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Resumo

Com a evolugao tecnoldgica as Anadlises Clinicas tém adotado novas técnicas e
metodologias a sua rotina, contribuindo para um maior rigor nos resultados utilizados no
diagnostico, progndstico, terapéutica e prevengao de doengas. Como tal, sao necessarios
profissionais habilitados a acompanhar esta constante evolugao, contribuindo com o seu
conhecimento na interpretagao dos resultados obtidos. A formagao na area das Andlises
Clinicas revela a sua importancia formando pessoal habilitado e competente para enfrentar e

acompanhar tanto inovagoes como casos que lhes sao apresentados na vida profissional.

O Centro de Saude Militar de Coimbra (CSMC) e o Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra (CHUC) sao o reflexo do que foi mencionado. Foram estes os locais onde me foi
dada a oportunidade de adquirir competéncias e aplica-las junto de profissionais experientes
com os quais consolidei e partilhei conhecimentos adquiridos durante o Mestrado em Analises
Clinicas. No presente relatorio estao mencionados os sectores de Bioquimica, Imunologia,
Hematologia e Microbiologia, em que desenvolvi conhecimentos, sendo as duas Ultimas aquelas

em que estes foram aprofundados neste documento.

Abstract

With the evolution of technology new methods and techniques have been discovered
and adopted by the health system, giving a helpful contribution in diagnostics, prognostics,
treatment and disease prevention. For a good application of this factors professionals are
required, that can contribute with knowledge, with the right interpretation of the results and
with the constant evolution of this field. The Clinical Analysis formation revealed its
importance by forming professionals that can apply the correct knowledge and resolve
problems in professional life. The CSMC and CHUC are institutions that reflect the
characteristics above mentioned. These were the institutions were | worked and was able to
built my experience and consolidate my knowledge in clinical analysis. In this work text, | refer
Biochemistry, Immunology, Hematology and Microbiology, where | have described more

specifically the last two sectors.






Introducao

As Analises Clinicas constituem uma parcela importante na drea da salde. Sao
compostas por multiplas areas e parametros distintos, que, na sua maioria por si s6, nao tém
grande relevancia, mas que no seu todo acabam por ser contributos bastante vantajosos para
o médico. A boa caracterizagado de uma patologia e tratamento adequado exigem o
conhecimento biologico do doente. O recurso a colheita e analise dos produtos bioldgicos
constituem contributos fundamentais e uma das formas privilegiadas de alcangar esses
objetivos. As Analises Clinicas tém-se revelado na sociedade no decorrer dos anos, e nao sao
solicitadas apenas em casos de individuos que apresentam sintomatologia ou patologia (aguda
ou cronica), mas também no acompanhamento de pessoas aparentemente saudaveis. A
utilizagao destes servigos por individuos saudaveis tem como objetivo detetar ou acompanhar
alteragoes bioldgicas, permitindo uma intervengao precoce do médico, no sentido de evitar

possiveis agravamentos dessas alteragoes e eventual evolugao para uma patologia.

No diagndstico laboratorial coexistem varios servigos e areas cientificas/clinicas, que
exigem uma constante atualizagao e versatilidade por parte dos profissionais, sem as quais nao
é viavel um 6timo acompanhamento das varias inovagoes que surgem com o desenvolvimento
de novas tecnologias. Este € um dos principais motivos que tornam esta area tao interessante
e motivante. A partilha de conhecimento e a aplicagao do mesmo para beneficio do Ser

Humano sao uma constante nesta area da saude e uma fonte de motivagao pessoal.

O estagio curricular teve a duragao de 7 meses, dos quais 6 foram no Centro de Saude
Militar de Coimbra e |, no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. O trabalho efetuado
no CSMC recaiu nos sectores de Hematologia, Bioquimica Clinica e Imunologia, concluindo-
se o estagio no CHUC, abordando o sector de Microbiologia. Os sectores mencionados neste
relatério sio Hematologia e Microbiologia, fazendo-se uma breve referéncia aos sectores de

Bioquimica Clinica e Imunologia.



Caracterizacio do laboratério

O CSMC tem como utentes primordiais individuos que representam o Exército Militar
Portugués e respetivos familiares, ainda que individuos que nao pertencam a este grupo
também estejam habilitados a utilizar os seus servigos. Esta instituicdo € constituida por
diversas areas de Meio Complementar de Diagnostico e Terapéutica (MCDT), nas quais se

insere o Laboratério de Analises Clinicas.

A média de utentes no servigco de Analises Clinicas do CSMC é de 40 a 50 por dia,
podendo esporadicamente este nimero aumentar para o dobro em caso de eventos militares.
Constam destes periodos as chamadas provas de aptidao fisica em regime militar (PAF), as
missoes militares (destacamentos para missoes militares) e o despiste de consumo de drogas

de abuso em militares.

Existem 3 zonas de trabalho no laboratério de analises do CSMC, todas ligadas a um
sistema informatico (SISLab®) que assegura uma comunicagio constante e promove a partilha
de resultados entre todas as zonas. Estas zonas sao a zona administrativa (pré-analitica,
informatizagao), a sala de colheitas e processamento de produtos biologicos (pré-analitica e

analitica) e a zona de anadlise e validacao de resultados (pés-analitica).

No que diz respeito aos recursos humanos, o pessoal que exerce fungdes no
laboratério do CSMC é constituido por 2 administrativas, 5 técnicos de andlises clinicas e |
diretor técnico. Os aparelhos utilizados no laboratorio estao distribuidos pelas varias areas

que o constituem, e estao detalhadamente descritos na Tabela |.

Tabela |- Aparelhos do Laboratério de Analises Clinicas do CSMC

Hematologia CELL-DYN ® Ruby Abbott Diagnostics Citometria de fluxo
BD Vacutainer ® Sedi-15™ Westergren
OPTION ® 4 PLUS bioMérieux Turbidimetria
Bioquimica e Imunologia Architect ® ci8200 Abbott Turbidimetria, Potenciometria,
Diagnostics Espectrofotometria e

Quimioluminescéncia

ADAMS A,c® HA-8160 ARKRAY HPLC

miniVidas ® bioMérieux Imunoensaios



O CHUC ¢ o principal hospital do distrito de Coimbra, assim como um dos mais
importantes e reconhecidos no pais. O numero de doentes que frequentam diariamente o
hospital é muito elevado (incluindo internamentos), sendo proporcional o numero de

amostras que chegam ao laboratério, aproximadamente 400, por dia.

O sector de microbiologia, esta equipado com diversos equipamentos de vanguarda
(Tabela 2), que permitem aumentar a velocidade de processamento de amostras, aumentar a
especificidade dos resultados, diminuir os interferentes, diminuir os erros cometidos no
processamento da amostra e contribuir com mais informagao para avaliar os resultados
obtidos. Todos os produtos bioldgicos que chegam ao laboratorio sao inseridos num sistema
implementado no laboratério de Microbiologia. Este sistema, denominado maxdata ®, permite

informatizar os dados relativos aos produtos biolégicos e respetivos resultados.
Descrimina-se, em seguida, os sectores que constituem o sector de microbiologia:

e Bacteriologia Geral
e Parasitologia
e Micobactérias e Micologia

e Serologia (nao abordada durante o estagio)

Tabela 2 - Aparelhos do sector de Microbiologia do CHUC

Microbiologia

Aparelho TécnicalLeitura
VITEK ® 2 bioMérieux Espectrofotometria
Mini APl ® bioMérieux Turbidimetria
VITEK ® Ms bioMérieux Espectrometria de Massa
BacT / ALERT ® 3D bioMérieux Colorimetria
BACTEC™ MGIT 960™ BD Fluorometria



Fase pré-analitica

A fase pré-analitica consiste em todo o processo que envolve a colheita do produto
biologico, desde a preparagio do utente até ao ato de recolha do produto. Para tal é
necessario uma escolha adequada do material usado tanto na recolha do produto biologico

como dos recipientes para onde é colhido (Tabela 3).

Tabela 3 - Materias para recolha de Produtos Bioldgicos

Material Produto Biolégico (analise)
Tubo com citrato de sédio Sangue venoso (avaliagao da hemostase)
Tubo com citrato de sédio (design Sangue venoso (velocidade de sedimentagao)
especifico)
Tubo com coagulante e gel Sangue venoso (bioquimica e serologia)
Tubo com o sal tripotassico Sangue venoso (hemograma e hemoglobina
etilenodiaminotetracético (EDTA) glicada)
Frasco esterilizado de 150 ml Urina, expetoragao, exsudados, LCR, e outros

liquidos bioldgicos (cultura microbiana, pesquisa

de microrganismos)

Frasco esterilizado de 2000ml c/s HCI - Urina de 24 horas (bioquimica)
50%
Frasco esterilizado de 150 ml c/espatula Fezes (coprocultura e parasitologico)
Zaragatoa de algodao Exsudados (cultura microbiana)

Bioquimica e Imunologia

A andlise bioquimica e imunolégica permite a avaliagao nao sé da fun¢ao de diversos
orgaos como também de mecanismos intermediarios de extrema importancia para o
organismo humano. Através da quantificagido de certos elementos nos fluidos bioldgicos,
aplicando técnicas fisicas e quimicas é possivel avaliar o estado de um érgao ou de um processo
biolégico de um individuo, recorrendo a uma forma pouco invasiva e com elevada

especificidade.



Para as anadlises bioquimicas e testes imunologicos, o CSMC tem a sua disposigao o
aparelho automatico Architect ® ci8200 Abbott diagnostics (Figura 1), constituido por 2 médulos,
nomeadamente um autoanalisador quimico (c8000) e outro baseado em imunoensaios
(i2000SR). O produto bioldgico utilizado é, preferencialmente, soro, obtido de sangue

periférico colhido para tubo com coagulante e gel, e centrifugado a 3000 rotagoes por minuto

(rpm).

Figura | - Architect ® ci8200 Abbott diagnostics

/-
Nesta instituicdo, também é utilizado o aparelho 7\
N~ A
automatico ADAMS A, ® HA-8160 ARKRAY que se baseia na técnica -
de HPLC (High Performance/Pressure Liquide Chromatography) para

determinar a hemoglobina glicada (Figura 2). O produto biologico

utilizado é sangue periférico colhido para tubo com EDTA.

O moédulo Architect c8000 realiza a analise dos parametros  Figura 2 - ADAMS Ajc® HA-
o o 8160 ARKRAY
bioquimicos  por  testes  oticos  nomeadamente a
espectrofotometria e turbidimetria, quantificando também iGes através de um potenciometro
(potenciometria). O moddulo Architect i2000SR baseia-se na técnica de quimioluminescéncia.
Sendo um moédulo completamente fechado em que o processo é realizado no escuro e,

portanto, sem radiagao interferente. Os parametros avaliados com as técnicas utilizadas estao

descritos nas tabelas (Tabela 4 e 5).



