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ABREVIATURAS

aPTT: Tempo de Tromboplastina Parcial ativada
CANJ/CNA: Gelose Columbia com 5% de sangue de carneiro, Colistina e Acido Nalidixico (Colistin
and Nalidixic Acid agar)

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Instituite
CMHG: Concentragao Média da Hemoglobina Globular
COS: Gelose Columbia com 5% de sangue de carneiro (Columbia+Sheep Blood agar)
CPSE: chromID™ CPS® Elite

EDTA: Acido Etilenodiaminotetra Acético

EDTA-k;: Acido Etilenodiaminotetra Acético Tripotassico
HAE: Gelose de Chocolate Haemophillus

HDL.: lipoproteina de alta densidade

HGM: Hemoglobina Globular Médio

IgA: Imunoglobulina A

1gG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

INSA: Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge
LDL.: lipoproteina de baixa densidade

LLC: Leucemia Linfoblastica Cronica

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue

NaCil: Cloreto de Sodio

NEQAS: National External Quality Assessment Site

PT: Tempo de Protrombina

PVX: Chocolate agar PolyViteX VCA

RDW: Red Cell Distribution Width

Rh: Résus

RIQAS: Randox International Quality Assessment Scheme
SAB: Gelose de Sabouraud

STRB: chromID™ Strepto B (Streptococcus do grupo B)
Strepto: Streptococcus

TODD: Todd Hewitt Broth

UDP-NAG: Uridine diphosphate N-acetylglucosamine
UDP-NAM: Uridine diphosphate N-acetyl muramic

UFC: Unidade Formadora de Colonias



VCA: Agar de Chocolate (Selective isolation of Neisseria gonorrhoeae and Neisseria
meningitidis)

VGM: Volume Globular Médio



RESUMO

No findar do percurso no mestrado em Analises Clinicas realiza-se o estagio curricular, com o
objetivo de aplicar os conhecimentos adquiridos ao longo destes 2 anos e permitir um contacto

direto com o dia-a-dia laboratorial.

Ao longo do estagio curricular, realizado no Laboratério SYNLABHEALTH CENTRO situado
no Hospital da Luz em Coimbra, tive a oportunidade de contactar com as diferentes areas

analiticas: microbiologia, imunologia, bioquimica e hematologia.

Este relatorio ira centrar-se especialmente nas areas de microbiologia e hematologia.



ABSTRACT

At the end of the course in the master's degree in Clinical Analysis, a curricular internship is
carried out, with the aim of applying the knowledge acquired over these 2 years and allowing

direct contact with the laboratory's day-to-day life.

Throughout the curricular internship, held at the SYNLABHEALTH CENTRO Laboratory
located at Hospital da Luz in Coimbra, | had the opportunity to encounter the different analytical

areas: microbiology, immunology, biochemistry and hematology.

This report will focus especially on the areas of microbiology and haematology.



INTRODUCAO

O Mestrado em Anadlises Clinicas tem como principal objetivo conferir competéncias tedricas
e cientificas bem como conferir formagao especializada e multidisciplinar na area do diagnostico

laboratorial.

O curso é bastante abrangente através da sua formacgao teorica consolidada, culminando com
o estagio curricular no 2° ano, que permite uma formagao completa para nos tornarmos

profissionais a nivel superior no ramo das analises clinicas.

O estagio curricular referido neste relatério foi realizado no Laboratorio SYNLABHEALTH
CENTRO situado no Hospital da Luz em Coimbra, com a duracao de 6 meses e engloba a
aplicagio de conhecimento, retratando as variadas areas analiticas nomeadamente a
microbiologia, a imunologia, a bioquimica e a hematologia.
Este relatorio incidira especialmente nas areas de hematologia e microbiologia e contemplara a

apresentacao e discussao de casos clinicos.

A realizagao do estagio curricular é bastante Util de modo a perceber a importancia do trabalho
laboratorial analitico na area da saide e consequentemente na nossa sociedade. O contexto
profissional a que somos expostos faz-nos perceber que um bom diagnostico passa por um
processamento e acompanhamento correto das diferentes fases analiticas e de uma

interpretacao laboratorial de acordo com normas cientificas e criticas.



CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O estagio curricular decorreu no Laboratorio SYNLABHEALTH CENTRO situado no piso 0

do Hospital da Luz em Coimbra.

O horario de funcionamento do laboratério ocorre de segunda a sexta-feira das 7h30 as 20h30,
e ao sabado das 8h as 12h e possui atendimento de urgéncia disponivel todos os dias da semana,

24h por dia.

O laboratério possui também diversos postos de colheita em Coimbra, Viseu, Leiria, Lourigal
bem como acordos com hospitais privados, sendo o caso do Hospital da Luz de Cantanhede e
o Hospital da Luz da Covilha. Disponibiliza também servigos domiciliares de colheita a utentes

com dificuldade de deslocagao e colheitas em contexto de medicina no trabalho.

O Laboratorio SYNLABHEALTH CENTRO conta com varios colaboradores, desde a Diretora
Técnica, a Dra. Carla Almeida, Farmacéutica Especialista em Andlises Clinicas, o Dr. César
Gama, Farmacéutico Especialista em Analises Clinicas, Técnicas Superiores de Analises Clinicas,

Técnicas de Analises Clinicas, administrativos e enfermeiros.



PROCESSO ANALITICO

O processo analitico, do laboratério Synlab, como de qualquer outro laboratério de analises

clinicas, compreende trés fases: as fases pré-analitica, analitica e a pos-analitica.

A fase pré analitica tem inicio com a requisicao da andlise por parte do clinico, o registo do
utente no laboratoério, seguido da colheita com a correta identificagao das amostras através de
uma etiqueta de codigo de barras identificativa de cada utente. As colheitas sao realizadas
seguindo as boas praticas laboratoriais e antes da realizagio da mesma é obrigatério verificar
se o utente reune todas as condigoes de colheita (estar em jejum caso seja necessario, indicar
possiveis medicagoes, entre outras). A amostra de sangue venoso € colhida para diferentes

tubos com tampas de cores diferentes e tem de ser realizada por uma ordem especifica. (Tabela
)

No caso das hemoculturas, o local de pungao das mesmas sé deve ser utilizado para este fim
(nao se deve aproveitar a existéncia de cateteres colocados no utente) e deve utilizar-se veias
distintas para cada colheita de modo a facilitar a detegao de microrganismos em pequena
quantidade e para garantir que estes organismos nao sao organismos contaminantes (bactérias

da pele por exemplo.) [I]



Tabela 1 - Tubos de colheita de amostras de sangue venoso, pela ordem correta, identificados pelas cores das tampas que
representam diferentes conteudos consoante a amostra a obter e a andlise a realizar segundo as normas CLSI.

Ordem
de Cor da tampa Anticoagulante Amostra obtida Setor
Colheita
Verde (Aerobios) Sansue
| Laranja (Anaerobios) Tubo com meio & Hemocultura
Amarelo (Pediatricos)
2 Azul Citrato de sodio (1:9) Plasma Coagulagao
3 Cinzenta/Preta Citrato de sodio (1:4) Sangue VeI9C|dade fle
sedimentacao
Bioquimica (B, Cu, Cr,
4 Azul-escura Tubo seco Soro para metais Mn, Mo, Ni Se, TI, V,
Zn)
5 Vermelha/Amarela Gel separ?dor (ativa o Soro Bloqwmlcja
coagulo) Imunologia
o Bioquimica
6 Verde Heparina-litio Plasma, Sangue (Vitamina C)
7 Roxa EDTA-ks Sangue, Plasma Hgmat?lggla
Bioquimica
Bioquimica
Sansue para (Aluminio, Magnésio e
8 Azul-escura EDTA-ks rﬁetalias Zinco eritrocitario,
As, Bi, Cd, Pb, Co,
Cu, Sr, Hg)
9 Cinzenta Fluoreto Plasma Glucose no Plasma

Esta etapa engloba também o processamento da amostra que consiste na centrifugagao dos

tubos de colheita, exceto dos tubos que se pretende obter sangue total como amostra, sendo

o caso do tubo de EDTA e o tubo de Velocidade de Sedimentagao (citrato de sédio 1:4) que

sao utilizados em analises hematoldgicas.

As amostras de fezes, urina e os exsudatos (por exemplo, exsudatos vaginais, retais, uretrais,

profundos, superficiais, entre outros) sao colhidos para recipientes proprios e processados na

sala de microbiologia. As hemoculturas devem também ser encaminhadas para a sala de

microbiologia apos colheita.

A fase pré-analitica é a mais importante de todo o processo pois é também, a etapa com maior

hipotese de erros e por isso tem de ser realizada de forma cuidada e consciente.




Segue-se a fase analitica, e apos centrifugagao e verificagao da qualidade das amostras, estas sao
distribuidas de acordo com os equipamentos do laboratorio. (Tabela 2)

A fase andlitica engloba também a realizagdo de controlos e calibragdes dos reagentes bem como a
reposicdo de novos reagentes.

Tabela 2 - Equipamentos utilizados na avaliagdo de pardmetros nas diferentes dreas das andlises clinicas (Bioquimica, Hematologia e
Imunologia).

Aparelho Setor Amostra

ARCHITECT C. 8000 | Bioquimica [ Plasma (citrato, heparina-litio), Plasma (EDTA), Soro, Urina

ARCHITECT 1.2000 Imunologia | Plasma (citrato, heparina-litio), Plasma (EDTA), Soro,

ARCHITECT C. 4000 | Bioquimica | Plasma (citrato, heparina-litio), Plasma (EDTA), Soro, Urina

ARCHITECT 1.1000 Imunologia | Plasma (citrato, heparina-litio), Plasma (EDTA), Soro,

BIORAD D10 Hematologia | Sangue total (EDTA)

SYSMEX CA-660 Hematologia | Plasma (citrato)

SYSMEX XN-550 (2x) | Hematologia | Sangue total (EDTA)

VES-MATIC 30 Hematologia | Sangue total (citrato)

Todas as amostras com requisicoes de analises cujas técnicas o laboratério nao executa, sao
enviadas para outros laboratérios que pertencem ao grupo e com quem tem acordos, como

por exemplo, laboratoérios no Porto, Lisboa e Barcelona.

Por fim, na fase pos-analitica ocorre a validagao analitica dos resultados pelos Farmacéuticos
Especialistas em Analises Clinicas de acordo com os parametros avaliados, relacionados com a
historia clinica do utente, quando disponivel. Em seguida ocorre a entrega do relatério analitico

ao utente e por sua vez ao clinico.



CONTROLO DE QUALIDADE

O sistema de gestao de qualidade inclui a estrutura organizacional, os procedimentos, os
processos e os recursos utilizados na gestao da qualidade. A principal missao dos laboratorios
clinicos é providenciar ao utente o melhor servigo garantindo a conformidade da exatidao e da
precisao. Fazem parte da qualidade no laboratorio o controlo de qualidade interno, a avaliagao

externa da qualidade bem como a calibragao dos esquipamentos e das técnicas.

O objetivo primordial das calibragoes dos equipamentos, é assegurar a qualidade dos resultados
garantindo a qualidade dos reagentes. Procede-se a calibragao sempre que se introduz um novo
lote do reagente ou sempre que os controlos nao se encontram dentro dos parametros
estabelecidos nas cartas de Levey-Jenings. Apos calibragao de determinada analise sucede-se o

respetivo controlo.

Relativamente ao controlo de qualidade interno, este realiza-se diariamente, antes de iniciar as
analises diarias. A Diretora Técnica define o plano de controlo analitico. Os controlos da grande
maioria das técnicas sao realizados diariamente, nao sao realizados diariamente aqueles cujo
numero de analises nao se justifica. Na area da bioquimica, da imunologia e da hematologia os
controlos sao efetuados todos os dias utilizando niveis alternados. A Diretora Técnica também
estabelece intervalos de referéncias mais estreitos respeitando sempre os que sao fornecidos
pelas casas comerciais tendo por base as cartas de Levey-Jennings, de maneira a garantir a maior
eficacia e controlo dos parametros. Se os controlos nao cumprirem os parametros avalia-se a
situagao e estuda-se o melhor plano de agao, quer seja repetir controlos, calibragoes ou até

mesmo trocar de lote de reagente de modo a conseguir a maior precisao possivel.

