)

Passadas 24 horas, os meios sao analisados e, para isso, como para todos os produtos
bioldgicos, o conhecimento da microbiota de onde é proveniente a amostra é fundamental
para a avaliagao e discussao dos resultados. A existéncia de uma colénia com caracteristicas
diferentes das da microbiota ou o predominio evidente de um tipo de coldnia, confirmado
com o observado no Gram, revela a possibilidade de se tratar do microrganismo responsavel
pela infecao. Neste sentido, procede-se a identificagao com realizagao de TSA. Pelo contrario,
se existirem na mesma propor¢ao trés ou mais coldnias distintas, a amostra € considerada

polimicrobiana.

Exame Micologico

Em paralelo com o exame cultural para bactérias, a amostra é também semeada pela
técnica de esgotamento do produto a superficie do meio so6lido em duas placas de gelose
Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol (SGC). Este € um meio seletivo que favorece o
crescimento dos fungos (leveduriformes e filamentosos) por ser um meio rico em peptonas e
em dextrose com adi¢ao dos dois antibiéticos que inibem o crescimento tanto de bactérias

Gram-positivo como Gram-negativo. As placas sao seladas com parafilme no sentido de evitar
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nao so a sua desidratagao como contaminacao. De seguida sao incubadas em aerobiose mas
em estufas com temperaturas diferentes, uma placa a 37°C e outra a 30°C. A placa de SGC
incubada a 37°C ¢é analisada quanto ao crescimento de leveduras, que € valorizado na auséncia
de crescimento bacteriano. No entanto, qualquer amostra positiva para crescimento de fungos
leveduriformes é guardada na estufa de 30°C juntamente com a outra placa SGC, até
completar | més. Ao fim desse tempo, as leveduras sao repicadas para COS e identificadas no
equipamento Vitek 2 Compact |5 para estudo epidemiologico da microbiota fungica dos

doentes do IPOCFG.

O crescimento dos fungos filamentosos, nas duas placas,
é avaliado durante 30 dias, pois o seu desenvolvimento é mais
fastidioso que o das leveduras. Se existir crescimento de fungos
filamentosos comega-se por observar, em termos
macroscopicos, a cor, o tipo de micélio e o aspeto/textura da

coldnia. Para efetuar o exame microscopico, coloca-se uma gota

de azul de lactofenol em duas laminas e, pelo método da fita-

cola, os pedagos de fita-cola que contactaram com a colénia sao R .
igura 7 — Observagao microscopica

depositados sobre as mesmas. Este exame consiste na (0) de FPeniclium spp. = fungo

filamentoso cosmopolita. (Setor de
observagao das hifas, se sao septadas/asseptadas com ou sem Microbiologia SPC-IPOCFG)
pigmentacao e na identificacao das estruturas reprodutoras (Figura 7)(Mahon e Lehman, 2019).
Para além disso, é efetuada repicagem do fungo com auxilio de um estilete esterilizado, em
que um pedago de gelose com fungo na periferia da colonia é cortado e colocado no centro
de um novo meio SGC. Esta repicagem permite o crescimento continuo do fungo e, se
necessario, a continuagao do seu estudo. A existéncia de fungos filamentosos com as mesmas
caracteristicas nos dois meios SGC é de valorizar. Pelo contrario, se sé existir crescimento

num dos meios ou se houver mais do que um tipo de fungo, é provavel que tenha ocorrido

contaminagao da amostra. Neste caso, pode ser pedida nova colheita.

Exame Micobacteriolégico

Este exame é requisitado para pesquisa de micobactérias quando ha suspeitas de
infecao por estes microrganismos, nomeadamente por Mycobacterium tuberculosis, agente
etiologico da Tuberculose. Quando o produto respiratorio é recebido preparam-se dois
esfregagos para coloragao de Kinyoun cujo procedimento esta descrito na Tabela VII. Este tipo
de coloragao diferencial consiste na modificagao do método classico de Ziehl-Neelsen, sendo

mais seguro por ser uma “técnica a frio”. Esta permite a pesquisa de bacilos acido-alcool



Tabela VIl — Procedimento para coloragao de
Kinyoun utilizado no Setor de Microbiologia

SPC-IPOCFG.

Reagentes Tempo

|° 1° Corante 4 mi
. minutos
Carbolfucsina
2° 4
Lavagem em agua corrente
3° Descorante 5 segundos
4° :
Lavagem €ém agua corrente
5o 2° Corante 30 d
. segundos
Verde-Brilhante 8
60
Lavagem e secagem

Figura 8 — Coloracao de Kinyoun (x50) com
presenca de BAAR corados a vermelho.

(Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

Tabela VIII — Interpretagao dos esfregacos
para pesquisa de BAAR por coloragao de
Kinyoun utilizada no Setor de Microbiologia

SPC-IPOCFG.

Numero de
BAAR Interpretacao
observados
0 Negativo

| 22 /300 Duvidoso

a campos (confirmar)
I a9 /100 campos
1 a9 /10 campos Positivo

| a9 /campo

> 9 /campo
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resistentes (BAAR) cuja parede celular é constituida por
acidos micolicos, tornando-os resistentes ao processo de
descoloragao pela técnica de Gram (Tille, 2017). Assim, as
micobactérias adquirem cor vermelha por incorporagao da
carbolfucsina e outros microrganismos ou células
presentes coram de azul, gragas ao corante de contraste

verde-brilhante conforme demonstrado na Figura 8. A

quantidade de BAAR observados no esfregaco ¢é
interpretada de acordo com a Tabela VIII.
De seguida, ¢é necessiario proceder a

homogeneizagado com o intuito de descontaminar e
fluidificar a amostra, bem como concentrar todas as
micobactérias que possam existir. Da amostra ja
homogeneizada, efetuam-se dois novos esfregacos para
coloragao de Kinyoun e observagao ao microscopio. De
seguida, semeia-se em tubo com meio de Lowenstein Jensen
(L)), gelose COS e inocula-se num Tubo Indicador de
Crescimento de Micobactérias (MGIT). O meio L] é
enriquecido com ovo, fécula de batata e asparagina, o que
favorece o  desenvolvimento  destas  bactérias
caracteristicamente fastidiosas e de crescimento lento
(Costa, Silva e Gongalves, 2018). Este meio é incubado a
37°C em aerobiose, com inclinagao do tubo a 45° e tampa
semi-apertada virada para cima durante 8 semanas. O
MGIT destina-se a detecao de crescimento de
micobactérias através de um composto fluorescente que é
sensivel a presenga de oxigénio no tubo (Ardito et al.,
2001). Os tubos sao monitorizados durante o periodo de
42 dias, num equipamento préprio para leitura de

fluorescéncia que, consoante um valor de cut-off, a amostra

€ negativa ou positiva. A gelose COS serve de controlo para averiguar se a homogeneizagao

foi eficaz, pois caso exista crescimento de colonias nesta gelose significa que temos de repetir

de novo este processo. Os tubos L] e MGIT sao observados todas as semanas em simultaneo,

no sentido de visualizar se ha ou nio desenvolvimento de micobactérias.
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A observagao macroscopica em L] de colonias de aspeto o

S

, . . . Nz

aspero com textura proeminente e padronizada (tipo “couve- NF
2

o

flor”) sao tipicas de M. tuberculosis (Figura 9)(Mahon e Lehman, =

2019). No Setor de Microbiologia, sempre que se verifique
crescimento de coldnias em meio L| executa-se esfregaco com
coloragao de Kinyoun para visualizagdo microscopica,

independentemente de qual for o aspeto das coldnias. Se existirem

BAAR no esfregaco procede-se para pesquisa de M. tuberculosis por Figura 9~ Colénias  de
micobactérias em meio LJ. (Setor
PCR em tempo real no equipamento GeneXpert. Se houver de Microbiologia SPC-IPOCFG)
detecao, a amostra é enviada para o Laboratério de Microbiologia do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (CHUC) para fazer TSA. Caso contrario, se observados BAAR ao
microscopio e nao foram detetados por PCR, podemos estar perante outra espécie de

micobactéria e, por este motivo, a amostra € enviada para o CHUC para ID e TSA.

3.1.3 — Exsudatos Purulentos Superficiais e Profundos

Varias situagoes clinicas por infegoes localizadas conduzem a formagao de exsudatos
purulentos por determinados microrganismos. Para o seu estudo € necessario ter em
consideragao o local da infegao (lesao aberta/fechada), informagao clinica, tipo de infecao com
ou sem abcesso e o procedimento de colheita, seja por aspiragao em seringa, por zaragatoa
ou biopsia (Fonseca et al., 2004). Consoante o pedido do clinico sao realizados os seguintes
exames, sendo que também pode ser realizado o exame micobacteriologico em amostras de
bidpsia com procedimento semelhante ao anteriormente explicado. Por rotina, as amostras
colhidas em zaragatoa sao analisadas por exame bacteriologico e micologico, enquanto que as
amostras colhidas em seringa e que contenham tampa fechada, é também realizada a pesquisa

de bactérias anaerobias.

Exame Bacteriologico e Micologico

As amostras sao semeadas nos meios COS, PVX e SGC que sao incubados a 37°C
durante 18-24 horas. No caso de ser uma amostra proveniente de uma lesao
profunda/fechada, semeia-se a amostra em SCS e coloca-se em atmosfera de anaerobiose
(GENbag) a 37°C durante 5 dias para pesquisa de anaerobios. Se necessario, inocula-se a
amostra em BHI e/ou caldo de Schaedler com vitamina k3 (KCS). KCS é um meio reduzido
destinado a enriquecer bactérias anaerdbias e utilizado para amostras em que pode ser
provavel a infecao por estes microrganismos. Nestes meios € importante que a tampa do BHI

fique semi-apertada para haver entrada de oxigénio e a do KCS fique bem fechada para manter
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a anaerobiose. Estes sao incubados a 37°C durante o tempo
necessario, pois trata-se de meios de enriquecimento. A
turvacao do meio apo6s incubagao indica crescimento microbiano
(Figura 10). Também se preparam duas laminas para coloragao
de Gram. No exame direto, para além da morfologia bacteriana,
€ necessario anotar a quantidade e tipo de leucdcitos

(polimorfonucleares/mononucleares) observados. A

predominancia de leucécitos polimorfonucleares aponta para

Figura 10 — Crescimento microbiano

nos meios liquidos KCS e BHI infegoes de origem bacteriana, enquanto que a presenga de
Legenda: A-Turvo (com

crescimento); B-Sem turvacio (sem leucocitos mononucleares pressupoe infecao viral. Passadas 24
crescimento). (Setor de Microbiologia
SPC-IPOCFG)

horas, o crescimento em placas e BHI é observado e valorizado
com os resultados do Gram. No caso dos anaerdbios, em primeiro observa-se se ha
crescimento no meio liquido KCS pela sua turvagao, e em segundo, nas placas SCS que estao
em anaerobiose. Se existir crescimento nos caldos, em ambos é realizado esfregago para
coloragao de Gram e efetuada sementeira em placa. A partir do BHI semeia-se para placa de
COS e do KCS semeia-se para COS (aerobiose) e SCS (anaerobiose). As placas COS incubam

durante 18-24 horas e as SCS durante 5 dias.

Feita a identificacdo presuntiva, procede-se para ID e TSA das coldnias suspeitas. A
amostra € negativa se se observar um crescimento proporcional de diversas coldnias com
aspeto caracteristico da microbiota local de onde a amostra é proveniente ou se, pelo

contrario, nao houver crescimento de qualquer microrganismo.

3.1.4 - Fezes

Os microrganismos que colonizam o trato gastrointestinal desempenham um papel
significativo na protegao do hospedeiro contra diversas infegoes. Em individuos com cancro,
tanto a quimioterapia como a imunoterapia induzem mudangas drasticas na composigao da
microbiota intestinal. Assim, para além de terem o sistema imunologico comprometido, estes
individuos apresentam um aumento do risco de adquirirem infegoes gastrointestinais

(Aarnoutse et al., 2019; Mahon e Lehman, 2019).

No Setor de Microbiologia, por rotina faz-se pesquisa de Salmonella spp., Shigella spp.
e Campylobacter spp., no entanto, a pedido do clinico podem ser pesquisados outros agentes
infeciosos com recurso a outros exames e testes imunocromatograficos. O processamento
comega pela observagao macroscopica das fezes no sentido de observar a sua consisténcia,

odor e presenca de sangue, muco e/ou vermes parasitas adultos (Fonseca et al., 2004).
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Exame Bacteriol6gico para pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp.

Ambos os géneros Salmonella spp. e Shigella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae
e sao patogéneos intestinais para o Homem, uma vez que nao fazem parte da microbiota
intestinal normal. A sua transmissao ocorre de pessoa para pessoa por via fecal-oral através
de comida ou agua contaminada, principalmente em dreas com pobres condigoes sanitarias.
Todos os serotipos de Salmonella spp. sao bacilos Gram-negativo, anaerobios facultativos,
moveis e alguns com produgao de gas Sulfureto de Hidrogénio (H2S). Shigella spp. caracteriza-
se por ser bacilo Gram-negativo, aeroébio facultativo, nao movel e nao produz H2S. Os dois

géneros sao beta-galactosidase negativa e, portanto, nao fermentam a lactose (Tille, 2017).

