UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Juliana Marques Simoes

Relatorio de Estagio
Mestrado em Analises Clinicas

Relatorio de Estagio Curricular no ambito do Mestrado em Analises
Clinicas, orientado pela Professora Doutora Sara Margarida dos
Santos Domingues e pelo Dr. Carlos Cortes e apresentado a
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Outubro de 2021






UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Juliana Marques Simoes

Relatorio de Estagio

Mestrado em Analises Clinicas

Relatério de Estagio Curricular no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas, orientado pela
Professora Doutora Sara Margarida dos Santos Domingues e pelo Dr. Carlos Cortes e

apresentado a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Outubro de 2021






Agradecimentos

Agradeco a todas as pessoas que fizeram parte desta etapa da minha vida e que nunca

me deixaram desistir.

Aos meus pais, por terem estado sempre comigo ao longo desta caminhada,
principalmente a minha mae que sempre me deu forga para que nao desistisse e sempre me

disse que era capaz, s6 tinha que acreditar em mim.
As minhas irmas por toda a compreensao e apoio que demonstraram.

Ao David por toda a paciéncia que teve de ter comigo ao longo dos ultimos anos e

por todo o carinho demonstrado.

A todos os meus colegas de mestrado, por toda a troca de apoio e sabedoria, por

todos os momentos partilhados.

Aos Professores do Mestrado em Anadlises Clinicas, por toda a aprendizagem
transmitida, especialmente a Professora Doutora Sara Margarida dos Santos Domingues pela

orientagao no Relatorio de estagio.

Ao Centro Hospitalar Médio Tejo — Unidade Hospitalar de Tomar, por me terem
recebido tao bem e por todo o conhecimento que me transmitiram durante os cinco meses
de estagio. Um especial agradecimento ao Dr. Joni Mota que ao longo do estagio me concedeu

a oportunidade de acompanhar a validagao de diversos casos clinicos.






Indice

AGradECIMENTOS ....coeiiiiieiie ettt ettt et s e e s a e e b e s e e s e e bt e sae e e reennne e 5
INICE @ FIGUIAS ....oocveveieiececie ettt 9
INICE € TADEIAS ......voeveece ettt ettt s 10
RESUMO ..ttt sttt e b e s et e b e s st e st e sab e e sbe e e b e e sneeeneennneeane 15
Y o1 i T P ROP PP PRSP 15
3 O [ 5o T (1 o 1o TSP 17
2. Caraterizacdo do 1aboratorio.............cccoooiiiiiiiciie e 17
2.1 Fase pré-analitica.................cccocooiiiiiiinii, 18
2.1.1 Sala de COINEILAS......ciiiiiieiieeeeeee e 18
2.1.2  Recegao de Produtos ........cccceeiuiiiiiiiiiiiiiiiii 19
2.2 Fase analitiCa ...........ccooceeiiiiiiiiiiiiicc 19
2.3 Fase pOs-analitica...........ccoooiiiiiiiiiiiice e 19
3. MiIcrobiologia.........cocoiiiiiii e e 19
3.1 EqQUIPAMENLOS.........cooiiiii 20
3.1 IVD MALDI BIiOtyPer....ccueiiiiiieiieieeiesitett ettt 20
3.1.2  Vitek 2 COMPACE....cciiiiiiiiiiiici 21
313 GeENEXPErt.. .o s 22
3014 FIlMAITAY oot b e 23
3015 Bactel F120 .. 24
3.1.6 Bactec MEIt 960 ......ooeiiiiiieee e 24
3.2 Bacteriolo@ia...........ccocooiiiiiiii e e e 24
3.2.1 (@] (o] i Tele X3P PPRPRN 24
322 Meios de CUILUIA ....oouiiiiiie ettt 25
323  Técnicas de SEMENTEINA .......eeiueeriieiiieeieeriee ettt ettt beesaee e esaees 27
3.3  Analises efetuadas .............ccoceeiiiiiiiiiiiiiiii e 28
330 UNING s 28
3.3.2  Sangue (HemoCUIUra) .........coiueiiiiiiiiieieee e 29
3.3.3 P OZES i e bbb 30
3.3:4  LiQUIOS SEIOSOS ....coiuiiiuiiieiiieiie ettt ettt sttt sttt b e sae e e nneas 31
3.3.5  SecregOes reSPiratorias .......cooueiieerieeiieeriie ettt ettt ettt e 32
3.3.6  Exsudados/colegoes pUurulentas.............ccceervueenieeiienienieeseeeee e 32
3.3.7  Ponta de Cateter .......ccoviiiiiiiiiiicc s 33
3.3.8  Medula 6ssea e Liquido Cefaloraquideo ........cccceeoiiiiiriiiiniciiieceeeecceee, 33
3.4 Teste de sensibilidade a optoquina .............ccccoooiiiiiiiinii 34
3.5 Teste de suscetibilidade antimicrobiana manual......................cccooine 34
3.6 Teste rapido para a detecdao de carbapenemases..............ccccecueeviirieennnne 35
3.7 Teste de suscetibilidade a colistina..............c.ccoceiiniiiiiiie, 35
3.8  Parasitologia.........ccoooiiiiiiiii e 36
3.8.1  Pesquisa de antigénio de Giardia lamblia/Cryptosporidium parvum/Entamoeba
RISEOIYEICA. ... 36
3.82  Kit de concentragao de ovos/parasitas fecais...........ccocviriiiiiiiiiiiiiiicicne, 37



3.8.3  Pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis ..............cccccoocuerveenieeneenienseenene 37

3.9 Micobacteriologia................cccooiiiiiiiii 37
3.9.1  Teste rapido de identificagio de Mycobacterium tuberculosis.............................. 39
3.9.2  Teste da sensibilidade antimicobacteriana de Mycobacterium tuberculosis......... 39

I N 41 [T - ¥ ot 1 SR 39

3.11 Controlo de Qualidade ..................ovvviiiiiiiiiiiiiiiiii e ———— 41
3.11.1 Controlo de Qualidade INtEIrNO.......uuuuiiiiiiiiiieeee ettt eeeereens 41
3.11.2 Avaliacao externa da Qualidade ..........cceeeveiiiiiiiiniieiiiiieeee e 41

3.12  €asos ClINICOS ..ot 42

4. Hematologia ...........c.ccooiiiiiiiii 44

.1 Produtos........oooiiiiiiiee ettt e st e ae e 44
411 SANGUE ..o 44
4.1.2  Liquidos BiolOgIicos.........cccceiiiiiiiiiiiiiiiii 44

4.2 Colheita de amoOStras............cccoceeviiiiiiiiiiiiii 45

4.3 EqQUIPAMENEOS .......ooiiiiiiie e e 45
4.3.1  Sysmex XIN-T000 .......oooiiiiiiieeeee et 45
4.3.2  TeSt | THL .ot e 48
433  Arkray Adams™ Alc HA-8160...........cocoouviiiiireieeeeeeeeeeeeseeses s 48
434 Hydrasis......ccoiiiiiiiiiii 49

4.4. Analises efetuadas..............ccociriiiiiiiiiiiiiii 49
44,1 HemMOZIrama....o.eiiiiiiieieeee ettt 49
442 LOUCOZIAMA ..ottt ettt ettt sit e ettt sae e et e s st e e bt e saeesabeesneeenneennees 51
4.4.3  PlagqUetoZrama........coiueiiuiieiieeiteeiie ettt sttt ettt st r e n e nanes 51
444  Esfregaco de sangue periferico ........ccooiriiriiiiiieiiereeeee e 51

4.5  HEeMOSLASE. ..ot e 58
4.5.1  Equipamento (ACL TOP 300 E 500) .....ccceoiiiriieiienieeiienieeee e 59
4.5.2  Analises efetiadas .......ccc.eeiiiiiiiiiiniiee e 60

4.6 ValidACAO ... e e e e e e e e 62

4.7 Controlode Qualidade.................ouvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiireeee i ————————————— 63
4.7.1 Controlo de Qualidade INtEINO......cciviiiiiiiiieeee ettt e e e e 63
4.7.2 Avaliagao externa da Qualidade .........ccccvrveeeeiiiiiiiiiiiiee e 63

4.8 Casos ClNICOS..........ccocciiiiiiiii 64

5. Imunologia e Bioquimica............cocoiiiiiiiiiiii e 68

5.1 Metodologias ..o 68
5.1.1 POtENCIOMELITA. ... eiiiiiiiieiee e 68
5.1.2  Nefelometria e Turbidimetria.........cccccoiiiiiiiriiiiiie e 68
5.1.3  IMUNOBNSAIOS. ...c.uiiiiiiiiieie ettt s re e 69

5. €as0 ClINICO ..ot 70

6. CONCIUSAOD ... 71
Referéncias Bibliograficas.............cocoiiiiiiiiiiiiie e 73



indice de Figuras

Figura |. Meio com cisteina, lactose e deficiente em eletrolitos (CLED) com coldnias de
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli...............c.ooiiiiiiiiiiiiiiiii i 29

Figura 2. Meio Gelose de sangue com colénias de Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae

............................................................................................................... 30
Figura 3. Meio Yersinia com coldnias de Yersinia e Salmonella .........................c.oia 31
Figura 4. Teste de sensibilidade aos antibiéticos manual em meio de Mueller-Hinton.......... 35
Figura 5. Teste da suscetibilidade da bactéria ao antibiotico..............cceeiiiiiiiii 36
Figura 6. Imagem microscopica do esfregago ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 42
Figura 7. Meio de Hektoen com coldnias de Salmonella sp. ...................ooiiiiiiiiiin 43
Figura 8. Como executar e execugao um esfregago de sangue periférico......................... 51
Figura 9. Imagem microscopica do esfregago de sangue periférico..................cooiii, 65
Figura 10. Imagem microscopica do esfregago de sangue periférico...........c..cooeveinen... 66
Figura I l. Imagem microscopica do esfregago de sangue periférico................cooeiiiinin. 67
Figura 12. Grafico da eletroforese das hemoglobinas ................coo 68



indice de Tabelas

Tabela |. Meios utilizados no SPC e os seus principios .............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 25
Tabela 2. Erros que podem ocorrer pré, durante e apds a colheita.....................ool. 45
Tabela 3. Parametros hematologicos e respetivas metodologias...............oooeviiiiiiai.. 46
Tabela 4. Alteragoes na série vermelha e as principais causas.............c.cccooiviiiiiinn. 52
Tabela 5. Alteragoes na série branca e as principais causas..............cceevviuiiiiiiniiininnnen 55
Tabela 6. Alteragoes na série plaquetas e as principais causas.............ccoovviiiiiiniininnnen 57
Tabela 7. Resultados das analises laboratoriais.................oooiiiiiiiiiiiiii 64
Tabela 8. Resultados das analises laboratoriais .................cooiiii 65
Tabela 9. Resultados das analises laboratoriais .................cooooiii 67
Tabela 10. Resultados das analises laboratoriais..................coooii 71



Abreviaturas

AEQ — Avaliagao externa da qualidade

BAAR — Bacilos acido-alcool resistentes

BHI — Caldo cérebro-coragao do inglés brain-heart infusion
BK — Bacilo de Koch

CAMPY — Gelose Campylosel

Carba-R — Resisténcia a carbapenemos

CHMT — Centro Hospitalar Médio Tejo

CID — Coagulagao intravascular disseminada

CLED - Cistina, lactose, défice em eletrolitos

CMHG — Hemoglobina corpuscular média do inglés mean corpuscular hemoglobin concentration

CQE - Controlo de Qualidade Externo

CQI — Controlo de Qualidade Interno

DNA — Acido desoxirribonucleico do inglés deoxyribonucleic acid

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético do inglés ethylenediamine tetraacetic acid
ESP — Esfregagco de sangue periférico

EUCAST — Comité Europeu de Avaliagao de Suscetibilidade Antimicrobiana do inglés
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

FIu/RSV — Virus da Gripe A e B/ virus respiratorio sincicial

FT — Fator tecidular

FvW — Fator de vonWillebrand

GS — Gelose de Sangue

HAE — Gelose Haemobphilus spp.

HbA, — Hemoglobina alfa |

HbA | c — Hemoglobina glicada

HbA, — Hemoglobina alfa 2

HCT — Hematocrito

HEK — Hektoen

Hg — Hemoglobina

HGM — Hemoglobina globular média

HPV — Virus papiloma humano do inglés human papilloma virus

INR — Razao internacional normalizada do inglés International normalized ratio
INSA — Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge

LCR — Liquido Cefaloraquideo



MAC — Gelose MacConkey

MIN — Minutos

MPC — Médico Patologista Clinico

MRSA — Staphylococcus aureus meticilina resistente do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus

MRSM — Staphylococcus aureus meticilina resistente smart

MTB — Mycobacterium tuberculosis

PC — Proteina C

PCa — Proteina C ativada

PCR — Reagao em cadeia da polimerase

PNAEQ-INSA — Programa Nacional da Avaliagao Externa da Qualidade do Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge

PS — Proteina S

PTT — Purpura trombocipénica trombotica

PVX — Polyvitex

RDW — Coeficiente de dispersao eritrocitaria do inglés Red cell distribution width
RIQAS — Esquema Internacional de Avaliagao da Qualidade da Randox do inglés Randox
International Quality Assessment Scheme

RNA — Acido ribonucleico do inglés ribonucleic acid

RPM — Rotagoes por minuto

SGC - Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol

SHU — Sindrome hemolitico-urémica

SLS — Sulfato Lauril de Sodio

SPC — Servigo de Patologia Clinica

SU — Servigo de Urgéncia

TAC — Tomografia computorizada

TIBC — Capacidade total de fixagao do ferro do inglés total iron binding capacity
TP — Tempo protrombina

TPE — Transtorno de personalidade esquizoide

TSA — Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

TSS — Técnico Superior de Salde

TT — Tempo trombina

TTPA — Tempo de tromboplastina ativada

TVP — Trombose venosa profunda

UFC — Unidades Formadoras de Coldnias

12



UK-NEQAS — Esquema Nacional de Avaliagao de Qualidade Externa do Reino Unido do
inglés United Kingdom National External Quality Assessment Service
VCAT — Vancomicina, Colistina, Anfotericina, Trimetroprim

YER — Gelose Yersinia spp.






Resumo

No presente relatorio de estagio curricular realizado, no ambito do Mestrado de
Anilises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no Servico de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar Médio Tejo — Unidade Hospitalar de Tomar, pretende-
se descrever toda a aprendizagem adquirida.

O estagio englobou as diferentes areas analiticas, nomeadamente a Hematologia,
Bioquimica, Imunologia e Microbiologia, sendo que ira ser feita uma abordagem mais sucinta
das areas de Bioquimica e Imunologia e uma mais detalhada na area de Microbiologia e
Hematologia.

Este relatorio dispoe ainda da discussao de casos clinicos que foram surgindo ao longo

do estagio curricular.

Palavra-chave: Microbiologia, Hematologia, Bioquimica, Analises Clinicas, Centro Hospitalar

Médio Tejo.

Abstract

In the present report of the curricular internship, carried out within the scope of the
Master’s Degree in Clinical Analyses of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra
in the Clinical Pathology Service of the Centro Hospitalar Médio Tejo— Unidade Hospitalar de
Tomar, it is intended to describe all the acquired knowledge.

The internship included the different analytical areas, namely Hematology,
Biochemistry, Inmunology and Microbiology. A succinct approach will be done in the areas of
Biochemistry and Immunology and a more detailed one in the area of Microbiology and
Hematology.

This report also includes the discussion of clinical cases that arose during curricular

internship.