Tabela 4 - Provas Bioquimicas

Provas Bioquimicas — Architect ® ci8200 Abbott diagnostics

Parametro

Objetivo Técnica

Soro Bilirrubina direta

Bilirrubina total
AST
ALT
GGT
ALP
LDH
Colesterol total
HDL
LDL
Triglicerideos
CK
Ferro
Soro e Ca*
urina Mg
Fosfatos
Proteinas totais

Amilase

Glucose
Albumina
Creatinina
Ureia
Acido Urico
K*
Na*
Cl
Urina Proteinas
Canabinoides, Opiaceos

Anfetaminas, Cocaina

Avaliagao da fungao Espectrofotometria

Hepatica

Ficha Lipidica

Av. de lise Muscular
Metabolismo do Ferro
IGes importantes no

metabolismo

Av. Proteica
Av. da fungao
Pancreatica
Glicémia
Avaliagao da fungao

Renal

Equilibrio Hidro- Potenciometria

Electrolitico
Av. da funcao Renal Turbidimetria
Despiste de consumo de Espectrofotometria

drogas de abuso



Tabela 5 - Provas Imunoldgicas

Soro FSH Marcadores de funcao  Quimioluminescéncia
LH Hipotalamo Hipofise
Prolactina
Vitamina B12 Marcadores
Folato metabodlicos
Anti-TG Marcadores da funcao
Anti-TPO tiroideia

T3 livre e total
T4 livre e total

TSH
IgG Imunoglobulinas

Hepatite A — IgG e IgM Marcadores virais

Hepatite B — Anti-HBc, Anti-
HBe e Anti-HBs; Antigénio HBs
e Antigénio HBe
Hepatite C — Anti-HCV
VIH — Antigénio e Anticorpos
Citomegalovirus — Anticorpos
IgG e IgM
Alfa-fetoproteina (AFP)

Marcadores tumorais

PSA livre e total

Sifilis — anti-treponema Outros marcadores de

doengas infeciosas



Hematologia

No Centro de Saude Militar de Coimbra (CSMC), o sector de Hematologia do
laboratorio esta apto a analisar e quantificar varios parametros analiticos, nomeadamente: os
elementos celulares presentes no sangue e a sua morfologia, obtendo-se o respetivo
hemograma; a produgao de proteinas plasmaticas pela determinagio da velocidade de
sedimentagao e a avaliagio da hemostase pela determinagao do tempo de protrombina (TP),

tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e quantificagao de fibrinogénio.

O sangue é um produto bioldgico utilizado frequentemente em anélises clinicas. E um
fluido de facil acesso que permite uma analise global de varios sistemas para além do seu
proprio e da eritropoiese. Uma amostra de sangue de um individuo é constituida (em
percentagem por volume) por 55% de plasma, onde estao presentes proteinas, agua e outros
solutos e 45% de elementos formados entre os quais encontramos plaquetas, globulos brancos

e glébulos vermelhos (Figura 3) !,

Percantage by
body weight
Plasma
(parcentage by weight) Abuming
TR ) 8%
| Prosmins 7%
Giobulins
= 38%
< Percantage by
opme FArinogan
ds . e
ana fi % X | V\Qﬂ‘a:
lons
Nutrlents
o Otner solutes 2% Waste products
55%
Gases
Formed elements Reguiatory
{number per cubic mm) substances
\
Pratalets
250400 thousand ‘Whita biood ceils
~—__ | \white biood calls Neutrophils
Lymphocytes
W Monocytas
‘Red blood csts Eosinaphils
Basophils
\_/ -

Figura 3 - Esquema ilustrativo da composi¢ao do sangue. Adaptada de SEELEY Rod, et al — Anatomy and Physiology. 2002

Hematopoiese

Ao longo da vida de cada individuo existe uma produgao, eliminagao e reposicao
constante das células sanguineas por parte do tecido hematopoiético. Para que o ciclo decorra

normalmente é necessario um sistema biologico saudavel para que a produgao da populagao
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celular sanguinea seja correta e controlada. A medula 6ssea é a principal responsavel pela
hematopoiese e contém células sanguineas nos seus mais diversos estadios de maturagao. As
células estaminais hematopoiéticas (HSC) sao células pluripotentes, responsaveis tanto pela
manutencao da producao celular no tecido hematopoético (autorrenovagao) como pela
regulacio da populacio celular sanguinea (diferenciacio) . De acordo com a necessidade de
regular uma determinada linha celular sanguinea, no organismo sao libertados fatores
extrinsecos e intrinsecos com o objetivo de promover a diferenciagao celular no tecido
hematopoiético, despoletando diferenciagao das HSC e consequente perda da pluripoténcia

das mesmas, ao longo desse processo 2.

Populagdes celulares sanguineas

As populagoes celulares presentes no sangue periférico sao, na sua grande maioria,
células no seu estado maduro. Para que cheguem a este estado e sejam langadas no sangue
periférico, tém de passar por varios estadios de diferenciagao, sendo entio denominadas por
precursores celulares !'. O esquema da Figura 4 apresenta a diferenciagio desde a HSC até as

formas maduras.
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l l Marecyss Platok
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T
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Figura 4 - Linhagens leucocitarias e eritrocitaria. Adaptada de SEELEY Rod, et al — Anatomy and Physiology. 2002



Hemograma

Para a realizagdo de um hemograma, é necessario fazer uma colheita de sangue
periférico para um tubo contendo EDTA. Este anticoagulante é um quelante de catices

bivalentes, atuando no Ca”, interferindo na sua disponibilidade na cascata de coagulagao.

O hemograma inclui informagoes sobre o nimero absoluto de leucocitos e das
respetivas subpopulagoes celulares, assim como sobre o nimero total e caracteristicas
morfoldgicas dos eritrocitos e plaquetas. Os elementos quantificados no hemograma sao
leucocitos (GB — Globulos Brancos), neutrofilos (NEU), linfécitos (LIN), monécitos (MONO),
eosindfilos (EOS), basofilos (BASO). Os eritrocitos e as suas caracteristicas sao quantificados
e calculadas em eritrocitos (GV — Globulos Vermelhos), hemoglobina (HGB), hematocrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), dispersao do volume corpuscular
médio (RDW). Relativamente as plaquetas e as suas caracteristicas, estas sao quantificadas e
calculadas em plaquetas (PLT), volume plaquetar médio (VPM) e dispersao do volume

plaquetar médio (PDW).

Cell Dyn ® Ruby Abbott Diagnostics

No laboratério de analises do CSMC ¢ utilizado o aparelho automatico Cell Dyn ® Ruby

da Abbott diagnostics para determinagao do hemograma.

Figura 5 - Cell Dyn ® Ruby da Abbott diagnostics

Este aparelho automatico utiliza amostras colhidas para tubo com EDTA. Aspira um
volume de sangue da amostra separando-a em 3 volumes diferentes para as 3 diferentes
quantificagoes (GB — Glébulos Brancos, GV/PLT — Globulos Vermelhos / Plaquetas, HGB -
Hemoglobina). O aparelho utiliza a tecnologia MAPSS (Multi-Angle Polarized Scatter Separation),

citometria de fluxo laser, para realizar a contagem e diferenciar as subpopulagoes celulares e
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uma técnica colorimétrica para quantificar a hemoglobina. A técnica de citometria de fluxo
usada na determinacao dos elementos celulares, consiste na utilizagio de um volume exato da
amostra biologica que é aspirada e é forgada a passar no canal 6tico, onde um feixe de laser
incide. A medida que o fluxo da amostra intersecta o feixe de lazer, a dispersio da luz é medida
por trés detetores diferentes. Estes detetores situam-se dois no angulo frontal (0° e 10°) e
um no angulo lateral (90°), sendo que o detetor frontal (foward scatter) avalia o tamanho da
célula pela dispersao de luz, e o detetor lateral (side scatter) avalia a complexidade da célula
pela dispersio da luz ™. A combinacio da informacio obtida pelas duas medidas de dispersio
permite tanto a contagem como a diferenciacdo das populagoes celulares. Na técnica
colorimétrica, a hemoglobina é obtida apds lise dos eritrécitos numa camara de mistura,
depois passa para uma célula de leitura onde é quantificada pela absorvancia a 555nm por um
fotodetector, sendo que a fonte de luz é um LED de baixa energia (a absorvancia é

proporcional & concentragio de hemoglobina) F.

Como se pode verificar no resultado disponibilizado pelo software do aparelho Cell
Dyn ® Ruby (Figura 6) é possivel obter a contagem celular e as caracteristicas morfoldgicas
apos processamento da amostra. Durante a contagem, o aparelho faz corresponder a cada
célula analisada um ponto, elaborando um grafico de dispersao que permite distinguir as
subpopulagoes, utilizando caracteristicas morfoldgicas como o tamanho e a complexidade

(granularidade/lobularidade).
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Figura 6 - Software Cell Dyn ® Ruby



Parametros Leucocitarios

Contagem de Leucécitos (GB)

A quantificagao de leucécitos (GB) na amostra é obtida por citometria, baseada na
tecnologia de MAPSS. O resultado é expresso em GB x 10?/1 sendo este valor utilizado para
calcular as subpopulagoes, como foi referido no ponto anterior, relativo ao funcionamento do
aparelho Cell Dyn Ruby®. Os valores de referéncia absolutos e relativos das subpopulacdes

leucocitarias estao apresentados na Tabela 6 .

Tabela 6 - Populagao Leucocitaria [¢]

Valore absoluto (x10’/) Valor relativo (%)

Leucécitos(GB) ~ 40-100 100
Neutrofilos 20-7,0 40 - 80
Linfécitos 1,0-3,0 20 - 40
Monocitos 02-1,0 2-10
Eosinéfilos 0,02 -0,5 | -6
Basofilos 0,02 - 0,1 -2

Parametros Eritrocitarios

Contagem de Eritrocitos (GV)

A quantificacdo dos eritrocitos na amostra é obtida por citometria, como ja foi
referido. A contagem é feita utilizando a tecnologia de MAPSS e o resultado é expresso

recorrendo a formula:

GV x 10%2/]

Os valores de referéncia sio 5 + 0,5 X 10'2/1 (homens) e 4,3 + 0,5 X 102 /1 (mulheres)®.



Contagem de Reticulé6citos (RTC)

Os reticulocitos (RTC) sao eritrocitos imaturos que possuem ARN ribossomal
remanescente, sendo que este ARN pode ser detetado com o recurso a um corante especifico
1. No equipamento Cell Dyn Ruby ®, esta determinagio é feita numa amostra colhida para um
tubo especifico para quantificacao de reticulocitos, o qual contém corante tiazinico, e outros
componentes que eliminam possiveis interferentes como os leucécitos na contagem (GB). Pela
tecnologia de MAPSS os reticulocitos sao contabilizados juntamente com os GV maduros, mas
sao separados no histograma pelas medidas de dispersao, sendo o seu resultado dado pela

formula:

RTC x 100
GV

Os valores de referéncia tabelados sdo 0,5 % a 2,5 % de reticulocitos .

Concentra¢do de Hemoglobina (HGB)

A quantificacao de hemoglobina é baseada numa técnica colorimétrica, ja referida
anteriormente. Os seus valores de referéncia sao variaveis, conforme as caracteristicas
populacionais, a localizagao geografica, o sexo e a idade do individuo. O resultado é dado em
g/dL, e os valores de referéncia tabelados para a maioria da populagio siao 15+

2 g/dL (homens) e 13,5 + 1,5 g/dL (mulheres) .

Hematocrito (HCT)

O hematocrito (HCT) é a relagao entre o volume total de eritrécitos (GV) e o volume
de sangue total (v/v). Os valores de referéncia, expressos em percentagem sao 45 +
5% (homens) e 41+ 5% (mulheres) . No caso do aparelho Cell Dyn Ruby ®, o

hematocrito € calculado a partir da seguinte formula matematica:

GV (106/ul) x VCM(fL)
10
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Volume Corpuscular Médio (VCM)

O volume corpuscular médio (VCM) representa o volume médio dos globulos
vermelhos e determina-se calculando a média dos tamanhos de cada eritrocito presente na
amostra e é explicitado na unidade fL (fentolitros). Os valores de referéncia sio 92 +

9 fL (homem e mulher) .