Na avaliagao externa da qualidade, o laboratério utiliza amostras conhecidas de outra empresa
em que o objetivo é avaliar os parametros pedidos (os valores das mesmas sao conhecidos por
quem fornece os controlos), e realiza um relatorio que € enviado a entidade externa, de maneira
a comparar o desempenho dos métodos utilizados no laboratério SYNLABHEALTH CENTRO
com outros laboratérios aderentes. Assim, consegue-se melhorar e assegurar a exatidao dos
métodos utilizados no dia-a-dia do laboratério, assegurando sempre o melhor servigo para o
utente. O laboratéorio SYNLABHEALTH CENTRO participa em varios programas de avaliagao
externa da qualidade sendo o caso do RIQAS, NEQAS, INSA, entre outros.



AREAS DESENVOLVIDAS

HEMATOLOGIA

A hematologia clinica é uma especialidade exigente, e importante no estudo da etiologia,

diagnostico, prognostico e prevengao de doengas sanguineas. [2]
Em seguida irao ser abordadas as técnicas mais frequentemente realizadas no laboratoério.

Nesta area, realizam-se diferentes determinagdes como o hemograma e provas de coagulagao
(PT, aPTT e fibrinogénio). Para o hemograma é utilizado sangue venoso colhido para um tubo
com anticoagulante acido etilenodiaminotetra acético (EDTA). As provas de coagulagao sao
realizadas em plasma obtido apos centrifugagao de sangue colhido em tubo com citrato de sodio
(1:9). Em casos especificos e em confirmagao de resultados, pode ser realizado o hemograma
usando o tubo de citrato de sédio. Tanto o EDTA como o citrato de sédio complexam o calcio,

removendo-o, para que nao ocorra coagulagao. [3]

O laboratorio utiliza equipamentos SYSMEX XN-550 para determinar os parametros de
hematologia, como o Eritrograma (contagem de FEritrécitos, Hemoglobnia, Hematocrito,
Volume Globular Médio, Hemoglobina Globular Média, Concentragao Média da Hemoglobina
Globular Média, Red Cell Distribution Width, reticuldcitos), o Leucograma (contagem de neutrdfilos,
eosindfilos, basdfilos, linfécitos e monocitos), e o Plaquetograma (contagem de plaquetas e do
volume plaquetar médio) através de citometria de fluxo de fluorescéncia. No SYSMEX CA-660
o principio para medir os parametros de coagulagao (PT, aPTT e fibrinogénio) é através do

método Coagulométrico que determina o tempo de formagao de coagulo.

A citometria de fluxo permite a realizagao de uma caracterizagao e contagem de um grande
numero de células tendo por base o seu tamanho e complexidade. Esta técnica baseia-se numa
aliquota de sangue total diluido. As células sio encaminhadas num canal em fluxo, esse fluxo é
atravessado por um laser que é captado por varios detetores. Quando as células passam existe
um impedimento e a luz sofre reflexao para varias dire¢oes o que permite avaliar o tamanho da
célula (foward-scatter). Outra parte sofre refragao permitindo avaliar a complexidade, nucleo e

granulos (side-scatter). [4]



HEMOGRAMA

O hemograma contempla trés determinagoes basicas que incluem a avaliagao dos eritrocitos
(série vermelha), dos leucocitos (série branca) e das plaquetas (série plaquetaria) e fornece
informagao diferencial dos diferentes subgrupos de globulos brancos (neutrofilos, eosindfilos,

basofilos, linfocitos e mondcitos). [5]

Este exame fornece informagoes importantes para poder realizar o diagnostico de patologias
como, anemias, cancros hematologicos, infecoes, estados hemorragicos agudos e

imunodeficiéncias. [6]

ERITROCITOS (eritrograma)

Os eritrocitos sao células em forma de disco biconcavo, nao possuem nucleo e possuem um
didmetro entre os 6 e os 9 ym. O facto de possuirem uma area de superficie maior em
comparagao com o volume permite-lhes que alterem a forma e passem, com facilidade pelos
vasos capilares, a fim de realizar trocas gasosas e outras substancias. A hemoglobina, principal
constituinte do eritrocito, € uma proteina rica em ferro que conferem a cor a célula e é
responsavel pelo transporte de oxigénio até aos tecidos e de dioxido de carbono até aos

pulmoes. [6]

A formacao de eritrécitos ocorre na medula 6ssea e € denominada de eritropoiese. Ocorre a
diferenciagao do percursor eritroide, o proeritroblasto em eritroblasto basdfilo, eritroblasto
policromatico, eritroblasto ortocromatico e por fim em reticulécito que é libertado na
circulagao. (Figura |) Apds | a 2 dias o reticuldcito converte-se em eritrécito e passa a
apresentar uma forma biconcava. Possuem o tempo de semivida de 90 a 120 dias e apos este
periodo sao destruidos no bago. O eritrograma avalia quantitativamente (quantidade de
hemoglobina) e qualitativamente os eritrocitos e quando numa amostra existe uma variabilidade
de tamanho das hemacias, estamos perante um caso de anisocitose, se a alteragao for na forma

estamos perante uma poiquilocitose. [7]

Célula-tronco  Cél.comprometida Rota de desenvolvimento
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Figura | - Diferenciacdo do eritrécito (eritropoiese). [7]
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HEMATOCRITO E iNDICES HEMATOLOGICOS

O Hematécrito (Ht) corresponde a percentagem de eritrocitos existentes num dado volume

de sangue e pode ser expresso em percentagem ou em Litro por Litro. [3]

Os indices hematolégicos utilizam féormulas matematicas que dependem de valores referentes

as contagens de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito. Os indices hematologicos incluem:

¢ O Volume Globular Médio (VGM) que é o volume ocupado pelos eritrocitos dividido
pelo nimero total dos mesmos. O resultado é expresso em fentolitros; [3]

¢ A Hemoglobina Globular Média (HGM) que corresponde a divisaio da hemoglobina
pelo nimero total de eritrocitos, ou seja, a quantidade de hemoglobina que existe em
cada eritrécito. Habitualmente é expresso em picogramas; [3]

e A Concentragao Média da Hemoglobina Globular (CMHG) que corresponde a
concentragao de hemoglobina presente em cada eritrocito. O resultado é expresso,
normalmente, em grama por decilitro; [3]

e A RDW ou Red Cell Distribution Width representa a variagao do tamanho de eritrocitos
na amostra. No fundo o RDW mede o indice de anisocitose eritrocitaria que ocorre

e é expressa em percentagem. [3]

Todos os parametros referidos fazem parte do hemograma e cada um deles é necessario para
o diagnostico e caracterizagao de patologias. A quantificagao de eritrocitos e a concentragao de
hemoglobina sio parametros que ajudam a classificar as anemias e a andlise morfolégica dos

eritrocitos auxilia a identificagao da causa. [8]

Quando um paciente com anemia (valor de Hemoglobina abaixo do valor padrao) apresenta
VGM e HGM diminuidos a anemia denomina-se de anemia microcitica e hipocrémica. Por outro
lado, se os valores de VGM e HGM estiverem dentro dos parametros de referéncia de
normalidade, a anemia denomina-se de anemia normocitica e normocréomica. Por sua vez, se o

valor de VGM estiver elevado a anemia € do tipo macrocitica. [5]
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LEUCOCITOS (Leucograma)

Os leucécitos sao uma pega chave de um complexo sistema imunitario e sao Uteis ao organismo
no combate contra as infecoes e outras anomalias. O processo de produgao, maturagao,
desenvolvimento e especializagao de leucocitos denomina-se de leucopoiese. A produgao de
leucécitos ocorre nos orgaos leucopoiéticos primarios (medula 6ssea e timo) e nos 6rgaos
leucopoiéticos secundarios (bago, ganglios linfaticos e tecido linfoide associado a mucosa-
MALT). Na corrente sanguinea possuem uma vida média de 12h a 3 dias (granulocitos) ou de
100 a 300 dias (agranuldcitos). Os leucécitos que possuem granulos (granulocitos) sao os

neutrofilos, basofilos e eosindfilos e os agranuldcitos sao os linfocitos e mondcitos. (Figura 2)

[9]
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Figura 2 - Principais caracteristicas morfoldgicas dos leucdcitos. [9]

A analise do leucograma ou série branca avalia as contagens totais e diferenciais dos leucocitos
bem como a morfologia dos neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos e monocitos. Quando
os valores de leucocitos se encontram acima do valor padrao denomina-se leucocitose e quando
estao abaixo, leucopenia. A Tabela 3 apresenta as principais alteragoes morfolédgicas nos

leucocitos. [5]

Tabela 3 - Principais alteragdes morfolégicas nos leucocitos.

Célula Nucleo Citoplasma Associado a
. Pelger-Huet Heranca autossomica recessiva.
Neutrofilos . 8 - ¢ . . .
(hiposegemtagao) - Doencas mieloproliferativas
. , Intoxicacao por benzeno
Neutrofilos Vacuolos §ao p ’

- Infecoes bacterianas

Neutrofilos Hipersegmentagao _ folatos
Multiplos
Neutrofilos (hipersegmentagao _ Sindrome Mielodisplasica (SMD)
ou hiposegmentagao)

. Granulagao Infecoes bacterianas, Inflamagao,

Neutrofilos - ~
- toxica gestagao

Linfocitos Atipico _ Infecoes virais
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PLAQUETAS

A formagao de plaquetas deriva de um processo chamado megacariopoiese, que termina com
a fragmentacao do citoplasma dos megacariocitos que geram as plaquetas (1000 a 5000 por
megacariocito). No geral, existem em circulagio sanguinea cerca de 10" plaquetas. O bago tem
a fungao de eliminar plaquetas “velhas” para que o nimero se mantenha constante. A célula
estaminal hematopoiética encontra-se na medula 6ssea rodeada por osteoblastos. No processo
de diferenciagao ha a replicagio do DNA, mas nao ocorre a divisao do nucleo e do citoplasma
fazendo com que os megacarioblastos aumentem de tamanho e aumente o nimero de proteinas
essenciais para a constituicao dos granulos das plaquetas. No final da diferenciagio para
megacariocito, a célula desloca-se para um nicho sinusoidal formando pseudépodes (pequenas
extensoes), avangando através da parede dos vasos sanguineos libertando uma grande

quantidade de plaquetas neste local. [4]

As plaquetas possuem a principal fungao de servirem como tampdoes mecanicos e quando
ocorre lesao (rutura das células endoteliais) estas aderem a parede do vaso sanguineo
ocorrendo uma interagao plaqueta-parede do vaso sanguineo e por fim uma agregagao
(interagao plaqueta-plaqueta) aumentando o potencial de tampao. Esta agregacao é
potencializada pelo Fator de von Willebrand (glicoproteina que ocorre naturalmente no plasma

e é sintetizado quer nas células endoteliais quer nos megacariocitos). [4]

Apos agregacao plaquetar e libertagao, os fosfolipidos da membrana intervém em duas reagoes
dependentes de cailcio, na cascata da coagulagao: na ativagao do fator X em fator Xa e na

ativagao da protrombina (fator Il) em trombina (lla). [4]

Devido a sua fungao tampao e a promogao de desencadeamento da coagulagao sanguinea, a
contagem de plaquetas e a andlise da sua morfologia sio muito importantes no auxilio ao
diagnostico. Situagdes que causam trombocitopenia (producdo insuficiente, destruicao
aumentada ou consumo excessivo de plaquetas) induzem ao sangramento. Por outro lado, em
situagcoes em que o numero de plaquetas esteja dentro dos valores normais, mas ha auséncia
de granulos (plaquetas cinzentas) ocorre hemorragia devido a uma dificuldade plaquetaria. O
numero elevado de plaquetas denomina-se de trombocitose e pode ocorrer devido a: anemia
ferropriva, hemorragias agudas, inflamagoes e infe¢coes cronicas, anemias hemoliticas, leucemias
e policitemia vera. No caso da trombocitemia essencial, o nimero de plaquetas é muito elevado
resultante de uma patologia mieloproliferativa que desencadeia a formagao descontrolada dos

megacariocitos, precursores das plaquetas. [5]
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Pode também ocorrer interferéncias técnicas resultantes da contagem dos auto-analisadores,
como por exemplo presenca de agregados plaquetares ou em situagoes patologicas (por
exemplo em casos de microesferocitose) onde o tamanho reduzido de eritrécitos pode
conduzir a pseudo-trombocitose. A contagem de plaquetas devera ser confirmada recorrendo

a colheitas com outro anticoagulante ou feita em Camara Neubauer. [5]
ESFREGAGCO DE SANGUE PERIFERICO

A avaliacao dos esfregagos de sangue periférico auxilia e complementa um possivel diagndstico

bem como a confirmagao visual dos resultados obtidos no hemograma.