Keywords: Microbiology, Hematology, Biochemistry, Clinical Analyses, Centro Hospitalar

Médio Tejo






1. Introducao

O Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra tem como objetivo conferir uma aprendizagem multifacetada e especializada na area
do diagnostico laboratorial. Este Mestrado contém no seu plano de estudos um estagio
curricular que visa consolidar todo o conhecimento obtido ao longo do mestrado e conhecer
toda a dinamica de um laboratorio de Analises Clinicas.

O presente relatorio de estagio € relativo ao estagio realizado no Servigo de Patologia
Clinica (SPC) Do Centro Hospitalar Médio Tejo (CHMT) — Unidade do Hospital de Tomar
sob orientagao do Dr. Carlos Cortes, onde tive a oportunidade de estar nas quatro areas
pretendidas (Microbiologia, Hematologia, Bioquimica e Imunologia) e também acompanhei
toda a fase pré-analitica desde a colheita a recegao da amostra e a fase pds-analitica.

O tempo de estagio foi dividido pelas quatro sec¢oes de modo a permanecer cerca de
um més em cada uma das areas.

Este relatério debruca-se essencialmente sobre a componente pratica e teorica das
areas de Microbiologia e Hematologia contendo casos clinicos que foram surgindo ao longo
dos cinco meses de estagio, € ainda feita uma abordagem mais sucinta das areas de Imunologia

e Bioquimica, assim como da fase pré-analitica e controlo de Qualidade.

2. Caraterizaciao do laboratério

O CHMT é constituido por trés Unidades Hospitalares localizadas em Abrantes
(Hospital Doutor Manoel Constancio), Tomar (Hospital Nossa Senhora da Graga) e Torres
Novas (Hospital Rainha Santa Isabel).

O SPC do CHMT — Unidade Hospitalar de Tomar esta situado na Avenida Maria de
Lurdes de Mello Castro, 2304-909 Tomar.

Na unidade de Tomar esta centralizado o laboratério de Patologia Clinica, no entanto,
existem laboratérios de urgéncia e apoio a rotina dos internamentos nas Unidades de
Abrantes e Torres Novas. Além da realizagao de analises urgentes é disponibilizado, todos os
dias Uteis, aos utentes das consultas externas e a qualquer utente externo ao laboratorio, um
horario de colheita de amostras. A rececao e envio ao Laboratério Central é da
responsabilidade do Laboratério de cada Unidade, com as devidas condigoes de identificagao,
seguranga e temperatura.

Os parametros analiticos menos frequentes ou mais diferenciados sao enviados para

Laboratérios externos, sendo que é sempre necessario a identificagdo do utente, numero do
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processo e acondicionamento em sistemas de transporte proprios de maneira a ser assegurada
a integrabilidade da amostra.

O SPC é composto pelos setores de Microbiologia, Hematologia, Bioquimica e
Imunologia, sendo que o setor de Bioquimica e Imunologia estao agrupados designando-se
Imunoquimica. O SPC esta informatizado com um sistema de gestao laboratorial — ModulLab
— que permite gerir todos os pedidos de analises que chegam ao laboratério e garantir a
rastreabilidade dos mesmos, desde o pedido de anilise efetuado pelo médico até a validagao
final de todos os parametros.

Este servigo esta certificado pela Norma NP EN ISSO 9001:2015, tem um programa
de Controlo de Qualidade Interno (CQI) e participa em Programas de Avaliacio Externa da
Qualidade, permitindo assim uma melhoria continua.

A diregao do SPC esta a cargo do Dr. Carlos Cortes e é constituido por 5 Técnicos
Superior de Saude (TSS) , 4 Médico Patologista Clinico (MPC), 7 Médicos internos de
formacao especifica em Patologia Clinica, 61 Técnicos Superior de Salde e Diagnéstico

(TSDT), 5 assistentes operacionais.

2.1 Fase pré-analitica

2.1.1 Sala de colheitas

Iniciei o estagio na sala de colheitas associada a patologia COVID-19 onde tive a
oportunidade de aprender todo o procedimento desde a colocagao do equipamento de
protecao individual a colheita. Na colheita, o primeiro passo é sempre confirmar a presenca
de todo o material necessario. De seguida confirmar a identidade do utente e s6 depois
proceder a recolha de células da fossa nasal e posteriormente da orofaringe. Surgiu a
oportunidade de ir conhecer as enfermarias da COVID-19 da Unidade Hospitalar de Abrantes,
onde tive a oportunidade de compreender toda a logistica associada.

A colheita de sangue é realizada pela técnica de vacuo o que é bastante vantajoso, uma
vez que, o sangue é colhido diretamente para o tubo coletor. Assim, diminui uma possivel
contaminagao e minimiza a exposi¢ao ao sangue do utente. A quantidade de sangue a colher
depende das analises pedidas, sendo que para uma boa qualidade dos resultados é essencial

respeitar a marca de enchimento nos tubos com anticoagulantes.



2.1.2 Rececao de produtos

Nesta fase pré-analitica a rece¢ao das amostras é efetuada através do codigo de barras.
E sempre necessario ter em consideracio o estado de amostra, sendo que podera solicitar-se
uma nova colheita através do sistema Modulab, caso a amostra nao esteja conforme.

Existem diversos aspetos que podem causar interferéncias analiticas tais como a
hemolise de uma amostra, turvagao do soro, amostra coagulada, ou proporgao nao respeitada
de sangue-anticoagulante.

Uma amostra que se apresente hemolisada pode levar ao aumento de determinados
parametros analiticos ou interferéncia na leitura por absorvancia; a interferéncia varia
conforme o grau apresentado de hemolise. A coagulagao de uma amostra normalmente
acontece quando se trata de uma colheita mais dificil ou devido a falta de homogeneizagao da
amostra apos a colheita. E também essencial fazer colheita do volume certo de amostra,

devendo-se respeitar a marca que o tubo apresenta.

2.2 Fase analitica

A fase analitica é composta pelo processamento das diversas amostras, que € iniciado
apds as manutencoes necessarias a cada aparelho e os respetivos controlos. E essencial a
compreensao das varias metodologias utilizadas em cada analisador para a obtengao de

resultados fidedignos.

2.3 Fase pos-analitica

A fase pos-analitica é constituida pela validagao do resultado apos todos os parametros
determinados estarem disponiveis no sistema informatico, tendo em consideragao a histéria
clinica do doente. A validagao é efetuada pelos MPC e TSS.

As amostras sao armazenadas nos respetivos suportes por um equipamento de forma

a agilizar a procura do tubo caso seja necessario repetir alguma analise.

3. Microbiologia

O setor de microbiologia é composto por duas salas distintas. Uma onde é realizado
todo o processo desde a rece¢ao de amostras até a sua identificagao e validagao e outra onde
se trata exclusivamente os pedidos de pesquisa de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR) e

pesquisa de determinado agente patogénico através do GeneXpert.



Ao receber os produtos, que chegam ao laboratério no setor de microbiologia, é
crucial rejeitar todas as amostras que nao vém no meio de transporte adequado ou que estao
vertidas. Todos os critérios que possam levar a uma rejeicao da amostra sao aplicados. Depois
desta ser recebida é essencial verificar o pedido da amostra, uma vez que pode ser necessario
efetuar mais algum procedimento que nao estava apresentado nas etiquetas que acompanham
o contentor da amostra.

De seguida, sao impressas as etiquetas de identificagao dos meios de cultura. No inicio
do processamento da amostra devemos ter especial atengao aos produtos que nao estao em

meio de transporte, estes devem ser tratados com a maior brevidade possivel.

3.1 Equipamentos

Em termos de equipamentos, este setor é constituido por 3 camaras de fluxo laminar,
4 estufas (trés a 37°C, uma para as garrafas de hemocultura positivas, outra com 5% CO, e
ainda uma para guardar todos os produtos processados; uma 25°C para os fungos), um
aparelho de identificagao bacteriana (IVD MALDI Biotyper), um aparelho de coloragao
automatica (AeroSpray), um aparelho para a realizagao do antibiograma, embora também
possa realizar a identificagao (Vitek 2 compact), um equipamento para hemoculturas (Bactec
9120), um equipamento para a cultura de BAAR (Bactec Mgit 960), um equipamento para a
realizagao de andlises por reagao em cadeia da polimerase (PCR) (GeneXpert) e ainda um

sistema de PCR multiplex (FilmArray).

3.1.1 IVD MALDI Biotyper

O IVD MALDI Biotyper utiliza um método com base na espetrometria de massa para
a detecao de microrganismos através de uma biblioteca de referéncia. A espetrometria de
massa € composta por trés unidades funcionais. Uma fonte de ides para ionizar e transferir
para uma fase gasosa, um analisador de massa que separa os ides de acordo com a sua razao
massa-carga e um dispositivo de detegao dos idces separados.

Os microrganismos sao identificados a partir das culturas da amostra biologica e é na
bandeja que é colocada a colénia a identificar numa posicao selecionada. A bandeja é deixada
ao ar para todo o material bioldgico secar e posteriormente é adicionada a matriz que contém
solvente padrao capaz de extrair proteinas, existentes em elevadas quantidades, dos
microrganismos presentes. Quando a matriz estiver seca, a bandeja estara pronta para entrar

no equipamento.
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Todas as posi¢oes da bandeja sao analisadas por espetrometria de massa, onde o alvo
€ bombardeado com breves impulsos de laser. E através das proteinas mais abundantes que
resulta um espetro de massa com carateristicas especificas de cada espécie podendo ser usado

I ~ . e " e . . . .
como uma “impressao digital molecular”, permitindo, deste modo, identificar o microrganismo

presente em determinada amostra. [

3.1.2 Vitek 2 Compact

O Vitek 2 Compact tem capacidade para realizar a identificagao e antibiograma através
de cartas de identificagdo com carateristicas especificas para determinada bactéria. Estas cartas
sao colocadas numa cassete que tem capacidade para |5 cartas com os respetivos tubos do
inoculo. O procedimento inicial esta descrito no diagrama I. No laboratério, este aparelho é
utilizado maioritariamente para a realizagao de teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA).
O equipamento regista a concentragao minima inibitoria (CMI) para cada farmaco através de
um sistema otico que usa diferentes comprimentos de onda na zona do visivel para realizar as
leituras turbidimétricas e colorimétricas. Este equipamento interpreta os resultados com base
nas regras da Comité Europeu de Avaliagio de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST),
sendo possivel determinar se a bactéria presente é resistente ou sensivel a determinado

antimicrobiano.”

e N e N s a
Tranferir 3 mL da T
~ . Ler o codigo de barras L
solugao salina para um Ler o cddigo da carta
da placa
tubo
\. J \. J \. J
e N e N s 2
. - Colocar a carta de TSA
Selecionar uma coldnia Colocar a cassete na .
X ! a seguir ao tubo com o
isolada e fazemos uma base da unidade do ny :
~ . . inoculo, ou seja, no tubo
suspensao Smart Carrier Station .
vazio
\. J \. J \. J
e N e N s 2
. . Colocar um tubo vazio
Verificar a densidade no . Carregar a cassete no
densicheck na cassete a segulr a sistema Vitek
cada tubo com o inéculo
\. J \. J \. J

Diagrama | - Programagao do Vitek 2 Compact
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3.1.3 GeneXpert

O sistema GeneXpert automatiza e integra a preparacao de amostras, extragao,
amplificacao de acidos nucleicos e a detecao da sequéncia alvo em amostras através de ensaios
de PCR em tempo real. Este sistema é constituido pelo instrumento, computador e um
software pré-carregado que permite execugao de testes e a visualizagao dos resultados. Os
reagentes de PCR estao nos cartuchos descartaveis onde ira ocorrer a reagao, cada cartucho
€ de utilizagao unica diminuindo a possibilidade de contaminagao cruzada entre amostras.

Este sistema dispoe de técnicas de Biologia Molecular para a detegao de bactérias
produtoras de carbapenemases (Carba-R), Clostridioides difficile, virus da gripe A e B/ virus
respiratério sincicial (Flu/RSV), virus do papiloma humano (HPV), Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA), Mycobacterium tuberculosis (MTB) e enterococos resistentes a

vancomicina A e B (VanA/VanB).

e Carba-R
O ensaio Xpert Carba-R é um teste qualitativo destinado a detegio e distingao de
determinadas sequéncias genéticas que estao associadas a nao suscetibilidade a carbapenemos.

A amostra utilizada é uma zaragatoa retal e perineal.

e Clostridioides difficile
Este sistema permite a detegao de Clostridioides difficile (gene da toxina B), gene de
toxina binaria e a delegao de um nucleétido na posicao | 17 a partir de amostras fecais liquidas.
O fator de risco mais comum associado ao Clostridioides difficile € a exposigao constante a

antibioticos.

e Flu/RSV
Este é um ensaio em PCR automatizado em tempo real que permite a distingao do
RNA viral do RSV e Influenza. Nos doentes com sinais e sintomas é colhida uma amostra
zaragatoa nasofaringea e nasal. Os resultados deste teste nao devem ser usados como Unica

base para o tratamento.

e HPV
Xpert HPV Assay é um teste qualitativo utilizado para a detecao da regiao E6/E7 do
genoma do DNA viral proveniente de HPV, através de uma amplificagio multipla do DNA
alvo por PCR em tempo real de 14 serotipos de HPV de alto risco. A amostra utilizada para

este ensaio sao células cervicais.
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e MRSA
O ensaio Xpert MRSA NxG é um teste qualitativo que permite a detecao do DNA de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, onde ocorre a amplificagao dos alvos especificos
do DNA e sondas de hibridagao fluorogénicas especificas para os alvos. As amostras sao

colhidas de zaragatoas nasais em doentes com risco de colonizagao nasal.

e MTB
O ensaio Xpert MT/RIF Ultra, um teste de diagnostico semi-quantativo, utiliza a PCR
em tempo real para a detegao do DNA de MTB em amostras de expetoragao nao processadas.
Caso seja detetado este complexo, este ensaio também permite a detegao de mutagoes do

gene rpoB associado a resisténcia a rifampicina.

e vanAlvanB
Este € um ensaio de diagndstico qualitativo utilizado para a detegao dos genes (Van A
e Van B) associadas a resisténcia a vancomicina em amostras de zaragatoas retais e perianais.
O ensaio ¢ utilizado em doentes de risco de colonizacao intestinal de bactérias resistentes a

vancomicina.

3.1.4 FilmArray

Este sistema contém uma bolsa de reagentes especificos onde o equipamento interage
permitindo a purificagao de acidos nucleicos e amplificacio de sequéncias alvo presentes na
amostra do doente utilizando a PCR multiplex num sistema fechado. Os produtos de PCR
gerados sao avaliados por andlise de fusao de DNA e o software interpreta automaticamente
os resultados, disponibilizando-os no Modulab.

O painel gastrointestinal permite a pesquisa de algumas bactérias, virus e parasitas
através de amostras de fezes em meio de transporte Cary-Blair.

No caso de infecoes do sistema nervoso central utilizamos o painel
meningite/encefalite em que pesquisamos bactérias, virus e leveduras numa amostra de Liquido
Cefalorraquidiano (LCR) (minimo 200pL).

No painel respiratorio superior pesquisamos virus e bactérias em amostras de
secrecgoes respiratorias superiores.