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

A hemoglobina corpuscular média (HCM) é a quantidade média de hemoglobina por
eritrocito (em picogramas). Os valores de referéncia sao 29,5 + 2,5 pg (homem e mulher)
] A HCM é calculada a partir da relagio entre o nimero de eritrocitos e a hemoglobina total

(HGB). O resultado é obtido pela equagao:

_ HGB (g/dL)

Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

A concentragao de hemoglobina corpuscular média consiste na concentragio média
de hemoglobina por eritrocito. Os valores de referéncia sio 33+15g/
dL (homens e mulheres) . Para calcular este parimetro é utilizada a quantificagio da
hemoglobina total e o valor do hematocrito. O resultado é apresentado em g/dL pela
equagao:

HGB (g/dL)

indice de Dispersio de Volume dos Eritrocitos (RDW)

O indice de dispersao de volume dos eritrocitos € a medida que permite avaliar a
heterogeneidade na populagao dos eritrocitos. Esta relacionada com o desvio padrao do
volume corpuscular médio dos eritrocitos e o resultado é dado em percentagem, tendo como

valores de referéncia sao 12,8 + 1,2 % (homem e mulher) .
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indice de Mentzer

Nas anemias microciticas / hipocrémicas um método auxiliar na diferenciagao entre
anemias ferroprivas e B-talassemias consiste na utilizagio do indice de Mentzer L. Este indice

determina-se através do calculo da razao entre VCM e GV:

Indice Ment vem
ndice Mentzer = ——
GV

Quando o valor da razao € superior a |3, este é indicativo de deficiéncia em ferro, detetando-
se a diminuicao de ambos os parametros, mas, principalmente, a da produgao eritrécitaria
(GV). Quando o resultado obtido é inferior a |3 torna-se sugestivo talassemia, devido a

variagao das caracteristicas dos eritrécitos (diminuicao do VCM) e a contagem eritrocitaria

nio alterada /!,

Existem outros indices para além do de Mentzer (Figura 7), que se baseiam noutros
pardmetros para caracterizagio da patologia associada . No entanto, este é referenciado na

literatura como mais fiavel na distingao entre anemias ferroprivas e talassemias.

Hematological index

Formula

Mentzer ndex (MI) (1973)
RDWI (1987)

Shine and Lal (S and L) (1977)
Srivastava (1973)

Green and King (G and K (1989)
Sirdah (2007)

Ehsani (2005)

England and Fraser (E and F) (1973)

Ricerca (1987)
MDHL (1999)

MCV/RBC
MCV x RDW/REC

MCV x MCV x MCH/100
MCH/RBC

MCV x MCV x RDW/Hb x 100
MCV - RBC - (3 x Hb)

MCV - (10 x RBC)

MCV - (5 * Hb) - RBC - 3.4
RDW/RBC

(MCH/MCV) x RBC

Figura 7 - indices aplicados além do indice de Mentzer. Adaptada de VEHAPOGLU Aysel, et al. — Hematological Indices for
Differential Diagnosis of Beta Thalassemia Trait and Iron Deficiency Anemia. 2014

Parametros Plaquetares

Contagem Plaquetar (PLT)

A quantificagao das plaquetas é feita segundo o mesmo principio de quantificagao dos

eritrocitos, baseando-se a distingao destes dois elementos no tamanho. No momento em que



sao separados, estes sao quantificados individualmente e o resultado das plaquetas é dado em

PLT X 10°/1. Os valores de referéncia das plaquetas sao 280 + 130 x 10°/1 .,

Volume Plaquetar Médio (PMYV)

O volume plaquetar médio é obtido pela média do volume das plaquetas contabilizadas.
O resultado é dado em fL e os valores de referéncia sio 7,9 a 13,7 fL (homens) e

8 a 13,2 fL (mulheres) “.

indice de Dispersio de Volume Plaquetar (PDW)

Este indice é a medida que permite avaliar a heterogeneidade da populagao plaquetar.

Esta relacionada com o desvio padrao do volume plaquetar médio.

Esfregaco de Sangue Periférico

Ao analisar o hemograma de um individuo, sao seguidas as normas de avaliagaio do
laboratério estabelecidas pelo diretor técnico, segundo as quais determinadas alteragoes em
certos parametros tornam prioritaria a realizagido de um esfregaco sanguineo da amostra,
utilizando a coloragao de MayGriinwald-Giemsa, para observagao por microscopia otica. Os

critérios estabelecidos no laboratorio sao os seguintes:

o Leucdcitos superiores a 8,0 x 10°/1

o Inversao de formula igual ou superior a 10%

o Mondocitos superiores a 14%

o Basofilos superiores a 2%

o RDW superiora |5

o RDW superiores a 14 se constantes eritocitarias alteradas

o Plaquetas inferiores a 150 X 103 /ul (se nao houver histérico de trombocitopenia)

o Outras situagoes que o exijam, tais como alarmes do aparelho, leucocitoses elevadas

As vantagens da observagao do esfregago sanguineo consistem na contagem manual com
observagao das caracteristicas morfologicas das células (leucocitos, eritrocitos e plaquetas),
na detegao de células imaturas e até na detegao de parasitas sanguineos (por exemplo
Plasmodium spp). Este trabalho é realizado por um profissional, devidamente habilitado na area
de hematologia laboratorial, e com experiéncia na observagio de esfregacos de sangue
periférico por microscopia otica.
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Elaboraciao de um Esfregaco Sanguineo

O esfregaco de sangue periférico consiste em

colocar uma gota de sangue venoso, com anticoagulante Blood
i il

EDTA, proxima da extremidade de uma lamina. Utilizando /

uma lamela é feita a aproximagao e contacto com a gota de , ,

sangue, num angulo de 30/45 graus de inclinagao, para o lado «-—/

oposto ao sentido de deslizamento. Ao deslizar a lamela '

sobre a lamina, a gota é espalhada de uma forma uniforme Figura 8 - Técnica de Esfregaco de

, . A . . , . . i sangue periférico
sobre a superficie da l[amina (Figura 8). Esta técnica permite ciar

uma camada fina de células, facultando a observacao das células sem estas estarem

sobrepostas.

Coloracao MayGriinwald-Giemsa

Apbs a realizagao do esfregago é necessario deixar secar bem (fixagao fisica) para corar
assim que possivel. A técnica de coloragao usada no CSMC para diferenciacio morfoldgica e
citoquimica das células utilizada é a de MayGriinwald-Giemsa, que consiste na coloragao dos
elementos celulares acidos por parte da eosina, e na coloragao dos elementos basicos por

parte do azul-de-metileno. A coloragao consiste:

Elaboragao da solucao corante (diariamente):

| Volume de Giemsa + 2 Volumes de MayGriinwald + 3 Volumes de Agua tamponada
Coloracao da lamina:

|° — Cobrir toda a lamina com metanol (esperar 3 minutos); 2° — Desprezar o metanol; 3° —
Cobrir a lamina com solugao corante (2 minutos); 4° — Lavar a lamina com agua destilada; 5°

— Deixar secar a lamina



Observacao do Esfregaco de Sangue Periférico

Apos realizagdo do esfregago e respectiva coloragao, é determinada a formula
leucocitaria por microscopia otica pela observagao de varios campos na zona fina do esfregago
(onde os eritrocitos nao estao sobrepostos mas sim justapostos) e pelo uso objetiva de 100x
com oleo de imersao. Sao contados os leucocitos, assim como cada subpopulagao (neutrofilos,
linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos), até perfazer um total de 100, usando-se, para
isso, um contador manual. A contagem manual e observagao do esfregaco € importante para
confirmar e avaliar leucocitoses, leucopenias, falsas trombocitopenias, caracteristicas
morfoldgicas dos eritrocitos e das plaquetas. Também é possivel detectar células estranhas ao

sangue periférico, alteragoes morfologicas fisiologicas e presenga de organismos parasitarios.

Alteracoes nos Leucocitos

Existem alteragoes associadas aos leucocitos que sao detectadas no hemograma
(leucopenias, inversao de formula e leucocitose) e alteragoes morfologicas que sao detectadas
por observagao do esfregago de sangue periférico. Pelo esfregago sanguineo é possivel avaliar
as leucopenias e leucocitoses assim como identificar células precursoras de cada linhagem e

variagdes da morfologia das células *°.

Neutrofilos

Num adulto saudavel, os neutroéfilos sao mais de metade dos leucécitos em circulagao.
Eles sao os principais responsaveis pela defesa do organismo contra infegoes bacterianas
(neutrofilia). Um neutrdéfilo normal possui um nucleo segmentado, e quando corado
(MayGriinwald-Giemsa), apresenta um citoplasma rosado/alaranjado com uma granulagao fina.
A maioria dos neutrofilos apresenta 3 segmentos nucleares conectados por uma fina banda de
cromatina ®*. Contudo, individuos saudaveis podem também apresentar nicleos com 4 ou 5
segmentos ou até mesmo neutrofilos sem nucleo segmentado (em N ou em Banda) por norma

em quantidades minimas ¢,

As células com alteragoes morfologicas que se identificam com mais frequéncia em
esfregagos de rotina, sao neutrofilos com granulagao toxica (infegoes severas) (Figura 9),

neutrofilos hipogranulares (Sindrome mielodisplasico) (Figura 10), corpos de Dohle (infecgao
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bacteriana) (Figura | 1), neutréfilos anormais tipicos da anomalia de Alder-Reilly (Figura 12) e

neutréfilos hipossegmentados (Anomalia de Pelger-Huét) ™ ..

L
Figura 9 - Neutrdfilos com Figura 10 - Neutrofilos Figura I'l - Neutrofilos com  Figura 12 - Neutréfilo com
granulagio tdxica: hipogranulares- Adaptada de presenca de Corpos de anomalia de Alder-Railly.
Adaptada de LEWIS S, et LEWIS S., et al. — Dacie and Dohle. Adaptada de LEWIS ~ Adaptada de LEWIS S, et dl.
al. — Dacie and Lewis: Lewis: Pratical Haematology. S., et al. — Dacie and Lewis: — Dacie and Lewis: Pratical
Pratical Haematology. 2006 2006 Pratical Haematology. 2006 Haematology. 2006

Linfécitos

O segundo tipo de leucécitos mais prevalente em circulagao sao os linfocitos. Estes
sa0, na sua maioria, células pequenas com muito pouco citoplasma e o seu nucleo é uniforme,
preenchendo a maioria do espago intracelular. Aproximadamente 85% dos linfocitos em
circulagao sao linfocitos T ou NK (Natural Killer cells) sendo que os outros 15% sao linfocitos
B. Em infecgoes, tanto virais como bacterianas, sao visiveis linfocitos (B) transformados
(imunoblastos) cujo nlcleo é arredondado, abundante e o citoplasma fortemente basofilico !
€ Contudo, estes linfocitos podem maturar para plasmécitos sendo estes vistos,
ocasionalmente, no sangue em infe¢oes severas (Figura |13). Em infegoes virais, aparecem em
circulagao linfocitos reativos. Estas células apresentam um nucleo maior e mais estendido

assim como uma maior area de citoplasma, ainda que irregular (Figura 14) ?¢. Sao células

fortemente presentes em casos de mononucleose infecciosa.

%
‘ 5 4 & Q¢
@ " = ' i (;\ ( i \-
T O% _ K .

