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“Far better is it to dare mighty things, to win glorious
triumphs, even though checkered by failure... than to rank
with those poor spirits who neither enjoy nor suffer much,
because they live in a gray twilight that knows not victory nor

defeat.”

Theodore Roosevelt
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Resumo

E recomendado comecar a montar um puzzle pelos quatro cantos do retingulo.
Descobrimos o local correto das pegas pelos tons que a constituem e pela sua forma.

Deste modo, as quatro valéncias das andlises clinicas: a bioquimica, a microbiologia, a
hematologia e a imunologia; funcionam para o médico como a forma e a cor funcionam para
quem esti a montar o puzzle. E, a partir da informagio conseguida pelos testes e
observagoes realizadas no laboratério, que o médico fica com a capacidade de fazer um
diagnostico.

Os laboratoérios clinicos tém assim a fungcao de “transformar” as variadas amostras
em valores que o clinico vai interpretar e confirmar ou nao o diagnostico de que suspeitava.

Tive a oportunidade de realizar o estagio curricular no Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra Francisco Gentil. Nestes sete meses vivi o quotidiano de uma rotina
hospitalar onde enriqueci e desenvolvi conhecimentos (tedricos e praticos) nas quatro
valéncias das andlises clinicas. Neste relatorio retrato a minha experiéncia neste estagio e
nos respectivos sectores referidos anteriormente. O sector de microbiologia e de
hematologia despertaram um interesse particular em mim, e por isso, tive a oportunidade de
aprofundar os meus conhecimentos nestas duas valéncias.

Descrevo ainda o controlo de qualidade realizado nestes sectores, uma atividade que

contribui para garantir que as determinagdes realizadas sejam crediveis e fidveis.



Abstract

It is recommended to start building a puzzle by the four corners of the rectangle. The
correct places for the pieces are discovered parts of by their shape and colors.

Thus the four valences of clinical analysis: biochemistry, microbiology, hematology
and immunology; work for the doctor as the shape and color work for anyone building the
puzzle. It is based on information obtained by tests and observations made in the laboratory
that the doctor gets the ability to make a diagnosis or confirm suspicions thereof.

Clinical laboratories as well have a role in "transforming" the varied samples in
quantities that the doctor will interpret and use to make a diagnosis.

| had the opportunity to perform the curricular training in Instituto Portugués de
Oncologia Francisco Gentil in Coimbra. In these seven months | lived the daily routine of a
hospital where | enriched and developed knowledge ( theoretical and practical ) in the four
valences of clinical analysis. This report describes my experience in this curricular training in
the sectors mentioned above. The sectors of microbiology and hematology awakened
particular interest in me, and so | had the opportunity to deepen my knowledge in these two
areas .

It is also described the quality control carried out in these areas, which helps to

ensure that the determinations are credible and reliable.
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I. INTRODUCAO

O cancro é considerado uma das principais doengas do século XXI. E responsavel por
cerca de 25 mil mortes em Portugal, o que o coloca no segundo lugar das causas de morte
no nosso pais. O facto de o nimero de casos de doentes oncoldgicos ter aumentado nos
ultimos anos, tornou a prevengao, o diagndstico e a procura pela cura como objetivos
primordiais do Sistema Nacional de Saude. [1]

Como tal, a importiancia dos Institutos Portugueses de Oncologia (IPO) tem
engrandecido nos ultimos anos. Os |IPOs sao centros que prestam servigos relacionados
com a oncologia, desde o rastreio, diagndstico, tratamento até aos cuidados continuados.
Além disso, possuem ainda uma vertente relacionada com a investigagao e o ensino.

O IPO de Coimbra foi fundado em 1953 pelo Professor Doutor Luis Raposo, numa
pequena vivenda que mais tarde foi demolida, tendo os servicos sido transferidos para novas
instalagoes com o intuito de dar uma resposta mais eficiente e eficaz aos doentes.

Além dos cuidados médicos também o bem-estar dos doentes é uma das prioridades
do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra. Sabendo que o cancro é uma doenga
croénica limitante, que leva ao desgaste fisico e mental do doente e das pessoas ao seu redor,
torna-se imprescindivel ter servicos que consigam dar respostas atempadas e que
dignifiquem a necessidade do doente.

O Servigo de Patologia Clinica (SPC) é um dos muitos servicos integrados no IPO de
Coimbra, que tem como objectivo obter respostas para ajudar o clinico no diagnostico,
controlo e monitorizacao dos doentes.

No ambito do estagio realizado para obtengao do Mestrado em Anadlises Clinicas, tive
a oportunidade de passar pelas quatro areas do SPC do Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra: Microbiologia, Bioquimica, Hematologia e um sector que engloba a Imunologia,
Serologia e a Hormonologia.

Foi uma experiéncia que me permitiu ter um contato direto com a clinica e com a
rotina hospitalar, onde coloquei em pratica os conhecimentos teodricos que fui adquirindo ao
longo da frequéncia do Mestrado e alcancei novos saberes devido ao apoio extraordinario
que obtive por parte de todos os elementos do Servico de Patologia Clinica do IPO de
Coimbra. Para além de ter contribuido para a minha experiéncia profissional, este estagio
também me permitiu enriquecer pessoalmente. A vivéncia diaria com um meio hospitalar
faz-nos crescer e mesmo sem repararmos, as nossas prioridades sofrem pequenas mutagoes

silenciosas que felizmente, contribuem para a nossa evolugao.
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Neste estagio também tive a oportunidade de visitar as enfermarias, caracterizadas
por ambiente denso, carregado de farmacos, de calafrios,onde, por vezes, somos vistos
como uma forma de consolo, alguém com quem o doente pode falar e ai a sensagao de
conseguirmos tornar o peso do cancro mais leve durante cinco minutos € uma lufada de ar
fresco.

A sala de colheitas foi outro local que me conferiu a vivéncia direta com o doente.
Aqui estes nao se encontravam tao frageis, mas muitas das vezes ainda revoltados e onde a
expressao “porqué isto a mim” era dita e sentida frequentemente.

Dos varios sectores onde estive durante pelo menos um més a absorver saberes e a
desenvolver competéncias, escolhi dois para aprofundar: o da Microbiologia e o da
Hematologia. E uma paixdo antiga o fascinio sentido pela Microbiologia, que nem sempre é
visivel a olho nu mas que tem uma importincia no nosso quotidiano inversamente
proporcional ao seu tamanho. Por outro lado, a Hematologia, € uma area deslumbrante,
com um poder enorme na decisao do clinico, que também cativou o meu interesse desde o

primeiro dia no sector.



2. CARACTERIZAGCAO DO SERVICO DE
PATOLOGIA CLINICA

O servigo de patologia clinica do IPO de Coimbra localiza-se no Edificio da Oncologia
Médica, sendo o Dr. Frederico Monteiro Valido o atual responsavel pelo servico no qual
trabalham 28 pessoas.

O nlimero de doentes que o servigo atende diariamente compreende, por norma, os
250 e os 300 pacientes. O primeiro contacto do doente com o SPC ocorre na
rececao/secretaria. Neste local é realizado o registo informatico do doente a partir do
numero do seu processo e o registo das andlises pedidas pelo médico. Cada doente recebe
um ndmero e uma letra de A a G que corresponde ao dia da semana (sendo o A a letra
correspondente a segunda-feira e o G a domingo).

Existe ainda uma sala onde sao realizadas as colheitas de sangue por parte dos
técnicos superiores aos doentes de ambulatério e onde os doentes entregam os produtos
que sao colhidos em casa (como por exemplo, urina de 24horas). As amostras que provém
do internamento também sao rececionadas na sala e sofrem o mesmo processo de registo.

ApOs o registo e a colheita das amostras, estas sao distribuidas pelas diferentes areas
do SPC: Microbiologia, Bioquimica, Hematologia e um sector que engloba a Imunologia,
Serologia e a Hormonologia.

Devido a existéncia de quatro valéncias tao distintas, ha uma grande diversidade de
produtos que sao tratados no SPC. A amostra mais comum e que ¢é utilizada na maioria dos
sectores € o sangue/soro, mas existem outro tipo de amostras como a urina que € a
amostra mais frequente no sector de Microbiologia, mas também ¢é utilizada para a
determinagao de metabolitos noutros sectores. Com menos frequéncia aparecem amostras
tecidulares como os ganglios e as biopsias.

De forma a dar uma resposta eficiente e rapida, o SPC possui varios equipamentos
que facilitam o trabalho dos especialistas e técnicos. Na tabela |, estao indicados os

equipamentos que fazem parte do laboratoério.



Tabela I. Equipamentos existentes no SPC do IPO de Coimbra

Test | BCL da ALI FAX®
LH 750 Beckman Coulter
Cytomics fc 500 Beckman Coulter

HEMATOLOGIA Aerospray® 7150 Hamtology Slide Stainer Cytocentrifuge
da WESCOR®

GeneXpert® da Cepheid (equipamento partilhado)
ACL TOP® CTS 500 da Instrumentation Laboratory

RapidLab® 1265 da SiemensTM
RapidChem™ 744 da Bayer™
Reflotron® Plus da Roche Diagnostic™

BIOQUIMICA Cobas® 6000 da Roche Diagnostic™
Cobas® c311 da Roche Diagnostic™
ABL 800 Flex da Radiometer® (2)
Shimadzu Spectrophotometer UV-120-02
MedicaPro

Cobas €601 Analyser® da Roche™
Ligison® da DiaSorin™
Centaur® da Siemens™

Kryptor® Brahms™

IMUNOLOGIA, SEROLOGIA E Immulite 2000 XPi® da Siemens™
HORMONOLOGIA Immulite 2000® da Siemens™
BN-pré Spec® da Siemens™

VIVA- E® da Siemens™

ImmunoCAp® da ThermoScientific™
Hydrasis® da Sebia™

LKB Wallac 1272 Clini Gamma Counter

BD Bactec™ 9050 Blood Culture System

Vitek®2 Compact |5 da bioMérieux™

Cobas® u41 | da Roche Diagnostic™
MICROBIOLOGIA ATB Expression® da bioMérieux™

Camara de fluxo laminar Forma Scientific

GeneXpert® da Cepheid (equipamento partilhado)




2.1. Sector de Microbiologia

Neste sector faz-se a analise bacteriologica, micolégica e parasitoldgica de diversas
amostras.

E um sector que ainda tem uma grande vertente de trabalho manual, desde a
sementeira dos diversos produtos, as coloragoes, a observagao ao microscopio e ainda a
realizagao dos antibiogramas.

As diversas amostras requerem uma colheita, um transporte e um processamento

especializados/adequados.

i) Urina

As infegoes do trato urinario sao as mais comuns na populagao. A mulher, devido a
razoes anatomicas e fisiologicas, tem uma maior predisposicao para este tipo de infegoes.

Quando a infegao se localiza na bexiga é designada como cistite, por sua vez se atingir
o trato urinario superior designa-se por pielonefrite.

A colheita da urina para a realizagao da urocultura segue alguns principios. Na maioria
dos casos € o proprio doente que faz a colheita, pois deve ser a primeira urina da manha
e s6 deve compreender o jato intermédio da urina. [2]

Existem outros métodos de colheita de urina:

- Pungao de cateter urinario;

- Pungao supra-pubica;

- Saco coletor em criangas;

- Drenagem de nefrostomia /ureterostomia.

A andlise da urina divide-se em duas partes. Uma é a andlise sumaria também
designada de andlise de urina do tipo Il, que permite avaliar a presenga ou auséncia de
determinados parametros como proteinas, nitratos, glucose e determinar outros
parametros como o pH e a densidade. Realiza-se recorrendo a tiras impregnadas de
reagentes, designadas de Combur Test. A tira é mergulhada na urina, escorrida e a cor
correspondente a cada reac¢ao quimica € avaliada no equipamento apropriado, o Cobas
u41|.Para este exame quimico, é utilizada urina nao centrifugada. Realiza-se também uma
andlise macroscopica a urina onde se avalia a sua cor e turvagao.