Por fim, o painel sepsis pesquisa bactérias de Gram positivo e negativo, leveduras e

genes de resisténcia a antimicrobianos em amostras de sangue de hemoculturas positivas.
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3.1.5 Bactec 9120

Os meios BD BACTEC™ Plus Aerobic/ F Culture Vials e Plus Anaerobic/ F Culture
Vials sao usados para a cultura aerdbia e anaerdbia e isolamento de bactérias e fungos no
sangue e em liquidos biologicos. Neste equipamento, a amostra a ser utilizada, ¢ inoculada
dentro de uma ou mais garrafas que contém o meio liquido de soja-caseina digerida. Estes
frascos sao introduzidos dentro do equipamento e, se existirem microrganismos na amostra,
ocorrera a produgao de CO, quando estes metabolizarem os substratos presentes no frasco.
Este aumento da produgao de CO, é detetado pelo sensor quimico. O sensor é monitorizado
pelo instrumento relativamente ao aumento da fluorescéncia que é proporcional a quantidade

de CO, produzida pelo microrganismo.”!

3.1.6 Bactec Mgit 960

O aparelho Bactec Mgit 960 encontra-se numa sala isolada onde todos os produtos
relacionados com a pesquisa de micobactérias sao processados.

O tubo indicador de crescimento de micobactérias é constituido por um meio liquido
Middlebrook 7H9 modificado que permite o crescimento e detecao de micobactérias. Este
tubo também contém um composto fluorescente embebido em silicone que é sensivel a
presenca de oxigénio dissolvido no meio liquido. A concentragao inicial de oxigénio dissolvido
extingue a emissao proveniente do composto, sendo possivel detetar a fluorescéncia ainda
que em pequenas concentragoes.

Subsequentemente, através da respiragao ativa dos microrganismos o oxigénio vai

sendo consumido o que permite que o composto desenvolva fluorescéncia.

3.2 Bacteriologia

3.2.1 Coloragoes

O esfregaco corresponde a uma leve camada de produto microbiolégico sobre uma
lamina de vidro, sendo este submetido a uma fixagao a chama ou por metanol. Posteriormente,
é corado para observagio ao microscopio.!

A coloragao de Gram é uma coloragao diferencial, isto &, utiliza dois corantes e permite
distinguir grupos de bactérias com base na sua capacidade de retengao desses corantes. As
bactérias que retém o corante violeta de cristal devido a maior espessura da camada
peptidoglicano sao consideradas Gram positivo, as que possuem uma menor espessura sao

consideradas Gram negativo e coram de rosa devido ao segundo corante, fucsina.™
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As coloragoes de Gram sao efetuadas no AeroSpray que permite uma coloragao rapida
e automatica. A observagao ao microscopio permite distinguir a diferente morfologia
bacteriana (cocos, bacilos, cocobacilos vibrides e espiroquetas) e o seu agrupamento; no caso
de serem cocos (diplococos, tétradas, estafilococos, estreptococos), caso se trate de bacilos

(diplobacilos, palicada, estreptobacilos).

3.2.2 Meios de cultura

Os meios de cultura podem classificar-se em liquidos, solidos e semi-sélidos (em
funcao da composicao em agar). E podem diferenciar-se em meios seletivos, nao seletivos e
diferenciais. Os meios cromogénicos que permitem a identificagdo presuntiva de alguns
microrganismos, tém como principio a reducao de substratos cromogénicos ap6s um periodo

de incubagao de aproximadamente |8-24h, visivel no meio de cultura pela sua alteragao de

cor.
De seguida, apresenta-se a tabela | com a descricao dos meios utilizados.
Tabela | — Meios utilizados no Servico de Patologia Clinica e os seus principios.[!
Meio Classificacao Principio
Caldo cérebro Meio liquido, | Meio de enriquecimento universal, composto por uma base
coragao (BHI) nao seletivo | nutritiva de coragio e cérebro.
Meio liquido, | Meio utilizado para enriquecimento e isolamento de espécies
Selenito seletivo de Salmonella spp. e de algumas espécies de Shigella spp.
Meio constituido por cistina, lactose e indicador de pH
permite diferenciar as bactérias fermentadoras das nao
L C fermentadoras da lactose utilizando o indicador azul de
Gelose Cistina, Meio sdlido, . , .
Lactose, seletivo e bromotimol. ,A.s bactérias que fer'm(.an.t?m 2 Iacto.se
Deficiente em diferencial produzenl"l f:olon|~as de cor amarela, por acidificagao do meio.
Eletrolitos As , bgcterlas nao fermentadqras da Iactose‘ prodgzem
(CLED) coldnias de cor verde, azul ou incolor. Este meio previne a
invasao (“swarming”) por Proteus spp. devido ao fraco
contetudo em eletrdlitos.
Meio de isolamento complementado com sangue de
Gelose de Meio solido, | carneiro que facilita o crescimento da maioria dos
Columbia + 5% |  nio seletivo | microrganismos. A presenca de sangue permite a
de Sangue de discriminagao de hemolise, critério base para a orientagio
Carneiro (COS) da identificagao de algumas bactérias.
Recomendado para o crescimento de estirpes mais
Gelose Meio solido, | fastidiosas como Neisseria spp., Haemophilus spp. e
Chocolate nio seletivo | Streptococcus pneumoniae, entre outras. Este meio é obtido a
PolyViteX partir da Gelose de Columbia ao qual foi adicionado sangue
(PVX) de carneiro aquecido a 80°C. Composto por uma base
nutritiva enriquecida com os fatores X(Hemina) e V(NAD)
fornecidas pela hemoglobina e PolyVitex.
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Gelose
Chocolate
Haemophilus
(HAE)

Meio solido,
seletivo

Meio utilizado para o isolamento de diferentes espécies de
Haemophilus spp. Este meio é composto por Gelose de
Chocolate, sendo que a seletividade é obtida pela
combinagao de antibidticos que inibem a maioria das
bactérias de Gram positivo e das leveduras.

Gelose
Chocolate
(VCAT)

Meio solido,
seletivo

Meio utilizado para o isolamento de diferentes espécies de
Neisseria spp. Este meio é composto por Gelose de
Chocolate ao qual foi adicionada uma combinagiao de
antibioticos (Vancomicina, Colistina, Anfotericina B,
Trimetoprim) que inibem a maioria das bactérias e
leveduras.

Gelose
MacConkey
(MCK)

Meio solido,
seletivo e
diferencial

Meio seletivo para bactérias de Gram negativo através dos
sais biliares e cristal violeta. A fermentacao da lactose é
detetada através da mudanga de cor do meio de rosa para
vermelho. Bactérias fermentadoras da lactose formam
colénias de cor rosa a vermelho, as que nao fermentam a
lactose as colonias sao incolores e o meio muda de cor para
amarelo.

Gelose Hektoen
(HEK)

Meio sodlido,
seletivo e
diferencial

Permite o isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. Este
meio é constituido por lactose, sacarose, salicina, sais
biliares, tiossulfato de sodio, citrato férrico amoniacal e os
indicadores de pH fucsina acida e azul de timol. Se os
microrganismos fermentarem um dos trés agucares
presentes no meio formam colénias rosa ou rosa-
amareladas, caso contrario produzem colonias verdes ou
verde-azuladas. Este é um meio seletivo para bactérias de
Gram negativo devido a presenca de sais biliares que
impedem o crescimento de bactérias de Gram positivo.
Bactérias produtoras de H)S vao formar um precipitado
negro no centro devido a presenca de tiossulfato de sédio e
de citrato férrico amoniacal.

Gelose
Campylosel
(CAM)

Meio sodlido,
seletivo

Este meio é recomendado para o isolamento de espécies de
Campylobacter spp. a partir de amostras de fezes. Esta
seletividade é assegurada por constituintes presentes no
meio (agentes antibacterianos, antifingicos e sangue) que
impedem o crescimento da microbiota associada. As
colénias carateristicas deste tipo de bactéria sio
acinzentadas e de tamanho reduzido.

Staphylococcus
aureus meticilina
resistente smart

Meio solido,
cromogénico

Este meio cromogénico baseia-se na coloragio rosa de
colonias que produzem a-glucosidase e resistentes a
cefoxitina, permitindo a identificagao presuntiva de

(MRSM) Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)

Gelose Meio solido, Este meio permite a identificacao presuntiva de Streptococcus
chromID™ cromogeénico e | agalactiae (Grupo B) gragas a presenga de trés substratos
Strepto B diferencial cromogénicos. Apos a incubagao de 18-24 horas ocorre a

(STRB) formagao de colonias cor de rosa claro a vermelho,

redondas e em forma de pérola.
Gelose de Meio solido, | Meio constituido com gentamicina e cloranfenicol que
Sabouraud seletivo inibe o crescimento bacteriano, permitindo o
com isolamento de leveduras e fungos a partir de amostras
cloranfenicol polimicrobianas. O crescimento é favorecido pela

(SGC2)
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acidificagao do meio e aumento do nivel de peptonas e
dextrose.

Gelose
chromID™
Candida (CAN
2)

Meio sélido,
cromogénico

Meio cromogénico que permite o isolamento seletivo
de fungos leveduriformes e identificacao de espécies de
Candida albicans que, pela hidrolise de um substrato
cromogénico de hexosaminidase, apresentam uma
coloragao azul.

Gelose
Yersinia (YER)

Meio solido,
seletivo

Este meio é constituido por violeta de cristal, Irgasan,
sais biliares, entre outros constituintes que inibem o
desenvolvimento das bactérias de Gram positivo e
bactérias Gram negativo. As peptonas presentes
fornecem os nutrientes necessarios ao crescimento de
Yersinia spp. A capacidade de fermentagao do manitol
induz a acidificagdo do meio dando origem a uma
coloragao vermelha no centro da coldnia gragas ao
indicador vermelho neutro.

Meio Mueller
Hinton

Meio utilizado
para o teste
de
suscetibilidade

Este é meio possui uma baixa concentragao de timina e
timidina e contém calcio, magnésio, proteinas e
carboidratos que proporcionam o crescimento
bacteriano.

antimicrobiana
( TSA) manual

3.2.3 Técnicas de sementeira

As técnicas que usamos no laboratério sio a sementeira por quadrantes, por
espalhamento com zaragatoa, para quantificagao de colonias e por Método de Maki. Os meios
sao semeados do menos seletivo para o mais.”!

A técnica mais utilizada no laboratério é a sementeira por quadrantes, que tem como
objetivo a obtengao de coldnias isoladas e para isso € essencial nao cruzar as estrias de modo
a reduzir o inoculo de cada estria. Para os meios cromogénicos ChromID MRSA e ChromID
Strepto B é usada a sementeira por espalhamento com zaragatoa pois o objetivo é perceber
se o microrganismo esta presente ou nao. No laboratério, a urina é semeada com o objetivo
de quantificagado de microrganismos e é usado uma ansa de didametro calibrado (IpL). A
sementeira pelo Método de Maki é usada para as pontas de cateter. Com o auxilio de uma
pinga previamente esterilizada colocamos o cateter na superficie do meio e rolamos por toda
a superficie do meio, pelo menos duas vezes; é essencial que o cateter role sobre o meio e

nao seja esfregado caso contrario a obtencao de coldnias isoladas é dificultada.”
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3.3 Analises efetuadas
3.3.1 Urina

As infegoes do trato urinario sao das mais comuns em todo o mundo e podem ocorrer
a nivel do trato urinario inferior designando-se por cistite (bexiga) ou podem ocorrer a nivel
do trato urinario superior e ai sao designadas por pielonefrites (parénquima renal). Em ambas
as situagoes o agente etiologico mais comum € a enterobactéria Escherichia coli sendo o sexo
feminino o mais afetado devido aos fluidos prostaticos, ao baixo pH, a elevada osmolaridade
da urina e a anatomia do trato urinario.l’!

E necessario explicar sempre ao utente como proceder a colheita para a urocultura e
de preferéncia devemos dar um panfleto ilustrativo com a explicagao. A colheita devera ser
feita na primeira urina da manha depois de uma correta higienizagao, rejeitando sempre a
primeira porgao, recolhendo para um contentor estéril o jato intermédio da urina, rejeitando
também a Ultima porg¢ao. Depois da amostra ser entregue no servico esta devera ser
processada o mais rapidamente possivel. Nas amostras de outras Unidades Hospitalares que
necessitam de serem transportadas até a Unidade Hospitalar de Tomar, estas sao colocadas
em meio de transporte (acido borico) de modo a permitir a conservagao da amostra.

Na chegada das amostras ao laboratorio é realizada a urocultura, que consiste na
quantificagao dos microrganismos presentes na urina, e a urina tipo |l (sumaria de urina) onde
se avaliam os parametros bioquimicos e o sedimento urinario. A anadlise sumaria de urina é
realizada no equipamento Aution Max AX42-80 e o sedimento no sediMAX.

As urinas sao semeadas em meio CLED, para a quantificagio de microrganismos. No
caso de se tratarem de mulheres em fase gestacional e em casos em que a colheita foi realizada
por pungao supra-pubica, o meio de gelose de sangue (GS) também é semeado. Na gravida vai
permitir detetar o crescimento de Streptococcus agalactiae e na pungao supra-pubica é utilizado
por uma questao de seguranga, uma vez que, qualquer microrganismo que cresga nesta
amostra devera ser valorizado. A Figura | representa bactérias fermentadoras da lactose no

meio CLED.
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A B

Figura I: A e B - Bactérias fermentadoras da lactose no meio Cistina, lactose deficiente em eletrolitos
(Fonte: SPC Tomar).

3.3.2 Sangue (Hemocultura)

A colheita de sangue é efetuada por pungao venosa e normalmente sao colhidas quatro
garrafas de membros diferentes. Nas hemoculturas temos de ter em aten¢ao o volume de
amostra, porque na maioria das bacteriemias a concentragao de microrganismos presentes
tende a ser baixa, principalmente se o doente estiver sob efeito da terapéutica. Nas criangas
€ necessario um menor volume de sangue (I a 5 mL) e nos adultos um maior volume de
sangue (10 a 30 mL)."! A amostra é inoculada em garrafas de hemocultura, havendo garrafas
para cultura de microrganismos aerobios em que o meio contém na sua composicao O, e
garrafas para cultura de microrganismos anaerobios CO,. Ambas as garrafas sao constituidas
com um meio enriquecido com caldo de soja e caseina.

As hemoculturas que provém da respetiva unidade, depois de recebidas sao colocadas
no aparelho de incubagao Bactec 9120. Nas que chegam positivas das outras unidades
hospitalares é realizada uma sementeira em meio Gelose de sangue (GS), que por ser um meio
nao seletivo e devido a presenga de sangue permite a discriminagao de hemolise. De seguida
€ necessario realizar uma coloragao de Gram que nos ird indicar a morfologia do

microrganismo. Na Figura 2 podem ser observadas duas espécies bacterianas distintas no meio

GS.
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Figura 2: Gelose de sangue com colonias de A - Staphylococcus aureus; B - Klebsiella pneumoniae.
(Fonte: SPC Tomar)

3.3.3 Fezes

Os microrganismos responsaveis por infegoes gastrointestinais tém vindo a modificar-
se devido a viagens intercontinentais, medicagao, exposigao a outras pessoas com
sintomatologia semelhante e o desenvolvimento de novas técnicas mais sensiveis de
diagnostico. A populagao mais afetada por este tipo de infecao sao as criangas e idosos, sendo
através da histéria, avaliagao clinica, exame fisico, andlises efetuadas as fezes, viagens recentes
e dos alimentos ingeridos que o médico faz uma avaliagao da infegao.