Realiza-se com uma gota de sangue colocada numa lamina enquanto outra lamina é mantida
numa inclinagio média de 30 a 45 graus de forma a espalhar o sangue pela lamina sem aplicar
muita pressao. Os esfregacos nao podem ser muito curtos nem muito espessos. As coloragoes
mais utilizadas sao: Wright ou May-Grunwald-Giemsa. Geralmente, os esfregacos sao avaliados
na objetiva de x100 e nesta ampliagao as trés séries (hemacias, leucocitos e plaquetas) de
elementos sanguineos devem ser avaliadas morfologicamente. (Figura 4) A area mais elegivel

para observar o esfregaco é na parte interna da borda onde termina o esfregaco. (Figura 3) [6]
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Figura 4 - Area mais comum para

Obséfler o esfregaco de sangue Figura 3 - Células Sanguineas observadas num
periférico. [6] esfregago. [4]

As morfologias de eritrécitos, leucocitos e plaquetas dever ser observada tendo como base o
tamanho, a forma, a coloragao celular e as inclusoes. As alteragoes que mais se observam sao

as anomalias de eritrocitos e alguns exemplos estao representados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Alteragdes dos eritrécitos e possiveis causas. [9]

Alteracoes dos
Globulos Vermelhos

Causas

N Macrocitose

Doenca Hepatica, Alcoolismo, Anemia
megaloblastica

— Microcitose

Deficiéncia de ferro,
Hemoglobinopatias

Células Alvo

Deficiéncia de ferro, Doenca Hepatica,
Hemoglobinopatias, Pés-Esplenectomia

Equinécito

Doenca Hepatica,
P&s-Esplenectomia

Acantocito

Doenca Hepatica, Falha Renal,
Abetalipoproteinemia

Drepandcitos
(Em foice)

Anemia Falciforme

Esferocito

Esferocitose Herditaria,
Anemia Hemolitica autoimune,
Septicemia

Eliptocito

Eliptocitose Hereditaria

Dacriocitos
* (Em gotal/lagrima)

Mielofibrose,
Hematopoiese Extramedular

Corpo de Howell-
Jolly

P&s-Esplenectomia, Hipoesplenismo

HEMOSTASE

A Hemostasia ou Hemostase € um processo fisiologico que permite que o sangue circule nos

vasos sanguineos sem a ocorréncia de hemorragias ou tromboses. Este processo conta com

uma simbiose entre a parede do vaso sanguineo, as plaquetas e os fatores de coagulagao. Sendo

constituido por 5 fatores que trabalham em conjunto:

e Plaquetas;

e Fatores de coagulacao;
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¢ Inibidores da coagulagao: para impedir que a coagulagao ocorra descontroladamente e

leve a formagao de um trombo;
e Fibrindlise: para realizar a degradagao dos trombos;

e Vasos sanguineos. [4]

Em meio laboratorial quantifica-se o niUmero de plaquetas e avaliam-se as vias (intrinseca e
extrinseca) da cascata da coagulagao (PT, aPTT e fibrinogénio) para apoiar o diagnostico de

patologias associadas a hemostase.

FATORES DE COAGULACAO

A coagulagao sanguinea in vivo, considerada a hemostase secundaria, ocorre através da ativagao
sequencial de cascatas de proteinas percursoras (enzimas do fator de coagulagao) e proteolises
terminando na formagao de trombina. Por sua vez a trombina regula a conversao de fibrinogénio
solivel em fibrina. Desta forma a fibrina envolve os agregados plaquetares nos locais onde existe

uma lesao vascular, fortalecendo-os. [10]

Os fatores de coagulagao (figura 5) intervém nas reagoes quimicas da coagulagao, sendo a maior
parte enzimas proteoliticas (especificas da corrente sanguinea) que sao ativas através de um

sistema de cascata. [4]

Factor number Descriptive name Active form

|
1
11

x?
V

Fibrinogen
Prothrombin
Tissue factor

Labile factor

Fibrin subunit

Serine protease

Receptor /cofactor™

Cofactor

Vi Proconvertin Serine protease
Vil Antihaemophilic factor Cofactor
1X Christmas factor Serine protease
X Stuart-Prower factor Serine protease
X1 Plasma thromboplastin antecedent Serine protease
Xu Hageman (contact) factor Serine protease
X1l Fibrin-stabilizing factor Transglutaminase
HMWK, high molae Prekallikrein (Fletcher factor) ‘éfr\n-n protease
* Active without pr HMWXK (Fitzgerald factor) Cofactor”

Figura 5 - Fatores de coagulagdo.

Este processo come¢a com uma lesao do endotélio mais especificamente com a perda da
integridade endotelial, levando a exposicao de proteinas de superficie pelas células endoteliais,
em particular a exposicao do fator tecidular. O fator VIl esta presente na corrente sanguinea,
sendo que apenas uma pequena parte ja se encontra ativa. O fator VIl liga-se ao fator tecidular
e o complexo fator tecidular-fator Vlla é capaz de ativar o restante fator VIl em circulagao que
se liga ao fator tecidular desencadeando a coagulagao sanguinea. Na presenga de calcio, este

processo desencadeia a ativagao do fator IX e do fator X. [4]
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O fator X, quando ativado e na presenca de fosfolipidos da membrana plaquetar, é capaz de
ativar o fator Il, designado de protrombina. Esta quando ¢ ativado transforma-se em trombina,

em pequenas quantidades (picomolar). [4]

A trombina que foi formada ativa o fator V, VIl e XI. Por sua vez o fator Xla ativa o fator IX
que na presenga do cofator Vllla, ativa uma maior quantidade de fator X. Na presenga do cofator
Va, o fator Xa forma uma grande quantidade de trombina que leva a uma formagao elevada de
mondmeros de fibrina. Esta fibrina nao é suficiente para dar consisténcia ao coagulo e por isso
a trombina ativa também o fator XlI que estabelece ligagoes covalentes com os monémeros de

fibrina e torna a molécula num polimero consistente. [4]

Os dois testes de coagulagao mais utilizados em meio laboratorial sio o tempo de
tromboplastina parcial ativada (aPTT) e o tempo de protrombina de modo a avaliar as vias de
ativagao da coagulagao: intrinseca e extrinseca, respetivamente (figura 6). Na avaliagao de um
processo de coagulagao, a determinagao destes fatores nao € muito linear, por exemplo, as
deficiéncias do fator VIl ou VIII causam prolongamento do aPTT mas apenas a deficiéncia do
fator VIII esta associado a um evento hemorragico. Além disso, ha evidéncias de que a ativagao
do fator IX (via intrinseca) pelo fator VIl ativado (via extrinseca) € essencial para estabelecer a

coagulagao apos estimulo inicial do fator tecidular-fator Vlla ativado pelo fator X. [3]

Disturbios na coagulagao podem ser hereditarios ou adquiridos, sendo que a doenga hepatica grave pode
comprometer a hemostase porque todos os fatores de coagulagao sao produzidos no figado (pelas
células endoteliais sinusoidais hepaticas e pelos hepatocitos) e neste caso tanto o PT como o aPTT vao

se encontrar aumentados. [| 1]

aPTT (Heparin therapy) PT (Coumadin therapy)
INTRINSIC SYSTEM EXTRINSIC SYSTEM
Contact activation pathway Tissue factor pathway
X1 vil
l HMWK
Prekallikrein

Xlla Ca + Tissue factor

d

Xia

\xl
Xa
Ca

Villa

Vil + Ca + PF

Prothrombin Il ——=% Thrombin lla €¢——————Factor Xlll
Fibrinogen | ——3Fibrin ——Xllla

Fibrin clot

Figura 6 - Coagulagdo in vivo. [36]

27



GRUPOS SANGUINEOS ERITROCITARIOS

Os eritrocitos possuem a superficie da membrana vérios antigénios, que sao determinados

geneticamente e que definem qual o grupo sanguineo eritrocitario.

Em meio laboratorial determina-se os de maior importancia clinica, os sistemas ABO e Rh.

Figura 7 - Cassete de reagdo para
determinagdo de grupos eritrocitdrio.

SISTEMA ABO

E definido pela presenca de eritrécitos do antigénio A (grupo A), antigénio B (grupo B), dos
dois antigénios A e B (grupo AB) ou de nenhum deles (grupo 0), a superficie da membrana. Em
termos laboratoriais, € necessario identificar os antigénios eritrocitarios com reagentes anti-A,
anti-B e anti-A,B previamente conhecidos, através do teste globular e confirmar os resultados
através da presenca dos anticorpos correspondentes no plasma que é testada através de

hemacias Al e B. [12]

A prova globular pesquisa antigénios a superficie dos eritrocitos através do sangue total e de
anti-soros e a prova sérica pesquisa os anticorpos do glébulo vermelho no plasma/soro do

doente. [13]
SISTEMA RHESUS (Rh)

O sistema Rhésus (Rh) é o sistema mais complexo de grupos sanguineos, englobando varios
antigénios, sendo que o mais conhecido é o antigénio D. Os individuos que expressam este
antigénio a superficie dos eritrocitos expressam-se como Rh positivos. A detegao deste
parametro da-se pela adicdo de um soro anti-D aos eritrocitos em estudo, caso ocorra

aglutinagao os individuos sao do tipo Rh positivo. [12]
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Este sistema é importante em termos clinicos, nomeadamente em reagoes hemoliticas
transfusionais, em anemias auto-imunes hemoliticas e na mais conhecida, na doenca hemolitica

do recém-nascido. [13]
TESTE DE COOMBS INDIRETO

O teste de coombs indireto ou teste da anti-globulina indireta (PAI) é a pesquisa de anticorpos
anti-eritrocitarios presentes no soro ou do plasma. O objetivo é realizar a pesquisa de
anticorpos IgG que nio aglutinam os eritrocitos em solugio salina. E utilizado soro de Coombs
monoespecifico (anti-IgG) e soro de Coombs poliespecifico (anti-IgG e anti-C3d; soro anti-

humano) que sao capazes de detetar IgG e IgG/fragao do complemento C3d, respetivamente.

(figura 8) [14]

't antiglobulin test

s Positive test result

Recipient's serum Donor's blood sample is Recipient's Ig's that target Anti-human Ig's Agglutination of red blood

is obtained, added to the tube with the donor's red blood cells (Coombs antibodies) cells occurs, because
containing serum., form antibody-antigen are added to the human Ig's are attached to
antibodies (Ig's). complexes., solution. red blood cells.