Para além desta avaliagao, € realizado o exame direto a fresco, ou seja, a observagao

ao microscopio do sedimento urinario apos centrifugagao da urina. Este exame serve para
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averiguar a existéncia de leucocitos, células epiteliais, eritrocitos, cilindros e cristais. Deve
ser efetuado utilizando uma ampliagao de 10x; mas no caso de existirem cilindros, deve
ser utilizada uma ampliagao de 40x. [2] Por razoes praticas esta analise quimica da urina é
realizada no sector de Microbiologia e nao no sector de Bioquimica.

A outra parte da andlise da urina designa-se por urocultura e consiste na
quantificacao dos microrganismos presentes na urina. A urina é semeada em dois meios
de cultura, CLED (cistina, lactose, défice em electrolitos) e CNA (Colistina e Acido
nalidixico) segundo dois planos perpendiculares, utilizando uma ansa calibrada de 10pL.
Os meios sao incubados em aerobiose, a 37°C durante 18 a 24 horas. [3]

E no meio CLED que se realiza a analise quantitativa, sendo consideradas positivas as
amostras com uma quantidade de colénias superior a 10° UFC/mL (1000 colénias quando
se utiliza uma ansa calibrada de 10 pl). Amostras que contém mais de 3 coldnias
diferentes e tém uma contagem inferior a 10° UFC/mL sio consideradas
polimicrobianas/contaminagao. [2]

O meio CLED contém lactose, que permite diferenciar os microrganismos
fermentadores dos nao fermentadores, uma vez que, quando os microrganismos realizam
a fermentacao da lactose acidificam o meio e este muda de cor, de azul para amarelo. As
bactérias nao fermentadoras apresentam-se na forma de colonias azuis, verdes ou
incolores enquanto as fermentadoras adquirem uma cor amarela. O facto de este meio
ser deficiente em eletrdlitos impede o swarming de microrganismos como é o caso do
Proteus spp.. [2;3;4]

O meio CNA é um meio seletivo que possui dois antibidticos na sua composigao, o
acido nalidixico e a colistina que impedem o crescimento de bactérias Gram negativo,
sendo por isso considerado um meio seletivo para bactérias Gram positivo. O facto de

conter sangue de carneiro, permite verificar a ocorréncia de hemolise. [3]

ii) Hemoculturas

O sangue é um tecido liquido estéril e a presenga de microrganismos é sempre de
valorizar. Dai a importancia da sua detegao o mais rapido e rigorosamente possivel.

Para a colheita destas amostras é necessario um cuidado redobrado para minimizar a
probabilidade de contaminagao, por isso o local de pungao deve ser desinfetado com dois
desinfectantes diferentes. [2;5] As amostras de sangue sao inoculadas em frascos de
cultura (hemoculturas), que contém um meio liquido com tripticase de soja. A quantidade

de sangue colhida deve variar entre os 6 e os 10 mL, mantendo a proporgao de I:5
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relativamente ao meio. [2] Os frascos de cultura sao colocados no sistema automatizado,
BD Bactec™ 9050 Blood Culture System. Este equipamento deteta o crescimento
microbiano através do aumento de fluorescéncia causado pela libertagao de CO, que
resulta da metabolizacdo dos substratos presentes no meio pelos microrganismos.
Quando ocorre metabolizagao dos substratos, ha producao de CO, e consequentemente
ha alteragao da fluorescéncia que é detetada pelo equipamento. [3;5] Nao havendo
crescimento bacteriologico, as amostras ficam no sistema automatizado durante 7 dias,
tempo apos o qual se conclui a sua negatividade. No caso de amostras para pesquisa
micologica, estas devem cumprir um periodo de incubagao de 14 dias, em frascos
proprios para o efeito, até serem dadas como negativas.

Quando as amostras sao positivas realiza-se um exame direto e subculturas para um
meio solido a partir dos frascos de hemoculturas. No caso do exame direto, as amostras
sao coradas pela técnica de Gram e observadas ao microscopio. Para a realizagao da
subcultura as amostras sao semeadas em meio de gelose de sangue (COS) pela técnica de
esgotamento do produto a superficie do meio soélido, e incubadas em atmosfera de CO,
(capnofilia) a 37°C até 48h. [2] A gelose de sangue é um meio diferencial que permite o
crescimento de variados microrganismos incluindo os microrganismos fastidiosos, para
além de que possibilita a visualizagdo da hemolise uma vez que tem como suplemento o

sangue de carneiro que fornece o fator X (heme). [3]

Fezes

-
N’

O trato gastrointestinal, principalmente o intestino e o célon sao zonas ricas em flora
microbiana. Por vezes, e apesar da existéncia de barreiras naturais do organismo contra
os microrganismos invasores, ocorrem perturbagoes gastrointestinais. Frequentemente
os médicos generalistas deparam-se com casos de diarreia aguda.

A amostra deve ser colhida para um recipiente estéril e nao deve sofrer refrigeragao.
Devem ser colhidas amostras em trés dias consecutivos, pois a emissao dos
microrganismos nao é continua. [2;3] Por rotina, nestas amostras realiza-se uma

coprocultura, que consiste num exame bacterioldgico para pesquisa de Salmonnella spp.,
Shigella spp. e Campylobacter spp.. Caso haja necessidade de pesquisar outros
microrganismos o laboratoério deve ser informado.

As amostras para pesquisa de Salmonnella spp. e Shigella spp. sio semeadas em meio
Hektoen (HEK) pela técnica de esgotamento do produto a superficie e incubadas em

aerobiose, a 37° durante 24 horas. O HEK é considerado um meio seletivo e diferencial.
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Este meio é constituido por sais biliares que inibem o crescimento de bactérias Gram
positivo e de algumas bactérias Gram negativo, tendo ainda na sua composigao trés
hidratos de carbono, a lactose, a sacarose e a salicina que nao sao utilizados pela Shigella
spp. nem pela Salmonella spp. permitindo dessa forma a diferenciagio destes
microrganismos relativamente a outros que os utilizam como a Escherichia coli. A fucsina
acida e o azul de bromotimol funcionam como indicadores de pH, sendo que na presenga
de microrganismos fermentadores o meio muda de cor para salmao/amarelo. No caso
dos microrganismos nao fermentadores, como é o caso das bactérias que pesquisamos
neste exame, mantém-se inalterado.

Este meio possui ainda tiossulfato de sédio e citrato de amonio férrico, que
permitem a produgao de H,S por parte da Salmonella spp., surgindo as colonias com um
centro negro sendo assim possivel distingui-la da Shigella spp..[3]

As amostras sao ainda inoculadas em Caldo de Selenito e incubadas em aerobiose a
37°C. Este caldo é um meio seletivo para Shigella spp. e Salmonella spp. nas primeiras 24
horas, uma vez que é toxico para a maioria das Enterobacteriaceaes. Apos esse periodo
perde a selectividade. [2;3]

No caso da pesquisa do Campylobacter spp., a amostra tem de ser semeada em meio
CAMP, um meio seletivo para este microrganismo, que inibe o crescimento da flora
normal comensal do trato gastrointestinal devido a presenca de antibiéticos e antifiingicos
no meio. A amostra deve ser incubada a 42°C, durante 72 horas em microaerofilia, no
entanto deve proceder-se a sua andlise as 24 horas e as 48 horas. [3]

Para o diagnostico rapido de Campylobacter spp. € utilizado um teste
imunocromatografico o RIDA® Quick Campylobacter, que se baseia na detegao qualitativa
de antigénios do Campylobacter jejuni e do Campylobacter coli.

O Clostridium difficille € uma bactéria responsavel por colites pseudomembranosas e
diarreias graves devido a associagao de antibioticos, uma vez que estas associagoes de
antibioticos diminuem a flora comensal permitindo a proliferagao deste microrganismo. O
Clostridium difficille produz duas toxinas: a toxina A, que é uma enterotoxina e a toxina B
que € uma citotoxina. Estas toxinas sao responsaveis por causar danos no hospedeiro.

No sector de Microbiologia do IPO de Coimbra a pesquisa de Clostridium difficille s6 é
efetuada em amostras diarreicas e em situacdes pedidas por parte do especialista. E
utilizado o teste RIDA® Quick Clostridium difficile GDH como teste de triagem. E um
teste imunocromatografico que permite a detegao qualitativa de glutamato desidrogenase

do Clostridium difficile. As amostras que sao positivas, segundo este teste, sao
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posteriormente analisadas no GeneExpert que pesquisa a toxina B pelo método de real
time- PCR. [7]

No caso dos exames parasitologicos, também devem ser colhidas trés amostras em
dias consecutivos, para contentores secos e sem misturar as amostras. A amostra nao
deve vir contaminada com urina. Primeiramente, é realizado um exame macroscopico,
onde é avaliada a consisténcia, a cor, a presengca de muco ou sangue e a presenga de
parasitas. Posteriormente é realizado um exame microscopico apos concentragao da
amostra pelo método de Ritchie, que permite concentrar num pequeno volume, ovos,
quistos, larvas que se encontram numa maior quantidade de fezes. [5]

Por vezes, também é pedida a pesquisa de sangue oculto nas fezes. Esta andlise é
efetuada recorrendo ao Chemtrue® teste One-Step FOB, que é um teste rapido,
imunocromatografico que permite, através da observagao da respetiva tira, a detegiao da
presenca de hemoglobina humana nas amostras fecais. Auxilia no diagnéstico de
perturbagoes gastrointestinais inferiores como o caso do cancro colo-rectal, pélipos e
adenomas.

O dispositivo para a realizagao do teste contém uma tira que se encontra revestida
com um anticorpo anti-hemoglobina humana na regiao T (teste) e um anticorpo de cabra
anti-rato na regiao C (controlo). A amostra é colocada num pog¢o que contém um
anticorpo anti-hemoglobina. Esta mistura ascende ao longo da membrana cromatografica
por capilaridade. Os testes sao considerados positivos, quando aparece uma banda
colorida na zona T. A fiabilidade do teste é indicada pelo aparecimento de uma banda
colorida na zona C.

Na figura | estao representados os varios resultados que podemos obter neste teste.

FOB FOB FOB FOB FOB
ot C J— C — C Cc Cc
—
T pu— T —_— T
.-
s S | s ) S | s |
= = O O
Positive Negative Invalid
Figura |. Representacdo dos possiveis resultados do teste de pesquisa de sangue oculto utilizando o

Chemtrue® teste One-Step FOB
(Fonte: http://www.inter-chemical.com/products.asp?ID=39)



iv) Expectoracao e outras secrecoes respiratorias

O sistema respiratorio apresenta variados mecanismos de defesa contra as infecgoes:
tosse, cilios nasais, secregcoes de factores antimicrobianos.

Apesar da maior parte das infecgOes respiratorias surgir em picos sazonais, este tipo de
amostra chega ao laboratério todo o ano.

Para o estudo de infecoes do tracto respiratorio ha uma grande variabilidade de
amostras:

- Expectoragao;

- Aspirados bronquicos;

- Lavado/Escovado bronquico.

A amostra de expectoragao € a mais frequente. A colheita deve ser realizada logo
pela manha, pois durante a noite as secre¢oes acumulam-se nas vias respiratorias
obtendo-se uma amostra mais rica. Também devem ser colhidas trés amostras em dias
consecutivos, pois a emissao de alguns microrganismos nao é continua.

As amostras sao observadas ao microscopio apos coloragao de Gram, sendo que a
qualidade da mesma é definida pela presenca de leucdcitos e células epiteliais. Na
observagao através da ampliagao de 10x, seguindo as diretrizes das Tabela de Murray e
Washington (consultar anexos), amostras contendo pelo menos 25 leucdcitos e no
maximo |0 células epiteliais devem ser aceites para a analise e observadas na ampliagao
de 50x de imersao, como é o caso da amostra apresentada na figura 2. Por outro lado,
amostras que contém mais de 25 células epiteliais por campo devem ser rejeitadas, como
€ o caso da amostra apresentada na figura 3. [2]

Estas amostras sao semeadas pela técnica de esgotamento do produto a superficie do
meio solido em trés meios de cultura: COS, PolyviteX (PVX) também designada como
gelose de chocolate e em gelose de Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina.