A maioria das amostras que nos chegam ao laboratério, sao de outras unidades
hospitalares e vém colhidas em zaragatoas, em meio de transporte Cary-Blair, com resultado
negativo para Campylobacter spp.. Inicialmente, caso o produto seja da proépria unidade
hospitalar, é enviada a amostra num recipiente estéril. E efetuada a pesquisa do antigénio de
Campylobacter spp. através de um teste rapido; caso este seja positivo, além de semearmos a
nossa amostra nos meios de MacConkey (MCK), Hektoen (HKT), Yersinia (YER) e caldo de
selenito, também temos de semear no meio Campylosel (CAMPY) e GS como abaixo descrito.

O RIDA QUICK é um teste de fluxo lateral imunocromatico para a determinagao de
antigénios de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, que utiliza tanto anticorpos anti
Campylobacter biotinilados como marcados a ouro. Numa amostra que contenha o agente
patogénico, os anticorpos marcados anti Campylobacter formam imunocomplexos. A
estreptavidina que se encontra na linha teste T liga os imunocomplexos através da biotina
acoplada ao anticorpo anti Campylobacter formando uma coloragao roxa/avermelhada na
linha T. Na linha de controlo C ligam-se os anticorpos sem complexo marcados a ouro.

No caso do teste rapido de pesquisa do antigénio de Campylobacter ser positivo, no
centro da placa de GS colocamos um filtro onde se deposita gotas de fezes, previamente

diluidas com soro fisiologico caso necessario. A placa, nao invertida, é incubada durante lh a
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37°C em aerobiose. Apos este tempo € removido o filtro e esta placa é incubada durante 5
dias a 37°C, utilizando o GENbag, que consiste num envelope de plastico com um fecho
hermético onde se coloca o gerador de atmosfera de microaerofilia e a placa do meio de
cultura. Neste envelope é colocado também o meio Campylosel previamente semeado.

A Figura 3 representa duas bactérias isoladas a partir de uma amostra em zaragatoa

com meio de transporte Cary-Blair.

Figura 3: A - Meio Yersinia com colénias de Yersinia; B - Meio Hektoen com colénias de Salmonella.
(Fonte: SPC Tomar)

e Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Regularmente, é pedida a pesquisa de sangue oculto nas fezes. Este teste destina-se ao auxilio
do diagnostico das perturbagoes gastrointestinais inferiores, tal como o cancro do colon-retal
que, quando detetado numa fase precoce, aumenta a probabilidade de sobrevivéncia. O teste
Chemtrue One-Step FOB permite a detegao da hemoglobina humana em amostras fecais,
sendo este um teste rapido imunocromatografico de detegao qualitativa. Este dispositivo
contém uma tira de membrana, na regiao da linha teste (T), revestido com anticorpo anti-
hemoglobina humana e na regiao da linha controlo (C) contém um anticorpo de cabra anti-
rato, sendo que a presenca de uma banda colorida na regiao teste (T) indica um resultado

positivo.

3.3.4 Liquidos serosos

Nos liquidos serosos estao incluidos o liquido pleural, peritoneal (ascitico), sinovial e
pericardico. Estes liquidos normalmente siao estéreis por isso qualquer microrganismo
presente deve ser valorizado. Estes produtos biologicos sao todos processados de forma

idéntica, e por serem produtos estéreis tém de ser centrifugados a 1500 rotagdes por minuto
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(rpm) durante 20 minutos, de modo a todos os microrganismos presentes ficarem
concentrados.!

Apos a centrifugacao € decantado todo o sobrenadante. Os meios de GS, PVX e BHI
sao semeados com o sedimento, nunca esquecendo o esfregaco onde posteriormente é feita
uma coloragao. Quando na requisicao médica é pedida a pesquisa de fungos, esta amostra

ainda tem de ser semeada no meio de Sabouraud.

3.3.5 Secrecoes respiratorias

Existem diversas secre¢oes respiratorias, tais como, a expetoragao, aspirado
bronquico, secregoes bronquicas.

A amostra mais comum no laboratério é a expetoragao, devendo esta ser colhida na
primeira expetoragao da manha através de uma tosse profunda. Amostras de/com saliva
devem ser rejeitadas.

Estas amostras sao semeadas nos meios de GS, HAE e é efetuado um esfregagco (por
esmagamento) para corar pelo método de Gram. Caso seja pedida a pesquisa de fungos, além

destes meios, temos de incluir o meio de Sabouraud.

3.3.6 Exsudados/colecées purulentas

Os exsudados/colegoes purulentas sao produtos de diferentes origens e por isso sao
processados de maneiras distintas, sendo maioritariamente colhidos por zaragatoas e
transportados em meio de Amies.

Se se tratar de um exsudado purulento, este é semeado em meio de MAC, GS e BHI
e para a coloragao de Gram sao necessarias 2 laminas e através de uma ansa é espalhado um
pouco do produto microbiologico na lamina.

Quando se trata de um exsudado ocular, auricular ou um aspirado dos seios nasais,
estes sao semeados em GS, HAE e BHI e é realizada a coloragao de Gram. A infegao ocular
mais comum € a conjuntivite provocada no adulto maioritariamente por Staphylococcus aureus
e no recém-nascido por Chlamydia trachomatis que lhe é transmitida pelo canal de vaginal na
altura do parto. Nas criangas com mais de trés meses de idade, o Haemophilus influenza é um
dos agentes etiologicos que mais provoca otites, ja o Haemophilus influenza, biogrupo aegyptos,
é causador de conjuntivites.

O exsudado faringeo € apenas semeado no meio de GS e no caldo de enriquecimento

BHI, realizando-se sempre a coloragao de Gram. Quando se trata de uma faringite bacteriana
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normalmente o agente causador é Streptococcus pyogenes e através do meio GS é possivel
detetar a B-hemdlise, caracteristico deste agente patogénico.

No caso de um exsudado nasal ou perineal, este é semeado no meio MRSA através de
uma sementeira em toalha e nio é efetuada uma coloragio de Gram. O objetivo é
essencialmente a detegao de portadores de Staphylococccus aureus meticilina resistente, sendo
o meio utilizado cromogénico, ficando com um tom rosado na presenga de colonias.

Na presen¢a de um exsudado vaginal/retal é realizado um processo semelhante ao
anterior, neste caso, usamos o meio STRB. Quando uma amostra é positiva € necessario uma
especial atengao pois podera trazer complicagdes no momento do parto quando o bebé passa
pelo canal vaginal, onde a bactéria Streptococcus agalactiae pode-lhe ser transmitida.

Os exsudados vaginais sao semeados em GS, VCAT e CAN, é feita uma preparagao a
fresco para a pesquisa de Trichomonas vaginalis ao microscépio com o objetivo de observar o

movimento do trofozoito e ainda uma coloracao de Gram.

3.3.7 Ponta de cateter

A ponta de cateter é semeada pelo método de Maki em GS.

3.3.8 Medula éssea e Liquido Cefaloraquideo

As infegoes do sistema nervoso central sao raras mas quando acontecem a taxa de
mortalidade associada é elevada e mesmo quando sao tratadas deixam sequelas graves. A
meningite carateriza-se por uma inflamagao das meninges sendo Neisseria meningitidis o agente
patogénico mais comum nas criangas e Streptococcus pneumoniae o mais comum em adultos.

No laboratério quando sao recebidas as amostras de medula 6ssea ou LCR (Liquido
Cefaloraquideo) estas devem ser processadas com a maior brevidade possivel, uma vez que
se trata de uma colheita invasiva e por vezes com pouco produto microbiolégico. No caso de
o volume ser superior a ImL este é centrifugado durante 20 minutos a [500rpm,
posteriormente é decantado e guardado o sobrenadante para um tubo de Falcon e apenas é
utilizado o sedimento que é semeado por inundacio nos respetivos meios. *! Na maioria dos
casos o volume de amostra é inferior a ImL. Os meios sio semeados por inundagao. Os
meios a serem utilizados para este produto microbioldgico sao GS e PVX. Os produtos sao
inoculados num caldo de enriquecimento, que favorece o crescimento bacteriano. Em ambos

os produtos ¢é realizada uma coloragao de Gram.
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3.4 Teste de sensibilidade a optoquina

O teste de sensibilidade a optoquina permite diferenciar Streptococcus pneumoniae,
sensiveis a agao da optoquina, de outros Streptococcus alfa-hemoliticos, resistentes a agao da
optoquina. A optoquina é uma substancia que se difunde facilmente num meio de cultura sélido
e inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae, provocando, assim, um halo de inibicao da
cultura em placa, enquanto em outros Streptococcus alfa-hemoliticos nao se observa um halo
de inibicao.

Num tubo é colocado cerca de ImL de soro fisiologico e prepara-se uma suspensao
da coldnia a testar com uma densidade otica de cerca de 0,5 na escala de McFarland. Esta
suspensao é semeada no meio de GS, pela técnica de sementeira em toalha.

Com o auxilio de uma pinga previamente esterilizada no bico de Bunsen coloca-se o
disco de optoquina no centro do indculo. Incubar por um periodo de 18 a 24 horas numa
estufa a 35°C com 5% CO.,.

Proceder a leitura do halo de inibicao do crescimento bacteriano com uma régua; um
halo inferior a 14mm indica que a bactéria é resistente a acao da optoquina, ou seja, nao se
trata de Streptococcus pneumoniae, caso o halo seja superior a 14mm, a estirpe bacteriana é

sensivel a agdo da optoquina podendo presumir-se que se trata de Streptococcus pneumoniae.”®

3.5 Teste de suscetibilidade antimicrobiana manual

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana sao realizados maioritariamente no VITEK
através de cartas de identificagao onde ocorrem as provas bioquimicas convencionais.

Este processo € realizado manualmente quando nos resultados obtidos pelo VITEK
aparecem determinadas resisténcias ou quando niao existem breakpoints para o
microrganismo. O método utilizado é o de Kirby-Bauer (difusao em disco), que consiste na
preparagao de uma suspensao de uma cultura pura com uma turvagao igual a 0,5 da escala de
McFarland. Através de uma zaragatoa € inoculada a superficie do meio Mueller-Hinton pela
técnica de sementeira em toalha. Os discos de papel de filtro impregnados com o antibiotico
sao colocados de forma a ficarem distribuidos pela superficie do meio permitindo a formagao
de halos inibitérios. Como demonstrado na Figura 4. Os halos, posteriormente, sao medidos
e através das regras de EUCAST o microrganismo pode ser classificado como sensivel ou

resistente a determinado agente antimicrobiano.!’!
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Figura 4: Teste de suscetibilidade antimicrobiana manual em meio de Mueller-Hinton.
(Fonte: SPC Tomar)

3.6 Teste rapido para a detecdao de carbapenemases

Os B-lactamicos sao antibidticos de primeira linha para o tratamento de infe¢oes
causadas pelas enterobactérias. No entanto, a sua eficacia tem diminuido devido a producao
de enzimas (B-lactamases) que inativam os B-lactamicos, entre elas estao as carbapenemases.
A presenca de carbapenemases é detetada principalmente em meio hospitalar e sao
responsaveis pelas infe¢oes nosocomiais, levando a graves problemas de saude.

NG-Test CARBA 5 é um ensaio imunocromatografico rapido que pode detetar os
cinco tipos mais comuns de enzimas carbapenemases (KPC, OXA-48, IMP, VIM, NDM) em
isolados bacterianos.

O tampao de extragao liquido é usado como uma solugao de lise celular quando
misturado com coldnias bacterianas. Cada uma das carbapenemases é reconhecida por
anticorpos monoclonais que sao imobilizados numa membrana de nitrocelulose. Adiciona-se
o tampao envolvido com as colonias; quando sé aparece a linha do teste controlo significa que
a amostra nao contém nenhuma das carbapenemases. Caso apresente uma linha num outro

local, dependendo do sitio tratar-se-a de uma carbapenemase distinta.”!

3.7 Teste de suscetibilidade a colistina

A suscetibilidade a colistina é determinada por microdiluicao em caldo. Este teste
consiste na rehidratagao da colistina pela adicao de uma suspensao bacteriana com uma
densidade de 0,5 MacFarland. Adicionando-se um determinado volume para um tubo com o
meio Mueller-Hinton, invertemos para homogeneizar. De seguida, esta é colocada em cada

pog¢o que contém quantidades crescentes de antibiotico e s6 no dia seguinte é observado se
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a bactéria em causa é resistente ou sensivel ao antibidtico pela turvagao apresentada. Como

demonstrado na Figura 5.

Figura 5: Teste de suscetibilidade da bactéria ao antibidtico (colistina) — Sensivel.
(Fonte: SPC Tomar)

3.8 Parasitologia

Os parasitas intestinais incluem um amplo grupo de microrganismos, dos quais os
protozoarios e os helmintas sao os mais representativos. A via fecal-oral € a principal forma
de transmissao, a partir de agua ou alimentos contaminados e a sua prevaléncia varia consoante
a zona geogrifica.”!

O exame parasitologico das fezes é constituido pela pesquisa de antigénio de Giardia
lamblia/Cryptosporidium parvum/Entamoeba histolytica e pelo kit de concentragao de
ovos/parasitas fecais. Normalmente para estes pedidos sao processadas trés amostras, que
devem ser colhidas num espago de tempo de 7 a 10 dias. Por vezes também ¢ solicitado pelo

médico a pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis.

3.8.1 Pesquisa de antigénio de Giardia lamblia/Cryptosporidium parvum/Entamoeba

histolytica

O RIDA QUICK é um teste rapido imunocromatografico para a detegao qualitativa de
Cryptosporidium parvum e/ou Giardia lamblia e/ou Entamoeba histolytica em amostras de fezes.
Num tubo de hemolise é adicionado tampao a uma determinada quantidade de fezes. De
seguida, este tubo é colocado no vortex para uma correta homogeneizagao e posterior
sedimentagao. Na cassete sio colocadas 4 gotas de amostra, esta migra arrastando os
anticorpos conjugados com particulas de latex coloridas que sao especificos para o antigénio

do parasita alvo. Cada um dos parasitas tem uma respetiva coloragao da tira de teste, o que
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permite distinguir o parasita presente. A intensidade das respetivas coloragoes € variavel,

dependendo da quantidade de antigénio na amostra.”

3.8.2 Kit de concentracao de ovos/parasitas fecais

Este método destina-se ao processamento de amostras fecais por concentragao de
ovos/parasitas fecais para exame microscopico.

As técnicas de concentragao estao divididas em dois passos principais, a flutuagao e
sedimentagao. A técnica da flutuagao usa densidades especificas superiores as dos ovos e
quistos, separando-os dos residuos fecais permitindo assim que os ovos e quistos se
concentrem na superficie do tubo e os residuos fecais no fundo. A técnica de sedimentagao
usa a técnica reversivel assim os ovos e quistos concentram-se no fundo e os residuos fecais
no topo permitindo a sua remocao, permitindo, por isso, serem mais facilmente observados
ao microscopio.

A nivel laboratorial, a amostra é recolhida usando o coletor de amostra presente na
tampa do tubo com formalina. De modo a obter uma correta homogeneizagao, o tubo deve
ser agitado no vortex. Adiciona-se tampao B (acetato de etilo), de seguida é necessario
conectar e enroscar o tubo com fundo conico ao tubo que contém a suspensao de fezes.
Inverter o sistema de tubos e retirar a parte superior. Depois é centrifugado e descartado o
sobrenadante. Guardar a amostra no frigorifico para posteriormente ser visualizada ao

microscopio pelo MPC/TSS.

3.8.3 Pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis

O parasita Enterobius vermicularis (oxiuros) afeta sobretudo criangas em idade escolar
e raramente os ovos e vermes sao encontrados nas fezes por isso nao é aconselhado para
diagnostico de infecao o exame parasitologico de fezes.