Uma pequena porgao da amostra fecal é semeada pela técnica de esgotamento do
produto a superficie do meio sélido em Hektoen (HEK) e Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD).
Estes meios sao seletivos e diferenciais, pois permitem tanto o isolamento como a distingao
destas bactérias em relagao a outras. A gelose HEK contém na sua composigaio uma
concentragao de sais biliares que inibe o crescimento de bactérias Gram-positivo e da maioria
das Gram-negativo que fazem parte da microbiota intestinal normal. A lactose, salicina e
sacarose também sao parte integrante da composigao deste meio e permitem a determinagao
da fermentagao bacteriana que é revelada pela alteragao de pH. O meio é constituido por azul
de bromotimol e fucsina acida, que em meio acido alteram a cor do meio para laranja. Para
além destes, o tiossulfato de sodio e o citrato férrico amoniacal permitem a detecao da
produgao de H2S pela tiossulfato redutase, quando presente. O tiossulfato de sddio serve de
substrato a enzima e o citrato férrico amoniacal atua como revelador do produto da reagao
enzimatica, uma vez que H2S ¢ incolor. Os ioes férricos, em meio acido, combinam-se com o
H2S e formam sulfureto ferroso, um precipitado negro visivel. A maioria das bactérias nao-
patogénicas fermenta ambos os agucares, o que leva a acidificagao do meio e a apresentagao
da cor laranja/salmao das suas colonias. As bactérias nao fermentadoras, como Salmonella spp.
e Shigella spp., originam coldnias verdes/incolores, sendo que colonias de Salmonella spp.
podem apresentar um precipitado negro devido a produgao de HzS. A gelose XLD, como o
proprio nome indica, contém desoxicolato de sodio que inibe o crescimento de alguns bacilos
Gram-negativo da microbiota intestinal e todas as bactérias Gram-positivo. A concentragao de
sais biliares é mais baixa do que no meio HEK tornando-o menos seletivo mas, no entanto, a
recuperagao de Shigella spp. € mais eficaz. A sacarose, lactose e xilose possibilitam a
identificacao da fermentagao a partir da alteragao de pH indicado pelo vermelho de fenol. A
lisina permite a detecao da sua descarboxilagao por agao da lisina descarboxilase. Para além

destes constituintes, este meio também apresenta tiossulfato de sodio e citrato férrico
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amoniacal que, conforme explicado em cima, sao necessarios na detegao de bactérias
produtoras de H2S. Posto isto, coldnias amarelas sao constituidas por bactérias fermentadoras
que acidificam o meio e alteram a cor do indicador de pH para amarelo. Colonias incolores
ou vermelhas (cor do meio) sao caracteristicas de Shigella spp. e Salmonella spp. sendo que as
desta ultima podem apresentar centros negros (Mahon e Lehman, 2019). Ambas as placas sao
incubadas na estufa em aerobiose, a 37°C durante 18-24 horas. Uma pequena parte da amostra
também é inoculada em caldo de Selenito e caldo Gram-Negative (GN) para enriquecimento
de Shigella spp. e Salmonella spp.. No meio de Selenito, o selenito de sédio inibe a maioria das
Enterobacteriaceae permitindo assim a recuperagao do baixo niumero de bactérias de Salmonella
spp. e de apenas algumas espécies de Shigella. O caldo GN é um meio seletivo que contém
sais de citrato e desoxicolato que vao inibir o crescimento de bactérias Gram-positivo e
algumas Gram-negativo pertencentes a microbiota intestinal. O enriquecimento neste meio é
fornecido pelo aumento da concentragao de manitol que favorece temporariamente (entre 6
a 12 horas) o crescimento de bacilos Gram-negativo fermentadores de manitol, como Shigella
spp. € Salmonella spp., em relagdo aos nao fermentadores de manitol, como Proteus spp..
Ambos os tubos sao incubados a 37°C com tampa semi-apertada, em aerobiose durante 6-12
horas, uma vez que o efeito inibitorio diminui apos esse tempo (Fonseca et al., 2004; Mahon e
Lehman, 2019). A turvagao dos meios liquidos indica a existéncia de crescimento bacteriano,

pelo que é efetuada repicagem para meios sélidos HEK e XLD com posterior incubagao.

Os meios com colonias amarelas em XLD ou alaranjadas em HEK sao considerados
negativos para presenca de Shigella spp. e Salmonella spp. (Figura | 1-A e B). Pelo contrario, a
presenca de coldnias incolores, vermelhas em XLD ou verdes em HEK (Figura | 1-C) com ou

sem presenca de centro negro sao de valorizar, pelo que se procede para o seu isolamento,

identificacao e TSA.

Figura | | — Meios de cultura XLD e HEK. Legenda: A-Coldnias amarelas beta-galactosidase-positivas isoladas em XLD;
B-Colonias laranja beta-galactosidase-positivas isoladas em HEK; C-Colonias incolores/verdes beta-galactosidase-negativas
isoladas em HEK. (Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)
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Testes Imunocromatograficos para pesquisa de Campylobacter spp. e Clostridium difficile

ApOs realizagao do exame bacteriologico, é realizado o teste imunocromatografico de
detegao rapida e qualitativa de antigénios de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. No caso
de o clinico suspeitar de infegao por Clostridium difficile e de as fezes do doente serem
diarreicas, faz-se pesquisa da enzima glutamato desidrogenase desta bactéria por teste
imunocromatografico. A positividade em ambos os testes, é sempre confirmada, por cultura
em gelose Campylosel que é seletiva para Campylobacter spp. e por detegao das toxinas de

Clostridium difficile por métodos de biologia molecular, respetivamente.

Exame Micologico

O crescimento das leveduras s6 é valorizado na
auséncia de crescimento bacteriano (Figura 12), uma vez que
sao parte constituinte da microbiota intestinal. Portanto, as
placas que apresentam crescimento isolado de leveduras sao

repicadas para placas SGC pela técnica de esgotamento do

produto a superficie do meio solido e incubadas em aerobiose
a 37°C durante 18-24 horas. Realizada a incubagao, procede- Figura 12 — Crescimento isolado de

leveduras em HEK. (Setor de
se para ID e TSA das leveduras. Microbiologia SPC-IPOCFG)

Exame Parasitoldgico

Para exame direto a fresco, prepara-se em primeiro lugar um esfregaco fino em que se
coloca uma porgao da amostra numa lamina e consoante a sua consisténcia podera haver a
necessidade da sua diluicao em soro fisiologico. Coloca-se uma gota de soluto de lugol e uma
lamela, e o esfregago é observado ao microscopio otico. Comega-se por observar as
estruturas parasitarias maiores na objetiva de x10, como é o caso dos ovos e larvas. Depois
as estruturas de menor dimensao, como quistos, na de x40. Em segundo lugar, é efetuada
concentragao pelo método de Ritchie com o intuito de concentrar estruturas parasitarias
(ovos, quistos e larvas) que possam estar presentes na amostra. A partir de sucessivas
centrifugagoes e de adicao de formol 10% e éter ocorre a formagao de um sedimento. Este
método permite a separagao dos ovos e quistos dos parasitas em residuos fecais, permitindo
assim a sua melhor dete¢ao que é mais dificultada no exame direto a fresco (Murray, Rosenthal
e Pfaller, 2014). A partir deste sedimento é efetuado novo esfregaco e observado ao
microscopio para pesquisa e identificagao dessas estruturas. Em paralelo, é realizado um teste
imunocromatografico para detegao rapida e qualitativa de antigénios de Giardia lamblia e/ou

Cryptosporidium parvum.
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3.1.5 = Urina

As Infecoes do Trato Urinario (ITU) sao das infegoes mais frequentes, sendo
geralmente causadas por bactérias da microbiota intestinal que invadem o aparelho urinario
por via da uretra, como é o caso das Enterobacteriaceae, com principal destaque da Escherichia
coli uropatogénica (Fonseca et al, 2004). O ambiente hospitalar desempenha um papel
importante na determinagao dos microrganismos envolvidos neste tipo de infegoes, uma vez
que ha maior probabilidade de os doentes internados estarem infetados por varios
microrganismos com variadas resisténcias aos antimicrobianos. Também muitos destes
doentes apresentam fatores de risco como algaliagao permanente, tubos de nefrostomia,
calculos urinarios e outras patologias associadas ao aparelho urinario. Nestes casos, os agentes
etiologicos alargam-se a Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase
negativa, Enterococcus spp. e fungos. As ITU representam aproximadamente 35% de todas as
infecoes associadas aos cuidados de salde e, para além disso, sio a fonte mais comum de

bacteriémia (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

No Setor sao recebidas amostras de urina em contentor estéril colhidas a partir de
jato médio, de pungao supra-pubica, de pungao de cateter urinario ou de drenagem de
nefrostomia/ureterostomia, sendo que as mais comuns sao as urinas de jato médio. Dentro
de todas as amostras recebidas, as de urina sao das mais prevalentes na rotina laboratorial.
Para evitar a contaminagao da amostra, o seu processamento comega pela realizagao da

urocultura e s6 depois é que se procede a sumaria de urina.
Urocultura

A urocultura consiste na quantificagao e identificagao dos microrganismos responsaveis
pela infegao urinaria. Com uma ansa de plastico calibrada a 10 plL procede-se a
homogeneizacao da urina e sementeira pela técnica quantitativa de um sé plano nos seguintes
meios solidos: gelose Cistina-Lactose-Deficiente em Eletrélitos (CLED) e gelose Columbia com
Colistina e Acido Nalidixico com 5% de Sangue de Carneiro (CNA). CLED é um meio nio
seletivo mas diferencial, utilizado no isolamento e quantificacao de coldnias de agentes
patogénicos ou contaminantes urinarios. A deficiéncia em eletrélitos inibe a proliferagao
indevida de Proteus spp., enquanto que a lactose permite diferenciar os microrganismos
fermentadores dos nao-fermentadores. Esta diferenciagao é visivel gragas ao indicador de pH
azul de bromotimol, em que bactérias fermentadoras da lactose acidificam o meio e este fica
amarelo (por exemplo: Escherichia coli). Pelo contrario, as bactérias nao-fermentadoras nao

alteram a cor, permanecendo azul (por exemplo: Pseudomonas aeruginosa). A gelose CNA ¢é
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um meio seletivo para bactérias Gram-positivo, uma vez que a colistina e o acido nalidixico

inibem o crescimento de determinadas bactérias Gram-negativo, como Enterobacteriaceae e

Pseudomonaceae (Fonseca et al., 2004). No caso de existir pedido para exame micologico ou

apo6s incubagao existir crescimento de fungos, a urina é semeada em SGC. Os meios sao

incubados a 37°C, em aerobiose durante |8-24 horas.

Sumaria de Urina

A sumaria de urina consiste na avaliagio de determinados parametros fisicos e

bioquimicos e na observagao do sedimento urinario. A nivel macroscopico, a urina é observada

quanto a sua cor e aspeto. De seguida, sdao utilizadas tiras-teste Combur/0 Test M que

Figura 13 — Uroculturas em meio
CLED. Legenda: A-Urocultura
positiva; B-Urocultura negativa; C-

Urocultura polimicrobiana. (Setor de
Microbiologia SPC-IPOCFG)
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apresentam |0 zonas distintas impregnadas com diferentes
reagentes e que permitem a determinagao semi-quantitativa de
parametros tais como: densidade relativa, pH, leucécitos,
nitritos, proteinas, glucose, corpos cetoénicos, urobilinogénio,
bilirrubina e sangue. As tiras-teste sao mergulhadas num tubo
com cerca de 10 mL de urina nao centrifugada durante |
segundo e sao rapidamente colocadas no equipamento Cobas
u4! | para efetuar a sua leitura. Esta é baseada na alteragao da
cor pré-definida para os varios parametros decorrente das
reagoes quimicas ocorridas. Posto isto, a urina é centrifugada
a 1500 rpm durante 5 minutos para obter o sedimento
urinario. Com uma pipeta, aspira-se uma parte do sedimento e
coloca-se uma gota em lamina com lamela para visualizagao ao
microscopio. Este exame permite a observagao de elementos
celulares (eritrocitos, leucocitos e células epiteliais), cristais
e/ou cilindros. Para todos os elementos anota-se a sua

quantidade/abundancia bem como a sua classificagao.

A valorizagao dos resultados tem em conta o método
de colheita de urina e a histéria clinica do doente que inclui a
idade, sexo, sintomatologia, resultados bacteriologicos
anteriores e terapéutica antibiotica (Tille, 2017). Nas
uroculturas, a urina de jato médio é considerada positiva
quando existem |10° ou mais Unidades Formadoras de Colénias
(UFC) por mililitro no meio CLED, que equivale a uma

contagem igual ou superior a 1000 colonias (Figura 13-A).
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Amostras com contagem inferior sao consideradas negativas (Figura 13-B). Contudo,
consoante a situagdo clinica pode ser valorizada a contagem de 10* entre 10° UFC/mL,
equivalente a 100-1000 coldnias. As amostras de urina provenientes de pungao supra-pubica
ou de cateter urindrio que apresentem crescimento sao positivas independentemente da sua
quantificagdo e no caso de nao apresentarem caracteristicas presuntivas de bactérias
comensais da pele, descartando assim a sua possivel contaminagao. Na interpretagao das
uroculturas sao valorizadas amostras que apresentem crescimento até, no maximo, de trés
colonias distintas. Consoante as suas caracteristicas macroscopicas € realizada a identificagao
presuntiva no sentido de proceder a sua identificagao definitiva e TSA. As amostras com mais
de trés tipos de colonias distintas sao consideradas polimicrobianas (Figura 13-C) e, consoante
decisao clinica, pode ser repetida nova colheita da amostra. Conforme é efetuada a avaliagao
das uroculturas, sio também analisados os resultados das sumarias de urina que fornecem
informagoes importantes para a sua interpretagao. Por exemplo, a presenga ou abundancia de
elementos como leucdcitos, nitritos e eritrocitos € sugestiva de estarmos perante uma ITU.
A presenca de células epiteliais ajuda a esclarecer sobre a qualidade da amostra em termos de

contaminagoes.

3.1.6 — Ponta de Cateter

Os cateteres intravasculares sao parte integrante dos cuidados de muitos doentes
hospitalizados. A principal consequéncia destes dispositivos médicos € a sua colonizagao por
bactérias ou fungos, podendo desta forma gerar infe¢oes sérias como infegoes na corrente
sanguinea (Tille, 2017). A cultura semi-quantitativa da ponta de cateter pelo método de Maki
é determinante para avaliar a possibilidade de este ser responsavel pela origem de um quadro
de bacteriémia ou pela sua colonizagao por um determinado microrganismo. Quando o
cateter é retirado, sao cortados 5 cm da parte mais distal, a zona que contacta mais
profundamente na pele. Este é enviado em contentor préprio para o laboratério para ser

analisado o mais rapido possivel.