O PVX é um meio enriquecido nao seletivo que se destina ao crescimento de
microrganismos mais exigentes, € uma variante da gelose de sangue onde os eritrécitos se
encontram lisados apos aquecimento a 60 °C. [5;6] O facto dos eritrécitos estarem
lisados permite o crescimento dos Haemophilus, pois estes microrganismos necessitam de
dois factores de crescimento, o Factor X (heme) e Factor V (NAD) que estao presentes
no interior dos eritrocitos e, apds a lise destes, estes factores sio libertados, podendo

ser utilizados pelos microrganismos. [6]
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O meio de Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina € um meio com elevadas
concentragoes de hidratos de carbono, que favorece o crescimento de diversos fungos
leveduriformes e filamentosos.

Os trés meios, COS, PVX, e Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina apds serem

semeados devem ser incubados em aerobiose, a 37°C durante 24 horas.

Figura 2. Gram de uma secrecdo
respiratoria de boa qualidade: elevado
nimero de leucoécitos e flora bacteriana
abundante

( Fonte: SPC do IPO de Coimbra)

Figura 3. Gram de uma secrecdo respiratéria de
fraca qualidade: observa-se um elevado nimero de
células epiteliais

(Fonte: SPC do IPO de Coimbra)

v) Exsudados (genitais, auriculares, de feridas)

Os exsudados vaginais sao colhidos com o auxilio de uma zaragatoa que deve ser
transportada no meio de Stuart modificado.[3] A amostra é semeada em COS, PVX e em
meio de Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina. [2] O processamento deste tipo de
amostras inclui ainda um exame direto a fresco com observacao entre lamina e lamela
com 0.5% de NaCl utilizando a ampliagao de 40x e um exame direto apds coloragao de
Gram utlizando a ampliagio de 50x de imersao. O objetivo do exame a fresco é a
observagao de leucocitos, flora (no caso da Trichomonas vaginallis é possivel verificar o
movimento da mesma devido ao facto de possuir flagelos) e de clue cells (apresentadas na
figura 4), células epiteliais cobertas de bactérias que sao comuns em infegoes por
Gardnerella vaginalis e Mobilluncus spp.. Na coloracao de Gram, podemos observar

leucécitos, flora microbiana existente e clue cells. [3]
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Figura 4. Presenca de Clue cells num exsudado vaginal
( Fonte: SPC do IPO de Coimbra)

Outro teste utilizado para a identificagao destes microrganismos, é o teste de Whiff
(teste deKOH). E um teste simples, que consiste em confirmar se apos a adicio de KOH
a 10% a amostra surge um cheiro pérfido caracteristico. Se sim, o teste é dado como
positivo. [3]

Os exsudados purulentos que provém de feridas, abcessos, fistulas (etc.), colhidos com
zaragatoa sao semeados em gelose de sangue, gelose de chocolate e em gelose de
Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina e incubados em aerobiose, a 37°C, durante
24 horas. E realizado apenas o exame direto com coloragio de Gram. [2]

Caso a amostra seja colhida e transportada em condigoes de anaerobiose, ou seja, a
amostra é colhida em agulha e colocada no Portagerm™ deve realizar-se a pesquisa de
microrganismos anaerdbios. O Portagerm™ é um meio de transporte em forma de gelose
tamponada que contém um reagente redutor. Este agente redutor, a resazurina, permite
detetar a presen¢a ou auséncia de oxigénio, pois na presenca de O, é oxidado e
apresenta uma coloragao azul.

Estas amostras devem ser inoculadas em meio Schaedler gelificado e incubadas em
atmosfera anaerdbica (deve ser realizado um controlo numa atmosfera aerodbia). Este
meio € utilizado para o isolamento de anaerodbios estritos, sendo altamente nutritivo
(possui hemina e L-cisteina), e nao sendo um meio seletivo.

Se a visualizagao ao microscopio da amostra colhida em zaragatoa sugerir a presenga de
microrganismos anaerdbios, também se deve semear a amostra em meio Schaedler

gelificado. [3]
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vii) Outros liquidos biologicos

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é considerado uma amostra urgente, pois a infec¢ao
das meninges é uma infec¢ao grave com uma elevada probabilidade de morte e por isso o
seu processamento deve ser imediato.

O LCR é colhido por pungao lombar e deve ser imediatamente transportado para o
laboratorio sem refrigeragao. O aspeto macroscépico do liquido deve ser tido em
atengao.

A centrifugagao é idéntica para todos os liquidos, 10 minutos a 3.000 x g. Apos a
centrifugacao realiza-se o processamento das amostras. [2]

Os sedimentos das respetivas amostras devem ser semeados em meios COS, PVX e no
meio de Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina. A incubagao deve ser em aerobiose,
a 35°C — 37°C durante 24 horas em capnofilia. Também é, sempre, preparado um
esfregago que é corado pela técnica de Gram e observado ao microscopio. Devido ao
facto de serem liquidos estéreis, qualquer microrganismo que seja observado é

valorizado. [2;3]

vi) Ponta de cateter

A ponta de cateter deve ser transportada nhum contentor seco e devera medir 4 cm
para efeito de padronizagao e valorizagao das culturas. No laboratorio é semeada em
gelose de sangue por rolamento do cateter no meio de cultura. Sao consideradas
positivas, as culturas que, apds 24h apresentem no minimo |5 coldnias (se o cateter
medir os 4cm). [2] O cateter é colocado em Caldo de Schaedler, e apos 24 horas €
repicado para gelose de sangue (COS). Caso apresente turvagao € preparado um
esfregago para ser corado pela técnica de Gram.

O Caldo de Schaedler tem uma composigao semelhante ao meio Schaedler em gelose.
Possui na sua composicao hemina, extrato de levedura, vitamina K3, L-cistina e glucose
em elevadas concentragoes que facultam o crescimento de microrganismos

fastidiosos/anaerdébios. [3]

vii)  Biopsia para pesquisa de Helicobacterpylori

As amostras para pesquisa de Helicobacter pylori sao enviadas para o Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA). Estas amostras sao obtidas a partir de uma biopsia

gastrica de individuos que tém uma elevada probabilidade de serem portadores, ou de
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individuos que ja estao rastreados como tal. Sao transportadas em Portagerm pylori, um
meio semi-gelosado constituido por uma base peptonada, por elementos que permitem a
conservagao do microrganismo e por uma mistura de antibioticos que impedem o
crescimento e a proliferacao de microrganismos pertencentes a flora da orofaringe.
Seguem para o INSA em contentores refrigerados e cumprindo as regras de seguranca

impostas.

EXAME MICOBACTERIOLOGICO

Outro exame realizado no sector de microbiologia é a pesquisa de micobactérias,
bacilos acido - dlcool resistentes (BAAR). Nas amostras em que é pedido este exame, é
preparado um esfregaco diretamente a partir do produto para ser corado pela técnica de
Kinyoun (Ziehl-Neelsenmodificada). Esta técnica é a recomendada pois preserva as
condigoes morfoldgicas dos bacilos acidos — alcool resistentes e, além disso, como nao
ocorre aquecimento dos reagentes, nao ha libertagao de vapores toxicos que podem ser
inalados por parte do profissional de satide que executa a técnica.

Na figura 5 é apresentado um exame direto corado pela técnica de Zielh-Neelsen
modificada onde é possivel observar os bacilos acido — alcool resistentes com uma coloragao
avermelhada.

Para além do esfregago direto, é ainda preparado outro a partir da homogeneizagao da
amostra. Este processo é realizado utilizando o kit NALC Decontamination BOX 1.0. A
amostra homogeneizada é semeada no meio de Lowenstein-Jensen. Este meio é utilizado
para o isolamento e cultura de micobactérias, e tem na sua composicao ovo e verde de
malaquite que funciona como inibidor do crescimento de bactérias Gram positivo e negativo.
O desenvolvimento das micobactérias € lento e por isso exige periodos de incubagao
prolongados, cerca de 6 semanas a 37°C, sendo que as amostras sao observadas
semanalmente. Durante este periodo podem surgir colénias caracteristicas de cada espécie,

por exemplo, as colénias do Mycobacterium tuberculosis apresentam um aspeto semelhante ao

de uma couve-flor. [3;6] T 'f—f /)
(B

:w%

f

Figura 5. Observacdo de micobactérias (Fonte: http://www.atmph.org/)
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EXAME MICOLOGICO

Com bastante menos frequéncia, o laboratério recebe amostras em que é pedido
apenas o exame micologico. Estas amostras compreendem raspados de unhas, pele, cabelo,
entre outros produtos.

Antes do exame cultural destas amostras procede-se ao exame directo a fresco, entre
lamina e lamela, para a detecgao da presenca de fungos.

Posteriormente as amostras sio semeadas em meio de cultura de Sabouraud com
cloranfenicol e gentamicina; a temperatura de incubagao depende do microrganismo de que
se suspeita, podendo ser de 25°C, 37°C ou 42°C. Nos meios de cultura em que ocorre
crescimento, caso se observe o crescimento de fungos filamentosos, estes sao observados
ao microscopio entre lamina e lamela apos preparagao com lactofenol ou com KOH a 20%
pela técnica da fita-cola. Esta observagao microscopica tem como objetivo observar as
caracteristicas do fungo relativamente as suas estruturas: hifas (septadas ou asseptadas),
vesiculas, macro e microconideos, esporos que auxiliam na identificagao do fungo. Este
exame a fresco deve ser observado com a objetiva de 40x e com o condensador
ligeiramente para baixo. Caso se dé o crescimento de fungos leveduriformes estes sao
observados ao microscopio apds serem corados pela técnica de Gram e podem ser
identificados por métodos automatizados. [3]

A cor que o fungo apresenta no meio de cultura, a cor do seu reverso e a temperatura
a que ocorre o seu crescimento também sao caracteristicas que permitem a identificagao.

Quando a suspeita de infecao recai sobre fungos filamentosos e dermatdfitos é
utilizado o meio Mycoline. [3] Este meio é constituido por uma lamina gelatinosa com meios
diferentes em cada lado. De um dos lados, a gelose é constituida por Sabouraud com
gentamicina e cloranfenicol e apresenta uma coloragao amarelada. A gentamicina inibe o
crescimento de quase todas as bactérias Gram positivo e Gram negativo. Por sua vez, o
cloranfenicol reforca a seletividade do meio no caso das estirpes resistentes a gentamicina.

Do outro lado da lamina, o meio é composto pela gelose de Sabouraud com
cloranfenicol e actidiona. Este lado apresenta uma coloragao alaranjada.

A actidiona inibe o crescimento dos fungos sapréfitas.[8]
Quando ocorre o crescimento de dermatdfitos, o meio altera de cor, para vermelho, por

alcalinizagdo do mesmo na presencga de vermelho de fenol.
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ATMOSFERAS SELETIVAS

Existem microrganismos que exigem condigoes especiais de crescimento, ou cujo
crescimento é favorecido pelas mesmas. Nestes casos sao utilizadas atmosferas com
caracteristicas especiais conseguidas pela utilizagdo do GENbag e de geradores especificos.
O GENbag consiste num envelope de plastico, em que é colocado um gerador especifico da
atmosfera que se pretende criar. A atmosfera anaerdébia tem uma concentragio de O,
inferior a 0.1% ao fim de 2 horas e meia e uma concentragao de CO, superior a 15% apos 24
horas. Nesta atmosfera é necessario adicionar um indicador, que permite controlar se a
reagao de anaerobiose foi bem sucedida e se foi mantida durante a incubagao.

Para bactérias microaerofilicas, a concentragao de O, conseguida no GENbag varia
entre os 5.5% e os 12% apos 24 horas; no caso de bactérias capnofilicas, a concentragao de

CO, varia entre os 3.5% e os 9.5% apos 24 horas.