O diagnostico laboratorial € feito com a ajuda de uma espatula de madeira para aplicar
a parte adesiva de um pedago de fita cola transparente na regiao perianal. Esta colheita deve
ser feita de manha, antes do banho ou defegao, para colher os ovos depositados durante a

noite. A fita cola é posteriormente colocada na lamina de vidro e observa-se ao microscépio.”

3.9 Micobacteriologia

As coloragoes por Ziehl Neelsen Modificada e por Auramina permitem distinguir

micobactérias de outros microrganismos. Pelo método da Auramina as micobactérias ficam
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coradas de amarelo-esverdeado e pelo método Ziehl Neelsen Modificada ficam corados de
vermelho num fundo azul.

Diariamente chegam amostras de produtos respiratorios que vém com pedido de
Bacilo de Koch (BK), apesar de a pesquisa nao ser exclusivamente de Mycobacterium
tuberculosis. Estas amostras sao tratadas numa sala isolada onde se encontra uma camara de
fluxo laminar de nivel Il e o Bactec MGIT 90 onde se colocam as amostras a incubar.

As amostras suspeitas de conterem micobactérias sofrem inicialmente um processo de
digestao e descontaminagdao, uma vez que, normalmente estio contaminadas por uma
microbiota normal de crescimento rapido. E recomendado o uso de uma solucio de N-acetil-
cisteina-hidroxido de sodio (NALC-NaOH) e este reagente é diluido com volume igual da
amostra proporcionando uma liquefagao e descontaminacgao eficaz. O reagente BBL Mycoprep
contém o componente NALC numa ampola de vidro selada dentro da solugao de citrato de
NaOH, a ampola é partida e os reagentes misturam-se suavemente antes de serem utilizados.

As embalagens de tampao de fosfato em po, com pH 6,8, sao incluidas no kit para
serem utilizadas na lavagem da amostra digerida e descontaminada. O tampao de fosfato
diminui a atividade da solu¢ao NALC-NaOH. As amostras sao centrifugadas a 3750rpm por
20 minutos com o objetivo de concentrar a amostra. A partir do sedimento sao preparadas
as laminas para posteriormente serem coradas. Por conveniéncia, a coloragio Auramina é
utilizada para produtos como os aspirados e expetoragoes, para os liquidos serosos e LCR ¢
usada a coloragao Ziehl Neelsen modificada. Amostras estéreis como o LCR sao apenas
centrifugadas, de modo a concentrar a amostra, exceto quanto temos uma quantidade de
amostra muito reduzida, nesse caso nao se centrifuga e inocula-se todo o produto.

Depois de centrifugada a amostra, é rejeitado todo o sobrenadante e adiciona-se agua
tamponada, de modo a ressuspender o sedimento e coloca-se a amostra no tubo de cultura
onde foi colocado previamente Panta (mistura de antibioticos com suplemento) que fornece
substancias essenciais ao crescimento rapido de micobactérias.

No Bactec MGIT sao incubados os tubos de forma continua a 37°C e monitorizados a
cada 60 minutos relativamente ao aumento de fluorescéncia. Os tubos negativos durante um
periodo de 42 dias e que nao apresentem sinais visiveis de positividade sao retirados e
esterilizados antes de serem eliminados. Nos tubos positivos é feito um esfregago que é fixado
com metanol e corado pela coloragao de Ziehl Neelsen modificada, o que permite distinguir

os bacilos acido 4lcool resistentes (coram de vermelho).['"”
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3.9.1 Teste rapido de identificacao de Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose é uma doenca altamente infeciosa causada pela bactéria MTB e ¢é
potencialmente fatal para humanos. Por esse motivo quando uma amostra é positiva para a
presenca de micobactérias & importante realizar um teste rapido para demonstrar a
positividade para MTB, pois pode-se tratar da presenca de outras espécies de micobactérias
ou uma possivel contaminagao.

A caraterizacao bioldgica molecular, bioquimica e imunolégica levou a identificagao de
varios antigénios em MTB, sendo uma das proteinas predominantes a MPT64, que foi
encontrada num liquido de cultura composto apenas por estirpes do complexo MTB.

Este é um teste de identificagdo imunocromatografica rapido para o complexo MTB e
utiliza anticorpos monoclonais de rato anti-MPT64. Esta cassete de teste € composta por uma
compressa de amostra, uma compressa de conjugado de ouro, uma membrana de
nitrocelulose e uma compressa absorvente. Os anticorpos monoclonais de rato anti-MPTé4,
conjugados com particulas de ouro coloidal, sao utilizadas para a captura e detecao de
antigénio num ensaio tipo sandwich. Dependendo da concentragao de antigénio MPTé4, a

intensidade da linha de teste pode variar.!'"!

3.9.2 Teste da sensibilidade antimicobacteriana de Mycobacterium tuberculosis

O BD Bactec MGIT 960 sire kit é utilizado como um procedimento qualitativo rapido
para o teste da sensibilidade de MTB, em cultura, a estreptomicina, isoniazida, rifampicina e
etambutol, permitindo, deste modo, um tratamento adequado aos doentes com
tuberculose.['?

Recentemente, no laboratoério de Microbiologia do CHMT comegou a ser realizado
este teste, sendo que até aqui todos os tubos positivos para MTB eram enviados para o INSA
e era la que era realizado o teste de sensibilidade antimicobacteriana. Neste momento, os
resultados obtidos pelo laboratério sao comparados com os do INSA, de modo, a que

tenhamos a certeza que estamos a trabalhar com qualidade.

3.10 Validacao

No setor de Microbiologia todos os resultados obtidos sao validados pelos TSS/MPC.
Os resultados sao visualizados quer macroscopicamente através do meios semeados e
incubados, quer microscopicamente através da observagiao da coloragao de Gram. Caso nao
seja observado crescimento nos respetivos meios e na coloragio de Gram apenas esteja

presente a microbiota associada ao produto, a amostra é dada como negativa. Quando a
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historia clinica nao esta de acordo com o observado podemos colocar as placas a reincubar.
Na auséncia de crescimento apds 48h de incubagao o resultado é dado como negativo.

Quando na placa é observado crescimento é crucial entender o modo como este
produto foi colhido e qual a sua origem. No caso de crescerem trés ou mais colonias distintas
no meio, a amostra respetiva € dada como contaminada e sugere-se uma nova colheita, uma
vez que, neste caso seria complicado isolar cada uma das colénias num novo meio.

No caso de a amostra ser uma urina, esta € sempre considerada positiva quando a
placa apresenta mais do que 100 colénias (10° significado UFC/mL), e quando o meio tem
menos coldnias devemos verificar o numero de leucécitos presentes na urina, se este for
superior a 500 poderemos dar como positiva. Quando as amostras sao colhidas por pungao
supra-pUbica deve ser considerado qualquer microrganismo presente, uma vez que sao urinas
estéreis.

No caso da expetoragao, quando observamos mais de 20 células epiteliais num campo
da coloragao de Gram esta é rejeitada, nao é considerada uma amostra de boa qualidade. Na
observagao dos meios se suspeitarmos de um microrganismo patogénico este pode ser
identificado pelo equipamento presente no laboratério e posteriormente é realizado o
antibiograma.

Para o LCR e a medula 6ssea, que sao produtos considerados estéreis, a sua validagao
¢ dirigida de uma maneira diferente, uma vez que qualquer microrganismo presente é
considerado patogénico. Na coloragio de Gram quando observamos ao microscopio
diplococos de Gram-negativo é possivel que o agente causador da infecao seja Neisseria spp.,
no caso de observarmos cocos de Gram-positivo em cadeia € possivel tratar-se de uma infegao
por Streptococcus spp. Assim, a partir de uma coloragao de Gram, é possivel, através de uma
identificagao presuntiva, informar o clinico do microrganismo presente, sendo realizada
posteriormente a sua identificagao.

Quando o produto em analise é o sangue, temos de ter sempre em consideragao se
nao se trata de uma contaminagao da pele por Staphylococcus epidermidis, sendo esta uma
bactéria presente na pele e que, por vezes, devido a ma desinfegao na altura da colheita, podera
contaminar a amostra. Para considerar que um microrganismo esta a causar infegao, pelo
menos trés coloragoes de Gram devem ser coincidentes, assim como os respetivos meios. Na
pediatria, como apenas € colhida uma amostra esta deve ser sempre valorizada e prosseguir
para a identificagao do microrganismo.

No cateter, a cultura sé é considerada positiva quando crescem pelo menos 15 coldnias
e este tem de ser acompanhado pela hemocultura correspondente, caso contrario esta

amostra € considerada contaminada.
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3.11 Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade garante que trabalhamos com qualidade em todas as etapas
desde a fase pré-analitica até a fase pos-analitica. No setor de Microbiologia é realizado um
Controlo de Qualidade Interno (CQI) através da utilizagao de estirpes bacterianas ATCC e
Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ) através da participagao em programas, o que permite

uma comparabilidade entre laboratorios.

3.11.1 Controlo de Qualidade Interno

No controlo de Qualidade Interno, no setor de Microbiologia, usamos estirpes
bacterianas ATCC de carateristicas fenotipicas previamente conhecidas, permitindo avaliar os
procedimentos utilizados para a realizagao dos testes de identificacdo e suscetibilidade aos
antibiéticos em equipamentos automaticos.

No inicio de cada semana é utilizada uma estirpe diferente.

Uma correta manipulagao das estirpes bacterianas garante que os testes efetuados tém
resultados fidedignos; para minimizar a possibilidade de alteragoes da estirpe ou contaminagao,
nao se aconselha a mais do que cinco passagens.

A partir de uma cultura da estirpe ATCC sao retiradas colonias para os tubos de
criopreservagao e armazenado a temperatura de -80°C. Para fins de CQI é descongelado um

tubo de criopreservagio e semeado no respetivo meio.*”]

3.11.2 Avaliacao externa da Qualidade

O setor de Microbiologia esta envolvido em varios programas de avaliagao externa de
qualidade, entre eles o UK NEQAS e PNAEQ-INSA. O UK NEQAS consiste hum controlo
culturas e antibiogramas, onde mensalmente siao enviadas trés amostras liofilizadas
acompanhadas do historico do doente, que tratamos como se de uma amostra de um doente
de tratasse, ou seja, sao semeadas nos respetivos meios, incubadas e posteriormente é
realizada a sua identificagao e antibiograma. Os resultados obtidos sao enviados para o
programa de avaliagio externa da qualidade (AEQ) correspondente.®”

Apos algumas semanas, recebemos os resultados corretos que foram obtidos por
laboratérios peritos; o resultado que obtivemos é comparado com os resultados de
laboratdrios participantes, caso o nosso resultado nao seja o correto sao aplicadas as devidas

corregoes.
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3.12 Casos Clinicos

Caso Clinico |

Homem com 19 anos recorreu Servigo de Urgéncia (SU) por febre, vomitos e dor
abdominal. Ao exame objetivo apresenta prostragao, agitagao psico-motora, discurso
incompreensivel, rigidez da nuca e sinal de Kernig positivo. Sem outros sinais e/ou sintomas.

Neste contexto foi realizada TC que sugere um possivel processo inflamatorio.

A puncao lombar realizada foi enviada para o laboratério e foi tratada como acima
descrito; esta amostra apresentava-se turva, com aparente pressao aumentada. A analise
Bioquimica demonstrou um aumento de proteinas e uma diminuigao da glicose.

A observagao do esfregaco evidenciou a presenga de diplococos de Gram negativo

consistentes com Neisseria meningitidis dentro dos leucocitos como demonstrado na figura 6.
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Figura 6: Observacao do esfregaco. (Fonte: SPC Tomar)

No laboratorio através do painel de Biologia Molecular multiplex para LCR confirmou-

se a infecao bacteriana por N. meningitidis.

Caso Clinico 2

Crianga 9 anos que deu entrada no SU por quadro diarreia grave, vomitos, febre,
prostragao e palidez mucocutanea.

Contexto epidemiologico de ingestao de ovos mal cozinhados, encontrando-se a mae
internada com um quadro similar. Foram colhidas 3 coproculturas para o processamento da
amostra. No dia seguinte observamos o crescimento dos produtos nas placas, que

apresentavam crescimento sugestivo de Salmonella sp., tal como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7: Meio Hektoen com colodnias de Salmonella sp. (Fonte: SPC Tomar)

A identificagao a partir do IVD Maldi Biotyper revelou a presenga de Salmonella spp.

Esta amostra foi enviada para o INSA com o intuito de identificagao do sorotipo.

Caso Clinico 3

Crianga 6 anos deu entrada nas urgéncias onde apresentava febre, dor abdominal, 5
dejecoes diarreicas liquidas por dia, sem sangue ou muco. Familia apresentava gastroenterite.
Foi realizada uma colheita de duas coproculturas em dias consecutivos, uma vez que foi o
tempo de internamento do paciente.

O RIDA QUICK ¢é um teste de fluxo lateral imunocromatico que é sempre utilizado
cada vez que uma coprocultura chega ao laboratério, para despistar a possibilidade de se tratar
de Campylobacter, devido a dificuldade do isolamento. Neste caso, o resultado revelou-se
positivo.

Apesar de termos utilizado o filtro para Campylobacter spp. no meio de GS, e este
produto ter sido semeado nos meios respetivos, como acima descrito, nao foi possivel isolar
este microrganismo devido a microbiota associada.

A pesquisa de antigénio ¢é especifica o suficiente para comprovar este resultado.
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4. Hematologia

A Hematologia é definida como o estudo das células sanguineas e da coagulagao. Inclui
andlises de concentragao, estrutura e fungao das células sanguineas e seus percursores na
medula 6ssea.!'”

O setor de Hematologia do SPC esta bastante automatizado, no entanto, tive a
oportunidade de compreender toda a componente técnica, desde a programagao dos
equipamentos a interpretagao das cartas do controlo de qualidade, preparar e corar
esfregacos de sangue periférico. Na parte da validagao observei diversos esfregacos associados

a diversas patologias.

4.1 Produtos

4.1.1 Sangue

O sangue é colhido num tubo préprio contendo o acido etilenodiaminotetracético
tripotassico (EDTA K3), anticoagulante quelante de ides Ca**. O EDTA é essencial para
estagnar a cascata da coagulagao. A técnica utilizada no laboratorio para a colheita € a técnica
de vacuo. A sua principal vantagem € que a tampa pode ser furada de forma a que nao seja
necessario removeé-la para encher o tubo, e o vacuo controla a quantidade de amostra
necessaria garantindo, deste modo, uma razao anticoagulante/amostra adequada.

A amostra deve ser bem homogeneizada antes de ser processada; para isso podemos
colocar a amostra no misturador giratorio durante cerca de 2min. Quando a amostra €
armazenada a uma temperatura inferior devera ser colocada a girar até estar a temperatura
ambiente.l'!

Uma falsa trombocitopenia pode ser despistada através de uma colheita de sangue num
tubo com anticoagulante citrato trissddico, prevenindo deste modo uma reagao das plaquetas
ao anticoagulante.

Para o teste de coagulagiao, o sangue é colhido para um tudo com o anticoagulante
citrato de sodio, a proporgao sangue/anticoagulante é muito importante, pois um volume
inferior de sangue produz citrato em excesso no plasma, aumentado falsamente os tempos de

coagulagio.!"”]