Figura 8 - Teste de Coombs Indireto. [13]

Normalmente os anticorpos IgG reagem a 37°C (anticorpos quentes), ja os anticorpos IgM
reagem a temperaturas >32° sendo que a melhor reatividade ocorre aos 4°C (anticorpos frios).
Assim os mais utilizados em meio laboratorial sao os IgG. Este teste nao deve ser realizado em
eritrocitos RhD positivo, porque detetaria somente anti-D e nao os anticorpos

significativamente importantes clinicamente. [14]

Cerca de |% das gravidas apresenta anticorpos antieritrocitarios (que causam a Doenga
Hemolitica do recém-nascido) pois tém a capacidade de atravessar a placenta e ligar-se as
hemacias fetais diminuindo a sobrevida fetal. Desta forma o PAI é realizado em gestantes RhD

negativas para detetar anti-D e autoanticorpos. [14]
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TESTE DE COOMBS DIRETO

O teste de antiglobulina direto (TAD) realiza a pesquisa da fragdo C3d ou de anticorpos IgG
presentes na membrana eritrocitaria. O TAD é realizado com eritrocitos do paciente que sao

previamente lavados com NaCl 0,9% e com adi¢ao de soro de Coombs. (Figura 9)

A realizacao deste teste € recomendada em casos de anemia hemolitica autoimune ou
induzida por farmacos. Também é recomendada a realizagao do teste no caso de anemia

hemolitica do recém nascido e em caso de reagao de transfusao de sangue. [14]

wulin test

Positive test result Legend

Antigens on the
red blood cell's
surface

Y Human anti-RBC
antibody

Y Antihuman
antibody

(Coombs reagent)

Blood sample from a patient with The patient’'s washed RBCs agglutinate: antihuman

immune mediated haemolytic anaemia: RBCs are incubated with antibodies form links between
antibodies are shown attached to antihuman antibodies RBCs by binding to the human
antigens on the RBC surface. (Coombs reagent). antibodies on the RBCs.

Figura 9 - Teste de Coombs Direto. [13]
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BIOQUIMICA

Na area de bioquimica clinica, a determinagcdo de parametros € realizada através de
equipamentos que utilizam varias metodologias, tal como, espectrofotometria, potenciometria

e a turbidimetria, consoante o parametro analitico a avaliar. Sao utilizados os modelos

ARCHITECT C 8000 e ARCHITECT C4000 para avaliar os parametros bioquimicos.

A espectrofotometria baseia-se na medigao de absorvancia, quantidade de luz que é absorvida
pela solugao ou amostra, num determinado comprimento de onda. Este sistema baseia-se na
passagem de um feixe de luz por uma cuvete transparente de reagao que contém a substancia
a ser determinada. O feixe de luz que atravessa a cuvete de reagao contendo a amostra pode
ser absorvido, refletido ou transmitido. Parte da luz que atravessa a cuvete contendo a amostra
é absorvida e, segundo a Lei de Beer-Lambert, ocorre uma relagao de proporcionalidade direta
entre a quantidade de luz absorvida e a concentragao de analito presente na solugao. Quanto
maior a concentragao de analito maior a absorgao de luz, que pode ser determinada a partir da
transmitancia (razao entre a quantidade de luz que incide sobre um corpo e a quantidade que
luz que o atravessa). [15] Esta técnica é utilizada na quantificagao de maior parte dos parametros
de bioquimica, tais como, Glucose, Proteinas totais, Albumina, Colesterol total, Colesterol-
HDL, Colesterol-LDL, Triglicerideos, Bilirrubina (total e direta), Amonia, Alanina
aminotransferase, Aspartato aminotransferase, Fosfatase Alcalina, Gama Gutamiltransferase,

Creatinina, Ureia, Acido Urico, Calcio, Fosfato e Magnésio.

O método potenciométrico tem como objetivo principal avaliar ides sédio, cloreto e potassio.
Permite medir, de forma indireta, a concentragao de ides numa amostra através da diferenga
de potencial elétrico entre um elétrodo seletivo de ides e um elétrodo de referéncia, dando a
informagao relativa a atividade i6nica que por sua vez nos da a informagao sobre a concentragao

de iao na solugao. [16]

Existe também o método de turbidimetria que permite determinar a concentragao de um
analito numa determinada solugcao. Esta técnica baseia-se num feixe de luz, com um
comprimento de onda conhecido, que incide sobre a amostra/solugao, ocorrendo dispersao de
luz e, dependendo da concentragao do analito, ocorrendo a diminuigao da luz transmitida
(devido a turbidez da amostra). Grande parte destas técnicas utiliza anticorpos para formar
imunocomplexos para garantir a especificidade da reagdo. O método de
Turbidimetria/lmunoturbidimetria é utilizado na quantificagao de Imunoglobulinas (IgG, IgA,
IgM), da Proteina C reativa e da Proteina C reativa ultrassensivel, da Lipoproteina (a), da

Microalbuminuria e das proteinas da urina. [16]
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Para grande parte dos parametros analisados nesta area a amostra utilizada é o soro que é
obtido por colheita de sangue venoso para um tubo com gel separador e ativador de coagulo.
Alguns parametros detetados sao a Creatinina, a Glicose, Ureia, o Colesterol, entre outros.
Também se pode utilizar Tubos de heparina-litio sendo que a heparina é considerada um
anticoagulante “natural” devido a sua presen¢a no sangue (evita a hemolise) e nao altera a
morfologia e tamanho das células. [17] Neste caso a amostra a ser obtida é o plasma, que
permite a detecao de alguns parametros como determinagdes de pH, cilcio ionizado e
gasometria. Também se utilizam tubos de citrato de sédio (1:9) para efetuar a mediagao, por

exemplo, de D-Dimeros, no plasma.
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IMUNOLOGIA

A determinagao dos parametros de imunologia é habitualmente efetuada por técnicas manuais
e por técnicas automatizadas. As técnicas automatizadas utilizam, habitualmente, métodos de
Imunofixagao e de Quimioluminescéncia. A semelhanga da bioquimica também se utilizam

aparelhos ARCHITECT nomeadamente o ARCHITECT Ci 8200 e o ARCHITECT Ci 4100.

Estes aparelhos utilizam métodos de quimioluminescéncia, este método consiste na medicao de
particulas de luz emitidas, apés uma reagao quimica. Em avaliagdes imunologicas quanto mais

complexos antigénios-anticorpo formados maior a intensidade da luz medida. [16]

No laboratério também se realizam técnicas de eletroforese e de imunofixagao, por exemplo,
quando ha suspeita de paraproteinas no soro. A eletroforese permite separar proteinas do soro
do utente, e com a técnica de imunofixagao procede-se a precipitagao das mesmas com anti-
soros (anti-imunoglobulinas). Este procedimento é efetuado em gel de agarose e pode-se

observar o resultado apds corar o gel. [16]

Tal como referido anteriormente, o laboratério também realiza técnicas manuais no ambito da
imunologia clinica, tais como os testes rapidos por imunocromatografia. O objetivo primordial
destes testes € detetar o antigénio (em alguns casos o anticorpo) numa cassete. A cassete
contém uma linha de controlo e uma linha de teste e para que o teste seja considerado valido
a linha de controlo tem de ser positiva. Sao utilizados para diagnostico de SARS-COV-2, teste

de sangue oculto nas fezes, detecao de Clostridium difficile nas fezes, entre outros.
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MICROBIOLOGIA

O objetivo da microbiologia nas analises clinicas € isolar, identificar e analisar as bactérias
patogénicas. Ter conhecimento sobre a fisiologia e a estrutura microbiana é de extrema
importancia na cultura de organismos, na caracterizagao e identificagao de organismos isolados

e na interpretacao de testes de suscetibilidade antimicrobiana. [18]

Os temas abordados em seguida neste relatorio, abrangem as principais praticas laboratoriais,

que o laboratério realiza diariamente, na area de microbiologia.

ANALISE MICROBIOLOGICA DE URINA

A amostra da urina é o tipo de amostra mais analisado no laboratério de microbiologia. A
colheita ¢ feita, tipicamente, pelo utente e as instrugoes de colheita fornecidas pelo profissional
de saude devem ser claras e simples para que o utente compreenda e siga as recomendagoes

corretamente.

A primeira amostra de urina da manha é a preferida por fornecer uma amostra mais
concentrada. O utente deve assegurar a limpeza da area genital antes de efetuar a colheita de

modo a reduzir a contaminagao de flora nativa na hora de identificagao microbiolégica. [18]

O paciente devera efetuar a colheita do jato intermédio, descartando o inicial de modo a
descartar os contaminantes da uretra e fazendo uma representagao precisa da urina na bexiga,

pela porgao intermédia da mesma. [18]
URINA TIPO 1I

O estudo da urina tipo Il no diagnostico laboratorial engloba dois parametros: a analise fisico-

quimica da urina e a observagao do sedimento urinario ao microscopio.
PARAMETROS QUIMICOS DA URINA

A detegao dos parametros fisico-quimicos urinarios € realizada antes de centrifugar a urina e
utilizando tiras de teste que reagem em contacto com a amostra. Estes parametros sao os
leucocitos, os nitritos, o urobilinogénio, as proteinas, o pH, a hemoglobina, a densidade, os
corpos cetonicos, a bilirrubina e a glucose. As amostras de urina apos colocadas em frascos de
aproximadamente 10 mL, sao introduzidas no iCHEM VELOCITY que faz a leitura das tiras
automaticamente, medindo os parametros através de fotometria de refletancia e o método de

indice de refragao otica. [19]
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Independentemente do resultado obtido nas provas das tiras, este teste tem sempre de ser

complementado com a observagao do sedimento urinario.
SEDIMENTO URINARIO

O sedimento urinario possibilita a visualizagao de achados patolégicos que estao presentes na
via urinaria descendente e nos rins. [20] Apos centrifugar a urina deposita-se duas gotas do
precipitado numa lamina com a lamela por cima e observa-se num microscopio com objetiva de

40x. Na observagao microscépica podemos visualizar varios achados:

e As células epiteliais, que numa quantidade moderada sao normais de uma natural
descamacao. [20]

e Os Leucocitos, quando estao presentes no sedimento em abundancia podem ser sinal
de um processo infecioso que esta a ocorrer. Normalmente os leucécitos apresentam-
se como células redondas cujo citoplasma é ocupado por um ou varios nucleos. [20]

e As Hemacias caracterizam-se pela sua forma biconcava e sem nucleo, elemento
diferenciador de leucocitos e células epiteliais, mas também podem apresentar outras
formas, como por exemplo, como acantoécitos (com espiculas nitidas), esquindcitos (os
espiculos sao menos salientes), esferocitos (forma muito redonda), septados, entre
outros. A forma destes globulos vermelhos normalmente esta associada a diferentes
patologias e a presenga na urina é sempre um sinal de alerta. [20]

e Os cristais que mais comumente se observam sao os de acido Urico, oxalato de calcio
(Figura 1), uratos, fosfatos amorfos e triplo fosfato (figura 10). A formacao de cristais
esta associada a transtornos metabdlicos e de formagao de calculos. [20]

e Também se observam bactérias, parasitas e até mesmo espermatozoides. [20]

-

Figura 10 - Cristais de triplo fosfato . L s
(bH>7). Figura I | - cristais de oxalato de cdlcio.
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UROCULTURA

A urocultura é um dos exames mais requisitados no laboratério sendo uma técnica quantitativa
que tem por objetivo fazer o diagnostico de infegoes do trato urinario com base no nimero de
unidades formadoras de colonias por mililitro de urina (UFC/mL), identificar o agente causal da
infecdo e avaliar a suscetibilidade da bactéria aos antimicrobianos. Desta forma utiliza-se em
meio de cultura cromogénico, o CPSE, que identifica o patogénio urinario, exibindo uma

coloragao especifica e de facil diferenciagao de culturas mistas. [21]

Procede-se a homogeneiza¢ao da urina e com uma ansa calibrada de | microlitro, realiza-se o
esgotamento do produto numa linha central e em seguida em estrias horizontais. Incuba-se a

placa durante 18-24h a 37°C para observar ou nao o crescimento de microrganismos.
ANTIBIOGRAMA

Para que o laboratério esteja em concordancia com as boas praticas do plano do utente é
necessario compreender o papel da terapia antimicrobiana no cuidado de pacientes com
infecoes. O ideal seria realizar a terapia antimicrobiana depois de se obter a identificagao
microbiana e o resultado dos testes de suscetibilidade. Sendo que em meio hospitalar nao é
possivel, a identificagdo e os testes de suscetibilidade realizam-se apos o inicio da toma do
antibiotico, e caso haja alguma discrepancia na resisténcia bacteriana, o utente é contactado

pelo médico para que ocorra a troca de farmaco.