PROVAS DE IDENTIFICAGAO

Neste sector, sao ainda realizados testes rapidos e simples que permitem

identificar/diferenciar microrganismos.

e Teste da Catalase: para a detegao desta enzima, coloca-se uma gota de perdxido
de hidrogénio (H,0,) a 3% e, com o auxilio de uma ansa adiciona-se uma colénia do
microrganismo a testar. Caso o teste seja positivo, a catalase acelera a libertagao de
O, a partir do perédxido de hidrogénio (H,0O,) resultando na libertacio de gas. E um
teste utilizado principalmente para diferenciar Staphylococcus spp. de Streptococcus
spp., uma vez que os Staphylococcus spp. sao catalase positiva e os Streptococcus spp.
nao. Existem ainda outros microrganismos que sao catalase positiva como por

exemplo, Listeria monocytogenes e Corynebacterium sao alguns exemplos.[3]

2 H,0, “s=p 0, +2 H,0

e Teste da Oxidase ( Método de Kovac’s): é um teste utilizado para a detecao da
presenca da enzima citocromo oxidase. Sio utilizados discos impregnados com
tetrametil-p-fenilenodiamina. Com o auxilio de uma ansa, coloca-se sobre o disco

uma coldénia do microrganismo a testar. O teste é considerado positivo se o disco
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adquirir uma cor purpura. As Enterobacteriaceae sao negativas para este teste, ao

contrario das Pseudomonas spp..[3]

Teste da Urease: utilizagato de um meio de cultura ureia-indol e posterior
inoculagao com o microrganismo a testar. Se ocorrer a hidroélise da ureia por agao da
urease com produgao de amonia, o meio fica alcalino, mudando de cor de amarelo
para carmim devido ao indicador de pH do meio. O Proteus spp. realiza a hidrolise da

ureia. [3]

Teste da Coagulase livre (em tubo): permite estudar a capacidade que o
microrganismo tem em formar codgulos quando adicionado ao plasma. A coagulase
converte o fibrinogénio em fibrina, consequentemente ocorre a formagao do
coagulo. A formagao ocorre num periodo de 4 horas a 35°C-37°C. A importancia
clinica deste teste recai sobre o facto de que, permite-nos distinguir o Staphylococcus

aureus, que é coagulase positiva de outros Staphylococcus spp..[3]

Teste de resisténcia a Novobiocina: este teste consiste na utilizacio de discos
de papel impregnados com novobiocina, que permitem distinguir Staphylococcus spp.
coagulase negativa. Para a realizagao deste teste € necessario preparar um inéculo
das colodnias dos Staphylococcus spp., a analisar numa solugao salina, com uma turvagao
correspondente a 0.5 na escala MacFarland. Em seguida semear a suspensao no meio
de Muller-Hinton de modo a que todo o meio seja inoculado em trés planos. Por fim,
colocar o disco de novobiocina e incubar durante pelo menos 18h a 35°C - 37°C. A
principal aplicagao deste teste recai na distingao do Sthaphylococcus saprophyticus que
€ resistente a novobiocina de outros Staphylococcus spp. coagulase negativa como € o

caso do Staphylococcus epidermidis, que ¢é sensivel. [9]

Teste de resisténcia a Bacitracina: este teste consiste na utilizacio de discos de
papel impregnados com bacitracina, que permitem diferenciar o Streptococcus
pyogenes (sensivel a bacitracina) dos outros Streptococcus B - hemoliticos. O teste

executa-se de forma semelhante a do teste de resisténcia a novobiocina. [10]

Teste de resisténcia a Optoquina: a optoquina é um derivado de quinina que

inibe o crescimento do Streptococcus pneumoniae em baixas concentragoes. Assim
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permite distinguir o Streptococcus pneumoniaede outros Streptococcus d -hemoliticos.

[3]

e AVIPATH® STREP: consiste num teste de aglutinagdo que permite agrupar as
estirpes de Streptococcus spp. [-hemoliticos em diferentes grupos seroldgicos
designados de grupos de Lancefield (A, B, C, D, F, G ). [3] Os Streptococcus spp.
possuem antigénios que permitem distingui-los e classifica-los por grupos. E um teste
de aglutinagdo que se baseia na reagdo entre o antigénio de superficie do
Streptococcus spp.e o anticorpo complementar especifico de cada grupo presente no

latex. Caso haja aglutinagao o teste é considerado positivo. [6]

e BD BBL CrystalldentificationSystems: é um sistema de identificagao para bactérias
Gram positivo aerobias. Trata-se de um sistema que utiliza substratos fluorogénicos e
cromogénicos que podem ser ou nao hidrolisados pelo microrganismo. Quando os
substratos fluorescentessao hidrolisados ha um aumento de fluorescéncia que é
avaliada por fluorimetria e quando os substratos sio cromogénicos a hidrélise é

detetada a olho nu devido a alteragao de cor. [3]

PROVA DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Apos a observagao do exame direto (pela coloragao de Gram) e do exame cultural é
realizada a identificagdo dos microrganismos pelas cartas correspondentes e também é
realizado o antibiograma. Ambos os testes sio efetuados no Vitek®2 Compact 15 da
bioMérieux™.

Para a realizagao da identificagao e do teste de suscetibildade aos antimicrobianos
(TSA) é necessario preparar uma suspensao em 3ml de solugao salina, com a turvagao
padronizada segundo a escala de McFarland.

Na tabela 2, esta indicado qual a carta ID que deve ser utilizada para os diferentes
tipos de microrganismos e o respetivo TSA e ainda qual a turvagao que a suspensao deve
ter.

As culturas a utilizar nas cartas ID devem ter no maximo 48 horas. As cartas tém
pogos com hidratos de carbono e enzimas que permitem a identificagio dos
microrganismos. Os TSA sao realizados a partir de colonias com 48 horas no maximo. Estas

cartas de suscetibilidade sao constituidas por pogos impregnados com antimicrobianos onde
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se determinam as CMI ( Concentragao Minima Inibitoria), a partir de diluigoes sucessivas e
interpretadas segundo as normas da EUCAST.

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusao em disco sao
realizados em meio Mueller-Hinton (MH2), uma vez que o seu baixo teor em timina-timidina
diminui a capacidade de crescimento a volta do disco, facilitando a leitura. No caso de se
tratarem de microrganismos fastidiosos, utiliza-se o meio de Mueller-Hinton com 5% de
sangue de carneiro. O procedimento consiste em semear o meio de cultura com uma
suspensao pré-preparada do microrganismo em estudo. A suspensao do inoculo deve ser
preparada a partir de coldnias recentes e tem que apresentar um valor de turvagao
correspondente a 0.5 McFarland. O meio deve ser semeado em trés planos diferentes. Sao
utilizados discos impregnados com quantidades especificas de antibioticos, que devem ser

colocados sobre o inoculo.

Tabela 2. Carta ID e TSA utilizado para determinados microrganismos e indicacdo da turvacdo necessaria
na suspensdo para a realizacdo dos mesmos

Gram CARTAID  TURVACAO Microrganismol Caracteristica TSA
Staphylococcus spp. ATB 619
Positivo GP 0.6- 0.63 McF  Streptococcus spp. ATB STOI
Enterococcus spp. ATB 586
Negativo GN 0.6- 0.63 McF  Enterobacteriaceaes spp. ATB 192
Oxidase positiva ATB 222

Leveduras YST 1.8-2.20 McF YS07

Bactérias microaerofilicas,

ANA 2.70-3.30 McF  anaerobias, Corynebacterium,

Lactobacillosspp.

Neisseriaspp.,

NH 2.70-3.30 McF Haemophylusspp.,
Campylobacterspp.,
Gardnerellavaginallis, e outros

microrganismos fastidiosos

Apods o periodo de incubagao, 24 horas, com o auxilio de uma régua ou outro
diapositivo, € medido o diametro do halo em redor do disco, onde nao ocorreu crescimento
bacteriano. O laboratério segue as normais EUCAST para interpretar a sensibilidade/

resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos. [3]
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¢ Meios de cultura cromogénicos

De forma a comprovar os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos realizados no
Sistema Vitek®2 Compact |5 por vezes sao utilizados meios de cultura cromogénicos.

E o caso do meio ChromlD MRSA, que é um meio de cultura que permite detetar os
Staphylococcus aureus meticilina — resistentes (MRSA) devido a caracteristicas do proprio
meio de cultura. Neste meio de cultura as colénias de Sthaphylococcus aureus apresentam
uma coloragao esverdeada devido a uma enzima caracteristica do microrganismos. [ 1]

Na figura 6 é apresentado o meio Chrom ID MRSA inoculado com uma cultura de

Staphylococcus aureus meticilina —resistentes.

Figura 6. Meio de culturas Chrom ID MRSA inoculado com Staphylococcus aureus
meticilina- resistente (Fonte: SPC do IPO de Coimbra)

Outro meio cromogénico utilizado é o chromID ESBL, que permite o rastreio de

-

Enterobacteriaceaes produtoras de B-lactamases de espectro alargado (ESBL). Este meio

-

bastante nutritivo e tem na sua base varios antibioticos incluindo a Cefpodoxima, que
designado como o antibiotico de eleicao para detetar as ESBL.

A importancia deste meio vai para além da detegao das ESBL, uma vez que além disso,
permite distinguir as varias Enterobacteriaceaea partir da produgao de diferentes enzimas por
parte destas. Na tabela 3, esta representada a coloragao que a enterobactéria apresenta no
ChromlID ESBL e a enzima que é produzida pela mesma. [12]

Na figura 7 é possivel observar um meio ChromID ESBL inoculado com uma cultura

de Klebsiella pneumoniae produtora de B-lactamases de espectro alargado.
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Tabela 3. Interpretacdao do meio ChromID BLSE [8]

Enterobacteriaceae Cor Enzima
E.coli Rosa a cor de vinho B-glucuronidase
Klebsiella B-glucosidase
Enterobacter Verde/azul a verde
Serratia acastanhado
Citrobacte
Proteus Cor escura a castanho Deaminase
Providencia claro
Moraganella

Figura 7. Klebsiella pneumoniae em meio BLSE
(Fonte: SPC do IPO de Coimbra)

CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade externo é realizado sob a matriz do Instituto Nacional de
Sadde Dr. Ricardo Jorge. Por ano, sao executados 4 ensaios bacterioldgicos, em que cada
ensaio corresponde a 4 amostras, 4 ensaios micologicos e 3 ensaios parasitolégicos, sendo
que cada ensaio compreende 3 amostras.

Para controlo de qualidade interno sao utilizadas estirpes ATCC ou estirpes isoladas no
proprio laboratério. A assiduidade de realizagao deste controlo assenta no periodo de um
meés, podendo ser mensal ou semanal se assim se justificar.

Procede-se também ao controlo microbiologico dos meios de cultura, dos reagentes de
coloracgao, das solugoes salinas, das superficies, e do ambiente.

A temperatura das estufas e dos frigorificos sao também controlados e registados.
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2.2. Sector de Hematologia

O sector de Hematologia permite auxiliar no diagnostico e avaliar a agao da
terapéutica. Foi um dos sectores que mais prosperou com o avango da tecnologia. Com esta
evolugao tecnologica a contagem de células passou a ser realizada em equipamentos
automatizados, bem como a determinacao da velocidade de sedimentagao e as provas de
coagulagao. Este avango tecnoldgico veio permitir que os resultados sejam dados num
espago de tempo muito mais curto que no passado. Esta rapidez é fundamental num Hospital
para auxiliar o especialista a decidir que opgao adotar relativamente ao doente.

O exame mais frequentemente pedido é o Hemograma Completo, que permite fazer
uma analise quantitativa e qualitativa dos leucocitos, eritrocitos e plaquetas.

Para além do sangue, este sector ainda trabalha com outro tipo de amostras, como o

LCR e a urina.