4.1.2 Liquidos Biologicos

No laboratério sao diversos os fluidos biologicos que podemos receber (LCR, pleural,

peritoneal, ascitico, sinovial) onde é realizada uma contagem diferencial de todas as células.
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Estes sao analisados no modo manual aberto do aparelho, onde a amostra é aspirada através

de uma agulha.

4.2 Colheita de amostras

Na Tabela 2 encontram-se descritos alguns fatores que podem levar a alteragoes do

hemograma.

Tabela 2 - Fatores que influenciam o hemograma.'4

Pedido incorreto;

Preparacao inadequada do doente;
Antes da colheita Identificacao incorreta do doente;
Fumar;
Atividade fisica;

Administra¢io de medicamento dietéticos.

Amostra colocada em recipiente inadequado;
. Razao anticoagulante/amostra errada;

Durante a colheita g
Uso prolongado do garrote;

Homogeneizacao incorreta.

Incorreta identificagao do tubo;

P6s colheita Transporte inapropriado para o laboratorio;

Erros de processamento da amostra;

Incorreta homogeneizagao da amostra.

Os fatores que podem estar associados a cada colheita sao inimeros, uma vez que,
estes dependem de fatores fisiologicos do individuo, dieta, exercicio fisico, stress, postura,

idade, sexo.!"”

4.3 Equipamentos

Em termos de equipamentos, este setor € constituido por dois analisadores
hematologicos (Sysmex XN-1000), um aparelho que permite a determinagao da velocidade de
sedimentagao (VS) (Test | THL), um para o doseamento da hemoglobina glicada (Arkray
Adams™ Alc HA-8160), outro para a eletroforese das hemoglobinas (Hydrasis) e ainda dois

aparelhos que avaliam alguns parametros da hemostase (ACL TOP 500 E 300).

4.3.1 Sysmex XN-1000

No SPC sao utilizados analisadores hematologicos, em que a aspiragao da amostra

pode ser realizada quer de forma manual quer de forma automatica. O aparelho tem diversas
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metodologias associadas de modo a facultar um hemograma completo permitindo auxiliar o
diagnostico clinico.

Este aparelho processa as amostras, de sangue total colhido em tubos com
anticoagulante EDTA K3, em modo fechado, ou seja, nao é necessaria remogao da tampa da
amostra para esta ser processada. Este aparelho permite uma analise quantitativa e qualitativa.

A contagem dos diferentes tipos de células é realizada em canais distintos de modo a
reduzir as interferéncias. Encontram-se descritos na Tabela 3 os diferentes parametros

hematoldgicos e respetivas metodologias.

Tabela 3 - Parametros hematologicos e respetivas metodologias.

Parametros Hematologicos Metodologia

Eritrocitos . . o
Impedancia com focagem hidrodinamica
Plaquetas

Método de Sulfato Lauril de soédio (SLS) de

Concentragao de Hemoglobina hemoglobina

Leucocitos

Plaquetas oticas . _
e Citometria de fluxo fluorescente
Reticulcitos

Células imaturas

Metodologias

e Medicio da impedancia com focagem hidrodinamica

O principio do método foi descrito pela primeira vez por Wallace Coulter em 1956,
sendo a contagem de células efetuada numa amostra de sangue diluida com uma solucao
eletrolitica tamponada. A taxa de fluxo da amostra que passa numa abertura entre dois
elétrodos é controlada. Uma fonte constante de eletricidade é interrompida quando passa
uma célula na abertura e isto provoca uma alteragcio do potencial elétrico levando a um
aumento da tensio entre os elétrodos, que é detetada e registada. A altura dos picos
produzidos indica o volume das células que passa na abertura e a amplitude indica a
complexidade da célula. !'*'”!

O objetivo da focagem hidrodinamica é evitar que duas células passem ao mesmo tempo pelo
canal e sejam contadas como uma Unica célula, uma vez que, podera ocorrer a recirculagao
de células que ja foram contadas. A aglutinagao de hemacias leva a que esta seja contada como

uma unica célula. Estes erros podem ser corrigidos através da focagem hidrodinamica que

direciona as células para o centro da abertura da célula de fluxo. Este permite a medi¢ao do
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impulso elétrico; deste modo as células passam em fila Unica, melhorando a precisao e

reprodutibilidade do método.l'*'”!

e Citometria de fluxo

Técnica que permite a identificagao e quantificagao das células sanguineas com base nas
suas carateristicas (tamanho e complexidade celular) através de um canal diferencial. Este
método funciona com base no principio da dispersao da luz e fluorescéncia.

As células sanguineas ao passarem no canal sao atingidas por um feixe de laser
semicondutor que permite a separagao das células através de trés sinais distintos:

e Dispersao de luz frontal (indicagao sobre o tamanho da célula);

e Dispersao de luz lateral (indicagao sobre a complexidade da célula);

e Fluorescéncia lateral (indicagao sobre a quantidade de DNA e RNA presente
na célula).

A luz que incide na célula é dispersada e detetada por um fotodetetor num
determinado angulo, sendo transformada num impulso elétrico. As células que apresentem
propriedades fisicas e quimicas similares sao agrupadas em diferentes zonas do histograma.!'®

A contagem de leucocitos e eritroblastos é realizada no canal WNR pelo método de
citometria de fluxo de fluorescéncia. O reagente acido provoca a lise celular, principalmente
de eritrocitos e plaquetas, enquanto o corante de polimetina cora os acidos nucleicos. A
diferenca de complexidade celular e tamanho sao avaliados, respetivamente, a partir dos sinais
de dispersao lateral e frontal.

As plaquetas sao identificadas e quantificadas pelo corante fluorescente, oxazina, que
cora as superficies dos reticulos endoplasmaticos rugosos e das mitocondrias. Essa reagao tem
excelente correlacio com a andlise de CD41/CDé61| e também minimiza as interferéncias na
presenca de fragmentos celulares. Também tem a capacidade de analisar o grau de imaturidade
das plaquetas.!'®

As células vermelhas circulantes no sangue periférico sao classificadas e diferenciadas
pelo seu tamanho e estado de maturagao celular. Esta analise fornece uma avaliagao celular
completa da eritropoiese, util na triagem dos quadros de anemia e no monitoramento das

terapias com ferro quando utilizadas em conjunto com outras informagoes clinicas.

e Método de detecao Sulfato Lauril de Sédio de hemoglobina

Para a determinagao da hemoglobina é utilizado o Sulfolyser que € um reagente limpido,

isento de cianeto e de baixa toxicidade.
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No método Sulfato Lauril de Soédio (SLS) de hemoglobina, um surfactante aniénico
provoca a lise da membrana do eritrocito libertando a hemoglobina. A hemoglobina livre é
transformada em metahemoglobina. Ocorre a ligagao do grupo hidrofobico do SLS a
metahemoglobina originando um composto corado estavel. A concentragao de hemoglobina
€ quantificada por colorimetria através de um fotodetetor, sendo a absorvéncia medida a
555nm.

O Sulfolyser tem determinadas vantagens quando comparado com outros métodos

isentos cianeto, na medida em que consegue medir derivados da hemoglobina.!'”

43.2 Test | THL

A amostra de sangue total colhido para um tubo de EDTA K3 é a utilizada para a
determinagao da VS no equipamento Test | THL, sendo a metodologia impregnada neste
aparelho a fotometria capilar de fluxo. O tubo de hemograma é colocado no aparelho onde é
aspirada uma determinada quantidade de amostra para um capilar que é centrifugada a 20g. A
leitura é realizada posteriormente por fotometria de infravermelhos a 950nm.

Os impulsos elétricos reconhecidos por um detetor de fotodiodos estao diretamente
correlacionados com a quantidade de eritrocitos presentes no capilar. Através dos impulsos
captados € ilustrada para cada amostra uma curva de sedimentagao, sendo estes resultados

convertidos para valores equiparaveis ao método de referéncia (Método de Westgreen).

4.3.3 Arkray Adams™ Alc HA-8160

O equipamento utilizado no laboratério para o doseamento da hemoglobina glicada é
o Arkray Adams™ Alc HA-8160, a amostra utilizada é sangue total colhido num tubo de
EDTA K3 e a metodologia que lhe esta associada é a Cromatografia Liquida de Alta Pressao.

Esta metodologia apresenta algumas vantagens em relagao a cromatografia gasosa, tais
como temperatura de separagao dos compostos mais baixa, permitindo uma melhor
separagao dos compostos termolabeis e muitos dos compostos organicos sao instaveis ou
pouco volateis nao podendo ser analisados por cromatografia gasosa sem antes ser realizada
uma derivatizagao quimica.!'’

A metodologia utiliza uma coluna composta por uma resina de troca cationico de fase
reversa. As diferentes hemoglobinas que se encontram carregadas positivamente sao
desagregadas através da adsorgao na fase estaciondria que esta carregada negativamente,

sendo eluida pela fase movel posteriormente.
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As fragoes da hemoglobina, HbAlc, HbAI, HbF, HbA2 e outras variantes da
hemoglobina, sao identificadas através de uma observagao dos tempos de retengao da amostra
em comparagao com os resultados obtidos do controlo, e a sua detegao é realizada mediante

a determinacao da absorvancia a 415 e 500nm.

4.3.4 Hydrasis

A eletroforese é executada a partir de uma amostra de sangue total colhido num tubo
de EDTA K3 que é previamente hemolisada através da lavagem dos globulos vermelhos em
soro fisiologico. A eletroforese das hemoglobinas é realizada num gel de agarose a pH alcalino
e coradas com uma solugao de negro amido. O excesso de corante é eliminado com uma
solugao acida. As eletroforeses resultantes podem ser analisadas visualmente ou ser avaliadas
por densitometria, permitindo uma quantificagao relativa e precisa das distintas hemoglobinas,
tais como a hemoglobina A, no diagnostico de 3 — talassémia. Este método permite confirmar

a identificagio das variantes da hemoglobina (HbS, HbD, HbE ou HbC).?

4.4. Analises efetuadas

4.4.] Hemograma

O hemograma é um dos exames complementares de diagnéstico mais solicitados, uma vez
que, fornece informagdes quantitativas e qualitativas dos elementos celulares auxiliando o
médico tanto no rastreio, como na monitorizacgio de determinadas patologias e no seu

diagnostico.

Contagem de eritrocitos

A contagem de eritrécitos (RBC) corresponde ao nimero de eritrécitos por unidade

de volume de sangue e_é determinada através da seguinte formula:

RBC= nimero total x 102 células/L ou numero total x 106 células/uL

Hematocrito

O hematocrito (HCT) corresponde ao volume ocupado pelos globulos vermelhos em
relagao ao volume total de sangue.
Um valor reduzido do hematécrito € uma situagao muito comum na anemia, enquanto que

um valor aumentado pode ser indicativo de policitémia.
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HCT (L/L) = MCV (fL) x RBC (x 10%2/L)

e |ndices eritrocitarios

Volume Globular Médio

O Volume Globular Médio (VGM) informa sobre o volume médio de um eritrocito,
sendo importante na classificagdo das anemias como a microcitica (VGM<80 fL), normocitica

(VGM 80-100 fL) ou macrocitica (VGM>100 fL).

VGM (fL) = HCT (%) : RBC (x102/L) x10

Hemoglobina Globular Média

A Hemoglobina Globular Média (HGM) indica o valor médio de hemoglobina por
eritrocito, dividindo a concentragao de hemoglobina pelo nimero de eritrocitos, é expresso
em picogramas. Este parametro em conjunto com CMHG permitem distinguir as anemias de

hipercréomicas (HGM>32 pg), normocromicas (HGM 27-32 pg) e hipocromicas (HGM<27 pg).

HGM (pg) = VGM (g/dL) : RBC (x10%2/L)

Concentracao Média de Hemoglobina Globular

A Concentragao Média de Hemoglobina Globular (CMHG) corresponde a
concentragao média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos, expresso em

g/dL.

CMHG(g/dL) = HGM (g/dL): HCT (%) x 100

Coeficiente de Dispersao Eritrocitario

O coeficiente de dispersao eritrocitaria (RDW) indica o grau de anisocitose
eritrocitaria, ou seja, representa a percentagem de variagao do volume dos eritrocitos. Este
valor é obtido de forma automatica através do histograma de distribuicao de volume dos
eritrocitos (coeficiente de variagao). Este parametro é util na distingao de diferentes anemias.

No caso de uma anemia por deficiéncia de ferro o RDW encontra-se aumentado, ou seja,
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existe uma populagao heterogénea de eritrocitos. Numa anemia da doenga cronica o RDW

apresenta-se normal.

4.4.2 Leucograma

O leucograma baseia-se na contagem total de leucocitos e formas leucocitarias.
Através do estudo dos glébulos brancos podem ser diagnosticadas alteragoes patoldgicas e

fisiologicas.

4.4.3 Plaquetograma

O plaquetograma baseia-se na contagem total de plaquetas e permite essencialmente

fazer uma avaliagao quantitativa.

4.4.4 Esfregaco de sangue periférico

O esfregaco de sangue periférico € solicitado pelo TSS/MPC quando, por exemplo,
suspeitam de uma falsa trombocitopenia devido a presenca de agregados plaquetares.

Um esfregaco é uma leve camada de matéria organica sobre uma lamina de vidro
formando uma fina pelicula, para posterior coloragio e observagao microscépica.?'

A amostra utilizada para a execugao do esfregago sanguineo é o sangue, sendo a lamina
devidamente identificada com o niumero do pedido e a data, e posteriormente colocada no
equipamento RAL Stainer, que efetua a coloragao de May Griinwald — Giemsa. Como

demonstrado na Figura 8.
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Figura 8: A - llustragdo de como executar um esfregago de sangue periférico manual (http://hemo-
citologia.blogspot.com/2010/08/esfregaco-do-sangue-periferico.html)?2 ; B - Esfregaco de sangue
periférico (Fonte: SPC Tomar)
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A Coloragao MayGrunwald-Giemsa é efetuada com metanol, que essencialmente tem
como obijetivo a fixagao do esfregaco, e com eosina e azul de metileno, que tém a capacidade
de corar as estruturas celulares.™!

A eosina, como corante acido, cora os componentes com propriedades basofilas
(eosindfilos) de rosa-alaranjado e o azul metileno, como corante basico, cora as estruturas
com propriedades acidéfilas (baséfilos) de azul-arroxeado. Estruturas neutras coram de
vermelho-arroxeado.!