Com auxilio de uma pinga esterilizada, a ponta do cateter é rodada cinco vezes sobre
uma gelose de COS e depois colocada num caldo BHI, sendo que ambos sao incubados a 37°C
durante 18-24 horas. Assim, os possiveis microrganismos que estejam no exterior da ponta
do cateter desenvolvem-se na gelose COS enquanto que os que estejam no interior sao apenas
identificados a partir do meio de enriquecimento BHI. No caso de ser pedido, ou necessario,
procede-se ao exame micoldgico em que o rodado é efetuado numa gelose SGC, e incubado

nas mesmas condigoes. Apos a incubagao quantifica-se o numero de coldnias no meio COS
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em que, se existirem mais de |5 colonias estas sao valorizadas e procede-se para ID e TSA.
No caso de serem menos de |5 coldnias considera-se que o cateter podera estar colonizado,
descartando possiveis contaminagoes. Também se analisa o caldo BHI que se se apresentar
turvo indica que houve crescimento microbiano e é necessario proceder para esfregaco com
coloragao Gram para posterior observagao microscopica. Esta observagao permite averiguar
se os microrganismos isolados em COS sao idénticos aos presentes no meio BHI, pois caso
contrario, sugere que o interior do cateter podera apresentar microrganismos diferentes.
Nesse sentido, repica-se do BHI para COS e avalia-se o crescimento bacteriano, procedendo
mais tarde para a sua identificagao definitiva. Note-se que os isolamentos da cultura do cateter
sao correlacionados com o resultado da hemocultura concomitante, a fim de confirmar que o

agente infecioso responsavel pela infecao € o mesmo (Fonseca et al., 2004).

3.1.7 - Raspado de Faneros

Neste tipo de amostras, das quais fazem parte as unhas, pele e cabelo, é realizado
exame micologico para pesquisa de dermatofitos. Trichophyton spp., Microsporum spp. e
Epidermophyton spp.. Estes sao os principais agentes etiologicos responsaveis pelas micoses
neste tipo de produtos bioldgicos. Habitualmente sao incapazes de penetrar no tecido
subcutaneo, exceto quando o hospedeiro esta imunocomprometido (Tille, 2017). O
processamento inicia-se com o exame direto a fresco em que é necessario adicionar umas
gotas solucio de hidréxido de sédio aos raspados sobre uma lamina. Esta solugao é
fundamental para quebrar as ligagoes de queratina e permitir a visualizagao dos fungos (Mahon
e Lehman, 2019). E colocada uma lamela e observa-se ao microscépio. Se forem detetadas
hifas, a amostra é positiva. De seguida, é efetuado exame cultural em duas placas de SGC que
incubam durante 4 semanas em estufas com temperaturas diferentes, 25°C e 30°C, e em
lamina Mycoline. Este meio é constituido por SGC num dos lados da lamina que permite o
crescimento de todos os fungos, e no outro lado por gelose Sabouraud com cloranfenicol e
actidiona que, gragas a actidiona, proporciona o crescimento seletivo de dermatofitos (Tille,
2017). A lamina é colocada dentro de um tubo proéprio e incuba na estufa a 25°C. O
crescimento de fungos neste meio é analisado apos 48 horas nos dois lados da lamina. Se
existirem fungos com as mesmas caracteristicas nos dois lados da lamina indica que estamos
perante um dermatofito, que é posteriormente identificado. Caso contrario, se existir apenas
crescimento no lado do SGC, consoante as caracteristicas morfologicas, ou é um fungo
leveduriforme ou filamentoso, sendo necessaria a sua identificagio como ja explicado. O
crescimento nas placas de SGC é analisado todas as semanas em paralelo com o Mycoline, para

avaliacao de crescimento de fungos até serem considerados negativos.
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3.2 - Identificacdao Microbiana e Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana

As caracteristicas macro e microscopicas das colonias isoladas fornecem “pistas” que
permitem chegar a uma identificagao presuntiva dos microrganismos possivelmente envolvidos
numa determinada infecao. Contudo, o crescimento destes microrganismos requer
identificacao e caracterizacao definitivas (Tille, 2017). Todas as metodologias que participam
nos testes de identificagio microbiana e de suscetibilidade antimicrobiana sao descritas a

seguir.

3.2.1 — Testes Auxiliares a Identificacao Microbiana

Muitas vezes ¢é dificil distinguir as coldnias apenas pela sua morfologia, ou a coloragao
de Gram ¢é duvidosa e é necessario recorrer a provas auxiliares de identificagao. Estas sao de
facil execugao e interpretagao (Tille, 2017). No Setor de Microbiologia, os testes auxiliares
mais utilizados sao os que determinam a presenca de enzimas (catalase, oxidade e urease) e a

a suscetibilidade a um determinado antimicrobiano (optoquina e vancomicina).

Teste da Catalase

Esta enzima decompoe o Perdoxido de Hidrogénio (H202) em agua e oxigénio. Para
verificar a sua presenga, coloca-se uma gota de H202 (conhecida agua oxigenada) numa lamina
de vidro e, com uma ansa de plastico, retira-se uma colonia da placa, sendo colocada sobre a
gota de H202. Posto isto, observa-se se ha ou nao formagao de efervescéncia ou bolhas
correspondente a decomposicao do H202 em agua e oxigénio. A producao destas bolhas
indica que a reagao é positiva, ou seja, as bactérias da coldnia possuem a catalase. Pelo
contrario, a nao formagao das bolhas indica que a reagao é negativa. Este teste permite a
distingao de cocos Gram-positivo em que Staphylococcus spp. sao catalase positiva enquanto
que Streptococcus spp. e Enterococcus spp. sao catalase negativa (Fonseca et al., 2004; Tille,

2017).

Teste da Citocromo Oxidase

A citocromo oxidase participa no transporte de eletroes para o oxigénio nas cadeias
de respiragao aerébia, formando agua. No Setor, para avaliar a presenca desta enzima,
recorre-se a tiras comerciais que contém dicloridrato de tetrametil-p-fenilenediamina, um
reagente que substitui o oxigénio como aceitador de eletroes. Este, no estado reduzido é
incolor mas quando oxidado adquire cor azul-roxo. Quando a citocromo oxidase esta
presente, o citocromo c é oxidado e, por sua vez, oxida o reagente (cor azul-roxo) ficando o

citocromo c reduzido. Com uma ansa de plastico esterilizada retira-se uma colonia da placa e
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coloca-se sobre a tira, efetuando de imediato a leitura do resultado. O aparecimento de cor
azul-roxo indica a presenga desta enzima, enquanto que o nao aparecimento desta cor indica
a sua auséncia. Este teste é muito utilizado para distinguir os bacilos Gram-negativo, como por
exemplo: Enterobacteriaceae oxidase negativa de Pseudomonaceae oxidase positiva (Fonseca et

al., 2004; Tille, 2017).

Teste da Urease

A urease hidrolisa a ureia em amonia, agua e CO2. A sua presenca é determinada com

a inoculagao dos microrganismos num caldo que contém ureia como fonte primaria de

~y —
carbono. O caldo é incubado a 37° durante 18-24 horas. Se a urease F- x| {4/2
estiver presente, ha produgao de amonia que alcaliniza o meio e 3 | Jw)

que gragas ao indicador de pH, vermelho de fenol, o meio muda de

cor de amarelo para rosa. No Setor, este teste € muito utilizado

I41177119% )17 )

para distinguir colonias beta-galactosidase-negativa em XLD/HEK

ou para confirmar a presenca de Proteus spp. que é urease positiva
P P G PP- q P A LR
(Figura 14-A) em relagao a Salmonella spp. e Shigella spp., que sao Figura 14 — Teste da Urease.
Legenda: A-Urease positiva;
urease negativa (Figura 14-B)(Mahon e Lehman, 2019; Tille, 2017).  g.Urcase negativa.  (secor de

Microbiologia SPC-IPOCFG)
Teste de Suscetibilidade a Vancomicina

A vancomicina é um antibiotico que atua na parede celular bacteriana em que a maioria
das bactérias Gram-positivo sao suscetiveis e as Gram-negativo clinicamente relevantes sao
resistentes. Este teste de suscetibilidade a vancomicina é de particular importancia quando a
coloragao de Gram ¢ incerta e é necessario averiguar a identificagao do tipo de Gram dos
microrganismos em estudo. O teste é efetuado segundo a técnica de Kirby-Bauer e o meio é
incubado durante 24 horas. Apés incubacgao, avalia-se se ha ou nao crescimento até ao disco.
Qualquer zona de inibicio em torno do disco € indicativa dos microrganismos serem
suscetiveis a vancomicina e, portanto, existe forte possibilidade de se tratar de bactérias Gram-
positivo. A auséncia de zona de inibicao pressupoe a presenca de bactérias Gram-negativo

(Tille, 2017).

Teste da Optoquina

A optoquina € um antibiotico utilizado para distinguir Streptococcus pneumoniae de
outros estreptococos o-hemoliticos que se agrupam no grupo Viridans. Streptococcus
pneumoniae é sensivel a optoquina, apresentando, pela técnica de Kirby-Bauer, um halo de

inibicao superior a 15 mm. Ao analisar a placa, apds incubagao da estirpe com o disco de
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optoquina, se existir um halo de inibigao igual ou superior a |5 mm estamos perante
Streptococcus pneumoniae, enquanto que se o halo for inferior sao Streptococcus a-hemoliticos

(Tille, 2017).
3.2.2 - Biologia Molecular

Os testes de diagndstico molecular fornecem uma detecao rapida dos agentes
infeciosos, sendo bastante Uteis quando os microrganismos apresentam um crescimento lento
em meios de cultura ou por outro lado, sao dificeis de cultivar. Para além disso, este tipo de
testes permite que os clinicos tratem o mais rapidamente possivel infegoes graves com grande
probabilidade de risco de vida (Mahon e Lehman, 2019). No Setor de Microbiologia sao
realizados os testes moleculares descritos na Tabela IX, pela técnica de PCR em tempo real

no equipamento GeneXpert (Cepheid).

Tabela IX — Testes de Biologia Molecular disponiveis no Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG.

Teste ‘ Amostra ‘ Funcao ‘

Detegdo de DNA de Mycobacterium tuberculosis e/ou
Xpert MTBIRIF Ultra Expetoragao mutacoes do gene rpoB associados a resisténcias a
rifampicina

Detecdo de toxinas B (gene tcdB), toxina binaria (gene

Xpert C. difficile BT F
pe ifficile ezes cdtA) e delecao no gene tcdC
Detecao e diferenciagcao dos genes associados a
Xpert Carba-R Zaragatoa retal resisténcia aos carbapenemos (carbapenemases KPC,
OXA48, NDM, VIM e IPM)
Xpert MRSA/SA Detecao de DNA de Staphylococcus aureus e

Sangue (hemocultura)

Blood Culture Staphylococcus aureus Metilina Resistente (gene mecA)
Zaragatoas nasais e Detecao de DNA de Staphylococcus aureus e
Xpert MRSA NxG Sangue Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes (gene mecA e
(hemoculturas)* mecQ *Confirmagio de hemoculturas positivas e despiste de portadores
Zaragatoa nasofaringea Detecio e diferenciagio de RNA viral dos Virus
Xpert Xpress Flu/IRSY 4 2 ¢ ¢ , e, Ryl
ou nasal Influenza A, Influenza B e Virus Respiratorio Sincicial

3.2.3 - Sistema de ldentificacao BD BBL Crystal

BD BBL Crystal é um sistema de identificagao rapida para bactérias aerobias Gram-
positivo. O inoculo ¢ distribuido por um painel com 30 pogos, cada um com um determinado
substrato bioquimico/enzimatico ligado a substancias cromogénicas ou fluorogénicas. Este
painel é incubado durante 24-48 horas a 37°C, e apos esse periodo a leitura é feita visualmente
pela alteragao de cor e com auxilio de um equipamento com fonte de luz UV pela presenga
de aumento de fluorescéncia em relagao a um pogo de controlo (Figura 15-A). A cada pogo é
atribuido um resultado negativo ou positivo consoante a cor/fluorescéncia (Figura [5-B),
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sendo depois somados por colunas os resultados positivos. Aos resultados negativos é
atribuido o numero zero. Posto isto, determina-se um bioniumero de |0 digitos. Num software
proprio da marca, é colocado este bionumero e a morfologia (cocos ou bacilos) a fim de se

obter uma identificacao.

BBLCRYSTAL™ Gram-Positive Identification Color Cha

L9000

FPH FTR FHO | TRE SUC ARA BGL PHO URE

@@@@

FGC FGS FAR FGN | LAC MNT GLR PCE PAM ESC

000000000
.@aaaa

FVA FPY FGA FIS ‘HAB MTT  FRU

+ 008000000

FLUORESCENCE FCT

pPLN PGO ARG

CTON
DICT( INSON

Figura 15 — Sistema de Identificagdo BD BBL Crystal. Legenda: A-Painel de 30 pogos apds incubagao; B-BD BBL Crystal Panel
Viewer que permite a leitura dos pogos. (Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

Recorre-se a este sistema quando € necessario identificar bactérias Gram-positivo que
nao estao abrangidas no leque de microrganismos possiveis de identificar no Vitek 2 Compact

I5 ou quando a identificagdo de um Gram-positivo é duvidosa.