HEMOGRAMA

Para a realizagao do Hemograma, o sangue deve ser colhido de uma veia periférica 8
horas apds a refeicao, pois os parametros podem sofrer alteragoes devido ao estado
nutricional. [13]

A amostra deve ser colocada em tubo com EDTA e permanecer em agitagao até ser
processada. O EDTA é um quelante do Ca*impedindo assim a ativacio da cascata de
coagulagao. Este anticoagulante na quantidade correta, nao provoca hemélise nem alteragao
morfologica das células. [14]

O hemograma é realizado num equipamento apropriado, LH750 Beckman Coulter. Este
autoanalisador hematologico permite melhorar a eficiéncia do fluxo de trabalho uma vez que
nao requer uma preparagao prévia das amostras. Além disso tem um modo manual que
pode ser usado caso a amostra necessite de uma pré — diluicio ou caso a quantidade da
amostra seja pequena. [|5]

Este autoanalisador utiliza diferentes principios para a realizagaio do hemograma:
impedancia eléctrica (Principio de funcionamento COULTER), Tecnologia VCS (Volume,
Condutividade e Scatter/Dispersao) e espetrofotometria.

O principio de Coulter baseia-se no facto que particulas em movimento num campo
eléctrico levam a alteragoes deste. Estas alteragoes sao proporcionais ao tamanho das

particulas. Assim, cria-se um pulso eléctrico que pode ser contabilizado, uma vez que o

~ 22 ~



numero de pulsos indica a quantidade de particulas e a sua amplitude é proporcional ao
volume celular. O LH750 Beckman Coulter usa este principio para realizar a contagem de
leucocitos, eritrocitos e de plaquetas. Sao criados histogramas que relacionamo volume com
o numero de leucocitos, eritrécitos e de plaquetas. [15;16]

A contagem dos eritrocitos e das plaquetas ocorre primeiro, sendo que os elementos
celulares que coincidem no intervalo de 2-20 fL sao consideradas plaquetas e no intervalo
entre 36-360 fL sao considerados eritrocitos. Apos a lise dos eritrocitos € efetuada a
contagem de leucocitos. Na presenga de interferéncias como agregados plaquetares,
eritrocitos nao lisados ou células imaturas da linha eritroide o autoanalisador tem a
capacidade de fazer um ajuste automatico da contagem dos leucécitos. [|5]

Uma vez realizada a contagem de células o equipamento determina a formula
leucocitaria a partir da tecnologia VCS.

Esta tecnologia determina as subpopulagoes leucocitarias: neutrofilos, linfécitos, monécitos,
eosindfilos e basdfilos; tendo em conta o volume, que é medido por impedancia, a
condutividade que analisa a composi¢ao quimica das células (ex:granulagao) e a dispersao de
luz que utiliza um lazer de hélio-neon, analisando o volume e a complexidade das células.
Com estas leituras sao também construido histogramas de dispersao (Scattergramas). [15;16]

Com menos frequéncia é pedido a contagem de reticulocitos. Estes também sao

contados pela tecnologia de VCS e o resultado é dado em percentagem, representando o

numero de reticulocitos por 100 eritrocitos. [15;16]

i) Parametros eritrocitarios

Para além do numero de eritrocitos existem outros parametros que nos sao
fornecidos pelo Eritrograma.
A Hemoglobina (Hb) é detetada por espectofotometria no proprio equipamento e o
resultado é dado em g/dL. Este parametro encontra-se diminuido em anemias hipocrémicas,
como é o caso da anemia provocada por deficiéncia de ferro. [13]

Existem outros parametros que sao determinados a partir do histograma. O Volume
Corpuscular Médio (VCM) e Red cell distrubition width (RDW).

O VCM representa o volume médio de cada eritrocito e uma das suas aplicagoes é
permitir identificar anemias microciticas, como por exemplo a anemia por deficiéncia de

ferro ou Talassemias pois o VCM nestas situagoes possui valores baixos. No caso de
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anemias macrociticas encontra-se aumentado, como por exemplo na anemia megaloblastica.
[13]

Nas anemias auto-imunes devido a existéncia de auto-anticorpos frios, o VCM esta
falsamente elevado, pois os anticorpos existentes provocam aglutinagao dos eritrocitos. [17]

O RDW corresponde ao coeficiente de variagao da curva, ou seja, € a distribuicao do

volume das células.
Este parametro pode auxiliar no diagnostico de anemias e geralmente indica
microesferécitos. Quando o RDW possui um intervalo de valores muito alargado, diz-se
que existe anisocitose, ou seja, a anisocitose consiste no aumento da variagao do tamanho
dos eritrdcitos relativamente ao normal.

Para além destes parametros que o autoanalisador obtém de forma direta, existem
outros que sao calculados: Hematécrito (HT), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e
Concentragao de Hemoglobina Cospucular Média (CHCM);

O HT corresponde a razao entre o volume de eritrocitos e o volume de sangue total sendo

o resultado expresso em percentagem. [|3] Ecalculado segundo a formula:

HT=VCMxRBCx 10 [16]

A HCM (pg) reflete o conteudo médio de hemoglobina por eritrécito, permitindo

definir as anemias como hipocrémicas ou normocrémicas. E é calculada a partir de: [13]

HCM= (Hb/RBC) x100  [16]

Uma das situagoes em que se encontra diminuida é na anemia por défice de ferro. [13]
A CHCM (g/dL) avalia o grau de saturagao da hemoglobina no eritrocito e é calculada a

partir de:

CHCM= (Hb / HT) x10 [16]

Existem outros parametros que ajudam a classificar as anemias que nao sio
determinados no sector de hematologia, como é o caso da ferritina, transferrina e a
capacidade de fixagao do ferro (TIBC). [13]

Geralmente os eritrocitos apresentam uma coloragao homogénea, mas por vezes estes

apresentam inclusoes.
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Durante o estagio foi possivel observar dois exemplos dessas inclusoes. Os corpos de
Howell-Jolly (figura 8) e o ponteado basdfilo (figura 9).
Os corpos de Howell-Jolly correspondem a fragmentos que derivam do DNA e sao comuns
em anemias hemoliticas, megaloblasticas e em doentes que foram submetidos a uma
esplenectomia. O ponteado basofilo resulta da degradagao do RNA e é comum em anemias

hipocromicas. [ 18]

Figura 8. Esfregaco sanguineo de uma Talassemia Major onde é possivel observar eritrécitos com corpos de
Howell-Jolly (Fonte: [13])

Outra alteragao morfoldgica comum nos eritrocitos € o aparecimento de células em
alvo (figura 8) cujo aparecimento é comum em situagoes de Talassemias e anemias por
deficiéncia de ferro. [13]

Relativamente a alteragao da contagem de reticulocitos, uma vez que estes sao células
imaturas da linha eritroide, encontram-se aumentados em casos de anemias hemoliticas.

Pelo contrario, quando ha uma supressao da medula o6ssea, a contagem de

reticuldcitos esta diminuida. [13;18]

nN

Figura 9. Esfregaco sanguineo de uma Talassemia Minor onde é possivel observar eritrécitos com o

ponteado baséfilo (2) e células em alvo(3) (Fonte: [13])
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ii) Contagem diferencial de leucécitos

O Hemograma permite-nos fazer uma avaliagao quantitativa dos leucécitos e elucida-
nos sobre variadas situagoes. De seguida, descrevo algumas das situagoes que surgem no
laboratorio:

- Neutropenia corresponde a diminuicao de neutrofilos para valores inferiores a
1.5x10°L e é comum ocorrer em situagdes como infecio por virus (EBV, Hepatites),
intoxicagao por drogas, doengas auto-imunes (LUpus Eritematoso), Leucemias Agudas e
Sindromes Mielodisplasicos (SMD) e quimioterapia.

- A neutrofilia é considerada o aumento de neutréfilos. Ocorre em situagdes de
infecao bacteriana, gravidez, terapéutica com corticosteroides, etc.

- A linfocitose refere-se ao aumento de linfécitos. E frequente em infegdes virais como
o sarampo e a varicela para além de situagdes como a tosse convulsa e a brucelose.
Patologias linfoproliferativas como é o caso da Leucemia Linfocitica Crénica também
apresentam este quadro clinico.

A Mononucleose infeciosa é das patologias infecciosas em que a linfocitose é mais evidente.

- A monocitose corresponde ao aumento de mondcitos. Pode ser devido a infegoes
provocadas por bactérias e micobactérias (tuberculose) ou pelo Plasmodium falciparum. E
comum em doengas auto-imunes e neoplasias como por exemplo na Leucemia
Mielomonocitica Aguda.

- A eosinofilia reflete o aumento do numero de eosindfilos, superior a 400 pL e
normalmente estd associada a infe¢oes provocadas por parasitas. Também é comum em
doentes que se encontram a fazer radioterapia.

- A basofilia corresponde ao aumento de basofilos para valores superiores a 150 plL.
Geralmente acompanha o aumento dos eosindfilos, estando também associada a infegoes

por parasitas, reagoes alérgicas a alimentos e a medicamentos. [|3]

Além das alteragoes quantitativas, pode ocorrer alteragdes da morfologia dos
neutrofilos:

- Granulagao toxica: corresponde ao aparecimento de uma granulagao basofila no
citoplasma. Normalmente esta associado a infe¢oes severas ou a situagdes de intoxicagao.

- Presenca de vaclolos no citoplasma: sio observados em situagcoes de infegoes

severas e/ou situagoes de intoxicagao.
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- Neutrofilos hiperlobulados (figura 10): neutrdfilos que possuem mais de 5 |obulos.
Geralmente o aparecimento da hipersegmentagao esta associada a anemia megaloblasticas,

infecoes bacterianas ou transtornos metabdlicos por intoxicagao. [14]

Figura 10. Neutrofilo hiperlobulado (Fonte: [13])

iii) Estudo de plaquetas

Relativamente ao estudo das plaquetas, podem aparecer casos de trombocitopenia que
corresponde a uma diminuicdo do numero de plaquetas e de trombocitose que indica
aumento do numero das mesmas. [|3]

A trombocitopenia pode ter varias causas como por exemplo a terapéutica com
heparina. Uma das patologias mais comuns é a trombocitopenia idiopatica.

Nestas situagoes € normal encontrar um aumento do numero de megacariécitos na medula.

Por vezes a trombocitopenia deve-se a reducao da produgao de plaquetas, como é o
caso do alcoolismo croénico, infegoes virais (EBV), neoplasias e deficiéncia em vitaminas.

A trombocitose pode aparecer em resposta a diversos tipos de tumores, situagoes de
inflamagao croénica e deficiéncia de ferro. [13]

A Trombocitémia Essencial é um sindrome mieloproliferativo caracterizado por um
aumento do numero das plaquetas superior a 600x10°L. A Policitemia Vera e a Leucemia

Mieldide Cronica sao outras patologias em que se observa trombocitose. [13]

ESFREGAGO DE SANGUE PERIFERICO

Quando nos hemogramas:
- as células sanguineas ou os parametros caracteristicos delas apresentam valores
fora do comum;

- o instrumento nao determinou a formula leucocitaria;
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- o instrumento indica a existéncia de células imaturas, agregados plaquetares ou
plaquetas gigantes,
€ necessario realizar um esfregago sanguineo que é posteriormente corado pela coloragao
de Wright-Giemsa e é observado ao microscopico para avaliar a existéncia ou nao de células
patologicas e de alteragoes morfolodgicas. O esfregaco sanguineo deve ser efetuado de
acordo com as instrugoes ilustradas na figura | 1.

A coloragao de Wright-Giemsa utiliza uma mistura de corantes: um corante basico e
um corante acido que coram substancias complementares, ou seja, substincias acidas e
basicas respectivamente. [13] Estruturas como os acidos nucleicos, basofilos fixam corante
basico apresentando uma coloragao azulada. Ja os eosindfilos e os eritrocitos apresentam
uma coloragao mais clara pois fixam a eosina (corante acido).

No sector de hematologia do IPO de Coimbra esta coloragdo é realizada no
Aerospray® 7150 Hamtology Slide Stainer Cytocentrifuge da WESCOR®. A observagio ao
microscopico deve ser efetuada primeiramente recorrendo a ampliagao de 10x para
observar o aspecto geral do esfragaco sanguineo e de seguida com a ampliagio de 50x de
imersao na zona menos densa do esfregaco com o intuito de realizar a contagem diferencial
de leucocitos, observar alteragoes morfolégicas dos leucocitos, eritrocitos e das plaquetas,
bem como a presenca de agregados plaquetarios. Deve ainda ter-se em atengao a presenga
de células precursoras das diferentes linhagens.