Apos o isolamento da coldnia segue-se a suspensao da mesma em NaCl 0,9% e a leitura num
equipamento que |é a turbidez utilizando a escala de McFarland. Habitualmente os valores que
o laboratério aceita de turbidez sao de 0.55 a 0.65 McFarland, sendo a turbidez 6tima de 0.6
McFarland. O aparelho VITEK 2 controla todos os passos subsequentes de incubagao e leitura,
e através dos codigos de barras previamente introduzidos de cada amostra o aparelho apresenta

os resultados. [22]

O aparelho apresenta nao s6 os resultados de resisténcia e sensibilidade dos microrganismos
como também, a prévia identificagao bacteriana. O processo de identificagao bacteriana e de
antibiograma feito no VITEK 2 Compact, é automatizado e o aparelho possui uma base de dados
completa que possui multiplas variantes identificada para cada microrganismo com o intuito de

incluir a diversidade de espécies e assegurar a seguranca e exatidao do método. [23]
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EXSUDADOS

Outra amostra frequente no laboratério sao os exsudados para realizar exame microbiologico.
Normalmente os exsudados sao colhidos em zaragatoas e procede-se a identificagao do agente
patogénico por cultura do microrganismo e, em alguns casos, pela posterior observagao

microscopica. E o exemplo da Gardnerella em que é obrigatério o gram para a observagao das

Clue Cells.

As espécies mais identificadas em laboratério encontram-se na seguinte Tabela 5.

Tabela 5 - Amostras microbioldgicas, respetivos meios, condigées de incubagdo e pesquisa de microrganismos.

Amostras Meios C?ndlgoef Laminas Pesquisa
de incubacao
Vaginal/Retal STRB o
Strepto B TODD 24h/37°C Streptococcus do Grupo B
Streptococcus do Grupo B
' COS: CAN/SAB 48h/37°C Chlamydia trachomatis
Vaginal . 72h/37°C; Gram Mycoplasmal/Ureoplasma
PVX/VCA; HAE o o
5%CO, Neisseria gonorrhoeae
Candida Albicans
Uretral CNA/ COS; 48h/37°C ﬁy coplasmal U“;f”"’sm"
(n:e R ) | CANIsAB 72h/37°C; Gram | oo oo oeee
asculino PVXIVCA: HAE 5%CO, amydia trachomatis
Candida Albicans

COLORACAO DE GRAM

A coloragao de Gram é uma técnica laboratorial preliminar utilizada para classificar e identificar
bactérias com base na estrutura da sua parede. E comumente utilizada para avaliagao preliminar

de exsudados e confirmagao de algumas espécies bacterianas.

A coloragao de Gram divide as bactérias em dois grupos: gram-positivo (azul ou roxo) e gram-
negativo (rosa). A estrutura da parede celular define o tipo de coloragao de gram de uma

bactéria. [18]

Esta coloragao consiste na fixagao do esfregago, por uma fonte de calor, e pela adigao de quatro
componentes corantes: cristal violeta (corante primario, | minuto), o soluto de lugol (o
mordente ou fixador, | minuto), alcool ou uma solugao alcool-acetona (descolorante que tem

de ser lavado rapidamente) e Fucsina (contra coloragao, 30 segundos). [24]

Quando as estruturas celulares sao cobertas com cristal violeta, todas as bactérias coram-se de

roxo. Quando o lugol é adicionado forma-se o complexo iodo-pararosanilina que tem como
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funcao fixar o corante primario as estruturas ja coradas. Este processo permite que quando se
adiciona o alcool, um agente descorante, as estruturas que nao foram fixadas pelo corante
primario, ou seja, que nao foram fixadas de roxo percam a cor lentamente. As estruturas que

foram descoradas sao, depois, coradas pelo corante secundario, a fucsina. [24]

Bactérias gram positivas que contém paredes celulares compostas por mureina (peptidoglicano-
peptideo de acido n-acetil muramico) retém o corante primario durante a descoloragao por
alcool-acetona. As bactérias gram negativas com paredes compostas predominantemente por
acidos gordos (lipopolissacarideos e lipoproteinas) perdem o complexo lugol-cristal violeta e

assumem a cor do corante de fundo, ou seja, o rosa. (Figura 12) [24]

Diviskon septum
Oular mamiorans
Peptidoglycan -
. pgwa)
[Capsule) 'EYE f (Capsule)
| Cyloplasmic
Incluskon : memiorans

Paplidoglycan
| layer

Porin
Cytopiasmis proteins
memorans Farplasmic

Epacs
o {Flagaium)

Surface protains Chromosome

{Flagellum) _ _
GRAM-POSITIVE GRAM-NEGATIVE

Figura 12 - Diferengas nas paredes das bactérias gram negativas e gram positivas [25]

FEZES

A amostra de fezes é ideal para a detegao de microrganismos gastrointestinais e pode realizar-

se a colheita e posterior analise através de diferentes formas.

Através da colheita em recipiente estéril (a amostra de fezes deve ter o tamanho de meia noz)
para pesquisa de bactérias em meios de cultura (Coprocultura). Neste exame bacteriologico é

obrigatdria a pesquisa de Salmonella, Campylobacter jejuni, Escherichia coli e Shigella.

Pode também ser realizada uma colheita de fezes, durantes trés dias alternados, no periodo

maximo de 10 dias para fazer a dete¢ao de ovos e outras estruturas parasitarias. A amostra é
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preparada por concentragao pelo método de Ritchie que se baseia no processo de centrifugagao

e sedimentagao das formas parasitarias num solvente de acetato de etilo. [1]

No caso da detecao de sangue oculto nas fezes, a amostra € recolhida num frasco estéril e em
meio laboratorial utiliza-se um teste imunocromatografico de fluxo lateral, posteriormente a
diluicao da amostra, de modo a detetar a hemoglobina. O teste possui uma linha de controlo
para assegurar a precisao do mesmo. Este exame é pedido quando ha a suspeita de problemas
gastrointestinais como ulceras, hemorroidas, doenga inflamatoria intestinal, entre outras, e tem

de ser sempre complementado com outros exames, por exemplo com uma colonoscopia. [I]
COPROCULTURA

Os meios utilizados para coprocultura sao o de MacConkey, Hecktoen, CAM (campylobacter)
em microaerofilia, para ocorrer um crescimento seletivo e proprio de cada agar. As placas sao

incubadas durante 18 a 24h a 37°C.

Posteriormente a semear a amostra nos meios acima indicados, é colocada uma pequena
quantidade de fezes num meio de enriquecimento de SELENITO para que ocorre um
crescimento bacteriano e passado 24h possa ocorrer a passagem de meio liquido (da suspensao

de fezes com o meio de enriquecimento) para a placa de Hecktoen.

Na gelose de MacConkey o objetivo é encontrar colonias fermentadoras da lactose uma vez
que este meio € seletivo para bactérias gram negativas e um meio diferencial pois permite
distinguir bactérias fermentadoras e nao fermentadoras da lactose. O meio contém sais biliares
e cristal violeta que inibe as bactérias gram positivas. Quando as bactérias sao fermentadoras
da lactose o meio muda para rosa/vermelho quando nao sao fermentadoras da lactose o meio

altera-se para amarelo. [I]

Na gelose de Hecktoen a coldnia apresenta-se incolor se a bactéria é fermentadora de lactose,
sacarose e salicina (caracteristico de Shigella). Se a colonia produzir sulfureto de hidrogénio

(H2S) a colodnia apresenta um centro negro caracteristico de Salmonella. [1]

A agar de Campylosel apenas é seletiva para Campylobacter jejuni, que origina colonias redondas
e nao hemoliticas e a placa tem que ser incubada em atmosfera de microaerofilia (pouca

concentragao de oxigénio e cerca de 5 a 10% de diéxido de carbono). [I]

O objetivo do caldo de enriquecimento de SELENITO ¢ inibir coliformes e outras espécies da
flora intestinal como por exemplo estreptococos. Possui propriedades para enriquecer a

Salmonella sp. e Shiguella sp. (principais patogénicos das infe¢oes gastrointestinais). [ 1]
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HEMOCULTURA

As amostras de sangue sao colhidas em frascos especificos e sao incubados na estufa para que
ocorra crescimento bacteriano. Caso o processo fosse automatizado o equipamento detetaria
o dioxido de carbono resultante do metabolismo microbiano através de espetrofotometria de

infravermelhos. [1]

Os resultados negativos sao reportados ao 7° dia (resultado final) e as amostras positivas sao
logo reportadas e estao sujeitas a exame microscopico do esfregago corado com a coloragao
de Gram, a exame cultural em meio de COS (meio de sangue de coelho) e posterior

identificagao e execugao do teste de suscetibilidade antimicrobiano.

O microrganismo mais frequentemente isolado no estagio foi Escherichia coli.
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CASOS CLINICOS

Caso Clinico n°l

Homem com 69 anos, apresenta-se ao laboratério a fim de realizar analises

resultados sao os seguintes:

Tabela 6 — Resultado andliticos de Hematologia.

clinicas. Os

ERITROGRAMA Val. Ref.
Eritrocitos 4,80 x 1012/L 4,50-5,60
Hemoglobina 15,0 g/dL g/dL 13,7-17,2
Hematocrito 45,9 % 40,0-50,0
Vol. Glob. Médio (VGM) 96 fL 83-98
Hgb. Glob. Média (HGM) 31 pg 28-32
Conc. Hgb. Glob. Média (CHGM) 33 g/dL 32-36
RDWV (indice distrib. Eritrocit.) 11,8 % 11,6-14,2
LEUCOGRAMA
Leucécitos 6,11 x 109/L 3,70-9,50
- Neutréfilos 3,95 x 10%/L 1,50-6,50
- Eosinofilos 0,13 x 10%/L 0,02-0,67
- Basofilos 0,01 x 10%/L <0,13
- Linfocitos 1,59 x 10%/L [,10-3,50
- Monécitos 0,43 x 10%/L 0,21-0,92
Plaquetas 92 x 10%/L 170-430
VPM (vol. Plag. Médio) 9,9 fL 79-11,3
Reticuléticos (%) 1,7 % 0,5-1,5
-Valor absoluto 83 x 10%/L 19-109
-Equivalente de Hemoglobina dos 31,2 pg <282
Reticulocitos (Ret-He)
-% Eritrocitos Hipo- 0,1 % <l,6
Hemoglobinisados (Hypo-He)
Velocidade de Sedimentacio 8 mm/h <10
(VS)
Amostra: Sangue Total
Tempo de protrombina .1 seg. 10,5-12,9
Amostra: plasma
-INR 1.03 Variavel c/
patologias
Tempo Trombina Parcial 259 seg. 21,8-28,0
ativada (aPTT)
Amostra: plasma
Fibrinogénio 380 mg/dL 150-400

Estudo morfolégico do sangue periférico

(Mét.: microscopia otica | Amostra: Sangue Total)

e Série Vermelha: sem alteragoes significativas

e Série branca: Raros neutrdfilos hipossegmentados.

e Plaquetas: Trombocitopenia confirmada em lamina.
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Tabela 7 — Resultados andliticos de Bioquimica (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro
Ureia 41 mg/dL 17-49
Creatinina 1,02 mg/dL 0,70-1,30
Acido Urico 6, mg/dL 3,7-77
Triglicéridos 104 mg/dL <150
Colesterol total 200 mg/dL <200
Cole,:st(?rol da fraga’o'HDL 58 40
-indice apterogénio- 347 mg/dL <5.00
COL T/ HDL: (célculo) ’ ’
Ferro (Siderémia) 1 pg/dL 41-141
Ferritina 75 pg/L 29,0-248,0
Saturacao da transferrina 35 % 20-50
Vitamina B12 1558 ng/L 160-950
(cianocobalamina)
Acido folico (Folatos) 16,6 ng/mL 3,1-20,5
Bilirrubina Total 0,68 mg/dL 0,20-1,20
Bilirrubina Conjugada 0,25 mg/dL <=0,50
Aspartato-aminotransferase 19 uUl/L 5-34
(AST/GOT)
Alanina-aminotransferase 22 uUl/L <45
(ALT/GPT)
Fosfatase alcalina 59 Ul/L 40-150
Gamaglutamil transferase 22 uUl/L <55
(GGT)
Desidrogenase lactica 178 uUl/L 125 - 220
(LD/LDH)
Creatina Quinase 68 Ul/L 30 - 200
(CK/CPK)
Proteinas totais 6,5 g/dL 6,4—-8,2
Albumina 4,5 g/dL 3,2-46
Beta-2-microglobulina 1,78 mg/dL 0,94 - 2,64
lonograma (Na, K, CI)
Sodio (Na) 143 mmol/L 136 - 145
Potassio (K) 4,6 mmol/L 3,5-5,1
Cloro (Cl) 109 mmol/L 98 - 107
DISCUSSAO

Como se pode observar pelas tabelas acima, o utente possui todos os parametros normais a

excegao do numero de plaquetas e da quantificagao da Vitamina V12 ou cianocobalamina.