3.2.4 - Vitek 2 Compact I5: ldentificacao Definitiva e TSA

No Setor de Microbiologia, a identificagao definitiva da grande maioria das bactérias e
leveduras isoladas é realizada no sistema automatizado Vitek 2 Compact |5 através da utilizagao
de cartas de ID e de TSA. A partir de uma ou mais coldnias puras é realizada uma suspensao
em 3 mL de solugao salina com uma determinada densidade de McFarland que depende do
tipo de carta. Para chegar a densidade de McFarland pretendida utiliza-se um densitometro.
Esta suspensao é semeada em meio COS quando se pretende identificar cocos Gram-positivo,
em CLED para bacilos Gram-negativo, em SGC para leveduras, em PVX para bactérias
fastidiosas e em SCS para anaeroébios e Corynebacterium spp.. Esta sementeira realizada a partir
da suspensao permite avaliar a sua pureza, funcionando como um controlo da identificagao
uma vez que, para esta ser definitiva, o crescimento nestas placas s6 pode apresentar um tipo

de coldnias (colonias puras). Caso contrario, tem de se repetir todo o procedimento.

As cartas de identificagdo, como o proprio nome indica, sdo cartas que permitem a
identificacao de microrganismos clinicamente relevantes. Estas sao constituidas por 64 pogos
com diferentes substratos bioquimicos, cuja utilizagao pelo microrganismo é revelada a partir
de reagoes colorimétricas, chegando assim a sua identificagao. As cartas de ID utilizadas no

Setor de Microbiologia sao: ID GN para bacilos Gram-negativo nao fastidiosos, ID GP para
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cocos Gram-positivo, ID YST para leveduras, ID NH para Neisseria spp. e Haemophilus spp. e

ID ANC para Corynebacterium spp. e anaerobios.

As cartas de TSA permitem determinar a Concentragao Minima Inibitoria (CMI) e,
portanto, a suscetibilidade dos microrganismos a determinados antimicrobianos. No Setor
estao disponiveis as cartas: TSA YS08 para leveduras, TSA 355 para Enterobacteriaceae, TSA
373 para Pseudomonaceae e Gram-negativo multirresistentes, TSA 648 para Staphylococcus spp.,
TSA ST-03 para Streptococcus a-hemoliticos, TSA 586 para Enterococcus spp. e Streptococcus 3
ou y-hemoliticos. Para a utilizagao destas, é necessario preparar uma nova suspensao a partir
da suspensao utilizada para a identificagao. Cada carta contém pogos com concentragoes

especificas de determinados antimicrobianos.

Na Figura |6 esta representado o esquema que € utilizado no sentido de auxiliar tanto

o processo de identificagao de microrganismos, como a escolha das cartas de ID e TSA.

Leveduras

IDYST
TSAYS08

Gram-Positivo Copieznmg
Spp.
E Oxidase [ ID GN
£ Bacilos Negativa = cteriaceas TSA 355
& Cresce em
'é CLED ; r
5 gx'i;.lse Pseudomonaceae
Gram-Negativo ositiva
Nio cresce em Haemophilus
CLED Spp.
Bactérias [
Catalase Staphylococcus ID GP
Positiva spp- TSA 648
Gram-Positivo H Streptococcus ID GP
Hemédlise a PP. TSA ST03
Catalase
Negativa Streptococcus ID GP
Hemélise PP [SASEE
Bouy Enterococcus ID GP
SPp- TSA 586
Gram-Negativo }7 Neisseria spp. ﬂ

Figura 16 — Esquema utilizado no processo de identificagdo microbiana com respetivas cartas de ID e TSA.
(Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

As cartas sao colocadas numa rack prépria e ficam em contacto com as suspensoes
preparadas. Depois sao colocadas no Vitek 2 Compact 15 (Figura 17) que, em primeiro lugar,
as aspira e em segundo, as incuba num compartimento proprio com temperatura controlada.
Durante a incubagao, o equipamento efetua leituras oticas de |5 em |5 minutos, em que mede
a existéncia que produtos corados/alteragao de cor dos pogos (cartas ID) e o crescimento

bacteriano (cartas TSA).
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Num computador, um software proprio da casa comercial
compara os resultados com uma base de dados e identifica os
microrganismos com um valor de percentagem associado a confianga
do resultado. Nas cartas de TSA, a partir crescimento bacteriano
associado a diluicoes sucessivas é determinada a CMI baseada numa

andlise algoritmica. Assim, e de acordo com as normas do EUCAST

L
- (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), obtém-se os
Figura 17 — Colocagao das . i
cartas o respetivo  Perfis de suscetibilidade em que sio identificados os farmacos aos quais
equipamento Vitek 2 Compact
15 da BioMérieux. (Setor de
Microbiologia SPC-IPOCFG)

os microrganismos sao suscetiveis ou resistentes.

3.2.5 - TSA Manuais: Método de Kirby-Bauer e E-test

Também sao realizados TSA pelo método de Kirby-Bauer e E-test quando se quer avaliar
a suscetibilidade a determinados antibioticos que nao estao incluidos nas cartas TSA ou quando
estas nao estao disponiveis. Como se pode observar na Figura 16, nao se utilizam cartas TSA
para os microrganismos anaerébios e fastidiosos, como para Haemophilus spp., Neisseria spp.
e Corynebacterium spp.. O método de Kirby-Bauer consiste em testes de difusao em disco, em
que sao utilizados discos de papel de filtro impregnados com uma concentragao conhecida de
antibioticos. Quando estes sao colocados na superficie de uma placa inoculada, o antibiotico
difunde-se pela gelose estabelecendo assim um gradiente de concentragao em volta do disco,
sendo que a concentragao mais alta € a que esta mais proxima deste. Apos incubagao, as
bactérias crescem em torno dos discos até onde a concentragao do antibidtico é
suficientemente alta para inibir o seu desenvolvimento, permitindo assim a detegao de

suscetibilidade a este tipo de farmacos utilizando as Breakpoint Tables do EUCAST (Tille, 2017).

O procedimento para a realizagao destes testes comeca pela preparagio de uma
suspensao bacteriana com densidade 0,5 McFarland que é semeada pela técnica de sementeira
em toalha em gelose Mueller-Hinton (MHE) ou gelose Mueller-Hinton Fastidious (MHF) para
bactérias fastidiosas. MHE é um meio nao seletivo, transparente, que suporta o crescimento
da maioria das bactérias e € muito utilizado nos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos.
No meio MHF, a adicao de 5% de sangue de cavalo cria um meio enriquecido para organismos
como Neisseria spp., Haemophilus spp. e Streptococcus spp. (Mahon e Lehman, 2019). Os discos
sao aplicados na superficie da gelose até um maximo de 5 discos por placa, e as placas sao
incubadas a 37°C durante 16-20 horas. Apos este tempo, procede-se a medi¢ao em milimetros
dos halos de inibigao que, de acordo com as normas do EUCAST, permitem classificar os

microrganismos como suscetiveis ou resistentes aos antibioticos correspondentes (Figura |8).
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T

Figura 18 — Método Kirby-Bauer em placas de MHE. (Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

O E-test consiste no uso de tiras de plastico que de um lado contém o gradiente de
concentragao do antibiotico e do outro uma escala numérica que indica a concentragao do
farmaco. As placas MHE sao inoculadas como em cima referido,
e a tira E-test (Figura 19) é colocada no centro da placa que ¢
posteriormente incubada. Apés incubagao, a interpretagao é feita

com base na escala numérica onde a inibicao do crescimento

corresponde a um nimero que é considerado como a CMI (Tille,

2017). Também neste TSA, os microrganismos sao classificados \\

~

como suscetiveis ou resistentes aos antibioticos de acordo com

Figura 19 — E-test em MHE. (Setor de
as normas do EUCAST. Microbiologia SPC-IPOCFG)

3.2.6 — Pesquisa de Mecanismos de Resisténcia: Beta-lactamases de Espetro

Alargado e Carbapenemases

Os beta-lactamicos sao dos antibioticos mais utilizados na clinica, sendo por isso os
que mais frequentemente sao alvo dos mecanismos de resisténcia por parte das bactérias. A
produgao de Beta-lactamases de Espetro Alargado (Extended-Spectrum Beta-Lactamases, ESBL)
constitui um dos principais mecanismos de resisténcia devido a hidroélise do anel beta-
lactimico. Isto resulta na auséncia de eficacia terapéutica por parte das cefalosporinas de
terceira e quarta geragao, embora a sua atividade seja inibida pelo acido clavulanico. As ESBL
sao frequentemente codificadas por genes de plasmideos. Estes plasmideos podem carregar
genes de resisténcia a outras classes de antibioticos e, por este motivo, as ESBL estao
eventualmente associadas a co-resisténcia ao cotrimoxazol, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. Em infe¢oes com bactérias produtoras de ESBL, nomeadamente bactérias
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, por vezes a Unica opgao terapéutica € a utilizagao
de carbapenemos. Estes antibidticos apresentam um espetro de atividade mais amplo dentro
da classe dos beta-lactamicos sendo resistentes a maioria das beta-lactamases. Contudo,

muitas vezes estas bactérias também sao produtoras de carbapenemases, tornando mais dificil
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o tratamento das infe¢oes por este tipo de microrganismos (Bertao et al, 2018; Mahon e

Lehman, 2019; Paterson e Bonomo, 2005).

No Setor, estes mecanismos de resisténcia sao pesquisados por métodos fenotipicos
em microrganismos isolados como: E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp., Proteus
mirabilis. Para a detegao da produgao de ESBL é realizado o Teste de Sinergismo em Duplo
Disco, em que sao utilizadas cefalosporinas de terceira geragao (ceftriaxona e cefotaxima) e
um inibidor de beta-lactamases (acido clavulanico). Quando ha produgao de ESBL, estas
hidrolisam as cefalosporinas que, na presenca do inibidor de beta-lactamases, diminui a sua
CMI demonstrando a existéncia de sinergismo (Drieux et al., 2008). Na detegao de produgao
de carbapenemases € utilizado um disco de faropenemo, um dos antibiéticos mais sensiveis e
especificos (99% e 94%, respetivamente) para aferir a presenga de carbapenamases, uma vez
que o hidrolisam (Day et al., 2013; Hu et al., 2014). Para isso, é preparada uma suspensao com
densidade 0,5 McFarland, que é semeada em MHE pela técnica de sementeira em toalha. Pelo
método de Kirby-Bauer sao adicionados os seguintes discos: amoxicilina com acido clavulanico
no centro, ceftriaxona a 20 mm a direita do centro, cefotaxima a 20 mm a esquerda do centro,
e faropenemo mais afastado dos outros discos. Incuba-se a placa a 37°C durante 18 horas.
Apos incubacgao, a leitura e interpretagao dos resultados é realizada conforme representado

na Figura 20.

A B

Figura 20 — Pesquisa dos mecanismos de resisténcia, ESBL e carbapenemases, pelo método de difusio em disco em placa de
MHE. Legenda: A-ESBL positivo e faropenemo sensivel; B-ESBL negativo e faropenemo sensivel; C-ESBL negativo e
faropenemo resistente. (Setor de Microbiologia SPC-IPOCFG)

A presenca de sinergismo entre os antibioticos ceftriaxona, amoxicilina com acido
clavulanico e cefotaxima indica a presenga de ESBL e, portanto, a bactéria em causa é ESBL
positivo (Figura 20-A). Caso contrario, se nao houver sinergismo entre os antibioticos, é ESBL
negativo (Figura 20-B e C). A presenca de halo de inibigao em relagao ao disco de faropenemo
indica que a bactéria inoculada é sensivel, ndo sendo produtora de carbapenemases (Figura
20-A e B). A auséncia de halo de inibigao indica a resisténcia ao faropenemo e, portanto, a

bactéria produz carbapenemases (Figura 20-C).
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Capitulo IV — Hematologia

A Hematologia engloba o estudo do sangue e de todos os seus componentes, desde a
avaliagdo das células, das moléculas e dos orgaos envolvidos em todo o sistema

hematopoiético.

As doencgas hemato-oncoldgicas representam aproximadamente 7 a 9% de todas as
neoplasias malignas e caracterizam-se por serem doengas clonais que se originam a partir de
uma Unica célula mutada na medula dssea ou no tecido linféide periférico. A possibilidade do
desenvolvimento deste tipo de doengas pode aumentar de acordo com um conjunto de
fatores sejam eles genéticos, geograficos e/ou ambientais (Silva et al,, 2016). Tendo em conta
O contexto em que se insere este estagio, se por um lado existem as doengas hemato-
oncoldgicas que estao diretamente relacionadas com esta area, por outro lado, muitas vezes
surgem complicagoes do foro hematoldgico (anemia, leucopenia ou alteragoes da coagulagao)
derivadas de outro tipo de neoplasias que, ou pela propria patologia ou pelos tratamentos
agressivos de quimio/radioterapia, estas podem conduzir a um maior risco de vida. Posto isto,
€ necessario monitorizar, de forma minuciosa, estes doentes através de analises de rotina
como um “simples” hemograma, seja para auxiliar no ajuste da terapéutica por parte do clinico
ou, se for o caso, no melhor diagnostico/prognostico, de forma a contribuir para sua melhor

qualidade de vida.

O Setor de Hematologia do SPC encontra-se dividido em duas salas: uma sala principal
onde as amostras sao rececionadas e sao realizadas analises de hemograma, velocidade de
sedimentagao, coloragao e observagao ao microscopio de esfregacos de sangue periférico e
de aspirados de medula 6ssea; na segunda sala sao efetuados os estudos de avaliagao da
hemostase, a imunofenotipagem por citometria de fluxo e preparagao das amostras para

pesquisa e quantificagao do gene BCR-ABL por biologia molecular.