Para observagao microscépia do esfregago de sangue periférico é essencial proceder a
sua observagao com uma objetiva de 10x, de modo, a avaliar se as células se encontram
distribuidas de igual forma ao longo do esfregago e posteriormente com uma objetiva de 50x.
Observa-se a série vermelha, branca e plaquetas, assim como a contagem de leucécitos e

eritroblastos. Na objetiva de imersao de 100x é possivel observar com mais pormenor o

conteudo celular.

e Série Vermelha

No ESP podem observar-se diversas alteragoes nas formas dos eritrocitos
(poiquilocitose), no tamanho (anisocitose), cor (anisocromia) mas também reticulocitos e/ou

eritroblastos e ainda inclusoes eritrocitarias como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Alteragoes na série vermelha e as principais causas.[24!3]

Imagem Alteracdo Patologia associada
Aumento de Anemia megaloblastica
tamanho - Deficiéncia Vitamina B12 ou acido félico
macrocitose Alcoolismo

Doenga hepitica
Sindrome mieolodisplasica

Diminuigao de Anemia por deficiéncia em ferro
tamanho- Algumas talassémias/hemoglobinopatias
microcitose Anemia da doenga crénica
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o o ®
® 0.0
% o %

Hipercromia, cor
mais acentuada,
normalmente
associado com
CHGM entre 36 a
38 g/dL

Esferocitose hereditaria

Hipocromia, cor
pouco acentuada

Anemia por deficiéncia em ferro
Algumas hemoglobinopatias
Anemia da doenca crénica

Coloracao . -
] ¢ Anemia hemolitica
acinzentada dos .

o Tratamento de anemia
eritrocitos - -

) ) Transfusao
Policromasia

Hepatopatias

Acantocitos

Abetalipoproteinémia
Insuficiéncia renal

Dacriocitos

Mielofibrose
Hematopoiese extramedular
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Eliptocitos

Eliptocitose hereditaria

Anemia por deficiéncia em ferro
Anemia megaloblastica
Talassemias

Esferocitos

Esferocitose hereditaria
Anemia hemolitica autoimune
Septicémia

Reag¢des de transfusoes
Incompatibilidade ABO

Estomatocitos

Estomatocitose hereditaria
Alcoolismo
Hepatopatias

Equinocitos

Urémia
Deficiéncia em piruvato cinase
Anemia hemolitica microangiopatica

Esquizocitos

Coagulagao intravascular disseminada
(CID)

Parpura trombocitopénica trombotica
(PTT)

Sindrome hemolitico-urémico (SHU)
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T3 eV

®
: ?‘ QQSG Anemia por deficiéncia em ferro
". ® & = Células em alvo Hepatopatia
e (] o °°.° Hemoglobinopatias
&‘ 0&0 Oe‘g"
©%¢a O

Inclusoes Eritrocitarias

Esplenectomia
Corpos de Howell- | Anemia megalobléstica
Jolly Anemia hemolitica

e Série Branca

Permite a observagao da morfologia dos leucécitos e estado de maturagao. Algumas

alteragoes encontram-se descritas na Tabela 5.

Tabela 5 — Alteragoes na série branca e as principais causas.[25,!3]

Imagem ' Alteracdo Causas associadas
Neutrofilos (45- 70%) | Neutrofilia (>7.0x10°/L) Infecoes ' N
°$ o .‘3'50 &P ¢ Doencas inflamatorias
000 e Stress
c’o 'o' “8 Soilse;
. ?'.a.o.% .0 °1 Anemia megaloblastica
b 00 .p".' .° 0% o Neutropenia (<1.5x10°/L) Doengas hepiticas
® °‘° » ‘0:‘ Lupus sistémico
’QA. !. 0 ° 0 9
Eosindfilos (I 5%) Alergias

InfegGes parasitarias
Eosinofilias reativas
Leucemia eosinofilia
Eosinofilia (>0.4x10°/L) Sindrome hipereosinofilia
idiopatica

Linfoma das células T/B
Linfoma Hodgkin
Leucemia linfoblastica

aguda
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Administragio prolongad
Eosinopenia (<0.4x10/L) e r:sl:;zz(io prolongada

Basofilos (<1%)

b° o 202 P 0 03
?;\;f”f 500
S8

Sindromes

mieloproliferativas
Basofilia (>0.1x10%/L ] ,
( ) Leucemia mieloide crénica

Infeges cronicas

Doengas inflamatorias

Leucemia mieldide croénica

Monocitose (>0.7x10°/L) )
Leucemia aguda

Leucemia mielomonocitica

croénica

Terapéuti
Monocitopenia (<0.2x10%/L) erape |Fa .com
glucocorticoides

Leucemia linfocitica croénica

Infecoes virais

. . mononucleose infeciosa

Linfocitose (>3.7x10%/L) ( . )
Lupus sistémico

eritematoso

Infegoes virais
. (< 9
Linfopenia (<1.0x10°/L) (mononucleose infeciosa)

1 As imagens que se encontram na Tabela 6 correspondem células leucocitarias normais.

e Plaquetas

Permite observar a morfologia das plaquetas, a sua granulagao e disposi¢ao ao longo
do esfregago. Encontram-se descritas na tabela 6 algumas causas associadas a situagoes de

trombocitopenia e trombocitose.
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Tabela 6 — Alteragoes nas plaquetas e as principais causas.[25!3]

Imagem Causas associadas
Trombocitopenia (<150x10°%/L)

FARE 5 B TN
L ot .0:. ® o‘e:
& ° ‘i. Sindrome das plaquetas cinzentas
@ S 090° qeo® .0“,.0'0,4 Sindrome May-Hegglin

L X

Sindrome Bernard Soulier

Aumento da produgao
- Hiposplenismo
Anisocitose plaquetaria extrema
’ . Stress inflamatorio agudo
’ Sangramento
- Neoplasias mieloproliferativas

4.4.5 Velocidade de sedimentacio eritrocitaria

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria (VS) corresponde a distancia, em
milimetros, a que os eritrocitos sedimentam, por agao da gravidade, num intervalo de tempo
(Ih). A velocidade a que estes sedimentam esta dependente da forma, massa, volume dos
eritrocitos, assim como de fatores plasmaticos.*

Esta analise é pedida com grande frequéncia principalmente para a monitorizagao de
doengas inflamatorias, uma vez que, na presenca deste tipo de doencas, ocorre um aumento
das proteinas de fase aguda, tal como, o fibrinogénio. Estas proteinas possuem cargas positivas
e ao ligarem-se aos eritrocitos neutralizam as suas forgas repulsivas provocando a agregagao
dos eritrécitos com formagao de rouleaux. Desta forma, a massa celular aumenta levando a
um aumento da VS.

Esta anilise apesar de sensivel é muito inespecifica, devido a este parametro se
encontrar aumentado em diversas patologias, doengas inflamatorias, infe¢oes, neoplasias,
entre outras.”’]

No entanto, esta prova analitica encontra-se diminuida em certas patologias,
nomeadamente, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenga falciforme, policitémia, esferocitose
e anisocitose. Patologias que possam provocar alteragao na forma dos eritrécitos, interferem

com a formacio de rouleaux, levando a uma diminui¢io da VS.*’!
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4.4.6 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada resulta de uma reagao nao enzimatica, lenta e irreversivel entre
a glicose que circula no sangue e os grupos amina livres existentes na hemoglobina dos
eritrécitos.””

O doseamento da hemoglobina glicada/glicosilada € um parametro fundamental no
controlo dos doentes diabéticos, uma vez que, avalia o valor médio de glicémia nos ultimos
120 dias. Este tem possiveis desvantagens, nomeadamente a possibilidade de o valor ser
alterado por outros fatores que nao estao associados a glicose, tais como a duragao de vida
dos eritrécitos, etnia e hemoglobinopatias. As vantagens que estao inerentes a este
doseamento ¢ o facto de o individuo nao necessitar de estar em jejum e as amostras poderem

ser colhidas a qualquer momento do dia.””

4.4.7 Eletroforese das Hemoglobinas

No adulto, as variantes de hemoglobina presentes sao a HbA, HbA2 e a HbF, sendo as
proporc¢oes destas variaveis ao longo da vida.

As hemoglobinopatias sao patologias hereditarias caraterizadas por deficiéncias
quantitativas de uma ou mais cadeias globinicas de Hb (talassémias), alteragoes estruturais da
cadeia globinica (variantes da Hb) ou hemoglobinas estruturalmente anémalas que produzem
um fenotipo talassémico (hemoglobinopatias talassémicas).

A hemoglobina C e S sdo duas das diversas variantes existentes na hemoglobina.?*”

4.5 Hemostase

A hemostase € um conjunto de mecanismos que visam manter a normal funcionalidade
da circulagao sanguinea e também interromper a hemorragia, quando necessario, através da
formagio de um coagulo."

O mecanismo hemostatico € constituido por cinco componentes essenciais, 0s vasos
sanguineos, plaquetas, fatores plasmaticos e seus inibidores e o sistema fibrinolitico. #

As plaquetas fazem parte da hemostase primaria, a sua adesao ao local da lesao envolve
a ligagao direta das plaquetas ao colagénio subendotelial através dos seus recetores GP la/lla
e GPVI e uma ligacao indireta ao colagénio subendotelial através da via fator de von
Willebrand. Esta adesao inicial leva a alteragao da sua forma e a secregao de granulos (a e B).
Além disso, o tromboxano A2 que é um ativador plaquetdrio mais potente provoca uma

ativagao plaquetaria completa que causa uma alteracdo na conformagao da superficie

58



plaquetaria originando uma forma ativa que tem a capacidade de se ligar ao fibrinogénio e,
subsequentemente, causa a agregacio plaquetaria.’”

A coagulagao do sangue (hemostase secundaria) é um processo bioldgico que ocorre
através da conversao de uma molécula soluvel (fibrinogénio) numa molécula insoluvel
(fibrina).

A fibrindlise € um mecanismo cujo o objetivo é a degradagao do coagulo de fibrina. A

plasmina tem a capacidade de transformar o coagulo de fibrina em produtos soluveis que sao

eliminados da circulagao sanguinea pelo figado.

4.5.1 Equipamento (ACL TOP 300 E 500)

O ACL TOP é o equipamento utilizado no laboratério para auxiliar na monitorizagao
da terapéutica oral com anticoagulantes e diagnosticar patologias associadas a disturbios
provocados por uma falha na hemostase.

Este aparelho utiliza o plasma em citrato como amostra, apoés centrifugagao a 1500

rpm durante 10 minutos do sangue total num tubo com anticoagulante citrato trissodico.

Metodologias

e Medicio coagulométrica (turbidimetria)

O principio de detegao do coagulo por turbidimetria é usado, de modo a medir e
registar a quantidade de tempo necessario até a formagao do coagulo, através da densidade
otica. Um feixe de luz com 67 1nm incide na suspensao sendo este dispersado e detetado pelo
fotodetetor que se encontra posicionado a I80°. Inicialmente a luz que chega ao fotodetetor
€ maior visto que o coagulo ainda nao se encontra formado e por isso o feixe de luz que
consegue atravessar a amostra € superior, sendo que, este vai diminuindo a medida que o

fibrinogénio é convertido em fibrina.['”

e Mediciao imunologica

O método imunolégico baseia-se no reconhecimento de uma proteina especifica por
anticorpos policlonais ou monoclonais acoplados a microparticulas de latex. A amostra do
doente (plasma) é incubada com os anticorpos. Este método é semelhante ao método
turbidimétrico, mas ocorre a formagao de um complexo antigénio-anticorpo originando um
aglutinado de microparticulas de latex, onde incide um feixe de luz a 475nm ou 67 nm, sendo
a luz absorvida proporcional a concentragao de complexos antigénio-anticorpo presentes na

cuvete.
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e Medicao colorimétrica

As serina proteases (enzimas da cascata de coagulagao) tem especificidade para
determinado substrato (peptideo sintético) ao qual esta agregado ao aminoacido terminal um
cromoforo (p-nitroanilina). Quando o peptideo sintético reage com a enzima especifica, o
cromoforo é clivado e detetado por colorimetria a 405nm. A luz que alcanga o fotodetetor é
convertida num sinal elétrico diretamente proporcional a concentragao do cromoforo clivado.
O método colorimétrico pode ser direto ou indireto. No ensaio direto é aquele em que o
analito de interesse interage diretamente com o substrato especifico. Quando o analito de
interesse reage com uma enzima para formar complexos inativos, nesta situagao a

concentragio do analito é inversamente proporcional a absorvancia detetada.”"

4.5.2 Anadlises efetuadas

Determinacao do Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina (TP) visa avaliar a via extrinseca da coagulagao e monitorizar
a terapéutica com anticoagulante oral.

A via extrinseca da cascata de coagulagao € avaliada através da medi¢ao do tempo que
leva a formagao do codgulo aquando a adicao do reagente de tromboplastina (FT), calcio
(CaCly) ao plasma. Esta determinagao ¢ util para identificar deficiéncias ou inibidores dos
fatores VII, X, V, Il e da concentragio de fibrinogénio presente no plasma.?*”

O método utilizado é o coagulométrico.

Com o objetivo de equiparar os resultados obtidos entre diferentes laboratérios
devido 2 variacio da tromboplastina utilizada nos ensaios, a OMS indicou o uso do Indice
Internacional Normalizado (INR).P*!

INR = (

TP (UTENTE) )|5|
TP (CONTROLO

Determinacao do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

O tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA) monitoriza os doentes que estao sob
terapéutica com heparina e avalia a via intrinseca da coagulagao.

A determinagao do TTPA é realizada através da medi¢ao do tempo de coagulagao do
plasma apods a ativagao dos fatores de contato, adicao de fosfolipidos e cloreto de calcio
(CaCl,), mas sem adicao de tromboplastina tecidual e, portanto, indica a eficiéncia geral da via

intrinseca e comum.
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Este valor encontra-se aumentado em situagoes de défice de fator (XII, XI, X, X, VIII,
V, Il ou fibrinogénio), doencgas hepaticas, presenca heparina, défice de vitamina K.

O método utilizado é o coagulométrico.?"

Determinacao do Tempo de Trombina

O tempo de trombina (TT) visa a medigcao do tempo que leva a formagao do coagulo
aquando a adi¢ao da trombina ao plasma, sendo este resultado afetado pela concentragao e
funcdo do fibrinogénio e pela presenca de substincias inibidoras.?"

O método utilizado é o coagulométrico.

Determinacao do Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina sintetizada a nivel hepatico.

O método utilizado é o coagulométrico (método de Clauss).

O fibrinogénio é quantificado pelo método de Clauss, que consiste numa dilui¢ao inicial
do plasma onde ird ser adicionado uma solugao saturada em trombina, de modo a que a
formacao de fibrina dependa exclusivamente da concentragao de fibrinogénio plasmatico,

evitando alteragées do tempo de coagulagio do plasma.l*?

Determinacao da Proteina C ativada (PCa)

A proteina C é dependente de vitamina K, e ¢ ativada na presenga de trombomodulina
(proteina da célula endotelial) e trombina. O défice de PC esta relacionado com patologias
hepaticas, défices de vitamina K e a um acréscimo do risco de tromboembolismo venoso. *?

O método utilizado é a colorimetria direta.

Determinacao da Proteina S

A proteina S é dependente de vitamina K, atua como co-fator da PCa, amplificando a
sua agao anticoagulante e profibrinolitica. A proteina S (PS) plasmatica encontra-se em
equilibro entre a forma livre que funciona como co-fator e a forma ligada a proteina
transportadora da fragio C4b do complemento.””

Através do método Imunoturbidimétrico a PS livre é determinada através do aumento
da turbidimetria resultante da aglutinagao de dois reagentes de latex. A C4BP purificada
adsorvida no primeiro reagente de latex reage com elevada afinidade para a PS livre no plasma
do doente na presenca de ides Ca**. O complexo formado ao entrar em contato com um

segundo reagente que contém particulas de latex revestidas de anticorpos monoclonais
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especificos da PS origina um aglutinado. O grau de aglutinagao é diretamente proporcional a

concentragao de PS livre presente no plasma.

Determinacao dos D-Dimeros

Os D-Dimeros sao o produto resultante da degradagao do coagulo de fibrina pela
plasmina. A sua determinagao visa auxiliar o diagnostico de coagulagao intravascular
disseminada (CID), trombose venosa profunda (TVP) e tromboembolismo pulmonar (TPE),
sendo que nestas patologias o valor se encontra aumentado.”

O método para a determinagao deste parametro é o imunoturbidimétrico que utiliza

particulas de latex revestidas com anticorpo monoclonal especifico do dominio D-dimero.