Para confirmar estes dados, procedeu-se a realizagao de um esfregago de sangue periférico.
Confirmou-se que o niumero de plaquetas era reduzido, que nao havia nenhuma causa analitica

por tras, e que o utente possuia uma trombocitopenia.
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Outro parametro bastante alterado é a vitamina Bl2 que se encontra muito elevada.
A vitamina Bl2 ou cianocobalamina é essencial para a formagao e amadurecimento dos
eritrocitos e para a sintese do acido desoxirribonucleico (ADN), o material genético das células.
A principal fonte da vitamina B2, na dieta, sao as carnes vermelhas e ao contrario da maioria

das vitaminas, esta é armazenada no figado, em quantidades substanciais, até ser utilizada. [26]

O utente apresentava o VGM dentro dos parametros normais, mas muito préoximos do limite
de referéncia maximo. O utente poderia ter historial de macrocitose e poderia realizar
suplementacdao para esta patologia, ela encontrava-se controlada, com os valores de VGM
dentro dos parametros de referéncia. Visto que as anemias macrociticas estao muito associadas
ao défice de Vitamina B12 (anemias macrociticas megaloblasticas), o utente provavelmente fara

uma suplementagao que contém Vitamina B12.

Desta forma, podemos supor que ha um aumento exponencial deste parametro devido a

suplementagao, uma vez que o utente nao possui défice de Vitamina BI2.
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Homem de 72 anos que apresentava febre alta e diarreia. Tinha notado alguma perda ponderal

Caso Clinico n°2

e dor abdominal.

Tabela 8 - Resultados andliticos de Hematologia.
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ERITROGRAMA Val. Ref.
Eritrocitos 5,03 x 1012/L 4,50-5,60
Hemoglobina 13,5 g/dL 13,7-17,2
Hematocrito 42,8 % 40,0-50,0
Vol. Glob. Médio (VGM) 85 fL 83-98
Hgb. Glob. Média (HGM) 27 pg 28-32
Conc. Hgb. Glob. Média 32 g/dL 32-36
(CHGM)
RDW  (indice  distrib. 12,9 % 11,6-14,2
Eritrocit.)
LEUCOGRAMA Val. Ref.
Leucécitos 12,10 x 109/L 3,70-9,50
-Neutrofilos 10,29 x 10%/L 1,50-9,50
-Eosindfilos 0,00 x 10%/L 0,02-0,67
-Basdfilos 0,06 x 10%/L <0,13
-Linfécitos I,I5 x 10%/L 1,10-3,50
-Mondcitos 0,61 x 109/L 0,21-0,92
Val. Ref.
Plaquetas 342 x 10%/L 170-430
VPM (vol. Plag. Médio) 9,3 fL 7,9-11,3
Velocidade de 76 mm/h <I0
Sedimentacio (VS)
Amostra: Sangue Total
Tempo de 12,9 seg. 10,5-12,9
protrombina
Amostra: plasma
-INR 1,19 Variavel c/ patologias
Tempo Trombina 28,0 seg. 21,8-128,0

Parcial ativada (aPTT)
Amostra: plasma




Tabela 9 - Resultados anadliticos de Bioquimica e Imunologia (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro
Ureia 46 mg/dL 17-49
Creatinina
-Taxa de Filtragcao |’6096 mL/nTEjtlean 0,70-1,30
Glomerular (TFGe) i "
Bilirrubina Total 0,61 mg/dL 0,20-1,20
Bilirrubina Conjugada 0,26 mg/dL <=0,50
Aspartato-
aminotransferase 63 Ul/L 5-34
(AST/GOT)
Alanina-aminotransferase
(ALT/GPT) 60 UI/L <45
Fosfatase alcalina 108 UI/L 40-150
Gamaglutamil transferase
(GGT) 152 Ul/L <55
Desidrogenase lactica
(LD/LDH) 350 Ul/L 125-220
Creatina Quinase
(CK/CPK) 256 UI/L 30-200
Calcio (Ca) 9,7 mg/dL 8,8-10,0
Proteina C reativa (PCR) 24,40 mg/dL <0,80
Procalcitonina (PCT) 0,41°%* mg/dL <0,10
Proteinas totais 8,2 g/dL 6,4-8,3
Albumina 4,2 g/dL 3,2-4,6
lonograma (Na, K,
Cl)
Sédio (Na) 135 mmol/L 136-145
Potassio (K) 4,1 mmol/L 3,5-5,1
Cloro (CI) 96 mmol/L 98-107
IMUNOLOGIA
Interleucina 6 (IL6) 84,7 pg/mL <4,4
*Tabela 10 - Valores de referéncia definidos pelo laboratério para a PCT.

<0,10 Auséncia de infecao bacteriana

0,10 -0,25 Uso de antibioticos desencorajado

0,25 - 0,50 Uso de antibioticos recomendado

>0,50 Uso de antibidticos fortemente recomendado

>2,00 Sepsis provavel

>10,00 Sepsis grave com choque séptico provavel

MICROBIOLOGIA

Realizaram-se trés colheitas de Hemocultura e nas trés o resultado foi o mesmo. No exame
direto observou-se bactérias gram negativas e o exame cultural feito com galerias de

identificacao detetou bactérias do grupo Salmonella: Salmonella enteritidis. Realizaram-se galerias
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de antibiograma para detetar a sensibilidade de Salmonella grupo c2. Detetou-se sensibilidade
para Amoxicilina e acido Clavulanico, Ampicilina, Cefotaxima e Gentamicina. O equipamento

que realiza o antibiograma nao detetou resisténcias relativamente a esta bactéria.

No exame microbiolégico da urina (urocultura e urina tipo Il) nao foram detetadas qualquer

alteracao.
DISCUSSAO

O utente apresenta valores elevados de leucocitos sendo que 85% dos mesmos sao neutréfilos

apresentando uma neutrofilia.

A Velocidade de Sedimentacao encontra-se com valores elevados. A velocidade de
sedimentagao é o tempo, medido em milimetros por hora, que as células sanguineas,
principalmente globulos vermelhos, levam a depositar através da gravidade. Este parametro é

utilizado como um indicador inespecifico de inflamac¢ao e/ou de um processo infecioso.

A PCR, proteina de fase aguda, esta elevada em processos inflamatorios. A par da leucocitose,

podemos supor que esta a decorrer um processo infecioso ativo.

A nivel hepatico a AST e a ALT (enzimas encontradas no interior das células do figado)
encontram-se elevadas demonstrando uma lesao a nivel hepatocelular. A GGT indica uma lesao
a nivel colestatica (pos-hepatica). Estes valores isolados nao tém grande significado clinico e é
necessario realizar mais exames uma vez que as bilirrubinas, tanto conjugada como total se

encontram normais.

Os marcadores de lesao celular e muscular, LDH e CK, encontram-se alterados, sendo que é

essencial realizar mais medigoes analiticas uma vez que estes parametros nao sao especificos.

A PCT é detetada na circulagao em situagoes de stress (inflamagao) e atua como marcador de
infecao bacteriana. Neste caso a infecao ainda é tratavel com o uso de antibidtico e ainda nao

evoluiu para septicémia. (Tabela 10)

A interleucina-6 secretada por células T e macrofagos estimula a reagao imune em casos de
infecao. Atuam também na resposta inflamatoéria aguda e na libertagao de proteinas de fase
aguda do figado. Desta forma o aumento da mesma comprova a infe¢ao, corroborada com os

restantes parémetros.

Através da hemocultura podemos entao comprovar que a infegao é causada por uma bactéria,

neste caso por Salmonella Enteritidis. Podiamos também realizar a prova de Widal que quantifica
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os anticorpos anti-O e anti-H no soro por aglutinagao com suspensoes antigénicas de Salmonella.

No entanto este teste nao é tao especifico como a hemocultura. [27]

No que diz respeito a antibioterapia esta bactéria encontra-se sensivel a antibiéticos da classe
da penicilina (Amoxicilina + Acido Clavuldnico e Ampicilina), da classe das Cefalosporinas
(Cefotaxima) e da classe dos aminoglicosideos (Gentamicina). As penicilinas sao antibioticos
beta-lactamicos, anti-parietais que atuam na membrana externa ligando-se irreversivelmente as
PBP (Penicilin Binding Protein) da parede inibindo a formagao do peptidoglicano e

consequentemente da parede celular. [28]

A Salmonella enteritidis € uma espécie bacteriana que nao produz beta-lactamases e, portanto,
nao apresenta mecanismos de resisténcia intrinsecos a este antibidtico. As cefalosporinas

apresentam o mesmo mecanismo das penicilinas. [29]

Relativamente aos antibioticos inibidores da sintese proteica (aminoglicosideos), estes
atravessam a parede celular e consequentemente a membrana através de transportadores da
cadeia respiratoria ligando-se irreversivelmente as proteinas 30s do ribossoma, fazendo uma
leitura errada do mRNA e formando proteinas non sense. A atividade destes antibioticos esta
relacionada com a necessidade da cadeia respiratéria para atravessar a membrana, presente

nesta bactéria gram negativa aerdbia. [30]

Desta forma, podemos concluir que a causa provavel da infecao neste utente é a Salmonella
enteritidis causando salmonelose que pela sua viruléncia, explica os parametros analiticos
alterados. Apods tratamento, novas analises deveriam ser realizadas para avaliar novamente a
funcao hepdtica e assim perceber se o aumento das transaminases se relacionava com esta

patologia.
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Caso Clinico n°3

Uma utente de 34 anos procurou o Hospital da Luz na sequéncia de confirmagao de gravidez

pela primeira vez. Dirigiu-se a uma consulta de obstetricia onde o médico |he receitou as

seguintes analises.

Tabela 11 - Resultados andliticos de Hematologia.