Na Figura 21| esta representado um esquema geral do circuito que é efetuado pelas
amostras bioldgicas mais recebidas na rotina laboratorial do Setor. A sua chegada, estas sio
logo rececionadas e separadas consoante o exame pedido pelo clinico e tipo de
tubo/anticoagulante. As amostras mais recebidas sao as de sangue total em tubo com EDTA-
K3 (tampa violeta) para determinagao do hemograma e velocidade de sedimentagao, e as de
sangue total em tubo com citrato de sédio (tampa azul) para avaliagao da hemostase. As provas
da coagulagao sao efetuadas em plasma pobre em plaquetas obtido por centrifugagao a 3000
rpm durante 10 minutos. Estes dois anticoagulantes removem o calcio necessario a cascata da

coagulagao, ligando os ides numa forma nao ionizada (Bain, Bates e Laffan, 2017). Todavia, o
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EDTA nao altera a morfologia celular mas provoca alteragoes na estrutura quimica do fator
V, fibrinogénio e trombina, razao pela qual nao € utilizado nos estudos da coagulagao (Silva et
al., 2016). As amostras em tubo com EDTA-K3 sao colocadas num agitador até ao momento
de serem colocadas numa rack e serem inseridas no auto-analisador Beckman Coulter DxH900
Analyzer para efetuar a sua andlise. Isto permite manter o sangue homogeneizado de modo a

evitar a ocorréncia de erros na determinagao dos varios parametros.

Setor de Hematologia

Salal | Sala2
Hemograma Agitador de \ Rececdo de ) _ Centrifigacio | Estudos q‘a
Tubos ‘ Amostras [ : Coagulagido
DxH900 Andlyzer l EDTA Citrato | ACLTOP CTS 350
de Sédio | Instrumentation
i Laboratory
i el Coloragio de |
Velocidade de — Sangue > Esfregiag:os
Sedimentagio Periférico i |
Aerospray Emissao de
Test | BCL !
HematolagyPro } Resultados
ALI Fax Wescor i

Observagdo ao
Microscdpio
Emissio de ,—,7 Optico

Resultados

Figura 21 — Circuito geral das amostras bioldgicas mais recebidas na rotina laboratorial do Setor de Hematologia
do SPC-IPOCFG.

4.1 - Hemograma

O hemograma é o exame laboratorial mais pedido pelos clinicos e, portanto, o mais
realizado no SPC. Fornece informagdes quantitativas e qualitativas acerca dos trés principais

componentes celulares do sangue periférico: eritrocitos, leucdcitos e plaquetas.

Além de ser considerado um exame periédico para avaliagio do estado de saude dos
utentes, € um exame indispensavel ao diagnostico das diversas patologias hematoldgicas, no
controlo de doencas infeciosas, de doengas créonicas em geral, de emergéncias médicas, de
procedimentos cirurgicos, bem como no acompanhamento e monitorizagao de terapéuticas,
nomeadamente, quimio e radioterapia. Na maioria dos casos, os primeiros sinais e evidéncias
das doengas hemato-oncologicas sao observadas neste exame, demostrando a sua importancia

na pratica clinica (Bandeira, Magalhaes e Aquino, 2014; Silva et al., 2016).
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; No Setor de Hematologia, este exame é realizado no auto-
analisador Beckman Coulter DxH900 Analyzer (Figura 22). Este baseia-se
em diferentes metodologias consoante a analise a determinar: a
impedancia elétrica (Principio de Coulter) para a contagem das células,
a tecnologia Volume-Conductivity-Scatter (VCS) para a diferenciagao dos

leucocitos e a espetrofotometria para quantificagao da hemoglobina.

Como referido anteriormente, as amostras em tubo de EDTA-

Figura 22 — Auto-analisador
Beckman Coulter DxH900 K3 sao colocadas no equipamento. Primeiro sao homogeneizadas e por

Analyzer. (Setor de . . o
Hematologia SPC-IPOCFG) ordem, sao aspirados 165 pL de sangue. Parte desse sangue é diluido

num liquido condutor e aspirado por vacuo, fazendo com que cada uma das células suspensas
passe através de uma pequena abertura entre os elétrodos que estao submersos em cada lado
dessa abertura. Este principio permite a contagem do numero de células pois a medida que
cada uma atravessa a abertura, desloca consigo o liquido condutor e cria uma resisténcia
momentanea de passagem de corrente entre os elétrodos. Desta forma sao gerados impulsos
eletronicos mensuraveis em que cada impulso corresponde ao nimero de células e a sua
amplitude é proporcional ao volume celular (Bacall, 2009). As contagens celulares das linhas

eritrocitaria, leucocitaria e megacariocitica sao realizadas por este principio.

A contagem diferencial das cinco populagoes de leucécitos é determinada por
tecnologia VCS que se baseia na conjugacao de trés medigoes: detecao do volume/tamanho,
condutividade e dispersao de uma luz laser que cada tipo de célula provoca. A amostra é
aspirada para um médulo onde sao adicionados dois tipos de reagente, um reagente litico que
lisa os eritrocitos e um reagente conservante que estabiliza e mantém intacta a forma e nucleo
dos leucocitos, permitindo assim a sua contagem. Uma vez preparada a amostra, através de
uma valvula de distribuicao, as células passam uma a uma na zona de detegao e sao iluminadas
por um laser de diodo para determinagao simultinea do volume, condutividade e dispersao
da luz. Para detecao do volume dos leucécitos € utilizada uma corrente direta de baixa
frequéncia, tal como no Principio de Coulter. Pelo contrario, para a avaliagao da estrutura
interna (complexidade celular) é utilizada uma corrente eletromagnética de alta frequéncia que
atravessa as células. A interagao das células com o feixe de luz provoca a sua dispersao, que
detetada através de sensores fotovoltaicos. Os resultados sao expressos em graficos bi e
tridimensionais (Bacall, 2009; Silva et al., 2016). Por esta tecnologia sao também determinadas

as contagens de reticulocitos e de eritroblastos.

A determinagao da hemoglobina é efetuada por espetrofotometria através da técnica
modificada de ciano-meta-hemoglobina. No momento em que o sangue é aspirado para o
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modulo de contagem diferencial dos leucécitos, o reagente litico permite a libertagao da
hemoglobina que é logo convertida num pigmento estavel. Apds realizada a contagem
diferencial, a amostra diluida e hemolisada é colocada numa cuvete para medigao
espetrofotométrica a 525 nm. A absorvancia é diretamente proporcional a concentragao de

hemoglobina da amostra (Bain, Bates e Laffan, 2017; Silva et al., 2016).

Na Tabela X estao descritos os parametros determinados no auto-analisador onde sao

efetuados os hemogramas.

Tabela X — Parametros determinados no Beckman Coulter DxH900 Analyzer e sua descrigao.

Parametros

Designacao

Unidades

Metodologia

Avaliacdo da Linha Eritrocitaria

RBC Contagem de Eritrocitos x 107 12/L Principio de Coulter
HGB Hemoglobina g/dL Espetrofotometria
HCT Hematocrito % Calculado
Derivado do Hi d
MCV | Volume Corpuscular Médio fL erivado do Histograma ca
Contagem de Eritrécitos
MCH Hemoglobina Corpuscular Média pg Calculado
MCHC Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média g/dL Calculado
Derivado do Hi d
RDW Amplitude da Distribuicao dos Eritrocitos % erivado do |stc.>gr,an.1a 2
Contagem de Eritrocitos
NRBC e font?gim deCErlt:ocmosAl:uclle:dzs Eo:. IIO(?t /100 WBC . .
NRBC# eucocitos e Contagem Absoluta de Eritrocitos e x10°/pL ecnologia
Nucleados
RET e . o (12 "
RET# Contagem Relativa e Absoluta de Reticulocitos % e x103/uL Tecnologia VCS

Avaliacio da

Linha Leucocitaria

WBC Contagem de Leucocitos % e x103/uL Principio de Coulter
NE e NE# | Contagem Relativa e Absoluta de Neutréfilos % e x103/uL
LY e LY# | Contagem Relativa e Absoluta de Linfécitos % e x10%/pL Tecnologia VCS
(Contagem Relativa)
MO e MO# | Contagem Relativa e Absoluta de Mondcitos % e x103/uL
Calculado
EO e EO# | Contagem Relativa e Absoluta de Eosindfilos % e x103/uL (Contagem Absoluta)
BA e BA# | Contagem Relativa e Absoluta de Basofilos % e x103/uL

Avaliacao da

Linha Megacariocitica

PLT

Contagem de Plaquetas

« 103/l

Principio de Coulter

MPV

Volume Médio de Plaquetas

fL

Derivado do Histograma da
Contagem de Plaquetas
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4.1.1 — Parametros de Avaliacdo da Linha Eritrocitaria

A interpretacao dos parametros da linhagem eritocitaria permite avaliar alteragoes na
produgao, no aumento da perda ou na destruicao dos eritrocitos, na qual se inclui o estudo
de patologias como a anemia e a policitémia. A anemia define-se pela reducao da concentragao
de hemoglobina de acordo com os valores de referéncia estabelecidos consoante a idade e
sexo. Por outro lado, a policitémia corresponde ao aumento da concentragao de hemoglobina,
com consequente aumento do hematocrito (Hoffbrand e Moss, 2016). Ambas as patologias
tém causas distintas, sendo necessario o aprofundamento da sua avaliagao clinica para chegar

a um diagnéstico definitivo.

Estima-se que mais de 50% dos doentes oncoldgicos desenvolvem anemia. A sua
incidéncia é multifatorial e variavel, podendo ocorrer em simultineo varios mecanismos no
mesmo doente. Por um lado, a propria neoplasia sendo uma doenga crénica, leva a ativagao
do sistema imunologico e inflamatorio pela produgao de citocinas em resposta as células
tumorais. Estas citocinas suprimem a eritropoiese, condicionando ou a produgao de
eritropoietina ou a sua resposta medular, bem como alteragées no metabolismo do ferro pela
diminuigao da sua concentragao. Por outro, as terapéuticas anticancerigenas provocam efeitos
toxicos e supressores nas células, principalmente nas células renais produtoras de
eritropoietina e nas células progenitoras da linha eritréide na medula 6ssea. Para além disso,
podem causar alteragbes no metabolismo dos globulos vermelhos bem como na sua
morfologia (Feliciano, Costa e Melo, 2003). Cada parametro de avaliagao da linha eritrocitaria

é apresentado em seguida, com descri¢ao da sua importancia na interpretagao clinica.

Contagem de Eritrocitos

O:s eritrocitos sao as células mais numerosas que circulam na corrente sanguinea e tém
como principal fungao o transporte de oxigénio dos pulmoes as células e o retorno de dioxido
de carbono no sentido inverso. Apresentam forma em disco biconcavo sem nucleo e de cor
rosada, gragas a hemoglobina (Hoffbrand e Moss, 2016). A sua contagem corresponde ao
numero total de eritrocitos por unidade de volume de sangue e sempre € interpretada em

conjunto com os restantes parametros uma vez que a sua avaliagao isolada nao é conclusiva.

Hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina especializada que permite aos eritrocitos executar as
trocas gasosas. E composta por quatro cadeias polipeptidicas, duas globinas o e duas globinas

B, sendo que cada uma contém um atomo de ferro ligado a protoporfirina para formar o grupo
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heme (Hoffbrand e Moss, 2016). A determinagao da concentragao de hemoglobina, para além
de indicar a presenga de anemia, também informa acerca da sua intensidade (Silva et al., 2016).
Este parametro pode estar falsamente aumentado em situagoes de lipémia, hiperbilirrubinémia

ou leucocitose acentuada (Failace, 2009).
Hematcrito

O hematocrito corresponde a fragao ocupada pelos eritrocitos no volume total de
sangue da amostra expressa em percentagem (Silva et al., 2016). Este parametro é determinado

de forma indireta, através da seguinte formula:

(Eritrocitos x VCM)
10

Hematdcrito (%) =

Volume Corpuscular Médio (VCM)

O VCM é um parametro que traduz o média do tamanho da populagao eritrocitaria,
expresso em fentolitros. No auto-analisador, através do principio da impedancia, sao gerados
histogramas que ilustram graficamente a contagem celular em fungao da distribuicao do seu
tamanho. O VCM ¢ derivado do histograma dos eritrocitos, sendo multiplicado por um fator
de calibragao. Populagoes eritrocitacias com tamanho pequeno deslocam o histograma para o
lado esquerdo enquanto que as de tamanho maior, o histograma desloca-se mais para a direita
(Silva et al, 2016). A sua determinagao € util na classificagao das anemias em microciticas
(VCM<80 fL), normociticas (VCM = 80-95 fL) e macrociticas (VCM>95 fL), ajudando assim a

indicar qual a natureza da possivel anomalia subjacente (Hoffbrand e Moss, 2016).

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

A HCM indica, em média, qual a quantidade de hemoglobina presente em cada
eritrocito e é expressa em picogramas (Silva et al., 2016). A sua determinagao € indireta, sendo

calculada através da formula:

HCM (pg) = [Hemoglobina]
P&) = TEritrocitos

Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

A CHCM indica, em média, a concentracao de hemoglobina presente em cada
eritrocito, sendo expressa em grama por decilitro. A sua avaliagao é util na classificagao das
anemias, permitindo distinguir as anemias normocromicas de hipocromicas (Silva et al.,, 2016).