'S

Figura 13 - Imunoblasto e Plasmocito. Adaptada de LEWIS  Figura 14 - Linfocitos reativos. Adaptada de LEWIS S, et al.
S., et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology. 2006 — Dacie and Lewis: Pratical Haematology. 2006
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Em circulagdo também poderao estar presentes células linféides que tém uma enorme
variagao na sua morfologia. Entre as doengas malignas associadas a presenca deste tipo de
células destacam-se a leucemia linfocitica cronica, leucemia prolinfocitica, leucemia linfoblastica

aguda (Figuras 15, 16 e 17 respectivamente), assim como diferentes formas de linfomas ¢,
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Figura |5 - Células linfoéides - Figura 16 - Células linféides - Figura |7 - Células linfoides -
Leucemia linfocitica. Adaptada de leucemia prolinfocitica. Adaptada de leucemia linfoblastica aguda- Adaptada
LEWIS S, et al. — Dacie and Lewis: LEWIS S., et al. — Dacie and Lewis: de LEWIS S, et al. — Dacie and Lewis:

Pratical Haematology. 2006 Pratical Haematology. 2006 Pratical Haematology. 2006

Monaocitos

Os mondcitos sao os maiores leucécitos em circulagao. Possuem um citoplasma de
cor azul esbatido, nlcleo grande e curvado sem segmentagao. O aumento desta populagao

celular ocorre em algumas doengas crénicas e em doengas inflamatorias tais como a

tuberculose, a doenca de Crohn e a leucemia mieloide crénica (Figura 18) 4,

a‘c‘

Figura 18 - Aumento de mondcitos em circulagao. Adaptada de LEWIS S,, et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology. 2006

Eosinofilos e Basofilos

Os eosindfilos sio um pouco maiores que os neutrofilos. Usualmente tém dois lobos
nucleares e o seu citoplasma esta preenchido com granulos esféricos laranjas (eosinofilicos).

Situagoes de eosinofilia moderada ocorrem em casos de alergia, verificando-se que incidentes
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severos de eosinofilia estao relacionados com infegoes parasitarias, eosinofilia reativas,

leucemia eosinofilica, e sindrome idiopatico hipereosinofilico 4.

Os basdfilos sao os leucocitos em circulagio em menor numero. Os seus segmentos
nucleares tendem a enrolar-se, originando um nucleo irregular, denso e compacto, semelhante
a uma flor de I6tus. O seu tamanho ¢ varidvel e o citoplasma é preenchido por granulos
roxos/azuis escuros ®¢. Como tém um nicleo carregado, a sua identificagio torna-se
simplificada por esta caracteristica. As ocorréncias de basofilia estao normalmente ligadas a
infecoes parasitdrias e, em casos mais graves, a sindromes mieloproliferativos, mais

especificamente, a leucemia mieloide crénica ¢,

Alteracoes no Eritrocito

As alteragoes na populagao eritrocitaria podem ter impacto profundo no organismo.
Estaio frequentemente associadas a anemias e outras alteragbes como aumento da
concentragao de hemoglobina (fumadores, alta altitude), alteragoes estruturais do eritrocito
e alteragoes na disposigao dos eritrdcitos, esta Ultima causada pela presenca de anticorpos no
plasma sanguineo .. O tempo de vida médio do eritrécito em circulagio é aproximadamente

120 dias.

Anemias

A hemoglobina é o constituinte fundamental dos eritrocitos, que atribui a esta célula a
capacidade de transportar o O, e o CO, no organismo através do sistema circulatério. A
patologia mais comum na populagao eritrocitaria € a anemia que esta diretamente ligada aos

niveis de hemoglobina .

A hemoglobina é uma proteina de estrutura quaternaria, composta por quatro cadeias
polipeptidicas (globinas) ligadas a quatro grupos heme (anel de porfirina com um i3o de Fe*'
no centro). E ela a responsavel pela ligacio ao oxigénio disponivel. As quatro globinas
constituintes da hemoglobina num individuo normal adulto siao constituidas por duas cadeias
alfa e duas cadeias beta . Uma anemia é definida pelo défice de hemoglobina no organismo.
Esta alteragao pode influenciar o VCM da populagao eritrocitaria, o que possibilita separar as

anemias em trés grupos (Tabela 7) ©.
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Tabela 7 - Anemias &7

Anemias (diferenciadas por MCV)

Microcitica Normocitica Macrocitica

HGB baixa e VCM baixo HGB baixo e VCM normal HGB baixo e VCM alto

e  Baixa concentragao de e  Perda de sangue, por e  Baixa concentragao de
Ferro (Anemia ferropriva) hemorragia externa ou folato (dieta) (Def. em
interna (Anemia acido folico)
hemorragica aguda) e  Def. Vitamina B12
e  Efeito inibitorio das e  Défice de produgao de e  Baixa concentragio de
proteinas inflamatorias eritropoietina (Anemia por vitamina B2 (absorgio)
(Anemia por doenga Insuf. Renal Crénica) (Anemia perniciosa)
cronica)
e  Deficiéncia da produgio do e  Hipotiroidismo e Hemodlise induzida por
grupo Heme (Anemia e Hipertiroidismo farmacos
sideroblastica) e Sindrome Cushing

Insuficiéncia na pituitaria

(Anemia por Disf. Endécrina)

e  Hemolise provocada e  Anticorpos autoimunes e  Alcodlicos
envenenamento (Chumbo) (Anemia hemolitica e  Deficiéncia da hormona
autoimune) reguladora do ferro —
hepticina

(Doenga hepatica)

e Anormalidades nas cadeias e  Produgio ineficaz das
de globinas constituintes linhagens celulares
da hemoglobina sanguineas (Sindrome
(Hemoglobinopatias) mielodisplasico)

e  Alfa e Beta Talassémia

(Talassémia)

Alteracoes Morfolégicas

Alteragoes na morfologia normal do eritrécito sugerem patologia eritrocitaria, sendo
a causa da patologia associada, diretamente ou indiretamente, ao eritrécito. Os responsaveis
pela alteracao morfolégica podem ser estruturais a nivel do citoesqueleto e membrana celular,
ou associados a processos de divisao e maturagao dos eritrécitos (hemoglobina, hormonas,
ferro, vitaminas). Para uma melhor explicagao de cada alteragao morfologica e respectivo fator
responsavel, as morfologias mais frequentemente observadas por microscopia serao descritas

e devidamente explicadas nos tépicos seguintes 71,

24



Macrocitoses e Microcitoses

A macrocitose e a microcitose sao alteragoes morfologicas que se definem pela
alteracao do tamanho da populagao eritrocitaria. O parametro presente no hemograma que
avalia esta alteragao é o VCM e, no esfregago sanguineo, o principal indicador desta alteragao

é o aumento ou diminuigdo do tamanho da populagio eritrécitaria 7.

Células em Alvo

Os eritrocitos com esta morfologia sao
distintos dos normais pela sua caracteristica tipica de
célula em alvo: a zona central do eritrocito € mais
carregada de hemoglobina assim como a zona
periférica da célula (Figura 19). Estas células sao
particularmente comuns em hemoglobinopatias e em P
deficiéncias severas em ferro, podendo também Figura 19 - Células em Alvo. Adaptada de LEWIS

S., et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
surgir em anemias hemoliticas e apos esplenoctomia 2006

[3,9]

Drepanocitos (Sickle Cells)

A drepanocitose apresenta morfologia
caracteristica. Devido a uma malformagio da
hemoglobina que precipita, o eritrocito adquire uma
morfologia em forma de foice. Esta deficiéncia é
causada por, pelo menos, uma mutagao no gene

responsavel pela produgao de hemoglobina, o que

Figura 20 - Drepandcitos- Adaptada de LEWIS S,

leva o organismo a produzir hemoglobina S , clos 7
et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology. 2006

(responsavel pela morfologia) (Figura 20). A
drepanocitose é a variagdio morfoldgica tipica de anemia falciforme, que pode por
consequéncia cursar com anemia hemolitica (devido a instabilidade e ao menor tempo de vida

dos eritrocitos) 7,
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Estomatocitos

A morfologia caracteristica dos estomatocitos é
um enrolar da célula que, na coloragao, se apresenta
como um sinal de “sentido proibido” (Figura 21). Estas
células sao encontradas em estomatocitoses muito

raras, em outras anemias e em individuos alcodlicos

9]

Esferocitos

Os esferocitos sao visiveis pela alteragao da
tipica da forma do eritrocito (biconcava) para uma
forma esférica. Esta modificacio ocorre devido a
instabilidade da membrana da célula (Figura 22) e
surge associada a mutagoes no gene da banda 3
surgindo a esferocitose hereditaria e anemia

hemolitica autoimune ??,

Acantocitos

A morfologia eritrocitaria € caracterizada por
uma superficie celular irregular, normalmente bem
visivel (Figura 24). Os acantocitos estao presentes em
anomalias  hereditarias raras tal como a-B-
lipoproteinémia. Estao também relacionados com
casos de urémia (faléncia hepatica), sabendo-se que a
presenca de um elevado nimero de acantécitos é

B, 9

considerada mau prognostico . A formagao de

4

(" 4/

Figura 21 - Estomatocitos. Adaptada de LEWIS

S., et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006

»

Figura 22 - Esferocitos. Adaptada de LEWIS S,
et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006

Figura 23 - Acantoécitos. Adaptada de LEWIS S,
et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006

acantocitos também esta ligada ao abuso de dlcool e de alguns tipos de drogas.
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Eliptocitos

O:s eliptocitos sao eritrocitos anormais e estao
relacionados com deficiéncias na membrana da célula
que lhes conferem a forma em “charuto” (Figura 23).
Os eliptocitos estao associados a eliptocitose

hereditaria 7.

Corpos de Heinz

Os corpos de Heinz sao visualizados como
inclusdes no interior dos eritrdcitos, inclusoes estas
compostas de hemoglobina desnaturada (Figura 25).
Esta alteragio morfologica esta associada a

hemoglobinas instéveis e anemias hemoliticas .

Eritrocitos em ‘“‘Rouleaux”

No caso de visualizagao de eritrocitos
empilhados (“pilha de moeda” ou Rouleaux), a
alteragao que se verifica nao é ao nivel morfoldgico do
eritrocito mas sim ao nivel da sua anormal distribuicao
na lamina (Figura 26). Este acontecimento esta
relacionado com casos de mieloma multiplo e
macroglobulinémia, situacbes em que se deteta um

aumento acentuado das proteinas plasmaticas que

Figura 24 - Eliptocitos. Adaptada de LEWIS S,
et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006

Figura 25 - Corpos de Heinz. Adaptada de
LEWIS S., et al. — Dacie and Lewis: Pratical
Haematology. 2006

N

)
4)1

Figura 26 - Eritrocitos em “roleux” Adaptada
de LEWIS S., et al. — Dacie and Lewis: Pratical
Haematology 2006

promovem a agregagio eritrocitaria (globulinas, albumina e fibrinogénio) ©°1.
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Corpos Howell Jolly

Corpos de Howell-Jolly sao inclusdes eritrocitarias,
arredondadas, compostas de fragmentos de ADN (Figura 27). -
Este fendmeno pode resultar de uma fragmentagao do nucleo
ou por uma expulsao nuclear incompleta no processo de
maturagao. Estes corpos sao, normalmente, removidos da
circulagao pelo bago, embora possam ser encontrados no

sangue periférico apos esplenectomia e na ocorréncia de

anemias megaloblasticas ™7,

Figura 27 - Corpos de Howell
Jolly. Adaptada de LEWIS S, et al. —
Dacie and Lewis: Pratical
Haematology. 2006

Outras coloracées para visualizagao hematolégica

Siderocitos

Os siderocitos sao eritrécitos que contém
granulos de ferro (Figura 28). Sao comuns em anemias
hemoliticas severas, aparecem também em casos
envenenamento por chumbo e de anemia perniciosa
. A coloracio de Perls é utilizada na observacio de

esfregagcos de medula ssea.