ERITROGRAMA Val. Ref.
Eritrocitos 4,08 x 1012/L 3,90-5,10
Hemoglobina 12,4 g/dL 12,0-15,2
Hematocrito 38,2 % 37,0-46,0
Vol. Glob. Médio (VGM) 94 fL 85-98
Hgb. Glob. Média (HGM) 30 pg 28-32
Conc. Hgb. Glob. Média 32 g/dL 32-36
(CHGM)
RDW (indice distrib. 12,9 % 12,0-14,7
Eritrocit.)
LEUCOGRAMA
Leucocitos 8,40 x 10%/L 4,00-10,00
-Neutréfilos 511 x 10%/L 1,80-7,00
-Eosinofilos 0,07 x 109/L <0,50
-Basofilos 0,04 x 10%/L <0,10
-Linfécitos 2,59 x 10%/L 1,00-4,00
-Monécitos 0,60 x 10%/L 0,20-1,00
Plaquetas 203 x 10%/L 150-400
VPM (vol. Plaq. 10,4 fL 7,9-11,3
Médio)
Tempo de 10,9 seg. 10,5-12,9
protrombina
Amostra: plasma
-INR 0,94 Variavel c/ patologias
Tempo Trombina 25.9 seg. 21,8-28,0
Parcial ativada
(aPTT)
Amostra: plasma
Tabela 12 - Resultado da Tipagem ABO e Rh (D) e do Coombs Indireto.
Tipagem ABO e Rh |0
(D) Negativo
Amostra: sangue total
Coombs indirecto | Negativo
(qualitativo)
Amostra: soro
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Tabela 13 - Resultados andliticos de Bioquimica, Endocrinologia e Imunoserologia (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro
Glucose 87 mg/dL 70-105
Creatinina 0,65 mg/dL 0,57-1,11
Acido urico 6,1 mg/dL 2,5-6,2
Ferritina 7,8 pg/L 10,0-150
Aspartato-aminotransferase 14 ul/L 5-34
(AST/GOT)
Alanina-aminotransferase 13 Ul/L 0-55
(ALT/GPT)
Fosfatase alcalina 49 Ul/L 40-150
Gamaglutamil transferase 10 Ul/L <38
(GGT)
Desidrogenase lactica 143 ul/L 125-220
(LD/LDH)
Proteinas totais 7,2 g/dL 6,4-8,3
Endocrinologia
Hormona tirostimulante 1,70 mUI/L 0,34-4,25
(TSH) valores de referéncia
na Gravidez:
1° trimestre: 0,1-2,5
2° trimestre: 0,2-3,0
3° trimestre: 0,3-3,0
Tiroxina livre (FT4) 14,3 pmol/L 9,0-19,1
HIV (ag p24 + Ac Negativo

HIVI/2)

Hepatite B, Ag HBS

Negativo (indice: 0,30)

Negativo: <1,00
Positivo: >=1,00

Hepatite C, Ac Anti-VHC

Negativo

Ac Anti-Toxoplasma
gondii IgG

Negativo (0,1 Ul/mL)

Negativo: <1,6
Titulo baixo: 1,6-10,0
Positivo: >=10,0

Ac Anti-Toxoplasma
gondii IgM

Negativo (indice: 0,06)

Auséncia de imunidade.
Vigilancia serologica na

Negativo: <0,50
Duvidoso: 0,50-0,59
Positivo: >=0,60

gravidez
Ac Anti-Virus da Rubéola IgG Positivo (14,1 Negativo: <5
Ul/mL) Duvidoso: 5-15

Positivo: >=15

Ac Anti-Virus da Rubéola IgM

Negativo (indice: 0,13)

Compativel com
Imunidade. A confirmar
apés 3 semanas

Negativo: <1,20
Duvidoso: 1,2-1,59
Positivo: >=1,60

Ac Anti-Citomegalovirus
(CMV) IgG

Positivo (248,10
UA/mL)

Negativo: <10
Titulo baixo: 10-15
Positivo: >=15

Ac Ati-Citomegalovirus
(CMV) IgM

Negativo (indice: 0,10)

Negativo: <0,85
Duvidoso: 0,85-1,00
Positivo: >=1,00

VRDL

Negativo
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Tabela 14 - Resultados andliticos da Urina, Doseamentos Urindrios e Microbiologia (Amostra: Urina).

Urina Il (exame sumario da urina)
Amostra: Urina
Caracteristicas gerais

Cor Amarelado
Aspeto Limpido
Densidade 1,015

pH 6,0
Elementos Anormais

Proteinas Nao revelou
Glucose Nao revelou
Corpos cetonicos Nao revelou
Urobilinogénio Nao revelou
Bilirrubina Nao revelou
Nitritos Nao revelou
Hemoglobina Nao revelou

Ex Microscopico do sedimento

Células epiteliais Raras

Leucocitos |/campo

Urina, Exame Microbiologico
(urocultura)

Amostra: Urina

Exame citologico

Células epiteliais Raras

Leucocitos |/campo

Ex. Cultural

Resultado: Negativo

Apds 6 meses do ultimo boletim de analises a utente voltou ao hospital para realizar novo

controlo que se encontra abaixo:

Tabela 15 - Resultado do Coombs Indireto 6 meses depois (Amostra: Soro).

Coombs indirecto (qualitativo) Positivo
Amostra: soro
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Tabela 16 - Resultados andliticos de Hematologia.

ERITROGRAMA Val. Ref.
Eritrocitos 4,43 x 1012/L 3,90-5,10
Hemoglobina 13,4 g/dL 12,0-15,2
Hematocrito 41,9 % 37,0-46,0
Vol. Glob. Médio (VGM) 95 fL 85-98
Hgb. Glob. Média 30 pg 28-32
(HGM)

Conc. Hgb. Glob. Média 32 g/dL 32-36
(CHGM)

RDWV (indice distrib. 13,1 % 12,0-14,7
Eritrocit.)

LEUCOGRAMA Val. Ref.
Leucécitos 10,99 x 10%/L 3,90-11,00
-Neutrofilos 7,81 x 10%/L 1,80-7,40
-Eosinofilos 0,09 x 10%/L <0,50
-Basofilos 0,06 x 10%/L <0,13
-Linfocitos 2,32 x 10%/L 1,10-3,50
-Monocitos 0,71 x 10%/L 0,21-0,92
Plaquetas 241 x 10%/L 170-430
VPM (vol. Plagq. 10,2 fL 7,9-11,3
Médio)

Tabela 17 - Imunoserologia (Amostra: Soro).

IMUNOSEROLOGIA (INFECIOLOGIA)
Hepatite C, Ac Anti-VHC Negativo
Amostra: soro

Tabela 18 - Microbiologia (Pesquisa de Streptococcus Grupo B no Exs VaginallAnal).

MICROBIOLOGIA
Exs Vaginal/Anal, Pesquisa Streptococcus Positivo
Grupo B*
*Nota: pesquisa de interesse clinico no ultimo trimestre de gestacdo (35* - 37° semana gestacional), de acordo com a N.°

037/2011 da DGS

DISCUSSAO

No primeiro boletim de analises o médico confirmou a tipagem ABO e Rh (D) da utente, 0 Rh

negativo e pediu o teste de Coombs indireto sendo o resultado negativo.

O teste de Coombs indireto consiste na pesquisa de anticorpos no soro/plasma do utente, no
caso da gravidez e do pai ser Rh positivo, para perceber se a gravida esta a produzir anticorpos

que destruam os globulos vermelhos Rh positivos do feto, ou seja se produz anticorpos anti-

Rh.
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Na primeira gravidez, por volta da 28° semana a gravida é imunizada artificialmente com uma
vacina de Imunoglobulinas (IgG) anti-D para que possa ser protegida contra os globulos
vermelhos Rh positivos do feto e se formem complexos de glébulos vermelhos revestidos com
anti-D que sao eliminados pelo sistema imune. Assim, ocorre a prevengao do desenvolvimento
de anticorpos que sao a resposta ao sangue Rh positivo do feto. No segundo boletim de analises

a utente apresenta o Teste de Coombs Indireto positivo apos a imunizagao.

A utente também se encontra imune contra o virus da Rubéola e Citomegalovirus. A
positividade dos anticorpos anti-virus da Rubéola IgG e anticorpos Anti-Citomegalovirus,
significa que existe uma resposta imunitaria, ou seja, uma imunizagao relativamente a estes virus.
As IgM sao produzidas numa fase precoce da resposta imunitaria enquanto, as classes 1gG sao
produzidas numa fase mais tardia e duradoura da resposta imunitaria, por isso quando a ultima
classe se encontra reativa e a classe IgM nao reativa € provavel que a utente tenha sido imunizada
pelo proprio virus ou por uma vacina, antes da gravidez. No caso do virus da Rubéola a
imunidade é provavelmente justificada uma vez que a vacina consta no Plano Nacional de

Vacinacgao.

De acordo com o SNS, o rastreio universal de Streptococcus do grupo B deve se realizar em
todas as gravidas entre a 35% e a 37° semana de gravidez, permitindo identificar o risco de o
recém-nascido contrair sépsis neonatal. Habitualmente, a bactéria habita o trato gastrointestinal
e geniturinario e a infecao da mulher ocorre quando, a partir do reto, a bactéria coloniza a
vagina e migra pelo colo do utero desenvolvendo infegao. Em mulheres gravidas a bactéria pode
alterar o muco cervical e provocar a rutura prematura das membranas, iniciando o parto
precoce. A transmissao vertical mae-filho ocorre fundamentalmente apds o inicio de trabalho
de parto ou quando as membranas sofrem a rutura sendo o recém-nascido infetado in Utero

ou quando atravessa o canal de parto. [31]
O espetro de infegao do bebé vai desde a bacteriemia assintomatica ao choque sético.

Esta utente, tendo testado positivo para Streptococcus do grupo B tera de estar vigilante e iniciar

a profilaxia antibiotica de penicilina intraparto, conforme a recomendagao do médico.
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Caso Clinico n°4

Crianga (sexo masculino) de | | anos com dores de barriga. A mae notou que apareciam algumas
“bolas” brancas nas fezes da crianga e encaminhou-a para o médico que prescreveu as seguintes

analises:

Tabela 19 - Resultados andliticos de Hematologia.

ERITROGRAMA Val. Ref.

Eritrocitos 4,62 x 1012/L 4,00-5,20

Hemoglobina 12,6 g/dL g/dL 11,5-15,5

Hematocrito 38,7 % 35,0-45,0

Vol. Glob. Médio (VGM) 84 fL 77-95

Hgb. Glob. Média (HGM) 27 pg 25-33

%HnéMH)gb. Glob. Média 33 g/dL 31.37

R[?W (lndlce distrib. 13,1 % 11,6141

Eritrocit.)

LEUCOGRAMA

Leucocitos 5,92 x 10%/L 5,00-13,00
-Neutrofilos 2,48 x 10%/L 2,00-8,00
-Eosindfilos 0,46 x 10%/L 0,10-1,00
-Basofilos 0,02 x 10%/L 0,02-0,10
-Linfocitos 2,58 x 10%/L 1,00-5,00
-Monécitos 0,38 x 10%/L 0,20-1,00

Plaquetas 280 x 10%/L 170-450

VPM (vol. Plag. Médio) 9,9 fL 7,9-11,3

Velocidade de

sedimentacao (VS) 4 mm/h <I5

Amostra: sangue total

Tabela 20 - Resultados andliticos de Microbiologia.
MICROBIOLOGIA Val. Ref.

Campylobacter, Pesquisa
nas fezes

Amostra: Fezes

Teste respiratorio para
estudo de Helicobacter
pylori

Amostra: Ar Expirado
-Valor aos 0 min:

-Valor aos 30 min:
-Diferenca T30-TO
Conclusao:

Fezes, Exame

Negativo

Positivo se diferenga > 5,0%
-23,10 % 6 PDB 6 PDB
-5,59 % 6 PDB
17,51 % 6 PDB

POSITIVO

microbiolégico
(coprocultura)
Ex. Cultural

Negativo para Salmonela,
Shigella e Campylobacter

Fezes, exame
parasitolégico

Observaram-se muitos ovos
de Enterobius vermicularis
(Oxyuros)




Tabela 21 - Resultados andliticos de Bioquimica e Imunologia (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro
Glucose 87 Mg/dL 60-100
Ureia 36 mg/dL 16-45
Creatinina 0.60 me/dL 0,57-0,80
Triglicéridos 57 mg/dL <150
Colesterol total 170 mg/dL <170
Colesterol da fracao
HDL o 80 >40

-indice

apterogénio- me/dL

COL T/ HDL: 212 .00

(célculo)
Colesterol da fragao LDL 78 mg/dL <ll6
Ferritina 43 pg/L 29,0 — 248,0
Aspartato-
aminotransferase 21 ul/L 15-40
(AST/GOT)
Alanina-aminotransferase
(ALT/GPT) I ul/L <45
Fosfatase alcalina 260 ul/L <500
Gamaglutamil transferase
(GGT) 12 ul/L <55
Desidrogenase lactica
(LD/LDH) 198 ul/L 125 - 220
Amilase 60 ul/L 25-101
Lipase 68 Ul/L 8-78
Vitamina D (25-
Hidroxicalcifenol) 244 ng/dL 20-100
Proteina C reativa (PCR) 0,02 mg/dL <0,80
Proteinas totais 6,8 g/dL 6,0-8,0
Albumina 4.4 g/dL 3,8-5,4
lonograma (Na, K,
Ch
Sodio (Na) 139 mmol/L 138 - 145
Potassio (K) 43 mmol/L 3,4—-4,7
Cloro (Cl) 107 mmol/L 98 - 107
IMUNOLOGIA Val. Ref.
Amostra: Soro
Imunoglobulina A

97 mg/dL 21-291

(IgA) :
Ac Anti- . Negativo: <7,0
Transglutaminase Ne%tz\//;gOb UA/mL Duvidoso: 7,0-10,0
tecidular IgG Positivo: >=10,0
Ac Anti- Negativo (0,6 Negativo: <7,0
Transglutaminase LgJA/mL) ’ UA/mL Duvidoso: 7,0-10,0
tecidular (tTG) IgA Positivo: >=10,0
Calprotectina nas | uglg de fezes <50

fezes




DISCUSSAO

Neste caso, apos a crianga mostrar algumas evidéncias de parasitose, esta testou positivo para

Enterobius Vermicularis.