Este parametro é determinado indiretamente através da seguinte formula:

[Hemoglobina]
CHCM (g/dL) = ——— x 100
Hematdcrito
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Amplitude da Distribuicao dos Eritrécitos - Red Cell Distribution With (RDVV)

O RDW traduz a variagao de tamanho da populagao eritrocitaria e é derivado do
histograma dos eritrocitos, sendo multiplicado por um fator de calibragao e expresso em
percentagem. Este pardmetro quando se encontra dentro dos valores de referéncia indica que
os eritrocitos apresentam uma populagio homogénea em relagio ao seu tamanho. No
entanto, isto nao significa necessariamente que todas as células possuem um tamanho normal.
Se a maioria dos eritrécitos forem de pequeno ou grande tamanho, o valor de RDW é normal.
Um RDW aumentado indica a presenga anisocitose, ou seja, uma maior variabilidade no
tamanho dos eritrocitos. Estas alteragoes estio relacionadas com deficiéncias nutricionais,
como a de ferro, vitamina B12 e folatos (Silva et al., 2016). Posto isto, o RDW também fornece

informagoes que auxiliam na interpretagao clinica das anemias.
Reticulocitos

Os reticulocitos sao as Ultimas células precursoras imediatamente antes de se
formaram os eritrocitos maduros. Por outras palavras, sao recém-eritrécitos que migram da
medula 6ssea para o sangue periférico e que ja nao contém nucleo mas sim RNA ribossémico
que vai sendo catabolizado durante | a 2 dias. Sao células ligeiramente maiores e de coloragao
mais acinzentada ou roxeada quando observados no esfregaco de sangue periférico (ESP)
(Failace, 2009; Hoffbrand e Moss, 2016). No auto-analisador, a sua determinagao é realizada
por coloragao com azul de metileno e por tecnologia VCS que correlaciona a imaturidade dos
reticulocitos pelo seu volume e dispersao da luz devido a presenga de RNA (Silva et al., 2016).
Este parametro é uma importante ferramenta para a avaliagao da atividade regenerativa da
medula 6ssea, mostrando qual a sua capacidade em responder a diminuigao da concentragao
da hemoglobina com a produgao de novas células. Assim, nos casos em que ha diminuigao da
contagem de reticuldcitos é provavel estarmos perante uma anemia por supressao da medula
ossea enquanto que o seu aumento indica que a anemia € regenerativa, apontando para causas

de hemolise ou de perdas sanguineas agudas (Feliciano, Costa e Melo, 2003; Silva et al., 2016).
Eritroblastos

Os eritroblastos sao células nucleadas precursoras da linha eritréide cuja diferenciagao
ocorre na medula 6ssea e portanto, em condigdes normais, estas células nao estao presentes
no sangue periférico (Hoffbrand e Moss, 2016). No auto-analisador, a sua determinagao é
realizada pela tecnologia VCS e sao deduzidos na contagem de leucécitos (eritroblastos/100
leucocitos). Muitas vezes é necessaria a observagao de ESP para fazer a corregao da contagem

diferencial de leucécitos, principalmente quando a percentagem de eritroblastos é superior a
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5/100 leucocitos (Failace, 2009). Este parametro é fundamental para averiguar o prognoéstico
de patologias tais como, talassémias, doengas mieloproliferativas e tumores solidos

metastaticos da medula 6ssea (Silva et al., 2016).

4.1.2 - Parametros de Avaliacdo da Linha Leucocitaria

Também é parte integrante do hemograma a contagem de leucocitos bem como o seu
diferencial, do qual fazem parte a quantificacao e avaliagdo morfologica das diferentes células.
Estas podem dividir-se em dois grupos: fagocitos e linfocitos. Dos fagocitos fazem parte os
granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos) e os monocitos que estao relacionados com
a resposta imune inata. Os linfocitos sao células imunologicamente competentes que auxiliam
os fagocitos numa resposta de segunda linha de defesa, a resposta imune adaptativa. Num
adulto saudavel, os neutrofilos constituem a maioria dos leucocitos em circulagao no sangue
periférico e desempenham um papel fundamental no mecanismo de defesa do organismo. Na
maioria das doengas infeciosas e/ou inflamatodrias ocorre neutrofilia (>7,0x10°/uL). Pelo
contrario, uma neutropenia (<I,8x10%/ L) acentuada pode decorrer de tratamentos de
quimo/radioterapia ou de insuficiéncia da medula 6ssea, com sério comprometimento do
sistema imunolégico e aumento da predisposi¢ao dos doentes a infe¢oes. Os linfécitos sao o
segundo tipo de leucécitos mais abundante no sangue periférico. A linfocitose (>5,0x10%/pL)
pode estar associada a infe¢oes virais ou bacterianas agudas, leucemias linfoides ou linfomas.
As infegoes bacterianas normalmente cursam com neutrofilia. Ja a linfopenia (<1,0x10%/pL)
pode acompanhar neutropenia nas doengas inflamatorias/infeciosas ou ser causada por
terapéuticas de quimio/radioterapia ou imunossupressoras. Os mondcitos circulam de forma
breve no sangue periférico, exercendo as suas fungdes nos tecidos como macrofagos. A
monocitose (>1,2x10%/uL) esta relacionada com infe¢oes bacterianas croénicas, doengas
autoimunes ou neoplasias, como por exemplo, a leucemia mielomonocitica cronica. Os
eosinodfilos participam nos processos inflamatorios com especial papel nas reagoes alérgicas,
defesa em infegOes por parasitas e na reparagao tecidual. A eosinofilia (>0,6x10%/pL) deve-se,
muitas das vezes as razoes mencionadas, mas também pode estar associada a leucemias. Os
basofilos também participam nas reagoes alérgicas apresentando locais de ligagao para a
imunoglobulina E e a libertagao de histamina por desgranulagao da célula. Estas sao escassas
na corrente sanguinea, no entanto, o seu aumento (>0,2x10%/uL) esta associado a presenga

de doengas mieloproliferativas (Failace, 2009; Hoffbrand e Moss, 2016).

No Setor de Hematologia, as situagoes de leucocitose superior a 20,0x10%/pL,

eosinofilia superior a 10%, basofilia superior a 2% ou alarmes que indicam a presenga de blastos
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sao exemplo de quando é necessario avaliar o histérico do doente e, caso se justifique, realizar

ESP.

4.1.3 - Parametros de Avaliacdo da Linha Megacariocitica

As plaquetas sao fragmentos que derivam do citoplasma dos megacariocitos na medula
ossea, nao sendo por isso consideradas como células. Num individuo adulto saudavel, o
numero total de plaquetas circulantes no sangue varia entre 140 a 400x10%*/pL. Tém como
principal fungao a sua participagdo nos mecanismos de adesao e agregagao na hemostasia
primaria bem como a interagao com os fatores da coagulagao na hemostasia secundaria. Deste
modo estao envolvidas na causa de diversas patologias, seja pela diminuigao (trombocitopenia)
ou aumento (trombocitose) do seu numero. A trombocitopenia é uma das alteragoes mais
frequentes que esta associada a sangramento anormal. A causa mais comum € a insuficiéncia
da sua producao na medula 6ssea. Esta insuficiéncia pode ser seletiva, como por exemplo a
utilizagdo alguns farmacos que pela sua toxicidade conduz a depressao especifica dos
megacariocitos, ou global, em que todas as linhas sao afetadas seja devido tratamentos de
quimio/radioterapia ou determinadas patologias como anemia aplastica, leucemia, mieloma
multiplo e outras neoplasias que envolvam alteragdes na medula 6ssea. Por outro lado,
também pode ocorrer diminuigao do nimero de plaquetas pelo aumento da sua destruigao.
Habitualmente estda associada a alteragoes imunologicas com produgao de autoanticorpos
antiplaquetas e pode ser induzida por diversos mecanismos. As trombocitoses sao classificadas
de causa fisioldgica, primaria ou secundaria. A trombocitose fisioldgica pode ocorrer apos
realizagao de exercicio fisico intenso ou na altura do parto em gravidas. Este € um aumento
transitorio do numero total de plaquetas deve-se a sua mobilizagao e nao ao aumento da sua
produgao. Ja a trombocitose de causa primaria deve-se ao aumento da sua produgao
descontrolada e esta relacionada com doengas mieloproliferativas tais como trombocitémia
essencial, policitémia vera, leucemia mieloide cronica e mielofibrose. A trombocitose de causa
secundaria ou reacional esta associada a processos infeciosos e inflamatorios croénicos

(Hoffbrand e Moss, 2016; Silva et al., 2016).

No Setor, quando um hemograma apresenta trombocitopenia que nao esta de acordo
com o histoérico do doente, verifica-se se a amostra tem coagulo visivel e se sim, tem de se
repetir a colheita. Se nao, analisam-se os histogramas e efetua-se ESP para avaliar quanto a

presenca de agregados plaquetares.
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4.2 - Velocidade de Sedimentacao

A Velocidade de Sedimentagao (VS) corresponde a distancia (medida em milimetros)
em que os eritrocitos se depositaram num tubo vertical ao fim de | hora. Este parametro esta
diretamente relacionado com a concentragao plasmatica de proteinas de elevada massa
molecular como imunoglobulinas, fibrinogénio ou outras proteinas de fase aguda, uma vez que
alteram a viscosidade plasmatica. Esta alteragao deve-se ao facto de a membrana citoplasmatica
dos eritrocitos ter carga negativa e criar um potencial de repulsao entre estes que, na presenga
das proteinas em cima referidas, esse potencial é vencido. Apesar de a VS ser um parametro
inespecifico, é utilizado como um “sinal biologico” de inflamagao em que valores elevados
estao relacionados com doengas inflamatorias crénicas, processos infeciosos, neoplasias e

gravidez (Hoffbrand e Moss, 2016; Silva et al., 2016).

No Setor de Hematologia, este parametro é determinado no analisador automatico
Test | BCL ALl Fax (Figura 23). O principio do seu funcionamento baseia-se na fotometria
cinética. Os tubos primarios de EDTA sao colocados em racks proprias e introduzidos no
equipamento onde sao girados lentamente durante cerca de 2
minutos. No momento de aspiragao, o sangue é distribuido num
capilar e centrifugado a 20g a 37°C de temperatura. O sistema
realiza 1000 leituras durante 20 segundos no comprimento de onda
a 950 nm através de um microfotometro de infravermelhos e um

detetor de fotodiodo. Sao gerados impulsos elétricos relacionados

com a agregagao de eritrocitos presentes no capilar. Assim, obtém-

Figura 23 -  Analisador
se uma curva de agregacao/sedimentagcao que através de um automatico Test | BCL ALl Fax.

(Setor de Hematologia SPC-
algoritmo matematico, é emitido um resultado expresso em IPOCFG)

milimetros por hora (Cha et al., 2009).

4.3 - Esfregaco de Sangue Periférico

Apesar dos avangos tecnolégicos e de automatizagao dos equipamentos na area da
hematologia, o ESP é ainda uma técnica manual imprescindivel a rotina laboratorial. A sua
analise com observagao microscopica constitui um dos exames mais eficientes na avaliagao e
detecao de alteragoes morfoldgicas nos componentes sanguineos (Silva et al., 2016). No Setor
de Hematologia do SPC este exame é realizado quando é pedido pelo clinico ou pelo
médico/técnico superior que validam os resultados sempre que os valores de um hemograma
e situagao clinica do doente o justifiquem. Cada caso € um caso mas de forma geral estes sao

alguns exemplos de situagoes que requerem a execugao de ESP: valores de hemograma nao
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concordantes com a historia clinica do doente ou discrepantes em relagao aos valores de
referéncia, indicagao de alteragoes significativas na morfologia das células (presenca de blastos
ou plaquetas gigantes), histogramas alterados ou quando a contagem diferencial dos leucécitos

esta significativamente alterada ou por algum motivo nao é realizada.

—
Para a execugio do ESP (Figura 24) comega-se por kxﬁ

homogeneizar o sangue no tubo de EDTA com auxilio de uma

pipeta. Coloca-se uma gota de sangue num ponto central da 1
extremidade de uma ldmina de vidro. Com auxilio de uma segunda &— - —
lamina, esta é colocada em contacto com a primeira ldmina num /
angulo de cerca de 45° no qual é arrastada para tras até chegar a . 5

gota de sangue (Figura 24-A e B). No momento em esta fica dispersa R»

sob a largura da ldmina, num movimento rapido e uniforme, a lamina < = =

€ deslocada ao longo da extensao da outra obtendo-se assim o

esfregaco de sangue (Figura 24-C). Este caracteriza-se por T

apresentar uma densidade decrescente com borda fina arredondada

ou em linha reta (Figura 24-D), caso contrario é necessaria a _ ,
Figura 24 — Procedimento para

realizacdo de um novo esfregaco. Apds efetuada a secagem procede- ©xecusio de um esfregaco de
sangue periférico. [Retirado do

se para a sua coloragao. Para isso, as laminas sao colocadas no livro Hematologia Laboratorial —
Teoria e Procedimentos, Artmed
equipamento Aerospray Hematology Pro (Wescor) que, em apenas Editora SA. (2016)]
alguns minutos, efetua a coloragao de Wright-Giemsa. Nesta, sdo utilizados dois corantes
distintos: a eosina, corante acido que tem afinidade para estruturas celulares alcalinas
(citoplasma) e o azul de metileno, corante basico que cora estruturas acidicas (nucleo). Assim,
torna-se possivel a observagao e distingao da morfologia das células sanguineas ao microscopio
otico.

No microscopio otico, a primeira observagao € realizada com a objetiva de 10x e
consiste na avaliagao dos aspeto geral do ESP. Na segunda é utilizada a objetiva de 50x com
imersao em Oleo para efetuar a observagao da morfologia e/ou contagem celular. Para isso é
necessario encontrar um bom campo que corresponde a zona onde os eritrécitos se
apresentam uniformemente distribuidos. Consoante o caso, e de acordo com o relatorio
emitido pelo auto-analisador, a observagao microscépica do ESP é assim direcionada. Todas
as alteragoes analisadas sao descritas de forma criteriosa. O exame microscopico comega pela
avaliagdo da linhagem eritrocitaria com observacio do tamanho, forma e coloragio dos
eritrocitos e da linhagem megacariocitica pelo nimero, tamanho, forma e presenca de

agregados de plaquetas. Em seguida, é observado com maior detalhe a morfologia dos
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diferentes tipos de leucocitos e o seu numero quando € necessario executar a contagem
diferencial. A contagem diferencial dos leucécitos é efetuada com auxilio de um instrumento
contador de células, onde sao contadas e diferenciadas 100 células. Quando observada a
presenca de células precursoras de qualquer uma das linhagens, esta é sempre identificada

com indicagao da sua prevaléncia.

Na Tabela Xl estao descritos alguns exemplos de alteragées morfologicas que podem

ser observadas no ESP com ilustragao das mesmas.