Determinacao da antitrombina

A antitrombina tem um efeito anticoagulante que é potencializado pela heparina
enddégena e exdgena. O défice de antitrombina tanto pode estar associado a um defeito
molecular (herdado) como pode ser adquirido, devido por exemplo, a doenga hepatica.”? O

método utilizado para a determinagao deste parametro € a colorimetria indireta.

Fator von Willebrand

O significado (FVYW) é uma glicoproteina importante na adesdo e coagulagao de
plaquetas, sintetizado nas células endoteliais e megacariocitos.
O método Imunoturbidimétrico é utilizado para a determinagao quantitativa do antigénio

FVW em plasma humano é realizada por turbidimetria de particulas de latex.*”

4.6 Validacao

No SPC a validagao dos parametros analisados é efetuada pelo TSS/MPC, com base na
historia clinica do doente e nos resultados obtidos em analises anteriores.

No caso do hemograma apds todos os parametros serem analisados, pode ser
necessario a observagao do ESP caso haja alteragao dos valores sem ser conhecida a patologia
associada ao doente. Por vezes, também existe a necessidade da verificagao da existéncia de
coagulo na amostra, quando, por exemplo, existe a suspeita de uma falsa trombocitopenia.

Na validagao da hemostase, caso o pedido provenha da consulta de hipocoagulagao
este € apenas para ajustar a dose do anticoagulante, caso seja necessario. Se for um utente do
exterior o resultado é validado com base nos resultados anteriores, valores muito

discrepantes podem levar a repeti¢ao da analise.
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Assim, os restantes parametros sao avaliados com base no historico do doente, caso

ocorra alguma alteragao brusca, estas analises podem ter que ser repetidas.

4.7 Controlo de Qualidade

O controlo de Qualidade consta da execugao de processos analiticos que visam
assegurar a qualidade dos resultados obtidos e a sua fiabilidade, através de determinados
procedimentos que abrangem desde a fase pré-analitica até a fase pos-analitica de modo a

detetar possiveis falhas.

4.7.1 Controlo de Qualidade interno

O controlo interno tem como objetivo monitorizar a precisio dos processos
analiticos, detetar erros relativos aos equipamentos, reagentes, bem como erros relativos a
operacionalidade.?¥

No setor de Hematologia, a periocidade com que cada controlo é feito esta
estabelecida, no entanto, existem excegoes, tais como, apds uma calibragao ou recalibragao,
ou quando ao longo de um periodo de tempo os resultados demonstram uma tendéncia.

Os controlos encontram-se maioritariamente armazenados no congelador e para cada
analito sao utilizados 2 ou 3 niveis de controlo, que cubram preferencialmente gamas de valor
normal e patoldgico, sendo estes inseridos no instrumento de trabalho tal como uma amostra,
através de um cédigo de barras.’* Os resultados sio posteriormente transmitidos para o
sistema informatico e registados em cartas de Levey-Jennings que sao verificadas diariamente
de acordo com as Regras de Westgard.””!

Apos a examinagao das cartas, se algum resultado de controlo de qualidade demonstrar
uma tendéncia ou alguma regra for violada podera ser necessario uma recalibragao ou inserir
um novo reagente e s6 depois de todos os resultados estarem conformes podemos processar

as amostras dos utentes.

4.7.2 Avaliacao externa da Qualidade

A AEQ consiste na avaliagao por uma entidade externa dos resultados obtidos pelo
laboratério, permitindo uma evolugao laboratorial e uma comparagao com os resultados
obtidos por outros laboratérios demonstrando a uniformidade no trabalho.

O SPC participa em varios programas de AEQ fornecidos por entidades credenciadas.
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Todos os ensaios vém acompanhados com documentagao que informa como
manusear, hidratar, processar e armazenar as diferentes amostras assim como a
calendarizagao da entrega dos resultados.

Quando os resultados obtidos pelo nao laboratéorio nao vao de encontro aos
resultados esperados, sao estabelecidas agoes corretivas, de modo, a melhorar o desempenho

laboratorial !

4.8 Casos Clinicos

Caso Clinico |

Mulher com 23 anos foi ao SU devido a um cansaco facil com 2 meses de evolugao,
que se agravou na Ultima semana. Apresentava uma palidez cutineo-mucosa, com queilite

angular mas sem alteragoes ungueais. Resultados das analises laboratoriais demonstrados na

Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados das analises laboratoriais.

Parametros Resultados Unidades Gama de referéncia
Leucécitos 7,21 109/L 40-10,0
Neutrofilos 4,16 109/L 1,5-7,0
Linfocitos 2,29 109/L 1,0-3,7
Monocitos 0,36 109/L 0,0-0,7
Eosindfilos 0,35 109/L 0,0-0,4
Basofilos 0,04 109/L

Eritrocitos 2,64 10'2/L

Hemoglobina 4,1 g/dL I1,5-15,5
Hematocrito 162 % 34,0 — 46,0
VCM 614 fL 80,0 — 100,0
HCM 155 Pg 27,0 - 32,0
CHCM 253 g/dL 32,0 -35,0
RDW 22,0 % 11,6 — 14,0
Plaquetas 349 10%/L 150-400
VPM 10,2 fL 82-97
PDW 13,0 % 9,0-17,0
Plaquetocrito 0,36 % 0,17 -0,30
Ferro sérico 15,0 pg/dL 60,0 — 180,0
Ferritina 11,9 pg/dL 11,0-306,8
TIBC 444.8 pg/dL 291,0 - 430,0
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Observou-se o ESP ao microscépio (Figura 9):

ﬁ

A B

Figura 9: Imagem microscépica do ESP - Anisocitose e poiquilocitose marcadas com presenca
de Eliptocitos (A) e alguns equinocitos (B). Observa-se hipocromia marcada.

Através da observagao dos resultados das analises laboratoriais, podemos afirmar que
estamos perante um caso de anemia microcitica e hipocromica. A observacio do ESP
confirmou os resultados. Os valores do ferro sérico, ferritina e capacidade de ligagao do ferro
(TIBC) permitem distinguir uma anemia sideropénica de anemia por doenca crénica ou
talassémia. Assim, os valores diminuidos do ferro sérico e ferritina com o aumento da TIBC

confirmam que o diagnostico final desta doente é uma anemia por deficiéncia de ferro.

Caso Clinico 2

Mulher, com 82 anos, dirigiu-se ao SU por dor, sinais inflamatérios e edema no
membro inferior esquerdo, sensagao de fraqueza, cansago, sonolenta, eupneica com peles e
mucosas coradas mas desidratadas. Resultados das anilises laboratoriais demonstrados na

Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados das analises laboratoriais

Parametros Resultados Unidades Gama de referéncia
Leucocitos 54,27 109/L 40-10,0
Neutrofilos 1,09 10%/L 1,5-7,0
Linfocitos 48,84 10%/L 1,0-3,7
Monocitos 1,63 109/L 0,0-0,7
Eosindfilos 0 10%/L 0,0-04
Basofilos 0 10%/L
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Eritrocitos 3,87 10'2/L

Hemoglobina 12,7 g/dL 11,5-155
Hematocrito 39,4 % 34,0 — 46,0
VCM 01,8 fL 80,0 — 100,0
HCM 32,8 pg 27,0 - 32,0
CHCM 32,2 g/dL 32,0 -35,0
RDW 13,7 % 11,6 — 14,0
Plaquetas 67 109/L 150-400
VPM 1,8 fL 82-97
PDW 14,6 % 9,0-17,0
Plaquetocrito 0,08 % 0,17 -0,30

Observou-se o ESP ao microscopio (Figura 10):
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Figura 10: Imagem microscopica do ESP — Observa-se populagao linfocitaria atipica, com relagao
nucleo/citoplasma aumentada. Presenca de abundantes manchas de Grumprecht (Fonte: SPC
Tomar)

Através da observagio do ESP e dos resultados das analises laboratoriais,
provavelmente esta doente encontra-se com uma Leucemia Linfocitica Cronica, uma vez que,
as manchas de Grumprecht sao muito carateristicas desta patologia, sendo este resultado

confirmado por imunofenotipagem.

Caso Clinico 3

Mulher com 62 anos que realizou umas anadlises de rotina, nao apresentava nenhum

sintoma. Resultados das analises laboratoriais demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados das analises laboratoriais

Parametros Resultados Unidades Gama de referéncia
Leucécitos 5,81 10°/L 4,0-10,0
Neutrofilos 2,37 10°/L 1,5-7,0
Linfécitos 0,23 10°/L 1,0-3,7
Monocitos 0,21 109/L 0,0-0,7
Eosindfilos 0 109/L 0,0-0,4
Basofilos 0 109/L

Eritrocitos 5,02 1012/L

Hemoglobina 10L1 g/dL I1,5-15,5
Hematocrito 33,7 % 34,0 — 46,0
VCM 67,1 fL 80,0 — 100,0
HCM 22,1 pg 27,0 - 32,0
CHCM 32,9 g/dL 32,0 - 35,0
RDW 14,7 % 11,6 — 14,0
Plaquetas 329 109/L 150 - 400
VPM 10,0 fL 82-97
PDW 12,9 % 9,0-17,0
Plaquetocrito 0,33 % 0,17 -0,30

Observou-se o ESP ao microscopio (Figura | 1) e o grafico das eletroforeses (Figura 12):
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Figura Il: Imagem microscépica do ESP — Anisocitose e poiquilocitose ligeira com presenga de
células em alvo (1) e células alongadas(2); Raros Dacriocitos(3); visualizados 2 a 3 esquizécitos por
campo(4) (Fonte: SPC Tomar)

O ESP é concordante com os resultados das analises laboratoriais - anemia microcitica

e hipocromica com ligeiro aumento do RDW.
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Figura 12: Graifico da eletroforese das hemoglobinas — A HbA; encontra-se aumentada (Fonte: SPC
Tomar)

A anemia hipocromica e microcitica juntamente com um aumento da Hb A, sugeriu-
se que esta doente encontra-se com uma f3-talassémia minor, sendo este resultado confirmado

posteriormente.

5. Imunologia e Bioquimica

No SPC a secgao de Imunologia é constituida pelos equipamentos: Maglumi, Mago, DxI
800, Immage 800, Immunocap 250, Hydrasys, VIDA e a secgao de bioquimica é composta por
trés aparelhos distintos, Unicel DxC 800, Access 2, Aution Max Ax-4280. Ou aqui ou nas
metodologias deve dizer qual a metodologia de cada equipamento e que parametros permitem

detetar.

5.1 Metodologias

5.1.1 Potenciometria

Os métodos potenciométricos sao baseados na medigao da diferenga de potencial
entre dois elétrodos na auséncia de corrente elétrica. O elétrodo indicador é selecionado de
maneira a que responde a alteragoes de uma espécie em particular presente na solugao. O
potencial de semi-reacao nao se altera no caso do elétrodo de referéncia. A célula
eletroquimica € entao constituida por uma solugao e os elétrodos (referéncia e indicador) em

que é medida a diferenga de potencial entre os dois elétrodos.!"”

5.1.2 Nefelometria e Turbidimetria

A nefelometria mede o aumento da intensidade da luz dispersada por particulas

suspensas numa cuvete. A fonte de luz para a taxa de nefelometria é um laser de 670nm. O
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detetor estda colocado num angulo de 90° relativamente ao feixe de laser para medir a
dispersao de luz.

A turbidimetria mede a diminuigao da intensidade da luz enquanto passa através de
uma solugao de particulas dispersantes de luz numa cuvete. A fonte de luz para a taxa de
turbidimetria é diodo emissor de luz (LED) com um comprimento de onde de 940nm. As

medigdes turbidimétricas sio realizadas a 0° a partir do feixe incidente.!'”

5.1.3 Imunoensaios

Os imunoensaios sao técnicas que visam a detecao do complexo antigénio-anticorpo
através de diferentes metodologias conforme o principio e forma de detegao.

Os métodos imunoquimicos sao subdivididos nos métodos com observagao direta do
complexo antigénio-anticorpo e em métodos em que a detecao desse complexo implica a
marcagao de um dos componentes. Os compostos utilizados como marcadores podem ser

radio-isétopos, enzimas, fluoréforos e quimioluminiscentes.””!

e Métodos que envolvem a marcagao de um dos componentes:

Imunoensaio Enzimatico

Os métodos imunoenzimaticos permitem a detegao do complexo antigénio-anticorpo
através da utilizagao de uma enzima. A principal enzima utilizada é a fosfatase alcalina.

O método ELISA envolve a fixagao do anticorpo especifico a superficie solida, seguido
da adigao da amostra que contém o antigénio pesquisado, originando o complexo antigénio-
anticorpo que fica fixos a superficie solida, por conseguinte, todos os restantes componentes
sao removidos durante as lavagens. Ocorre a adigao de um segundo anticorpo marcado com
uma enzima, o anticorpo em excesso € removido e posteriormente adiciona-se o substrato
dessa mesma enzima. O marcador enzimatico catalisa a reacao de hidrolise deste substrato

num produto cuja quantidade é proporcional ao antigénio presente na amostra.®”]

Imunofluorescéncia Indireta

Os imunoensaios fluorescentes usam fluoroforos como marcadores para a detegao do
complexo ag-ab. Os fluoréforos requerem energia de luz de comprimento de onda especifico,
emitindo radiagao de maior comprimento de onda quando regressam ao estado basal. A leitura
¢ efetuada através de microscopia de fluorescéncia, sendo que a sua sensibilidade pode

diminuir devido a fluorescéncia de fundo inespecifica presente nas amostras biolégicas.?”!
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Quimioluminescéncia

Os imunoensaios quimioluminescentes usam compostos quimioluminescentes como
marcadores. Os compostos quimiluminescentes incluem moléculas sintetizadas quimicamente,
bem como produtos naturais. Ao contrario dos fluoroforos, na maioria dos compostos

quimioluminescentes a emissio de luz ocorre como resultado de uma reacio quimica.’”

5. Caso Clinico

Mulher com 35 anos, deu entrada no SU, apresentava-se com um cansago extremo,
sonoléncia, aumento de peso e queda de cabelo. Resultados das andlises laboratoriais

demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados das analises laboratoriais

Parametro Resultado Gama de referéncia
T4 0,5 0,6—1,1
TSH 8 0,38-5,33
Anti-TPO 135 0-9
TRab 0,25 0-9

Através dos resultados das anadlises dos parametros T4 e TSH, suspeita-se de um caso
de hipotiroidismo primario. A adenohipdfise é responsavel pela libertacao de hormonas
tréficas que atuam na glandula alvo no sentido de serem libertadas as hormonas T3 e T4.

Neste caso, a adenohipofise esta a responder normalmente, visto que, a TSH se
encontra aumentada para compensar a diminuicao de T4 e T3. Trata-se de uma disfungao a
nivel da glandula periférica que nao responde ao estimulo da TSH.

A presenca de anticorpos anti-TPO positivos € suficiente para o diagnostico de

patologia autoimune da tiroide — Tiroidite de Hashimoto.
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6. Conclusao

O Mestrado em Andlises Clinicas (MAC) permitiu-me adquirir competéncias e
consolidar outras ja adquiridas durante a licenciatura. O estdgio que integra este Mestrado
possibilita uma experiéncia bastante enriquecedora, no qual tive oportunidade de desenvolver
diversas tarefas de forma autonoma.

Durante o estagio tive a oportunidade de acompanhar os TSS e os MPC na validagao
dos resultados obtidos nas diversas dareas laboratoriais, onde pude interligar com os
conhecimentos previamente adquiridos durante o MAC.

Assim, considero que alcancei os objetivos que me foram propostos, desde a

integracao as diversas tarefas realizadas diariamente.
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