Reticulocitos

Os reticulocitos sao células precursoras do
eritrocito no estadio imediatamente anterior ao da
célula madura. Contudo, podem ser libertados no
sistema circulatério precocemente, para colmatar a
baixa concentracio de RBC ou alteragcdes na

eritropoiese

. Como ainda tém presente, no seu
citoplasma, residuos de ARN ribossomal podem ser
identificados por uma coloragao supravital com azul de

cresil brilhante (novo azul de metileno) (Figura 29).
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Figura 28 - Siderécitos. Adaptada de LEWIS S.,

et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006

9«
o @ ©
- ) O

Figura 29 - Reticulocitos. Adaptada de LEWIS S,
et al. — Dacie and Lewis: Pratical Haematology.
2006
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Alteracoes plaquetares

Plaquetas gigantes

Esta alteragao morfolégica estd normalmente
associada a um numero baixo de plaquetas (hemograma) e
consequentemente a presenga de plaquetas gigantes no
esfregaco de sangue periférico (Figura 30). Estas estao

associadas ao sindrome mielodisplasico .

Agregados plaquetares

Este fendmeno caracteriza-se por uma contagem
baixa de plaquetas no hemograma, sendo Vvisiveis no
esfregago por microscopia optica, plaquetas agrupadas que
formam aglomerados de tamanhos variados (Figura 31). Esta
formagao plaquetar é provocada pela agao de auto
anticorpos na superficie plaquetaria . Esta ocorréncia esta
associada a pseudotrombocitopenia na presenga de EDTA.
Nestes casos € usado citrato ou heparina como

anticoagulante alternativo.

Hemostase

Figura 30 - Plaquetas gigantes. Adaptada
de LEWIS S., et al. — Dacie and Lewis:
Pratical Haematology. 2006

Figura 31 - Agregados plaquetares.
Adaptada de LEWIS S, et al. — Dacie and
Lewis: Pratical Haematology. 2006

A hemostase € um processo fisiologico que tem como principal objetivo parar uma

hemorragia apos uma lesao vascular. Este processo esta em constante equilibrio e pretende

manter a fluidez na circulagao sanguinea (cascata da coagulagao e sistema fibrinolitico). Os

seus intervenientes sao o tecido vascular, as plaquetas e os fatores de coagulagao (pro-

coagulantes e anticoagulantes). O evento é constituido por trés fases que se desenrolam

durante todo o processo, desde o inicio da lesiao até a sua regeneragao. Estas fases

denominam-se de hemostase primaria, coagulagao e fibrinodlise

(1011 Existem fatores de

coagulagao em circulagao nas formas ativa e inativa que contribuem e atuam nas fases
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enunciadas. Estes fatores atuam de forma sequencial, constituindo um sistema de reagoes em
cascata com o objetivo de formar um codgulo de fibrina. Os fatores de coagulagao sao 12
(descritos em numeragao romana), sendo sucedidos da letra a quanto estao na sua forma ativa
[1%11 'Na sua grande maioria sio enzimas, excetuando os fatores IV (ido), V e VIl sendo os
ultimo dois glicoproteinas. Os |2 fatores de coagulagao estao indicados na Tabela 8 assim

como os seus locais de produgao !'* ']

Tabela 8 - Fatores de Coagulagdo!'* '

Fatores de Coagulagao

Fator Nome Local de sintese
| Fibrinogénio Figado
] Protrombina Figado - Vit.K dependente
1! Fator tecidular Virios tecidos
v Calcio -
\' Proacelerina Figado
Vil Proconvertina Figado - Vit.K dependente
VI Fator anti hemofilico Virios tecidos
IX Factor Christmas Figado- Vit.K dependente
X Factor Stuart-Prower Figado- Vit.K dependente
Xl Tromboplastina plasmatica -
Xl Factor Hageman -
X Estabilizador Fibrina Figado

A hemostase primaria ocorre imediatamente ap6s uma lesdo vascular, em que o
endotélio e o tecido conjuntivo endotelial lesado libertam fatores que provocam
vasoconstricao no respetivo vaso, e, em simultaneo, ocorre um espasmo muscular (musculo
liso do vaso) que provoca a contragiao do mesmo ['* ', O tecido lesado liberta colagénio que,
ao ser exposto apos a lesao, se liga a proteina de superficie das plaquetas presentes. Esta
ligacdo é mediada pelo fator de vonWillebrand. Durante este processo, inicia-se a ativagao
plaquetar, em que as plaquetas mudam a sua conformagio e segregam granulos com
tromboxano A2, ADP e fator de agregaciao plaquetario, que promovem a agregacao das

plaquetas, formando o chamado trombo hemostatico primario ' ',

Apods a hemostase primaria, inicia-se o processo de coagulagao, que resulta num

coagulo de fibrina insoltvel. Neste processo atuam os fatores de coagulagao numa reagao em
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cascata, descrita em duas vias distintas: a via intrinseca e via extrinseca, como esta referido na
Figura 32, obtida por simulagao in vitro (esquema e vias sao apenas para efeitos académicos e

laboratoriais).

[ Tntrinsic Extrinsic
athwa pathway

Tissue factor
Xl PL [Vila X
TFPI TFPI
Xlla | HKa \]\‘
C1INH
Xla + “Tenase" ) -
A AT 111 [[Common pathway |
\ PL
\ IXa™ Villa Prothrombin
. A AT Il
RN \ PL
% Xa — — { >
N TR .7 | "Prothrombinase" Xl
N
N ~y AT NI
e e Thrombin
= AT Il
Xilla XL
Fibrinogen Fibrin Fibrin
FPA, FPB

Figura 32 - Esquema da Cascata de coagulagao. Adaptada de COLMAN Robert, et al. — Hemostasis and Thrombosis: Basic
Principles and Clinical Pratice

A fibrindlise consiste na degradagao do excesso de fibrina de modo a nao
comprometer o sistema vascular. E um processo localizado e catalisado pela propria fibrina.
A dissolugao ou degradagao do coagulo de fibrina € feita pela plasmina (obtida a partir do
plasminogénio). Para tal é necessaria uma cascata de eventos ocorridos de um modo
semelhante ao da coagulagao. As células endoteliais libertam tPA (tissue-type plasminogen
activator) apos uma estimulagao provocada pela trombina, que se liga fortemente a fibrina. A
fibrina atua como um cofator eficiente na conversao de plasminogénio em plasmina, catalisada
pelo tPA. A plasmina degrada a fibrina, obtendo-

Thrombin,

3 i 3 factor XII, t-PA, urokinase,
se produtos da degradagao, que inibem a agao da e s

trombina e da polimerizagao da fibrina, atuando

como anticoagulantes naturais ['® ', Existe um Plasminogen @

segundo  mecanismo de  ativagado  do

. o . . Clot
plasminogénio, mediado pelo uPA (urokinase Fibrin
plasminogen activator) e pelas enzimas lisossomais.

A sequéncia da cascata de eventos esta exposta ha Figura 33 - Esquema da Fibrindlise. Adaptada de

. COLMAN Robert, et al. — Hemostasis and Thrombosis:
F'gura 33. Basic Principles and Clinical Pratice.
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Todo o processo de fibrindlise é sujeito a multiplos mecanismos regulatorios, com o
objetivo de equilibrar os processos de coagulagao e anti-coagulagao, mantendo a hemostase

controlada.

Avaliacao laboratorial da hemostase

No CSMC sao feitos testes utilizando o plasma, que
permitem a avaliagdo da coagulagao, sendo estes caracterizados
pela quantificagdo da concentragio de fibrinogénio, pela

determinagao do tempo de protrombina (TP) e pelo tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPa). Para determinar tais

Figura 34 - OPTION 4 PLUS
parametros é utilizado o aparelho semiautomatico, OPTION 4 da Biomerieux

PLUS, da BioMerieux (Figura 34), que se baseia na técnica de

turbidimetria para a obtengao dos seus resultados.

A técnica de turbidimetria consiste num método que avalia a formagao de particulas
na amostra, através da dispersao da luz (turbidez da amostra). Para fazer a determinagao o
aparelho utiliza uma fonte de luz (lampada), luz essa que atravessa uma cuvette com a amostra,
incidindo num detetor sensivel a luz . No aparelho OPTION 4 PLUS, o detetor avalia a
quantidade de luz recebida durante um periodo de tempo e marca o tempo que a amostra
leva até ficar turva (formagao do coagulo). O principio da técnica para determinagao dos
parametros € igual para todos os referidos, sendo que os reagentes utilizados e os tempos de
reacgao sao diferentes para cada um. Para estas determinagoes é usada uma amostra de sangue
periférico, colhido para tubo com citrato de sodio, e centrifugado durante 10 minutos a 3000

rotagoes por minuto, para obtencao de plasma.

Tempo de Protrombina (TP)

O TP corresponde ao tempo necessario para a formagao do coagulo de fibrina apés
adicio por excesso de tromboplastina (tecidular) e cilcio ao plasma. E um teste utilizado para
monitorizar a terapéutica anticoagulante (varfarina), avaliar disturbios da cascata de coagulagao
e como prova de fungao hepatica. Este teste sugere principalmente a existéncia de deficiéncias

na via extrinseca da coagulagiao (protrombina e fatores V, VIl e X). Se existirem alteragoes
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graves a nivel do fibrinogénio, estas provocarao resultados anormais do TP, uma vez que o

teste depende de um mecanismo da fibrina para produzir o coagulo.

Na determinagao do TP, com objetivo de reduzir as diferengas entre os varios tipos de testes
utilizados, procedeu-se a uma padronizagao das tromboplastinas, atribuindo-se a cada uma o
seu ISl (indice de sensibilidade internacional). O INR (International normalized ratio) é obtido
pela formula:

TP (individuo)

INR = ISt
[ TP (controlo)

Os valores de referéncia de INR sao de 0,9 — I,1, sendo que o INR recomendado na maioria

dos casos de doentes hipocoagulados é entre 2 — 3.

Tempo Parcial de Tromboplastina ativada (TTPa)

O TTPa é uma determinagao que avalia a atividade das vias intrinseca e comum da
coagulacio. E um teste étimo para o diagnéstico de disturbios na coagulagio que nio envolvam
o fator VIl (via extrinseca ou a fungao plaquetaria). Este parametro é util no rastreio da
hemofilia A e B (entre outras coagulopatias), na detegao de inibidores da coagulagao e na
monitorizagao de terapias com anticoagulantes (heparina). O teste é realizado no plasma (livre
de Ca® e de plaquetas), ao qual é adicionado calcio, um fosfolipido que mimetiza as plaquetas,
e, para dar inicio a reagao, um ativador. O resultado desta analise é dado pelo tempo de
formagao do coagulo (em segundos). Os valores de referéncia variam de laboratério para

laboratério, por razoes relativas ao controlo, aos aparelho e aos reagentes.

Concentracao de fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina sintetizada no figado. Pela sua quantificagao, é possivel
caraterizar nao sé hepatopatias ligeiras ou moderadas como outras patologias por esta ser

uma proteina de fase aguda (marcador de risco cardiovascular).