Tabela XI — Exemplos de alteragoes morfoldgicas das células sanguineas e sua descrigao.

Observacio do ESP
(Fotografias retiradas no Setor de
Hematologia SPC-IPOCFG)

Alteracoes Exemplos de Condicoes

Descricao
¢ Clinicas Associadas

Morfologicas

Avaliacido da Linha Eritrocitaria

Anisocitose

Presenca de diferentes
tamanhos dos eritrdcitos

Eritropoiese Anormal

Macrocitose

Eritrocitos de tamanho
superior ao normal

Anemia Megaloblastica,
Sindromes Mielodisplasicos,
Tratamento com Hidroxiureia,
Alcoolismo e Doengas Hepaticas
Cronicas

Eritrocitos de tamanho

Anemia por Deficiéncia de Ferro,

Policromasia

coloragdes ligeiramente
distintas

Deficiéncia de Ferro ou Anemia
de Doengas Croénicas,
Esferocitose e Regeneragao da
Medula Ossea

Microcitose . Talassémias, Casos severos de X &
inferior ao normal . . )
Anemia de Doengas Cronicas oo € W,
Variagdo da forma dos 7 4 )
. o) . Ja . 7 (3]
eritrécitos que consoante Anemias, Talassémias, - :
. . . ” q . . =R
Poiquilocitose uma forma especifica pode Mielofibrose e Sindromes |
ser associada a uma Mielodisplasicos _ @ > e
. . ) p
determinada patologia - y
2 {
Anemias Hemoliticas, ) OW UO" g "<
5 Tratamento de Anemia por <3 "
Eritrocitos com P ' v)""’) OO O (

Avaliacao da Linha Leucocitaria

Granulagoes
Toxicas

Granulagbes primarias
que decorrem da
abreviaciao do processo
de proliferagao dos
neutrofilos

Processos Infeciosos

Neutrofilos
Hiposegmentados

Diminuicao da
segmentagao (2 lobulos)
ou nao segmentagao do

nucleo dos neutrdfilos

Sindrome Pelger-Huet, Doengas
Mieloproliferativas, Sindromes
Mielodisplasicos e Quimioterapia

Neutrofilos
Hipersegmentados

Neutréfilos com 6 ou
mais l6bulos

Anemia Megaloblastica,
Sindromes Mielodisplasicos e
Quimioterapia
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Granulécitos
Hipogranulares ou
Agranulares

Granulocitos que
perderam os granulos
citoplasmaticos

Sindromes Mielodisplasicos

¢

apenas se encontram na
medula 6ssea

Sélidos Metastaticos da Medula
Ossea

Fenémeno que ocorre in 2
vitro na execucao do ESP Neoplasias Hematoldgicas, 4
Manchas de ecugao do P gica &b
em que células linfoides nomeadamente Leucemia g
Gumprecht . o , . K]
rompem e libertam os Linféide Croénica
seus nucleos
Avaliacdao da Linha Megacariocitica
Estados Pré-tromboticos, .
Anisocitose Plaquetas com diferentes Leucemia Mieldide -
Plaquetar tamanhos Aguda/Cronica, Anemia
Megaloblastica, entre outras
Plaquetas de grande Doengas Mieloproliferativas, .
. dimensio Parpura Trombocitopénica
Plaquetas Gigantes ) S
(aproximadamente do Idiopatica, Sindrome de Bernard- .
tamanho dos eritrocitos) | Soulier e Anomalia de May-Hegglin :
Presenca de Células Imaturas
Células precursoras da , .
. . Talassémias, Doengas
linhagem eritroide que em . . .
. . - L Mieloproliferativas eTumores Vo
Eritroblastos situagdes fisiologicas *

Células Imaturas
da Linhagem
Mieldide

Presenca de Mieloblastos,
Promielécitos, Mielocitos
ou Metamielocitos no
sangue periférico

InfecSes Bacterianas, Doengas
Inflamatorias Agudas, Doengas
Mieloproliferativas, Rejeicao
Aguda de Transplantes e
Gravidez

4.4 - Avaliacao Laboratorial da Hemostase

A hemdstase corresponde ao equilibrio entre a hemorragia e a coagulagao através de
mecanismos controlados que sao fundamentais quando ocorre um dano vascular. Isto depende
de complexas interagoes entre plaquetas, fatores da coagulagao, inibidores fisiologicos da
coagulagao, sistema fibrinolitico e células endoteliais dos vasos sanguineos. Quando estes
componentes funcionam de forma harmoniosa, o equilibrio € mantido. Caso contrario, o seu
desequilibrio leva ao surgimento de hemorragias ou formagao de trombos, podendo acarretar

sérios riscos para os doentes (Hoffbrand e Moss, 2016; Silva et al., 2016).

Para avaliagao laboratorial da hemostase sao utilizadas amostras de sangue colhidas
para tubo com citrato de sodio. Os tubos sao centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos
para obtencao de plasma pobre em plaquetas. De seguida, as amostras centrifugadas sao
colocadas no equipamento ACL TOP CTS 350 da Instrumentation Laboratory (Figura 25). Este

baseia-se no principio da turbidimetria em que durante a formagao do coagulo de fibrina ha
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aumento da turvagao e, consequentemente, uma mudanga na
intensidade do feixe de luz que é transmitido. Assim, o auto-
analizador deteta e mede a alteragao da densidade 6tica num
determinado periodo de tempo que corresponde ao tempo que
a amostra leva a formar o coagulo (Bain, Bates e Laffan, 2017;

Milos et al., 2009).

No Setor de Hematologia sao realizados os testes de

rotina que fornecem informagoes preliminares no diagnostico dos

-
ACLTOP350°™

Figura 25 — Equipamento ACL TOP
CTS 350 da Instrumentation

Laboratory. (Setor de Hematologia
SPC-IPOCFG)

distirbios da coagulagao e os testes mais especificos que permitem definir qual a patologia em

causa. Destes Ultimos fazem parte a determinagao de fatores da coagulagao, D-dimeros,

fibrinogénio, antitrombina, proteinas C e S, e detegao do anticoagulante ltpico.

4.4.1 — Parametros de Rotina

Os parametros utilizados na rotina laboratorial para avaliagio da hemostase sao o

tempo de protrombina, o tempo de tromboplastina parcial ativada e o tempo de trombina.

Estes assentam no modelo classico da cascata da coagulagao que se divide nas vias intrinseca

(ou de contacto) e extrinseca (ou dependente do fator tecidual), sendo que ambas convergem

numa via comum apos ativagao do fator X (Figura 26).

Kallikrein ««—— Prekallikrein

HMWK

Factor Xll == Factor Xlla

lHMWK

Factor XI —» Factor Xla

APTT

VIA EXTRINSECA

measures Factor IX —> Factor IXa Factor Vlla «—— Factor VII
lFactor Villa J
VIA Factor X == Facior Xa s Factor X
COMUM
Factor Va
C Prothrombin (Il) =—— Thrombin (lla)

1T
measures

Fibrinogen === Fibrin

PT measures
A

Figura 26 — Representagiao esquematica das vias intrinseca, extrinseca e comum da cascata da coagulagdo e parametros

laboratoriais subjacentes. Legenda: A-Tempo de Protrombina; B-Tempo de Tromboplastina Parcial ativada; C-Tempo de
Trombina; HMWK-Cininogénio de Alto Peso Molecular.
[Adaptado do livro Hoffbrand’s Essencial Haematology, 7* ed., Wiley-Blackwell (2016)]
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Tempo de Protrombina (TP)

O TP avalia os fatores VII, X, V, protrombina (fator Il) e fibrinogénio (fator I)

subjacentes as vias extrinseca e comum da cascata da coagulagao (Figura 26-A).

A determinacao deste parametro consiste na adicao de tromboplastina (equivalente a
tromboplastina tecidular) e célcio para a ativagao da coagulagao, uma vez que o calcio foi
retirado da amostra por agao do citrato de sédio. Assim, a tromboplastina ativa o fator VIl
que por sua vez ativa o fator X e transforma a protrombina em trombina. Esta leva a ativagao
do fator V que se liga ao fator X, aumentando a ativagao de trombina que atua no fibrinogénio
para formagao do coagulo de fibrina. O tempo necessario para a formagao do coagulo é
determinado em segundos. Quando este é mais prolongado e o TTPa é normal, indica que

existe deficiéncia do fator VIl (Silva et al., 2016).

Este parametro é realizado para pré-operatorios, investigagao de coagulopatias ou na
monitorizagao de anticoagulantes orais. Nas primeiras duas situagoes, o resultado do TP é
expresso em segundos juntamente com o valor do controlo. Na monitorizagao de varfarina,
antagonista de vitamina K, o valor de TP é também apresentado através do International
Normalized Ratio (INR) (McPherson e Pincus, 2011). O INR é calculado através do quociente
entre o valor de TP do doente e um valor de TP controlo de referéncia elevado ao International

Sensitivity Index (ISI), conforme demostrado na seguinte formula:

ISI
TPdocntc )

INR = (
TPI‘Cfcr[zncia

As tromboplastinas que incorporam o reagente neste teste nao apresentam sempre a
mesma sensibilidade a reducio de atividade dos fatores dependentes de vitamina K
(terapéutica com varfarina), resultando em valores de TP com diferengas significativas. Para
reduzir esta variabilidade, a Organizagao Mundial de Salde adotou um sistema em que as
tromboplastinas comerciais sao comparadas com uma tromboplastina padrao internacional
através do ISI. Por este motivo, a monitorizagao de terapéuticas com anticoagulantes orais é

avaliada pelo INR (Silva et al., 2016).

Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

O TTPa avalia os fatores VI, IX, XI, XIlI, X, V, protrombina e fibrinogénio subjacentes

as vias intrinseca e comum da cascata da coagulagao (Figura 26-B).

Neste teste é adicionado um reagente com fosfolipidos plaquetares sintéticos, silica

(ativador de contacto) e calcio para iniciarem o processo de coagulagao. A silica ativa os
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fatores da fase de contacto (XII, Xl, cininogénio de alto peso molecular e pré-calicreina) para
ativagao em cascata dos fatores IX, X, protrombina e trombina. Esta ativa os fatores VIIl, V e
Xl. O fator VIl ativado complexa com o fator IX e com os fosfolipidos para ativarem
definitivamente o fator X e protrombina. O cilcio ¢é adicionado para desencadear a formagao
da rede de fibrina e, portanto, o coagulo. O resultado é determinado em fungao do tempo
necessario para a formagao do coagulo em segundos. Tempos alargados do parametro TTPa
com TP normal apontam para alteragoes dos fatores intervenientes na via intrinseca da cascata
da coagulagao, aumentando o risco hemorragico. Este parametro € utilizado como teste pré-
operatorio, investigagao de coagulopatias e monitorizacao de terapéuticas com heparina de

elevado peso molecular (McPherson e Pincus, 201 I; Silva et al., 2016).

No Setor de Hematologia, para averiguar se o tempo alargado de TTPa se deve a
deficiéncia de um fator da coagulagao ou a presenga de um inibidor é realizada uma mistura
do plasma do doente com uma pool de plasma normal na proporgao I:1. Efetua-se de novo o
teste e se houver correcao do TTPa indica a existéncia de deficiéncia de um dos fatores da
coagulagao. Caso contrario, e excluindo o facto de o doente estar sob terapéutica
anticoagulante, indica a presenc¢a de um inibidor. Nesta situagao, procede-se ao despiste da
presenca do anticoagulante lUpico que, contrariamente ao seu nome, apresenta elevado risco

trombotico. Este é explicado no ponto 4.4.2 — Detecao do Anticoagulante Lupico.

A alteragao simultinea dos parametros TP e TTPa para tempos prolongados pode
indicar deficiéncia de fatores da via comum, deficiéncia de vitamina K, doenga hepatica,
coagulagao intravascular disseminada ou uso de terapias anticoagulantes (McPherson e Pincus,

2011).

Tempo de Trombina (TT)

O TT avalia a conversao do fibrinogénio em fibrina (Figura 26-C). Para isso, a amostra
¢ adicionada uma solugao de trombina que atua sobre o fibrinogénio para formagao do
coagulo. O tempo necessario para a formagao do coagulo é medido em segundos. Este
parametro permite determinar deficiéncias qualitativas/quantitativas de fibrinogénio ou a

inibicao da trombina pelo uso de anticoagulantes como a heparina (Silva et al., 2016).
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4.4.2 - Detecdao do Anticoagulante Lupico

O Anticoagulante Lupico (AL) corresponde a autoanticorpos dirigidos contra proteinas
plasmaticas com afinidade para fosfolipidos. Por este motivo, a sua presenca causa o
prolongamento do tempo de TTPa, uma vez que depende dos fosfolipidos plaquetares para
iniciar a coagulagao. Isto explica o seu nome dado como anticoagulante, mas na verdade nao
o é, uma vez que se encontra associado a ocorréncia de fenémenos de trombose. E
encontrado em variadas doengas autoimunes e, por vezes, em individuos saudaveis (Campos

e Santos, 201 1).

No Setor, para pesquisa do AL é necessario separar o plasma da amostra ja
centrifugada para um tubo secundario. Este é centrifugado uma segunda vez a 3000 rpm
durante 10 minutos para obter plasma sem plaquetas. De seguida, sao realizados dois testes
com principios distintos: um teste tipo veneno de vibora de Russel diluido (dRVVT) e outro
do tipo TTPa mas mais sensivel - Silica Clotting Time (SCT). O veneno de vibora de Russel, na
presenca do fator V, protrombina, cilcio e fosfolipidos, leva a ativagdo do fator X para
formacao do coagulo. Quando o AL esta presente, liga-se aos fosfolipidos e impede a acao do

veneno de vibora de Russel (Bain, Bates e Laffan, 2017).