Anemias, leucemias, linfomas podem ser diferenciados e avaliados a partir desta observacao.

[13]
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Figura | 1. Representacdao de como é que deve ser feito um esfregaco de sangue periférico
(Fonte: http://hemo-citologia.blogspot.pt/)
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VELOCIDADE DE SEDIMENTAGCAO

A velocidade de sedimentagao é um exame inespecifico pedido com alguma frequéncia
que permite detetar situagoes de doenga ativa. Consiste na avaliagdo da sedimentagao dos
eritrocitos e é realizado de modo automatico no Test | BCL da ALl FAX®. Neste sistema
ocorre primeiramente uma homogeneizagao das amostras que dura cerca de 2 minutos, e os
resultados sao obtidos num intervalo de 20 segundos entre as amostras.

O método de referéncia para a determinagdo deste pardmetro é o de Westergren.
Segundo este método coloca-se a amostra numa pipeta graduada ( de 0 a 200 mm) que esta
disposta verticalmente sobre a bancada de trabalho e o resultado é obtido pela medigao da
distancia em milimetros da localizagao dos eritrocitos sedimentados apos uma hora. Assim,
os valores sao dados em mm/hora.

No Test | BCL da ALl FAX® a determinagdo da VS segue o principio de fotometria
capilar de fluxo (analise cinética).

A velocidade de sedimentagao é influenciada por proteinas de fase aguda como o
fibrinogénio e as imunoglobulinas e também pela forma dos eritrocitos.

Geralmente encontra-se aumentada em situagoes de infegao, inflamagao e nos Mielomas
Multiplos por aumento das proteinas e pode estar diminuida em casos de doenga hepatica,

carcinomas por incapacidade de produzir estas mesmas proteinas. [|3]

MEDULOGRAMA

A medula 6ssea é o principal 6rgao hematopoiético e também ¢ considerado um
tecido linféide primario. A sua grande importancia advém da capacidade de produzir
eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos e plaquetas. [19]

Por vezes nao é possivel garantir o diagndstico apenas com a observagao do esfregago
de sangue periférico. Nestas situagoes é recomendado a realizagao de um esfregago a partir
do aspirado medular.

A amostra deve ser colocada num tubo com EDTA e é corada pela mesma técnica que
o sangue periférico, Wright-Giemsa no equipamento anteriormente referido. A observagao
do esfregaco de medula deve comegar pela procura de fragmentos 6sseos com a ampliagao
de 10x e posteriormente de megacaridcitos. A observagao propriamente dita deve ser
realizada com as ampliagoes de 50x e/ou 100x. [13;18]

Para além do esfregago para a coloragao de Wright-Giemsa (figura 12) é realizado

outro para ser corado pela coloragao de Perls. A utilizagao de ferrocianeto acido nesta
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coloragao permite identificar depositos de ferritina em 20-40% dos normoblastos, passando
a designarem-se sideroblastos. Em situagdes como a anemia sideroblastica, os depositos de
ferritina formam um anel, originando sideroblastos em anel.

Com esta coloragao também é possivel observar depositos de ferro em macroéfagos.

[13] A coloragao de Perls encontra-se ilustrada na figura |3.

Figura 12. Medula 6ssea normal corada por Wright-Giemsa: megacariocito (1), eritroblasto (2) e
mielécito(3) (Fonte:[13])

Figura 13. Medula 6ssea corada pela coloracao de Perls (Fonte: [13])

HEMOSTASE

As amostras utilizadas para o estudo da hemostase devem ser colhidas para um tubo
com citrato trisédico na proporc¢io de |:9. Este anticoagulante é um quelante de Ca*. E
muito importante a presenca deste anticoagulante uma vez que o Ca*" catalisa a conversao
de protrombina em trombina. Antes da realizagdo dos testes a amostra deve ser
centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos para se obter o plasma. [14]
O estudo da hemostase é efetuado no ACL TOP® CTS 500 da Instrumentation Laboratory,
que de modo geral, realiza os testes de coagulagao medindo o tempo decorrido entre a

adicao do reagente do teste e a formagao de fibrina.
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Na figura 14 esta representado esquematicamente a cascata de coagulagao, estando

indicadas as diferentes vias: a via extrinseca, a via intrinseca e avia comum.
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Figura 14. Representaciao esquematica da cascata de coagulacdo in vitro. (Fonte :
http://Iwww.squ.edu.om/portals/ | 08/Hematology/hemostasis.jpg)

* Determinacao do Tempo de Protrombina

O Tempo de Protrombina (TP) é utilizado para avaliar a via extrinseca e a via comum
da cascata de coagulagao. Quando se encontra prolongado pode indicar o défice dos fatores
destas vias ( Il, VIL,X). [14]

O TP permite ainda monitorizar doentes que realizam terapéutica anticoagulante (
antagonistas da Vitamina K).

Foi criado o INR que corresponde a uma normalizagao internacional do tempo de
protrombina que permite a correlagao interlaboratorial dos TP e um melhor controlo da

terapéutica anticoagulante. E obtido pela seguinte formula: [14;18]

INR= ( PT Doente/ PT Normal)™*

O TP do plasma normal é obtido através da média aritmética da determinagao de 20

plasmas normais.
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O resultado de um teste de TP é fornecido sob trés formas: em segundos; em

percentagem de atividade ou protrombinémia; e segundo o INR.

* Determinacao do Tempo de Trombina

A determinagao do Tempo de Trombina ( TT ) permite avaliar a fase final da
coagulagao. A determinagao quantitativa do TT baseia-se na conversao do fibrinogénio
presente na amostra em fibrina pela adicao da trombina e é medido o tempo que decorre
até a formacio do coagulo. E usualmente pedido para auxiliar no diagnéstico da Coagulagio
Intravascular Disseminada ( DIC ) e para monitorizar a terapéutica com anticoagulante (
heparina ).

Algumas das situagoes em que se encontra prolongado é na presenca de inibidores da
trombina ( terapéutica com heparina), hipofibrinogenémia e quando ha aumentos dos

produtos de degradagao da fibrina. [14;18]

* Determinacdao do Tempo de Tromboplastina Parcial activada

O Tempo de Tromboplastina Parcial activada (aPTT) é um parametro que permite
avaliar a fase intrinseca da cascata de coagulagao. Para o cilculo deste parimetro é
necessario adicionar ao plasma um ativador de superficie fosfolipidos, e calcio que vao ativar
a cascata e permitir a formagao do coagulo.

O aPTT encontra-se alargado em algumas situagoes em que ha défice de fatores da
coagulagao (VIIl, X), doengas hepaticas, défice de vitamina K, défice de fibrinogénio e em
situagoes em que o doente se encontra a fazer terapéutica com heparina. [14;18]

Em situagoes em que o aPTT e o TP se encontram prolongados deve repetir-se a
determinagao diluindo o plasma do doente com plasma normal. Caso os tempos sejam
corrigidos para valores normais € indicativo que o prolongamento se devia a um défice de
fatores de coagulagao. Situagoes como as Hemofilias em que ha um défice do Fator VIl e do
Fator IX ( Hemofilia A e Hemofilia B respectivamente) e no caso da Doenga de
VonWillebrand verifica-se esta correcgao.

Caso nao haja corregao, a suspeita recai sobre a presenca de um inibidor da

coagulagao (por exemplo, o Inibidor Lupico). [18]
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* Determinacao do Fator VIl

O Fator VIl é uma glicoproteina plasmatica sintetizada no figado que é transportado
no plasma ligado ao Fator de VonWillebrand. E um cofator da coagulagio ativado pela
trombina ou pelo Fator Xa, sendo essencial para a ativagao do Fator X que por sua vez leva
a ativagao do Fator X. [18]

A sua determinagao é realizada tendo por base um tempo de tromboplastina
parcialmente ativado aumentado.

O défice do Fator VIl esta associado a Hemofilia A, a doenca hereditaria mais comum
do foro das patologias associadas a coagulagao. [18]

Pode ainda estar diminuido em outras patologias como é o caso da Doenga de

VonWillebrand, doencas hepaticas ou na DIC.

* Determinacao da proteina C

A proteina C é um anticoagulante natural e tem atividade profibrinolitica. E ativada
ap6s formagio da trombina e ligacio desta ao recetor endotelial, trombomodulina. E
dependente da vitamina K e é ativada por outra proteina também dependente da vitamina K,
a proteina S. A sua fungao consiste em degradar o Fator Va e o FatorVllla, inibindo a
coagulagao, por um lado, e por outro aumenta a fibrindlise uma vez que impede a agao do
inibidor do ativador do plasminogénio tecidular. [18]

O défice de proteina C aumenta o risco de trombose venosa e pode estar associado a
hepatopatias, terapéuticas anticoagulantes, trombofilia familiar e DIC.[20]

A sua quantificagao baseia-se num teste cromogénico.

* Determinacdo da proteina S Livre

A forma livre da Proteina S é a que tem atividade bioldgica, agindo como uma
coenzima essencial para a ativagao da proteina C, aumentando os seus efeitos anti-
coagulantes e profibrinoliticos. Também esta proteina é dependente da Vitamina K.

O seu défice esta associado a um maior risco de tromboembolismo venoso.
E determinada por turbidimetria a partir da reacio de aglutinagio com um anticorpo
monoclonal que reveste uma particula de latex. O grau de aglutinagao é proporcional a

concentragao da proteina S livre presente no plasma.
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* Detecdao do Anticoagulante Lupico

O anticoagulante lupico (AL) é um auto- anticorpo que se liga aos fosfolipidos da
membrana com carga negativa e a fatores de coagulagdo como a protrombina.

O AL pode ser encontrado no plasma de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico.
Esta patologia é caracterizada pelo aumento do aPTT que nao corrige apos mistura com
plasma normal.

Paradoxalmente esta associado ao risco de trombose arterial e venosa uma vez que
impede a agao dos inibidores naturais e a interrupgao prematura da gravidez.

As amostras para a detegao do AL requerem um processamento especializado. Estas
amostras sofrem duas centrifugacoes a 2500 x g durante |5 minutos para garantir que nao
ha contaminagao plaquetar.

A sua detegiao no ACL TOP® CTS 500, é realizada tendo por base o método de veneno
diluido de vibora Russel. Sao utilizados paralelamente dois ensaios: um de screening
(HemosIL dRVVT Screen) e outro de confirmagao (HemoslL dRVVT Confirm). O ensaio
HemosIL dRVVT Screen é pobre em fosfolipidos, tornando-se sensivel ao AL enquanto que
o HemoslL dRVVT Confirm tem a capacidade de neutralizar o AL conferindo, tempos de
coagulagao normalizados. Nestes ensaios a cascata de coagulagao ¢ iniciada pela adi¢ao do

veneno de vibora de Russel que na presencga de calcio ativa o Fator X.

¢ Quantificacao do Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina de fase aguda positiva sintetizada no figado que tem
uma agao muito importante na hemostase, na inflamagao e na angiogénese. Estes processos
envolvem a conversao de fibrindgenio em fibrina por agao da trombina. [21]

O doseamento do fibrinogénio é feito pelo Método Clauss, onde é utilizado um
excesso de trombina para converter o fibrinogénio em fibrina no plasma diluido. Quando as
condigoes de ensaio sao caracterizadas por uma elevada concentragao de trombina e uma
baixa concentragao de fibrinogénio, a velocidade de reagao depende da concentragao de
fibrinogénio.

O seu doseamento permite avaliar situagdoes de doengas hepaticas, quadros
inflamatorios e patologias relacionadas com o processo de coagulagao, como por exemplo a
DIC. [22]

O seu aumento esta associado a um maior risco de doencas cardiovasculares. [23]
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¢ Quantificacao dos D-Dimeros

Apods a degradagao da fibrina por acao da plasmina ha formagio de fragmentos
proteicos que incluem os D-Dimeros.