O teste ¢ efetuado numa amostra de plasma, colocada numa cuvette de reagao (a 37°C),
e a qual é adicionado um reagente (trombina em excesso), com o objetivo de iniciar a formagao

do coagulo. O fibrinogénio é quantificado por uma relagao entre a velocidade de formagao de
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coagulo e a concentragao presente na amostra (a concentragao € inversamente proporcional
ao tempo de formagao do coagulo). Existe uma curva de calibragao elaborada com valores
conhecidos de concentragao de fibrinogénio em funcao do tempo de formagao do coagulo.
Desta forma ¢ possivel quantificar o fibrinogénio presente na amostra. O resultado é dado em

mg/dL e os valores de referéncia sio de 232 - 504 mg/dL ™.

Velocidade de Sedimentacao

A determinagao da velocidade de sedimentagao é um teste pouco especifico mas
sensivel. A sua determinagao é clinicamente util em disturbios associados ao aumento da

producao de proteinas de fase aguda em inflamagoes e outras hiperproteinémias.

A velocidade de sedimentagao é
medida, na maior parte dos casos pelo
método de Westergren (leitura manual ou
automatica). Este método consiste na

utilizagago de um tubo especifico com

anticoagulante, em que, pela sedimentagao /
dos eritrécitos, é possivel avaliar em mm, a Figura 35 - BD Sedi-15 da Becton Dickinson
velocidade de sedimentacio dos mesmos P,

Este método pode ser feito manualmente, fazendo-se a leitura é feita ao fim de | hora, ou
automaticamente, por um aparelho que faz uma extrapolagao do tempo nas varias horas,
baseando-se em apenas uma medida. No CSMC ¢é usado o aparelho BD Sedi-15, da Becton
Dickinson (Figura 35), que faz a leitura automatica dos tubos. Os valores de referéncia a |1* hora

sao 0-20 mm para o sexo feminino e 0-15 mm para o masculino .
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Microbiologia Clinica

A Microbiologia Clinica engloba as areas de bacteriologia, virologia, micologia e
parasitologia, cada uma com a sua evolugao nas ultimas décadas. A ligagao que estas areas tém
em comum € o estudo das infegoes e consequentes patologias, causadas por microrganismos.
A descoberta e a aplicagao de antibiéticos e vacinas teve um grande impacto em varias doengas
infeciosas, sendo o tratamento das infegoes um assunto que continua importante e em
continua evolugao na sociedade cientifica da atualidade. Novos organismos patogénicos e
novas estirpes que apresentam resisténcias aos antibioticos sao constantemente descobertos,

tornando os tratamentos pouco eficazes ou até mesmo ineficazes ',

A abordagem a microbiologia focar-se-a na caraterizagao dos produtos biologicos
usados na identificagao e microrganismos patogénicos, assim como nos métodos, equipamento

e processamento usados na analise.

Bacteriologia

Processamento Inicial dos Produtos Biologicos

No laboratorio estao implementadas as seguintes normas e procedimentos adequados

a colheita, transporte e recegao dos produtos biologicos:

Colheitas dos produtos biolégicos

e As amostras devem ser colhidas antes da terapéutica antibiotica ser instituida.

e A colheita deve ser feita tendo em conta, o tipo e o local da infegao, tentando evitar a
contaminagao com a flora comensal.

e No caso de pesquisa de M.O. anaerobios, é imprescindivel que as amostras sejam
diretamente colhidas para um recipiente com meio de transporte apropriado, sem
oxigénio.

e Os recipientes utilizados devem ser apropriados para o produto biologico pretendido:
tamanhos adequados, materiais resistentes, identificaveis, estéreis e com o devido
isolamento.

e O material e equipamento utlizados para a colheita sao esterilizados, de modo a evitar

contaminagao do produto bioldgico colhido.
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¢ A quantidade de produto biolégico colhido deve ser suficiente para realizar os estudos

pretendidos.

Transporte dos Produtos biolégicos

ApOs a colheita dos produtos biologicos, estes devem chegar o mais rapidamente possivel
ao laboratorio para serem processados e analisados. Para o transporte das amostras colhidas
sdo necessarios recipientes adequados (estanques e inquebraveis) assim como alguns cuidados,
para que seja evitada a perda de viabilidade de alguns microrganismos ou o crescimento da
flora indigena. Para transportar e preservar os produtos biolégicos, o procedimento adequado

consiste em:

e Utilizar meios de transporte especificos (se necessario).
e Manter as amostras a temperatura ambiente (minimo tempo possivel) se forem logo
processadas, caso contrario, coloca-las a uma temperatura entre os 2 e os 8°C (no

caso do microrganismo suspeito suportar essa temperatura).

Rececdo dos Produtos Bioldgicos

Na rececao dos produtos biologicos, é obrigatorio dar em especial atengao as seguintes

condicionantes:

e se a amostra vem colhida no recipiente ou em meio adequado;

e se a amostra vem devidamente identificada, local anatdmico da colheita, dados do
doente e respetiva requisicao do médico;

e se os tempos e material de transporte do produto bioldgico foram os adequados;

e se a quantidade de produto biologico € suficiente para realizar as determinagoes

necessarias e se € a indicada para o estudo pedido na requisigao clinica.

Exame Microscopico e Cultura de Produtos Biologicos

Coloracao de Gram

A técnica de Gram foi desenvolvida por Hans Christian Gram e foi pela primeira vez
mencionada numa publicagao cientifica em 1883. Atualmente ¢ a coloragao mais utilizada em
microbiologia. O processo da coloragao, apos fixagao, esta descrito resumidamente na Figura

36 e permite diferenciar as bactérias em dois grupos: bactérias de Gram positivo e de Gram
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negativo. Devido a sua morfologia, estas bactérias coram de roxo (corante primario — violeta
genciana) ou rosa-avermelhado (corante secundario — fucsina diluida) apds a aplicagao da

coloragdo numa amostra bioldgica !'%,

=3 il
. ) s L
b /y < /2. o el
Violeta de Lugol Alcool-Acetona  Fucsina
Genciana diluida

Figura 36 - Coloragao de Gram

Avaliacdo primaria

Pela observagao microscépica é feita uma avaliagao primaria da flora bacteriana, em
alguns produtos, como é o caso da expetoragao, em que sao quantificados os leucocitos e

células epiteliais.

Apos a avaliagao primaria sao escolhidos os meios de cultura indicados para os
principais agentes infeciosos do produto bioldgico em causa, onde é semeado o produto e
incubado em estufa, a diferentes temperaturas e atmosferas de acordo com a natureza da
amostra e o estudo pretendido. Apos a incubagao, € feita uma avaliagao macroscépica das

culturas, como se representa na Figura 37.

Caracteristicas e predominio de determinado Alteragdes do meio que rodeiam as colénias
tipo de coldnia (actividade metabdlica do M.O)

B
(Observagéo macroscoépica |
L dos meios de cultura ‘

Alteragdo de cor dos meios diferenciadores Avaliagdo conjunta do exame directo com o
(metabolismo bioquimico dos M.O) que se desenvolveu no meio de cultura

- J

Figura 37 - Parametros da avaliagdo macroscopica
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Meios de Cultura Sélidos e Liquidos
Gelose de Columbia com 5% de Sangue de Carneiro

Este meio de cultura é um meio de isolamento primario em que crescem a maioria das
bactérias !"*. A sua principal caracteristica é o uso de:

e Sangue de carneiro que permite a avaliagao da hemdlise.

Gelose de Columbia com 5% de Sangue de Carneiro com CNA

A base do meio de cultura é Gelose de Columbia com 5% de sangue de carneiro e

CNA: Colistina e Acido nalidixico.
Estes antimicrobianos selecionam o crescimento de bactérias de Gram positivo 'L
Gelose de Chocolate PolyViteX
Meio seletivo para isolamento de Haemophilus spp . As principais caracteristicas
deste meio sao:

e Base nutritiva com fatores X (hemina) e V (NAD);

e PolyViteX (fornece fator V).

Gelose de Chocolate PolyViteX VCAT3

Meio seletivo para isolamento de Neisseria spp !'*). As principais caracteristicas deste meio sio:

e Base nutritiva com factores X (hemina) e V (NAD);
e PolyViteX (fornece fator V);

e VCAT (Vancomicina, Colistina, Anfotericina B e Trimetoprim-sulfametoxazole).

A associagao destes antibioticos oferece seletividade ao meio, inibindo a maior parte das

bactérias e leveduras presentes nas amostras ['’],
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CLED (Cysteine lactose electrolyte deficient)

Meio de cultura usado frequentemente em bacteriologia em amostras de urina, pela
sua particularidade de evitar a proliferagao (“swarming”) de espécies de Proteus spp e
promover a identificacio das outras espécies !"*. As suas principais caracteristicas sio o uso

de:

e Extrato de carne, peptonas de caseinas e gelatina (nutrientes);
e Lactose (permite a detecao de organismos que a fermentem);
e Azul de bromotimol (indicador de pH);

e Fontes de eletrolitos reduzidas (minimiza a proliferacao de espécies de Proteus spp).

Hektoen

O meio Hektoen é um meio seletivo utilizado na cultura de microrganismos entéricos
Gram negativo, especialmente para o isolamento de Shigella spp e da Salmonella spp

provenientes de amostras fecais [’ As principais caracteristicas do meio sio a existéncia de:

e Sais biliares (inibem as bactérias de Gram positivo e reduzem o crescimento de algumas
bactérias de Gram negativo);

e Lactose, sacarose e salicina (fermentagao);

e Azul de bromotimol e fucsina acida (indicador de pH);

e Citrato férrico amoniacal e tiossulfato de sédio (permite detegao da produgao de

sulfureto de hidrogénio da Salmonella spp).

Neste meio é possivel distinguir nao sé coldnias de Salmonella spp pelo centro negro
(producao de H,S) das colonias incolores de Shigella spp, como detetar também coldnias de

Escherichia coli pela alteragao do pH do meio (fermentagao dos agucares presentes no meio)
[13]

XLD ( Xylose lysine Deoxycholate)

O meio de XLD possui caracteristicas que o permitem isolar e identificar as estirpes de

Shigella spp e Salmonella spp !'*). A principal composicio deste meio é:

.....

e Desoxicolato de sodio: tem agao inibitéria nas bactérias de Gram positivo;
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e Xilose: que permite distinguir a Shigella spp das outras bactérias, porque nao fermenta
a xilose;

e Lisina: que permite diferenciar a estirpe de Salmonella spp, pela descarboxilagao deste
aminoacido;

e Citrato férrico amoniacal e tiossulfato de sédio: que permitem a detegao da produgao
de sulfureto de hidrogénio pela Salmonella spp;

e Vermelho de Fenol: indicador de pH.

Neste meio é possivel diferenciar a Salmonella spp, pela formagao de um halo rosa
(descarboxilagao da lisina) e centro negro (producao de H,S), a Shigella spp pelas suas colonias
incolores e a Escherichia coli pela alteragao do pH do meio e colonias amarelas (fermentagao

da lactose e sucrose) [’]

CIN

O meio de CIN é um meio seletivo utilizado no isolamento de Yersinia enterocolitica !'*!. Os
constituintes do meio que provocam uma inibigao seletiva da maioria das bactérias de Gram

positivo e negativo sao:

¢ Manitol (fermentado pela Yersinia enterocolitica);
e Cristal violeta (inibidor bacteriano);

e Desoxicolato de sodio (inibidor bacteriano);

e Antimicrobianos;

e Vermelho Neutro (indicador de pH).