Ao realizar o exame a fresco nas fezes conseguiu-se observar a presenga abundante de ovos de

Enterobius vermicularis.

Enterobius vermicularis pertence a classe dos Nematodas (vermes redondos) e as fémeas férteis
depositam os ovos no intestino do hospedeiro. Os ovos sao eliminados nas fezes e para o meio
ambiente, podendo sofrer maturagao e acabam por se tornar infestantes para o novo
hospedeiro. A doenca causada por Enterobius vermicularis, a Oxiuriase é considerada uma
parasitose comum nas criangas e a causa de epidemia familiar sendo a principal contaminagao a
mao-boca. Os ovos sao ovais, com um dos lados achatados e sao incolores e transparentes.

[32] (Figura 13)

Figura 13 - Ovos de Enterobius Vermicularis no exame fresco das fezes.

A criancga realizou também o teste respiratorio para o estudo de Helicobacter pylori.

A infecao por H. pylori , na maioria dos casos, adquire-se na infancia, por via oral, através da
ingestao de alimentos ou de agua contaminada e por contacto entre individuos. O H. pylori é

uma bactéria que habita e infeta o estomago. [33]

O teste respiratorio para o estudo de H. pylori é iniciado com a ingestao de Carbono-|3
(isotopo natural, estavel e nao radioativo) ou Carbono-14 (baixa radioatividade) marcado com

ureia na forma de capsula. [34]

Todos estes achados analiticos sao consistentes com os sintomas e caracteristicas da crianca.
As “bolas” brancas que a mae encontrou nas fezes da crianga eram seres adultos de Enterobius

Vermicularis.
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Caso Clinico n°5

Utente (sexo feminino) de 75 anos de idade e sintomas caracteristicos de infegao urinaria

realizou as seguintes analises.

Tabela 22 - Resultados andliticos de Bioquimica (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro

Aspartato-aminotransferase

(AST/GOT) 25 Ul/L 5-34
Alanina-aminotransferase

(ALT/GPT) 26 Ul/L <34
Amilase 107 UI/L 28-100
Lipase 26 ul/L 8-78

Tabela 23 - Resultados andliticos de Microbiologia (Amostra: urina).

MICROBIOLOGIA

Urina, Exame Microbiolégico (Urocultura)
Amostra: Urina

Exame citolégico

Células epiteliais Raras

Leucécitos 25-50/campo

Ex. Direto

Gram: Bacilos Gram negativos

Ex. Cultural

Resultado: Escherichia coli

Contagem de colonias: >100 000 ufc/mL

Antibiograma para: Escherichia coli

Sensivel

Cefuroxima Axetil
Fosfomicina

Nitrofurantoina

Resistente
Amoxicilina
Amoxicilina + acido clavulamico
Ciprofloxacina
Trimetroprim + Sulfametoxazol

DISCUSSAO

ApOs realizar o exame cultural da amostra de urina em placa de CPSE, realizou-se o Gram e
pode-se observar bacilos gram negativos consistente com a identificagao feita pelo VITEK. A

bactéria presente no trato urinario foi identificada como  Escherichia  coli.
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Em conjunto, realizou-se o antibiograma de uma colénia pura e pudemos observar algumas

resisténcias.

Segundo a Diregao Geral de Saide e a Norma n.°004/2013 os antibioticos de elei¢ao contra o
grupo das Enterobactérias sao as Penicilinas (Amoxicilina), antibioticos anti parietais e B-
lactdmicos. Em segunda linha aparecem as Cefalosporinas de 17, 27, 3% e 4° geracgao, por exemplo,
Cefuroxima, a Cefotaxima ou a Cefepima. Em 2° plano encontramos também os antibioticos de
Acido fosfonico como a Fosfomicina. Os inibidores dos folatos (Co-trimoxazol) aparecem como

3% opgao e as Fluoroquinolonas, por exemplo a Ciprofloxacina, como 4* opgao.

Esta bactéria apresenta resisténcia a antibioticos da classe das penicilinas (Amoxicilina e
Amoxicilina + Acido Clavulinico). Estes antibidticos sio antibiéticos beta-lactimicos, anti-
parietais que atuam na membrana externa ligando-se irreversivelmente as PBP (Penicilin Binding
Protein) da parede inibindo a formagao do peptidoglicano e consequentemente da parede

celular. [28]

Também ¢é resistente a Ciprofloxacina (Quinolonas) e Trimetropim + Sulfametoxazol. As
Quinolonas sao antibioticos que atuam nos acidos nucleicos, impedindo a agao da DNA girase
(responsavel por abrir as cadeias de DNA e manté-las desdobradas), fazendo com que haja
enrolamento da cadeia e consequente impedimento de replicagao e transcrigao, levando a
morte celular. O trimetroprim é um antibiotico anti-metabolitos e faz com que haja uma inibigao
de di-hidrofolato redutase (folato) e por sua vez uma inibicao da sintese da coenzima necessaria

a biossintese de purinas e pirimidas. [35]

A Cefuroxima Axetil é exemplo de um antibiotico beta-lactimico com sensibilidade para esta
bactéria, sendo uma cefalosporina de 2* geragao. O mecanismo de agao é semelhante ao das

Penicilinas sendo um bom substituto uma vez que nao possui resisténcias. [35]

A Fosfomicina é outra linha de tratamento uma vez que a bactéria possui sensibilidade e é um
beta-lactimico que atua na fase citoplasmatica inibindo a transferase (liga-se a ela no lufar do
fosfoenolpiruvato) impedindo a conversao de UDP-NAG a UDP-NAM. Ocorre a inibicao da
sintese do peptidoglicano e por consequéncia, da parede celular levando a uma diminuigao de
aderéncia das bactérias as células do revestimento urinario. A Fosfomicina é importante no

tratamento de infe¢oes urindrias por ser ativa contra enterobactérias. [35]

O exame citologico da urina apresenta alguns leucocitos por campo, consistente com a

inflamagao causada pela bactéria patogénica, Escherichia coli.
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Caso Clinico n°6

Utente do sexo masculino, 59 anos de idade, que realizou as seguintes analises.

Tabela 24 - Resultados anliticos de Hematologia.

ERITROGRAMA Val. Ref.

Eritrocitos 4,52 x 1012/L 4,50-5,60

Hemoglobina 14,0 g/dL 13,7-17,2

Hematocrito 46,2 % 40,0-50,0

Vol. Glob. Médio (VGM) 102 fL 83-98

Hgb. Glob. Média (HGM) 31 pg 28-32

%Hné;)gb. Glob. Média 30 gldL 37.36

R[?W (lndlce distrib. 14,2 % 11,6142

Eritrocit.)

LEUCOGRAMA Val. Ref.

Leucécitos 112,06 x 10%/L 3,70-9,50
-Neutrofilos 7,40 x 10%/L 1,50-6,50
-Eosindfilos 0,34 x 10%/L 0,02-0,67
-Basdfilos 0,11 x 10%/L <0,13
-Linfocitos 99,85 x 109/L 1,10-3,50
-Mondcitos 4,37 x 109/L 0,21-0,92

Plaquetas 222 x 10%/L 170-430

VPM (vol. Plaqg. Médio) 9,6 fL 79-11,3

Observacgoes Macrocitose

Velocidade de

Sedimentacio (VS) 6 mm/h <I0

Amostra: Sangue Total

Tempo de protrombina 10,9 seg. 10,5 — 12,9

Amostra: plasma

_INR 0,98 Variz’wel' c/

patologias

Tempo Trombina Parcial

ativada (aPTT) 22,0 seg. 21,8-28,0

Amostra: plasma

Fibrinogenio 238 mg/dL 150 - 400

Amostra: plasma

Estudo morfologico do sangue periférico

(Mét.: microscopia 6tica | Amostra: Sangue Total)

e Série Vermelha: anisocitose com macrocitose

e Série branca: Observou-se um grande pleomorfismo linfocitario, quer em tamanho, quer
na relagao ndcleo/citoplasma, quer na densidade nuclear, com alguns nucleos a esbocar
nucléolos. Sombras nucleares de Gumprecht.

e Plaquetas: sem alteragoes significativas.
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Tabela 25 - Resultados andliticos de Bioquimica (Amostra: Soro).

BIOQUIMICA Val. Ref.
Amostra: Soro
Ureia 42 mg/dL 13-43
- 1,08
Creatinina me/dL
“Taxa de filtragio 70 g 0,60-1,30
glomerular, estimada (TFGe)
Acido (rico 5,6 mg/dL 3,7-7,7
Triglicéridos 129 mg/dL <150
Colesterol total 155 mg/dL <200
Colesterol da fragao HDL 34 >40
-indice apterogénio- COL mg/dL

T/ HDL: (célculo) 4,63 <5,00
Bilirrubina Total 0,64 mg/dL 0,20-1,20
Bilirrubina Conjugada 0,22 mg/dL <=0,50
Aspartato-aminotransferase
(AST/GOT) 19 ul/L 5-34
Alanina-aminotransferase
(ALT/GPT) 17 Ul/L <45
Fosfatase alcalina 1 Ul/L 40-150
Gamaglutamil transferase
(GGT) 19 Ul/L <55
Desidrogenase lactica
(LD/LDH) 179 ul/L 125-220
Creatina Quinase (CK/CPK) 67 ul/L 30-200
Calcio (Ca) 9,4 mg/dL 8,4-10,2
Fosforo Inorganico (P) 3,1 mg/dL 2,3-4,7
Magnésio (Mg) 2,2 mg/dL 1,6-2,6
Proteina C reactiva (PCR) 0,06 mg/dL <0,80
Proteinas totais 72 g/dL 6,4-8,3
Albumina 4,9 g/dL 3,5-5,0
Beta-2-microglobulina 2,68 mg/dL 0,94-2,64
lonograma (Na, K, CI)
-Sédio (Na) 144 mmol/L 136-145
-Potassio (K) 4,7 mmol/L 3,5-5,1
-Cloro (ClI) 108 mmol/L 98-107

DISCUSSAO

O utente apresentava um ligeiro aumento do volume globular médio (VGM) logo apresentava
uma ligeira macrocitose. O VGM ¢é o volume ocupado pelos eritrocitos dividido pelo numero

total destes.

Ao observar o esfregago de sangue periférico (figura 14) confirmou-se uma macrocitose com
anisocitose (diferentes tamanhos) e poiquilocitose (diferentes formas) das hemacias e um

pleomorfismo linfocitario. Alguns linfocitos apresentavam nicleos pouco uniformes e com
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alguns nucléolos, tipico de células de linhagem mais imaturas e por estarem presentes no sangue
periférico é indicativo de que ha uma superprodugao dos mesmos nao ocorrendo a normal
maturagao no sangue periférico. Para além destas caracteristicas morfologicas, a evidéncia mais

proeminente é a presenga de sombras nucleares de Gumprecht.

A hipotese de diagnostico mais provavel seria uma Leucemia Linfoblastica Croénica (LLC), e
apesar de haver um aumento de leucécitos tipicos de uma fase mais aguda da doenga, na
observagao do esfregago nao se observam blastos (o que seria caracteristico de uma Leucemia
Linfoblastica Aguda) mas observam-se manchas de Gumprecht evidentes numa LLC. Poderia
proceder-se a realizagao de citometria de fluxo para fazer a distingdo com um linfoma e para

confirmar o diagnostico.

Figura 14 - Esfregago de Sangue Periférico de Leucemia Linfobldstica Cronica.
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