Estes sao doseados por turbidimetria apos imunoensaio.

A sua determinagao auxilia no diagnostico de risco de trombose e na monitorizagao de
terapéuticas tromboticas.

Este parametro pode aparecer elevado em situagoes de isquémia, gravidez, DIC e em

casos de existéncia de tumores. [23]

Na tabela 3 estiao representadas as alteragoes mais comuns relativamente a hemostase.

Tabela 3. Alteracoes dos parametros da hemostase nas condi¢des clinicas mais vulgares. [12]

Contagem PT aPPT TT
das
plaquetas
Patologias Baixo Prolongado Prolongado Normal
hepaticas (raramente

prolongado)

DIC Baixo Prolongado Prolongado Muito
prolongado

TransfusGes Baixo Prolongado Prolongado Normal

massivas

Heparina Normal Prolongao Prolongado Prolongado

(raramente baixo)
Anticoagulante Normal Normal ou Prolongado Normal

em circulacido prolongado

CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma técnica que permite fazer uma analise quantitativa e ainda
possibilita a diferenciagao e classificagao de células que se encontram na suspensao.
Nos ultimos anos a sua utilizagdo no laboratorio tem crescido, provavelmente devido

ao facto de ser de facil manuseamento, rapida e ter uma grande aplicagao na clinica.
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Os resultados sao obtidos a partir da analise das propriedades oticas ( dispersao de luz
e fluorescéncia). A dispersao de luz vai depender do tamanho e da complexidade celular. Por
sua vez a fluorescéncia resulta dos diferentes fluorocromos utilizados que possibilitam a
analise simultanea de diferentes antigénios celulares (de superficie ou intracelulares). [24]

No SPC a citometria de fluxo é realizada no Cytomicsfc 500 Beckman Coulter que
possui 5 tubos fotomultiplicadores: um para a dispersao lateral e quatro para as
fluorescéncias.

A Imunofenotipagem permiti distinguir as patologias da linha mieldide das da linha
linfoide devido a utilizagao de antigénios celulares especificos de cada linha.

Outra aplicagao muito util da citometria de fluxo é permitir avaliar a monitorizagao e a
resposta a terapéutica de doentes infectados com HIV.

Na tabela 4 estio representados alguns dos fenotipos mais comuns expressos por

algumas doengas linfoproliferativas de células B.

Tabela 4. Fenotipos de células B comuns em doencas linfoproliferativas: +, positivo; -, negativo; +/-, positivo
frequentemente; -/+,raramente positivo; w, weakexpression.(Fonte: adaptado [25])

Leucemia Linfomas Linfoma Linfoma da Leucemia

Linfocitica de células Folicular Zona das Células

Cronica de Malt Marginal cabeludas
CD5 + + - - _
CDI0 - - + - -
CDI9 + + + + +
CD20 + + + + +
CD23 + - -/+ - .
CD79b . + +/- +/- +/-
CD25 -/+ = = [+ +/-
CDllc +/- - - + +
CDI03 2 - - . +
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DETEGCAO DO GENE BCR-ABL

A Leucemia Mieloide Croénica é caracterizada pela presenga do cromossoma
Philadelphia que resulta de uma translagao reciproca entre os cromossomas 9 e 22: t(9;22)
(934;qll). Ocorre a translagao do proto-oncogene ABL presente no cromossoma 9 para
junto do gene BCR presente no cromossoma 22. O gene BCR-ABL codifica uma proteina
que tem atividade de tirosina- cinase, ou seja, realiza a fosforilagio de residuos de tirosina
levando a alteragao da funcao das proteinas e perda da capacidade de regulagao dos ciclos
celulares. [9;25]

O estudo do gene BCR- ABL no SPC no IPO de Coimbra é realizado no GenXpert

por real time — PCR utilizando como amostra sangue total colhido para tubo com EDTA.

TESTE DE GRAVIDEZ

E ainda no sector de hematologia que é realizado o teste rapido de gravidez. E
utilizado o BETA Clear™ HCG, teste que compreende a detecio da HCG por um ensaio
imunocromatografico. Para a realizagao deste teste ¢ utilizado como amostra urina.

A HCG é uma glicoproteina sintetizada pelas células da placenta a partir do 8° dia da
gravidez atingindo um pico maximo de concentragao entre as 10 e as |2 semanas de

gestacao. [26]

CONTROLO QUIMICO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade interno do Hemograma é realizado diariamente utilizando
trés niveis de controlo: um para os parametros normais, outro para os parametros elevados
e outro para os parametros reduzidos.

O controlo interno dos reticuldcitos s6 é efetuado quando surge um pedido para
contagem automatica dos mesmos. Neste caso também sao utilizados os trés niveis.

Os parametros relacionados com a hemostase também sao controlados diariamente
utilizando dois niveis: um de valores normais e outro com valores baixos ou altos (alterna
semanalmente). Os D-dimeros sao a Unica exce¢ao uma vez que sao sempre controlados

com um nivel alto e um nivel baixo.
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O controlo de qualidade externo segue as normas do RIQAS (Randox international
quality assessement scheme) e do INSA. Na tabela 5 estao representados os institutos, a
periodicidade e que parametros é que sio avaliados no respetivo controlo.

O controlo de qualidade externo da Citometria de Fluxo segue as normas do UK-
NEQAS, recebendo por isso 6 amostras por ano relativas a patologias hematologicas.

E ainda realizado um controlo semanalmente do principio VCS, o Latron. Este
controlo tem como objetivo garantir que atubagem do equipamento estd a funcionar

correctamente e que nao ha erros na medigao do VCS.

Tabela 5. Representacdo esquematica do CQE do sector de Hematologia

Instituto Parametros Periodicidade

PTT

Fibrinogénio

Proteina =S livre
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Tabela 5. Continuacio

RBC
Hb
HT
VCM
HEMOGRAMA MCHC 4 amostras/ano
HCM

WBC
INSA PLT

TP

HEMOSTASE aPTT 4 amostras/ano
TT

Fibrinogénio

Reticulocitos Valores absolutos

Valores relativos (%)

(método automatico) 2 amostras/ ano

Observagao de 3 Esfregagos por
Morfologia do esfregagos em controlo
sangue periférico [aminas 3 Controlos por ano
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2.3. Sectores de Imunologia, Serologia e

Hormonologia

Nestes Sectores efetuam-se a determinacao de hormonas, outros marcadores
tumorais, marcadores cardiacos, drogas terapéuticas, proteinas de fase aguda e o estudo
seroldgico de alguns agentes infecciosos como Virus de Epstein-Barr (EBV), Virus da Rubéola e o
Toxoplasma gondii.

E também nestes Sectores que se realizam as técnicas electroforéticas de proteinas
(proteinograma), hemoglobina, isoenzimas da LDH e Fosfatase alcalina, bem como a
imunofixagao do soro e da urina de 24 horas (Proteindria de Bence Jones).

A maioria das determinagoes é efetuada no soro que se obtém a partir da
centrifugacio (10 minutos a temperatura de 15°C)' do sangue total que esteve previamente
em repouso durante cerca de |5 a 20 minutos até a retragao do coagulo. O sangue apos ser
colhido é dispensado para tubos que contém esferas indutoras da coagulagao que criam uma
barreira fisica apos centrifugagao. O soro € entao o resultado da centrifugagao do sangue
total sem os fatores de coagulagao, como a fibrina. Efetuam-se também determinagoes em
plasma (Renina, ACTH, Metanefrinas fraccionadas), em sangue total (tubos com EDTA) para
a realizagao da electroforese da hemoglobina e ainda em saliva para a determinagao do
cortisol salivar.

Na tabela seguinte (6) estao representados os equipamentos que existem neste
sector, bem como o principio da técnica utilizada pelos mesmos e os analitos que sao

determinados nos respetivos equipamentos.

'Amostras que sio colhidas para a determinagio de ACTH e Metanefrinas plasmaticas (determinadasno plasma) tém que ser armazenadas

e centrifugadas a frio, 4 a 8°C, por serem termolabeis.
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Tabela 6. Equipamento e principio utilizado pelo mesmo na determinacdo dos analitos

Equipamento Técnica Analitos

CKMB massa, Mioglobina,
Troponina I, TPS, Renina, EBV,

Liaison® daDiaSorin Quimioluminescéncialuminométrica

Rubedla, Toxoplasma gondii,

S100, BAP;

Kryptor® da Brahms CA 15.3, CgA, NSE, PCT,

PROL (monomérica), SCC;

Fluorescéncia por Time-Resolved

Amplified Cryptate Emission

B2-Microglobulina, GAS, GH,
sHBG;

Immulite 2000® da Quimioluminescéncia

Siemens™
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Tabela 6. Continuacio

BN-pré Spec® da Siemens'  Nefelometria al- Antitripsina Cadeias leves KL,
Factores do Complemento C3 e
C4, Haptoglobina, Imunoglobulinas
(IgG, IgA e IgM), PCR ultra
sensivel, Factor reumatoide,
TASO, Transferrina,

Ceruloplasmina;

VIVA-E® da Siemens'" Imunoquimica Ac.Valpréico, Carbamazepina,
(Ensaio imunoenzimtico) Digoxina, Fenobarbital, Fenitoina,
Metotrexato;
ImmunoCAp® Imunoquimica dsDNA, CTD, MPO, PR3, CCP, -
da ThermoScientific™ ( Ensaio imunoenzimatico de glicoproteina (IgG e IgM),
fluorescéncia ) anticorpos anti-cardiolipina (IgG e
IgM);
Hydrasis ® Eletroforese em gel de Electroforese de Hemoglobina,
da Sebia™ agarose e imunofixagio Imunofixacao do soro, Pesquisa de
proteina de Bence-Jones;
LKB Wallac 1272 Radioisotopos contagem Técnicas manuais com
CliniGammaCounter com radiagio gama radioisotopos: TGL, MTP, NMP,

Aldosterona;

*O cortisol livre urinario é determinado no equipamento apos extragio com solvente organico (diclorometano).

TECNICAS MANUAIS

Para além das técnicas automatizadas, efetuam-se técnicas manuais. Na tabela 7, estao
representados o tipo de amostra, o analito e a técnica utilizada para a sua determinagao.

As metanefrinas plasmaticas e urinarias, a testosterona livre, a estrona, a |17-OH-
progesterona, a DHEA e a aldosterona sao determinadas por técnicas manuais de radio-
imunoensaios (RIA), dividindo-se em dois grupos: as Técnicas nao competitivasou de
Sandwich, onde o anticorpo secundario (anticorpo conjugado) também se liga ao antigénio; e
as Técnicas competitivas, onde o anticorpo conjugado compete com o antigénio pela ligagao

ao anticorpo primario.
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Tabela 7. Analitos determinadosem amostras para além do soropor técnicas manuais

Amostra Analito Técnica

Metanefrinas fraccionadas

Plasma plasmaticas
Metanefrinas urinarias? RIA
Urina 24h Acido vanilmandélicos Cromatografia de troca
50H Indolacéticos ionica

30s contentores para colheita da amostra tém que conter é4cido cloridrico para evitar a degradacio do metabolito a analisar.
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2.4. Sector de Bioquimica

Também conhecido como o sector da Quimica Clinica, este sector realiza
determinagoes de diversos parametros como ioes, enzimas, metabolitos e outros.
Tem como amostra mais frequente o soro obtido apoés a centrifugagdo do sangue total
colhido para tubo com ativador da coagulagao a 3000 rpm durante 10 minutos. Mas também
realiza determinagdes em urina, no LCR, no sangue total com EDTA para determinar a
Hemoglobina Glicosilada e ainda em outros fluidos biolégicos como o liquido ascitico e o
liquido pleural.

A maioria das determinagbes bioquimicas é realizada no autoanalisador Cobas® 6000
da Roche Diagnostics™.
Na tabela 8 estio representados os varios pardmetros determinados no equipamento

referido anteriormente e o respectivo método utilizado.