Sabouraud

O meio de Sabouraud é utilizado na cultura e isolamento de fungos provenientes de
amostras clinicas. A elevada concentragao de glucose no meio proporciona uma vantagem no
desenvolvimento dos fungos (osmotolerantes), contrariando o comportamento da maioria das
bactérias que nao toleram a elevada concentragao de glucose. Além das concentragoes de
aglcar o meio também tem um baixo pH, ideal para os fungos e prejudicial para as bactérias

[31 Os principais constituintes deste meio sao:

e Glucose;

e Peptonas (caseina e tecido animal).
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Este meio pode ser suplementado com antibioticos (ex: cloranfenicol) quando o objetivo é de

evitar o crescimento de estirpes bacterianas e promover o crescimento de fungos "’

Caldo Cérebro Coracao (Brain heart infusion)

Este € um meio de cultura nutritivo, tamponado, que contem infusdes de tecido
cerebral, cardiaco e peptonas. Estes componentes contribuem com proteinas e outros
nutrientes para o crescimento de microrganismos. Na constituicdo deste meio também
encontramos cloreto de sodio, que atua como um agente seletivo, interferindo no

desenvolvimento dos microrganismos intolerantes ao sal [',

“Cooked Meat”’

O Cooked-Meat € um meio de cultura liquido de enriquecimento, utilizado na cultura
de pequenas quantidades de amostra. A observagao deste meio permite interpretar e
diferenciar metabolismos dos microrganismos, pela formagao de gas, digestao da carne e pela
turvagao do meio. Na sua formulagao, o meio contém carne cozida, tecido animal digerido,

dextrose e cloreto de sodio '3,

Caldo GN

O caldo GN tem como objetivo promover o crescimento das bactérias de Gram
negativo. Contem hidrolisados enzimaticos de caseina e de tecido animal que fornecem os
aminoacidos e outras substincias azotadas que sustentam o crescimento bacteriano. O
manitol esta presente em elevada concentragao em detrimento das outras fontes de energia
(dextrose), para otimizar o crescimento das espécies fermentadoras de manitol Salmonella spp

e Shigella spp, limitando o crescimento de outras bactérias fermentadoras da dextrose ['’],
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Produtos biolégicos

Urina

As amostras de urina podem ser colhidas por pungao suprapubica, através de sonda,
ou por jato intermédio. O jato intermédio € colhido na primeira urina da manha, normalmente
pelo doente, existindo a necessidade de instrui-lo para que realize uma recolha adequada do
produto, tendo como finalidade evitar possiveis contaminagoes. A pungao suprapubica é um
ato médico (método invasivo), realizado em doentes com suspeita de infegao por bactérias
anaerobias ou com incapacidade de urinar. A colheita a partir de sonda vesical € utilizada em
individuos imobilizados ou incapazes de urinar. A cultura de urina por rotina é realizada nos

meios e condigoes que estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Meios de cultura para urina ['3]

Meios Atmosfera/temperatura Tempo de M.O mais frequentes
incubacao
CLED Aerobiose / 35-37°C 18-24 horas Escherichia coli, Proteus spp
Columbia ¢/ 5% Aerobiose / 35-37°C 18-24 horas Streptococcus spp, Enterococcus
de sangue de spp, Staphylococcus spp,
carneiro Escherichia coli, Pseudomonas spp

Apos o tempo de incubagao é feita uma observagao visual dos meios, seguida de uma
quantificagao das unidades formadoras de colonias (UFC), que permitem avaliar se estamos

perante uma infecio bacteriana (UFC = 10> UFC/ml).

Fezes

A anilise a este produto biologico é realizada em situagoes de suspeita de infegao
bacteriana persistente ou suspeita de infecao parasitaria. As amostras de fezes devem ser
colhidas em frascos de plastico de boca larga, estéreis, sendo que, em casos de suspeita de

infecoes de infegao parasitaria, sao feitas 3 colheitas, em dias diferentes, do produto bioldgico.
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Na chegada da amostra ao laboratorio, deve ser realizada uma avaliagao macroscopica
das caracteristicas das fezes pela observagao da sua consisténcia (solidas, pastosas ou liquidas),
assim como uma verificagao da existéncia de sangue, pus ou muco. Na rotina laboratorial,
quando ¢ pedida uma coprocultura, sao realizadas culturas e testes direcionados a pesquisa de
Salmonella spp ou de Shigella spp. Na rotina, é utilizado um meio de enriquecimento,
nomeadamente caldo GN, incubado em estufa a 37°C, durante 4 a 6 horas. O GN promove
o crescimento de Shigella spp e da Salmonella spp pela inibicio do crescimento das outras
bactérias e exige-se uma posterior repicagem em meio solido seletivo. Sempre que existir
suspeita de outros microrganismos ou é pedida uma pesquisa orientada, sao utilizados meios
de cultura especificos para o isolamento dos mesmos. Os meios seletivos, utilizados na rotina

do laboratoério, estao referidos na Tabela 10.

Tabela 10 - Meios de cultura para fezes [!3]

Meios Atmosfera / Tempo de M.O mais
temperatura incubacdo frequentes
XLD Aerobiose / 37°C I8-24 horas Salmonella spp, Shigella
spp
Hektoen Aerobiose / 37°C 18-24 horas Salmonella spp, Shigella
spp
CIN Aerobiose / 25°C 24 horas Yersinia enterocolitica
Campylosel Microaerofilia / 42°C 4 - 5 dias Campylobacter jejuni

Exsudados Purulentos e Liquidos de Derrame

E necessaria uma especial atencio ao tecido e colheita do material biolégico quando
se suspeita da presenca de microrganismos anaeroébios (puruléncia, odor putrido e tecidos
necrosados). Como tal é utilizada, na colheita, a zaragatoa (pesquisa de M.O aerobios) ou a
aspiragao em seringa (pesquisa de M.O anaerobios). Produtos biologicos obtidos por zaragatoa
sao imediatamente inoculados nos respetivos meios de cultura. Produtos bioldgicos obtidos
por aspiragao sao transportados e inoculados em anaerobiose, assim como em meio liquido
de enriquecimento (“Cooked-Meat” ou Brain-heart). Os meios de cultura utilizados e

respetivas condigoes estao referidos na Tabela | 1.
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Tabela || - Meios de cultura para Exsudadis Purulentos, e Liquidos de derrame [!3]

Meios

Columbia ¢/ 5% de

sangue de carneiro

Columbia ¢/ CNA

Chocolate ¢/
bacitracina
Sabouraud ¢/

Gentamicina e

Atmosfera /

temperatura

Anaerobiose / 37°C

Aerobiose / 37°C

Aerobiose / 37°C

Aerobiose / 25°C

Tempo de

incubacao

24 horas

24 horas

24 horas

Variado (depende da

suspeita do fungo)

M.O mais frequentes

Bacteroides spp; Prevotella
spp; Actinomyces spp;
Clostridium spp
Staphylococcus spp;
Streptococcus spp

Haemophilus influenza

Todo o tipo de Fungos

Cloranfenicol

Sangue

O sangue é um fluido bioldgico estéril. Quando existe suspeita de septicémia ou
bacteriémia, é feita a colheita dentro do periodo febril (2 a 3 locais diferentes) de 10 ml de
sangue para um frasco de hemocultura. Nas situagoes em que o doente ja tenha iniciado a

terapéutica, a colheita devera ser feita imediatamente antes da toma da proxima dose.

Os frascos de hemocultura sao colocados no aparelho automatico BacT /ALERT 3D
que agita os frascos, incuba e faz leituras periddicas para determinar a positividade da cultura.
A hemocultura é dada como negativa ao fim de 7 dias sem sinais de positividade, sendo que,
em caso de suspeita de microrganismos fastidiosos, o periodo de incubagao aumenta para 14

ou 21| dias, o mesmo ocorrendo quando solicitada a pesquisa de Brucella spp.

Em caso de positividade da hemocultura é feito um exame direto por coloragao de
Gram para facilitar a interpretagao do exame cultural e a orientagao da terapéutica, por parte
do médico. Os meios de cultura e condi¢oes utilizados na rotina estao apresentados na Tabela

12.
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Tabela 12 - Meios de cultura para sangue [!3]

Meios Atmosfera / Tempo de M.O mais frequentes
temperatura incubacdo
Columbia ¢/ 5% de Aerobiose / 37°C 24 horas Streptococcus spp;
sangue de carneiro Staphylococcus spp; Salmonella
spp; E.coli

Exsudados da Oro/Rinofaringe e Ouvidos

A colheita de exsudados Oro/Rinofaringe e Ouvidos é feita com a ajuda de zaragatoas,
sendo que para os produtos da cavidade oral é necessario cuidado para nao tocar nas paredes.
Na colheita de exsudados nasais, dever-se-a rodar a zaragatoa contra a mucosa nasal. No que

diz respeito aos ouvidos, é realizada uma terapia empirica ou colheita com zaragatoa.

A cultura de exsudados da Oro/Rinofaringe tem como finalidade identificar M.O

responsaveis por infegcao, assim como detetar portadores de Staphylococcus aureus MRSA.

Apos avaliagao primaria dos exsudados, é escolhido o meio adequado a sua cultura

Tabela 13.

Tabela 13 - Meios de cultura para Exsudados da Oro/Rinofaringe e Ouvidos ['3]

Meio Atmosfera / Tempo de M.O mais frequentes
temperatura incubacdo
Columbia ¢/ 5% de Aerobiose / 37°C 24 horas Streptococcus spp;
sangue de carneiro Staphylococcus spp; Candida
spp
Columbia ¢/CNA Aerobiose / 37°C 24 horas Staphylococcus spp;

Streptococcus spp
Chocolate c/ PolyViteX Aerobiose / 37°C 24 horas Neisseria meningitidis;
Haemophilus influenzae

Chocolate c/Bacitracina Aerobiose / 37°C 24 horas Haemophilus spp
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Exsudados Vaginais e Uretrais

Na presenca de doengas sexualmente transmissiveis, a colheita do exsudado é realizada
com a ajuda de uma zaragatoa posteriormente semeada num meio de cultura sélido. Todavia,
no caso de pesquisa de Clamydia trachomatis é realizado PCR do produto biolégico (organismo
intracelular). Em lesoes vulvares ou uretrais, apos limpeza da area lesada, devera ser feita uma
colheita, a partir da base das ulceras, obtendo-se o liquido seroso, por aspiragao, num tubo
esterilizado (pesquisa direta de Treponema pallidum em microscopia de fundo escuro). Em
mulheres gravidas é feito o rastreio de Streptococcus spp do grupo B (relacionado com infegao
graves nos recém nascidos). Numa avaliagao primaria do exsudado, é possivel detetar o
provavel M.O patolégico (Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis). As culturas destas

amostras sao realizadas nos meios e condigoes na Tabela 4.

Tabela 14 - Meios de cultura para Exsudados Vaginais e Uretrais !'’]

Meio Atmosfera / Tempo de M.O mais

temperatura incubacado frequentes

Columbia ¢/ 5% de sangue Anaerobiose / 37°C 24 horas Gardnerella
de carneiro vaginalis;

Chocolate c/ PolyViteX Anaerobiose / 37°C 24 horas Haemophilus
ducreyi

Sabouraud c/cloranfenicol Anaerobiose / 25°C 2 a 3 dias Candida spp
Chocolate ¢/ VCA 3 Atmosfera de 3a 7 % de 24 — 48 horas Neisseria

CO,/36°C gonorrhoeae

Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

Em doentes com suspeita de infecao no Sistema Nervoso Central (SNC), é realizada
uma punc¢ao lombar (ato médico) para obtengio do LCR. O produto biolégico deve ser
recolhido de forma asséptica para dois tubos estéreis (um para testes bioquimicos e outro
para contagem citologica e exame microbiologico). A pesquisa podera ser orientada para
Cryptococcus neoformans (coloragao com tinta da China) ou Treponema pallidum (serologia ou
microscopia de fundo escuro) conforme a suspeita do clinico. A amostra é colocada em meio
de enriquecimento liquido (Brain-Heart) e sao realizadas culturas em condigdes como as

especificadas na Tabela 15.
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Tabela |5 - Meio de cultura para LCR !"*!