Para cada um destes testes sao realizadas duas medigoes, uma de screening e outra
confirmatodria. Na medicao de screening € utilizado um reagente com baixa concentragao de
fosfolipidos enquanto que na medigao confirmatoéria, o reagente contém fosfolipidos em
excesso. A baixa concentragao de fosfolipidos resulta no prolongamento do tempo até a
formagao do coagulo. O excesso serve para garantir que nao ha alargamento desse tempo,

provocando a neutralizagao dos anticorpos (Bain, Bates e Laffan, 2017).

O resultado é obtido numa razao entre medigao screening/confirmatoéria. A amostra é

positiva quando o valor da razao é superior a |,2 em apenas um dos testes ou em ambos.

4.5 - Gene BCR-ABL

O cromossoma de Filadélfia é resultante da translocagao t(9;22) em que parte do
oncogene ABL presente no cromossoma 9 é transferido para o gene BCR (Breakpoint Cluster
Region) no cromossoma 22 (Figura 24-A). Assim, é formado um gene de fusao BCR-ABLI| que
codifica uma tirosina cinase com atividade desregulada, a proteina p210 (Figura 27-B). Este
gene é detetavel em 95% dos doentes com Leucemia Mieloide Croénica (LMC) (Bain, Bates e

Laffan, 2017; Hoffbrand e Moss, 2016).
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Figura 27 — Cromossoma de Filadélfia. Legenda: A-Translocagao t(9;22); B-Gene BCR-ABLI.
[Adaptado do livro Hoffbrand’s Essencial Haematology, 7* ed., Wiley-Blackwell (2016)]

No Setor de Hematologia, a pesquisa e quantificagao deste gene € realizada através de
biologia molecular no equipamento GeneXpert (Cepheid) em amostras de sangue em tubo de
EDTA. As amostras sao processadas e colocadas num cartucho proprio para, posteriormente,
entrarem no equipamento. A sua metodologia baseia-se na utilizagao de ensaios de PCR em

tempo real quantitativo para detegao e quantificagao do gene BCR-ABLI.

Este teste é utilizado tanto no diagnostico como no seguimento (tratamento e

prognostico) dos doentes com LMC.
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Capitulo V - Caso Clinico

Mulher, 73 anos, diagnosticada com Trombocitémia Essencial (TE) JAK2 V617F positiva
em Novembro de 2019.

A TE é uma doenca mieloproliferativa caracterizada pelo aumento exponencial da
contagem de plaquetas em sangue periférico superior a 450x10%*/puL, devido a excessiva
proliferacao megacariocitica e hiperproducao de plaquetas (Hoffbrand e Moss, 2016).
Habitualmente, os restantes parametros do hemograma nao apresentam alteragoes
significativas, no entanto pode existir aumento da contagem de glébulos vermelhos e brancos.
Em termos epidemiologicos, € uma doenga rara com incidéncia de 2-3 novos casos/100.000
habitantes/ano sendo a maioria diagnosticados entre os 50-60 anos de idade,
independentemente do sexo. Mais de metade destes doentes sao assintomaticos e a maior
parte sao diagnosticados em anadlises de rotina pelo marcado aumento da contagem de
plaquetas no hemograma. Os restantes sao identificados em sequéncia de acidentes
tromboticos e/ou hemorragicos, pois a fungao plaquetar esta comprometida (Swerdlow et al.,

2008).

A mutagao JAK2 V6I17F esta presente na maioria das neoplasias mieloproliferativas,
sendo positiva entre 40-50% dos casos de TE, estando envolvida na desregulagao da

proliferagao celular a partir de stem cells hematopoiéticas. Embora esta mutagao nao seja

Tabela XII — Resultados laboratoriais a 29/07/2020. especifica desta doenga, € a que tem maior
(SPC-IPOCFG)

incidéncia quando comparada com outras (Tefferi

Analise ‘ Resultados ‘ :a:or:es d,e Unidades .
clerencia e Barbui, 2016).
Setor de Hematologia
H
emograma A 29 de Julho de 2020, a doente vem a
Leucocitos 10.1 40-11.0 x10%/uL
Neutrofilos | 650% | 66 | 18-70 | <107l consulta de Hematologia Clinica, encontrando-se
Linfcitos | 190% | 1.9 ] 10-50 | xI®ML | sob  hidroxiureia (HU) lg/dia. As andlises
Monécitos | 10.0% | 1.0 0.1-12 x103/uL
Eosinofios | 10% |01 | 00-0s |xonL | requisitadas ao SPC e respetivos resultados
Basofilos | 30% |03 | 00-02 | xI0%ul encontram-se na Tabela Xll. De acordo com os
Mielécitos | 20% | 0.2 x10A9/L ltad d h b
Eritrécitos 3.59 45-65 qoa | s tados ° eémograma, observa-se uma
Hemoglobina 123 120-160 | gdL trombocitose evidente caracteristica da patologia e
Hematocrito 39.8 40.0 - 54.0 % .. .
contagem de leucocitos normal com basofilia e
VCM 110.9 85.0 - 95.0 fL
HCM 34.2 27.0-320 | pg presenca de mielocitos. Estas alteragoes estao
CHCM 30.9 32.0-36.0 g/dL . . . .
relacionadas com doengas mieloproliferativas
RDW 15.2 11.5-145 %
Plaquetas 1678 140-400 | 107l (Langabeer e Haslam, 2017). A contagem
VS 63 <=20 mm/h

eritrocitaria encontra-se ligeiramente abaixo dos
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valores de referéncia, sendo que a concentragao de hemoglobina esta normal. O VCM esta
aumentado, indicando uma macrocitose sem anemia associada. E provavel que esta diminuicio
da contagem de eritrécitos e macrocitose esteja relacionada com a HU (Randi et al., 2005).
Este farmaco inibe a sintese de ADN de forma nao seletiva tendo uma toxicidade bastante
significativa, com grande probabilidade de ocorrer mielossupressao (Jinna e Khandhar, 2019).
Por este motivo, é necessario monitorizar regularmente doentes que estejam sob HU por
hemograma. A patologia justifica a velocidade de sedimentagao aumentada (Bain, Bates e
Laffan, 2017). A observacao do esfregaco de sangue periférico evidenciou, trombocitose
marcada, anisocitose plaquetar com presenca de plaquetas gigantes, macrocitose eritrocitaria,

alguns neutrofilos hiperlobulados e raros mielocitos (Figura 28).
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Figura 28 — Visualizagdo microscopica do esfregaco de sangue periférico (objetiva de 50x). Legenda: A-Anisocitose
Plaquetar; B-Plaqueta gigante; C-Basofilo; D-Neutroéfilo hiperlobulado; E-Mielocito. (Setor de Hematologia SPC-IPOCFG)

No dia 6 de Agosto, doente volta a instituicao a consulta nao programada por febre
persistente, ficando em internamento para avaliagao clinica. Os resultados laboratoriais
(Tabela Xlll) do hemograma revelam leucopenia acentuada, ligeira anemia macrocitica e
valores de plaquetas dentro dos valores de referéncia. E provavel que estes sejam
consequéncia da eficacia do tratamento com HU. Os valores de proteina C reativa
ultrassensivel e de procalcitonina apresentam-se bastante elevados. A proteina C reativa é
uma proteina de fase aguda de comportamento positivo que em niveis elevados pressupoe a

presenca de processos inflamatérios. A procalcitonina apresenta-se muito elevada em infegoes
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graves como bacteriémia/fungémia, sendo utilizada para a monitorizagao deste tipo de infegoes

(Andriolo, Costa e Novo, 2004).

Tabela Xlll — Resultados laboratoriais a 6/08/2020.

Resultados Valorfs c!e Unidades
Referéncia

(SPC-IPOCFG)

Anilise

Setor de Hematologia

elevada

Hemograma
Leucacitos 1.7 40-11.0 x10%/pL
Neutrofilos | 486% | 0.8 1.8-7.0 x10%/uL
Linfocitos | 478% | 0.8 1.0-5.0 x10%/uL
Monécitos | 29% | 0.0 0.1-12 x10%/pL
Eosinofilos | 02% | 0.0 0.0-0.6 x10%/pL
Baséfilos | 09 | 0.0 0.0-02 x103/uL
Eritrocitos 3.34 45-65 x 107 12/L
Hemoglobina 1.7 12.0 - 16.0 g/dL
Hematocrito 37.3 40.0 — 54.0 %
VCM L7 85.0 - 95.0 fL
HCM 35.0 27.0-320 Pg
CHCM 31.4 320360 gldL
RDW 142 15— 145 %
Plaquetas 200 140 — 400 x10%/uL
VS 52 <=20 mm/h
Setor de Imunologia/lHormonologia
Proteina C
reativa 19.60 <=0.30 mg/dL
(ultra sensivel)
Procalcitonina 31.37 <=2.00 ng/mL
Setor de Microbiologia
Sumaria de Urina
Densidade 1.020 I |00I;2_
pH 5.0 48-74
Leucdcitos 500 0-10
Nitritos | Positivo
Proteinas 30 0-10 mg/dL
Glucose 300 0-30 mg/dL
Cefc':)nriE:: Negativo
Urobilinogénio | 0—1I mg/dL
Bilirrubina 03 0.0-02 mg/dL
Eritrocitos 250 0-5 e
Cor Amarelo
Aspeto Turvo
Sedimento Urinario
Células | Raras
Epiteliais
Eritrocitos | 10-20 /campo
Leucocitos | >20 /campo
Outros | Alguns pidcitos e bacteridria

No Setor de Microbiologia foram
recebidos dois frascos de hemocultura para
aerdbios e uma amostra de urina. Procedeu-se
primeiro a urocultura em CLED e CNA e em

segundo a sumaria de urina.

Passadas cerca de 24 horas, no dia 7 de
Agosto, ambos os frascos para hemoculturas
positivaram. Procedeu-se ao seu processamento
com repicagem para meios COS e incubagao, e
esfregago sanguineo para coloragao de Gram. A
observagao microscopica revelou a presenga
simultanea de cocos Gram-positivo e de bacilos
Gram-negativo (Figura 29), confirmada nos dois

esfregacos provenientes de diferentes frascos.

De acordo com os resultados da sumaria
de urina, esta é fortemente sugestiva de infecao
devido a presenca de leucocitos, nitritos e sangue
confirmada com a observacao do sedimento ao
microscopio. A urocultura é positiva com
contagem igual ou superior a 10° UFC/mL em
meio CLED, com predominancia de dois tipos de
colonias diferentes, pelo aspeto Escherichia coli e
Enterococcus spp.. Procedeu-se para identificagao
e TSA com utilizacao das cartas ID GN com TSA

355 para a bactéria Gram-negativo, e ID GP com

TSA 586 para a Gram-positivo.

No dia 8 de Agosto, sao analisados os
meios de COS provenientes da repicagem dos
frascos de hemocultura

que apresentam

crescimento bacteriano de dois tipos de colonias
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distintos, no qual se procede a sua identificagao. Os resultados
do ID e TSA da urocultura identifica Escherichia coli e
Enterococcus feacalis, ambos sensiveis a amoxicilina com acido
clavulanico. No dia 9 de Agosto, verifica-se que os resultados
de ID e TSA das hemoculturas identificam os mesmos
microrganismos com o mesmo perfil de suscetibilidade aos

antimicrobianos.

Os microrganismos responsaveis pela infe¢ao urinaria
e pela bacteriémia sio os mesmos, sendo assim possivel

concluir que a origem desta seja proveniente da ITU.

Figura 29 — Observagao ao
microscopio otico (x100) do esfregaco
sanguineo com coloragao de Gram da
hemocultura.

SPC-IPOCFG)

(Setor de Microbiologia

Cerca de 40% dos doentes com infegoes do trato urinario superior adquirem

bacteriémia, sendo Escherichia coli o agente infecioso mais comum (Mahon e Lehman, 2019).

Qualquer doenga infeciosa contribui para a elevada morbilidade e mortalidade de

doentes oncologicos, uma vez que tanto a patologia maligna como os tratamentos resultam

na modificagado dos mecanismos de defesa imunitaria. As doengas hemato-oncoldgicas,

inevitavelmente, apresentam maior predisposicao a infegoes pela substituicao da medula por

células neoplasicas que em associagao a quimioterapia resultam na diminui¢ao da imunidade

humoral, celular e do nimero de neutrofilos (Caeiro, 2009). Este caso clinico demonstra

mesmo isso, a maior suscetibilidade dos doentes oncologicos em adquirirem infegoes por

agentes patogénicos oportunistas.

58



Capitulo VI — Conclusao

Capitulo VI - Conclusado

Este ano 2020 foi totalmente diferente daquilo que eu imaginaria. Ingressei no estagio
a Dezembro de 2019 e a Margo de 2020, devido ao Estado de Emergéncia sucedido pela
pandemia mundial por SARS-CoV-2, vi-o interrompido por tempo indeterminado. Meses
depois, em Junho, o IPOCFG considerou que havia condigoes de seguranga para regressar.
Assim, pude cumprir o tempo de estdgio proposto passando em todas as areas clinicas

conforme inicialmente planeado.

Para mim, este estagio curricular correspondeu ao “ponto alto” da aplicagao pratica
dos conhecimentos tedricos adquiridos no Mestrado em Andlises Clinicas. A minha
experiéncia no SPC do IPOCFG foi, no geral, bastante positiva. Possibilitou a minha integracao
na rotina laboratorial e o contacto direto com profissionais de saude qualificados (médicos,
técnicos superiores de saude e técnicos superiores de diagnostico e terapéutica) que, para
além de me orientarem, também me transmitiram confianga para participar, ganhar autonomia
e desenvolver o meu sentido critico. Nao s6 foi uma mais valia para por em pratica, aprender
e consolidar os conhecimentos em todas as areas clinicas, como para adquirir experiéncia em

termos profissionais.

Termino esta etapa com a certeza de que dei o meu melhor e que ainda tenho muito
mais para aprender, uma vez que as Analises Clinicas sao uma area muito abrangente e sempre

em constante atualizagao.
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