DOSEAMENTO DO CALCIO IONIZADO

A determinagao de calcio ionizado é efectuado no ABL 800 Flex® da Radiometer ™
seguindo o principio da potenciometria indirecta, ou seja, € utilizado um eléctrodo selectivo
de ides. Com base no valor de calcio ionizado e no valor do pH determinados na amostra é
depois calculado o valor de calcio ionizado a pH 7,4 (pH fisioldgico 6ptimo). Este valor sera
mais aproximado ao real valor de cilcio ionizado.

Esta determinagao ¢é realizada em sangue total com anticoagulante (heparina

compensada).

GASOMETRIA

A gasometria € uma analise que requer um resultado urgente. A colheita da amostra é
considerado um ato médico e deve ser efetuada de forma anaerébia de modo a minimizar os
erros pré-analiticos.

A gasometria corresponde a um conjunto de determinagoes que se realiza no sangue
arterial ou venoso (mais raramente efectuado) com anticoagulante. Pode ainda ser realizada
noutros liquidos biologicos como por exemplo, no liquido pleural. Nesta analise podem ser

determinados varios parametros como por exemplo: o pH, a concentragao de bicarbonato
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(HCO,), as pressoes parciais de oxigénio e de dioxido de carbono, a saturagao de oxigénio

da hemoglobina, electrdlitos e lactato. No sector de Bioquimica do IPO de Coimbra estas

determinagoes sao realizadas no analisador RapidLab® 1265 da Siemens™.

Tabela 8. Representacio dos parimetros determinados no Cobas® 6000 da Roche Diagnostic™ e os

respectivos métodos.

Método

Parametro

Imunoensaio

Enzimatico—colorimétrico

Quimico — colorimétrico
Fotométrico

Enzimatico com detecao UV

Colorimétrico Cinético
Potenciometriaindirecta: Eléctrodo selectivo

de ices

Hemoglobina Glicosilada
Fosfatase acida, Albumina, Fosfatase Alcalina,
Bilirrubina Total, Colesterol Total,
Colesterol HDL, Colesterol LDL, GGT,
Acido urico, Triglicerideos, Aménia,
Magnésio
Ferro, Proteinas totais, Bilirrubina Directa
Calcio Total
Creatina-Cinase, Glucose, Ureia, AST, ALT,
Fosfato(inorganico), Amilase, Lactato
desidrogenase
Creatinina

Na*, K*, CI

TECNICAS MANUAIS

Com o aparecimento dos autoanalisadores este sector evoluiu no sentido das

determinagoes serem todas efetuadas no equipamento. Mas é importante saber realizar

técnicas manuais uma vez que desenvolve e aperfeigoa as técnicas de quem as executa.

Na tabela 9 estao indicados os parametros, o tipo de amostra e o método que é

utilizado para a sua determinagao.
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Tabela 9. Indicacdao dos parametros determinados por técnicas manuais, bem como o tipo de amostra e o

método utilizado

Parametro Amostra Método
Colesterol HDL Enzimatico (colesterol esterase, colesterol
oxidase, peroxidase) e precipitagao prévia com
polietilenoglicol - Colorimétrico
Colesterol LDL Enzimatico (colesterol esterase, colesterol
oxidase, peroxidase) — Colorimétrico
Colesterol Total Enzimatico (colesterol esterase, colesterol
oxidase ) - Colorimétrico
Triglicerideos Enzimatico ( lipase/glicerol quinase sem
correcgao de glicerol livre)
TIBC Determinacao directa com Ferrozina —
Colorimétrico
Acido Urico Jelie Enzimatico (Uricase, peroxidase) —
Colorimétrico
Fosforo Quimico (Fosfomolibdato) — Colorimétrico
Ferro Colorimétrico (meio acido, redugao com
ascorbato a Fe** e reagdo com ferrozine )
Calcio Quimico (Azul Metiltimol) — Colorimétrico

Proteinas Totais
Magnésio
Cobre

Hemoglobina
Glicosilada

Sangue total

Biureto
Quimico ( azul de xilidilo) — Colorimétrico
Quimico — Colorimétrico
Cromatografia de troca-iénica

No caso dos parametros que sao determinados por métodos colorimétricos, a leitura

de absorvancia é efetuada num espectrofotometro, Shimadzu Spectrophotometer UV-120-02.

TESTE RPR

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel provocada pelo Treponema pallidum.

Realiza-se o teste RPR que consiste num teste nao treponemico macroscopico de floculagao

como forma de triagem. O teste RPR utiliza o soro ou o plasma como amostras.

Este teste nao treponemico baseia-se na deteccao de anticorpos designados reaginas

que surgem apos infecao com Treponema Pallidum no soro do doente. Num teste positivo

ocorre aglutinagao entre o anticorpo do soro do doente e o antigénio adicionado.

Quando estes anticorpos sao detectados no soro ou no plasma é diagnosticada

suspeita de sifilis. Os testes seroldgicos sao importantes no auxilio do diagnostico clinico da

sifilis.
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PESQUISA DE Brucella spp.

Os organismos do género Brucella spp. sao cocobacilos intracelulares que provocam a
brucelose.

O diagnéstico é efetuado a partir de um teste de aglutinagao que utiliza o soro como
amostra. Neste teste sao utilizadas microplacas com pogos revestidos por imunoglobulinas
anti-humanas que tém afinidade para os anticorpos totais para antigénios da Brucella
ocorrendo ligagao no caso dos testes positivos. A positividade do teste indica a presenga de

anticorpos anti-Brucella na amostra.
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3. CONCLUSAO

“Uma licao de sonho e tradicao” é o que o fado enaltece sobre Coimbra. Sem duvida,
ter escolhido Coimbra como cidade adoptiva para me receber para viver a minha época
universitaria e ter preferido continuar por ca no 2° Ciclo foi o que me permitiu realizar este
estagio, que foi uma ligdo de vida onde enriqueci os meus conhecimentos teoricos, praticos
e até a nivel pessoal.

Primeiramente devo referir que o plano curricular do Mestrado de Andlises Clinicas
da-nos as bases suficientes para a realizagao do estdgio. Uma vez que a minha formagao base
é Bioquimica, muitas questoes relacionadas com a clinica ndao eram do meu conhecimento.
Assim considero que foi fulcral a sabedoria que adquiri no Mestrado. Vejo o Mestrado como
uma ferramenta essencial para ser uma boa profissional no ramo das Analises Clinicas.

Relativamente ao estagio realizado no Servigo de Patologia Clinica do IPO de Coimbra,
foi uma experiéncia que me vai marcar para o meu futuro profissional e nao so.

Tive a sorte de ser acolhida num servigo onde a formagao € algo visto com valor, onde
todos colaboram para que o conhecimento seja transmitido e que de facto o estagio seja
algo que nos enriquece.

Apesar de ser um hospital oncolégico, a rotina hospitalar é semelhante a qualquer
outro laboratério clinico. O facto de ter tido a oportunidade de poder conhecer e estagiar
nas quatros valéncias das analises clinicas foi outra vantagem deste estagio. Nas quatro areas
encontrei pessoas dispostas a perderem o seu tempo a explicar, ensinar e a transmitir
conhecimento.

Sendo as andlises clinicas uma area com um poder enorme, que muitas vezes funciona
como a solugao de um quebra-cabegas, é essencial que estas sejam realizadas sob as
melhores condi¢oes para que o clinico saiba que pode confiar nos resultados que sao dados
e tomar a melhor decisao para o doente. Sao estes doentes que representam o rosto, a
historia, as memorias que estio por detras de um tubo de hemograma, de uma zaragatoa e
nunca podem ser esquecidos.

Depois de ter vivido esta experiéncia posso confirmar que o meu futuro profissional
passa definitivamente pela vida num laboratério clinico. Espero poder honrar todo o apoio e
conhecimento que adquiri nestes dois anos e contribuir para que os cuidados de saude
sejam cada vez mais, efetuados com rigor e que transmitam elevados niveis de confianga aos

“clientes”, nao s6 médicos como aos proprios doentes.
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ANEXOS



Anexo l. Microbiologia

e Tabela de Murray e Washington

Células epiteliais /

pequena ampliacao (10x)

Leucocitos / pequena

ampliacao (10x)

GRUPO |
GRUPO 2
GRUPO 3
GRUPO 4
GRUPO 5

25

25

25
10-25
<l0

10
10-25
25
25
25

Sao consideradas amostras com boa qualidade as que se inserem nos grupos 4 e 5.

e Coloracao de Gram

|. Cobrir o esfregaco ja fixado, com solugao de violeta de genciana durante | minuto.

. Lavar com soluto de Lugole deixar actuar durante 30 segundos.

. Lavar com agua corrente

. Colocar gota-a-gota alcool-acetona até descorar

. Cobrir a superficie Fucsina diluida e deixar actuar durante 30 segundos.

. Lavar com agua corrente e deixar secar

2
3
4
5. Lavar com agua corrente
6
7
8

. As bactérias Gram positivo e leveduras coram de roxo escuro e as Gram negativo

de rosa

e Coloragao de Kinyoun

|. Cobrir o esfregaco ja fixado, com Carbolfucsina durante 4 minuto

2. Lavar com agua corrente

3. Adicionar o descorante acido-dlcool a 3% ( solu¢ao de acido cloridrico e

etanol/metanol) durante 5 segundos

4. Lavar com agua corrente

5. Cobrir a superficie com Verde brilhante durante 30 segundos.



6. Lavar com agua corrente e deixar secar

7. As BAAR apresentam uma coloragao avermelhada

e Lista de Discos de Antibioticos presentes no laboratorio

Amoxicilina (25pg)

Ciproflgoxacina (5pg)

Linezolide (10pg)

Amoxicilina-acido clavulanico Clindamicina(2ug)

(30ug)
Ampicilina —sulbactam (20pg)

Aztreonam (30 pg)
Benzilpenicilina (1U)

Cefazolina (30 pg)

Cefepime (30 pg)
Cefotaxima (5pg)
Cefoxitina (30pg)
Cefradina (30 pg)
Ceftazidima (10pg)
Ceftriaxone (30ug)

Cloranfenicol (30pg)
Colistina (25 pg)
Cotrimoxazol (25pg)
Doxicilcina (30 pg)

Eritromicina (15pg)
Ertapenem (10pg)
Fosfomicina (200 pg)
Gentamicina (10 e 30pg)
Imipenem (10pg)

Levofloxacina(5pg)

Meropenem (10pg)

Metronidazol (5pg)
Minociclina (30 pg)
Netilmicina (10pg)
Piperacilina-tazobactam
(36ug)

Teicoplamina (30pg)
Tetraciclina (30pg)
Tigeciclina (15 pg)
Vancomicina (30 pg)




Anexo Il. Hematologia

e Valores de referéncia dos parametros eritrocitarios

Parametro Valor de referéncia Unidade
RBC 4,5 -6,5 106/uL
13-18 g/dL
Hb
85-95 fL
VCM
I1,5- 145 %
RDW
35-47 %
HT
27 - 32 pg
HCM
32-36 g/dL
CMHG
05-1,5 %

Reticuldcitos

e Valores de referéncia dos parametros leucocitarios

Parametro Valor de Valor de
referéncia referéncia
absoluto (103/ pL) relativo (%)

Leucocitos 4,0-11,0 100
Neutrofilos 1.8-7.7 45-70
Linfocitos 0.8-4.4 20-40
zg Monocitos 0.1-1.1 3-10
(_é_ Eosinofilos 0-0.5 [-5
Y Basofilos 0-0.2 0-2
(7]




e Valores de referéncia Plaquetares

Valor de referéncia Unidade

Plaquetas

150-450 G/L

e Coloracao de Perls

Colocar os esfregagos fixados na solugao de trabalho (solugao de ferrocianeto de
potassio e acido cloridrico) durante 10 minutos

Lavar em agua desionizada

Realizar uma contracoloragao durante 5 minutos em solugao de trabalho de
pararrosanilina

Passar por agua desionizada e deixar secar ao ar