Meios Atmosfera / Tempo de M.O mais frequentes
temperatura incubacdo
Columbia ¢/ 5% de Aerobiose / 37°C 24 - 72 horas Streptococcus pneumoniae;
sangue de carneiro Staphylococcus aureus
Chocolate c/ PoliViteX Aerobiose / 37°C 24 — 72 horas Heamophilus influenza;

Neisseria meningitidis

Aparelhos Automaticos

VITEK 2

O laboratoério esta equipado com 2 aparelhos VITEK 2, que identificam e determinam
a suscetibilidade antimicrobiana de um modo automatico. O aparelho incuba e faz leituras de
cartas de identificagao, previamente escolhidas de acordo com a suspeita do M.O. Estas cartas
sao constituidas por pogos de testes bioquimicos convencionais, identificam os M.O através
da mudanga de cor dos pogos (indicadores de pH). Estas cartas sao inoculadas com uma
suspensao microbiana (a partir de culturas puras) segundo a escala de McFarland indicada para

cada microrganismo, a leitura é realizada automaticamente por espectrofotometria  "°.

O estudo de suscetibilidade € feito por turbidimetria em cartas especificas compostas
por pogos com concentragoes definidas de antibidticos, em que é adicionada uma suspensao

do microrganismo B "1,

VITEK Ms

O aparelho automatico VITEK Ms utiliza-se na identificagao de M.O, recorrendo a
técnica de espectrometria de massa "), O aparelho realiza a leitura numa placa especifica
(metalica), inoculada com colonias dos M.O a estudar. Cada placa permite inocular um
conjunto de 16 M.O, sendo que o controlo é feito por uma estirpe ATCC, procedendo a sua
leitura apos positividade do controlo. A identificacao é feita por comparagao dos graficos

obtidos com a base de dados do aparelho.
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miniAPI

O miniAPl é um sistema semi-automatico que realiza leituras colorimétricas das
galerias de identificagao API, previamente escolhidas de acordo com a suspeita do M.O, para
identificacao de bactérias e fungos leveduriformes. O aparelho também realiza leituras por

turbidimetria das galerias para testes de suscetibilidade (antibiogramas) © '*l.

Testes Bioquimicos e Serolégicos — Manuais

Teste da Catalase

O teste da catalase é utilizado para detetar esta enzima intracelular, encontrada na
maioria dos M.O, e consiste na adigao de uma coldnia pura, com a ajuda de uma anga de
plastico, a uma gota de peroxido de hidrogénio que, em caso de positividade, liberta oxigénio
como um dos produtos finais (¢ visivel a formagao de bolhas). Este teste € utilizado na rotina
para diferenciar os géneros Streptococcus spp (negativo) de Staphylococcus spp (positivo), mas
também se usa na diferenciacao de Streptococcus spp (negativo) de Lysteria monocytogenes

(positivo) I'* "*1,

Teste da Coagulase

O teste é utilizado para detetar se a enzima coagulase é produzida pelo M.O a testar.
Consiste na adicao de uma pequena quantidade de coldnia pura a uma gota de plasma de
coelho, observando-se a formagao de um coagulo (positividade). Este teste é utlizado na rotina

para diferenciar a espécie de Staphylococcus aureus das outras espécies de Staphylococcus spp
[13, 15]

Teste da Oxidase

O teste da oxidase deteta a produgao da enzima oxidase intracelular. As bactérias que

possuem atividade do citocromo-oxidase provocam oxidagao na tira de teste (impregnada
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com indicador) que, no estado reduzido, é incolor. Todavia, desenvolve uma coloragao
purpura quando oxidada. Este teste € utilizado na rotina para diferenciar o género Pseudomonas

spp (oxidase positiva) de outras bactérias semelhantes !'* '*l,

Outros Métodos de Identificacdo

A utilizagao de outros métodos consiste na pesquisa de antigénio especifico nos
produtos bioldgicos, com a finalidade de identificar espécies de M.O responsaveis pela
patologia. No laboratoério, sao utilizados kits comerciais que se baseiam em testes
imunocromatograficos para detecao de antigénios (Clostridium difficile, Plasmodium spp,

Legionella spp), e a técnica de aglutinagio recorrendo ao uso de antisoros (Salmonella spp) !'*

15]

Testes de Suscetibilidade aos Antibioticos Manuais

A determinacao de testes de suscetibilidade microbiana a antibidticos é realizada de

acordo com os seguintes métodos:

Método de Difusiao

O método de difusao é realizado pela técnica de Kirby Bauer, utilizando o meio de
Mueller Hinton. E realizada uma suspensio a partir de uma cultura pura, segundo a escala de
McFarland adequada para o microrganismo e inocula-se o meio. Colocam-se no meio os discos
de antibiético a testar cada um dos quais impregnados com concentragdes conhecidas ',
Apos incubagao de |8 a 24 horas, os halos de inibicao de crescimento sao medidos em
milimetros e comparados com as guidelines da EUCAST ou CLSI, permitindo classificar a

bactéria como sensivel, intermédia ou resistente.

E - Teste

O processo é semelhante ao descrito no método de difusao, exceto no que diz
respeito aos antibioticos. Os antibioticos neste métodos vém impregnados em tiras de plastico
num gradiente de concentragao conhecido. Apds incubagao, observa-se uma zona eliptica de

.....

da zona eliptica com a escala da tira ['*.
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Infecao por Micobactérias

As micobactérias sao bacilos acido- dlcool resistentes, sendo Mycobacterium tuberculosis,
agente etiologico da tuberculose, a espécie mais estudada. Quando pedida a pesquisa de
micobactérias no laboratorio, os produtos biolégicos usados sao expetoragao, aspirados
brénquicos e lavados bronco-alveolares. E importante referir que este material é processado
numa camara de fluxo laminar para evitar possiveis contagios. O produto biologico é
submetido a um processo de descontaminagao/homogeneizagao que inibe o crescimento
bacteriano indesejavel assim como homogeneiza a amostra (por agao mucolitica). Apos este

processo, a amostra liquefeita é neutralizada e centrifugada para obten¢ao das micobactérias.
A partir do sedimento faz-se:

e Observagao ao microscopio, apos coloragao de Tan-Thian-Hok;

¢ |noculagao em tubo BBL MGIT (Mycobacteria Grow indicator tube) e colocado no sitema
BacTEC MGIT 960 a 37°C durante 42 dias;

e Cultura em meio Lowenstein-Jensen a 37°C no escuro durante 42 dias (observagao das

culturas a cada | semana).

Nos casos de positividade para micobactérias nos testes referidos, sio realizados

estudos moleculares para determinar a espécie de micobactéria em causa ['* '],

Parasitologia

No que diz respeito a pesquisa de parasitas, os produtos biologicos que chegam ao

laboratorio com mais frequéncia sao as fezes e sangue.

No exame parasitologico de fezes, logo apos a chegada do produto bioldgico ao
laboratorio, é realizado um exame macroscopico, onde deve ser observada a consisténcia, a
presenga de muco e/ou sangue e a existéncia de parasitas ou dos seus fragmentos. Realizada
a observagao macroscopica, € feita a observagao microscopica por exame direto. Esta consiste
na colocagao de uma amostra de fezes frescas entre lamina e lamela (se as fezes forem
consistentes, adiciona-se uma gota de solugao salina), e, pelo método de Ritchie que consiste
na centrifugagao da amostra, ressuspensao do sedimento e adigao de uma gota entre a lamina
e lamela (adicionando lugol). Inicialmente a preparagao é observada na objetiva de menor

ampliagao (10x), mas, percorrendo toda a lamina, na pesquisa de parasitas de maior tamanho,
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tais como ovos, larvas ou seres adultos. Apos esta primeira observagao, € realizada uma
segunda, com a objetiva de 40x, para pesquisa de parasitas de menor tamanho tal como
quistos. E importante informar o doente sobre os cuidados a ter com a alimentacio, pois
alimentos fibrosos, com pequenas sementes ou granulos, interferem na observagao

microscopica, pela sua semelhanga a estruturas parasitarias ',

O exame parasitoldgico de sangue é realizado em casos de suspeita de Plasmodium spp,
e faz-se por gota espessa (coloragao de Giemsa) e por esfregago sanguineo (coloracao de
Wright). Também sao realizados exames diretos em casos de suspeita de Trypanosoma spp e

Leishmania spp .

Controlo de Qualidade

Controlo de Qualidade Interno

No laboratorio sao utlizadas estirpes padrao ATCC (“American Type Control
Collection), provenientes de uma colegao de microrganismos conhecidos, que sao analisadas
em paralelo com as amostras de doentes. Este tipo de controlo permite avaliar o grau de

precisao na identificagao feita pelos métodos automatizados.

Controlo de Qualidade Externo

O laboratorio participa no programa “U.K National External Quality Assessment Schem
for Microbiology (NEQAS) ” que consiste no estudo microbiologico de quatro amostras
liofilizadas, recebidas mensalmente e processadas em conjunto com as amostras dos doentes.
Os resultados sao enviados a instituicao de referéncia que os avalia. Deste modo, é comparada
a precisao e exatidao dos métodos microbiolégicos utilizados em laboratorios distintos e sao
conhecidas as distribui¢oes de frequéncia dos resultados em fungao das condi¢oes em que se

processaram.
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Conclusao

Durante o estagio curricular e elaboragiao do relatério de estagio, foram aplicados os
conhecimentos, tanto tedricos como praticos, adquiridos durante os dois anos em que
frequentei o Mestrado em Andlises Clinicas. Possuindo como base uma licenciatura
direcionada para a investigagao, escolhi este Mestrado com a intengao de adquirir
conhecimentos nos processos e metodologias que sao aplicados, atualmente, na rotina
laboratorial. Ao abordar durante estes dois anos, variadissimos temas, consegui aperceber-me
do dinamismo e cumplicidade que tem de existir entre as mais diversas areas da salude para

chegar a bons resultados e a boas interpretagoes bioldgicas.

Grande parte do estagio foi realizado no laboratério CSMC onde fui muito bem
integrado. Acompanhado por toda a equipa profissional, foi-me permitindo uma aprendizagem
serena no exercicio da rotina diaria. Foi-me dada a oportunidade de contactar com aparelhos
automaticos, reproduzir técnicas manuais e integrar-me em toda a dinamica de cada sector
contribuindo o decorrer do estagio para a minha independéncia nos processos de cada sector.
Fui presenteado com a opgao de complementar e finalizar o meu estagio no CHUC, proposta
que imediatamente aceitei. Fui afavelmente recebido e acompanhado por todos os
profissionais, tendo consolidado e adquirido novos conhecimentos sobre o sector que mais
aprofundei neste trabalho. E importante referir que esta experiéncia no CHUC foi Gnica e
tendo em consideragio o historial e a importincia deste Hospital no Pais, sinto-me

particularmente honrado por ter estagiado nesta instituigao.

Apos a conclusao do Mestrado em Analises Clinicas, sinto que completei algo que
faltava ha minha visao e interpretagao da area salide na sociedade. Ao terminar este percurso
da minha vida, tenho a certeza que quero trabalhar na drea da saude, com a convicgao que

este Mestrado tera um grande impacto nas minhas futuras escolhas profissionais.
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