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RESUMO

As analises laboratoriais tém um grande impacto nas decisGes tomadas pelas equipas
médicas dado que fornecem dados essenciais para um correto diagnéstico e atribuicdo de

terapéutica.

O presente relatorio pretende descrever todas as atividades realizadas durante 8 meses
de estagio no Servico de Patologia Clinica do “Hospital Santa Maria Maior” nas areas da
Microbiologia, Hematologia/Coagulacdo, Imunoquimica (composta pela Bioquimica,

Imunologia e Virologia) e Imuno-Hematologia (banco de sangue).

Nas diversas areas referidas pretende-se descrever todas as fases que compdem o estudo
laboratorial, mais concretamente as metodologias, equipamentos e materiais utilizados na rotina
laboratorial diéria para o estudo de parametros/produtos/analitos, para assim chegar a uma ou
mais patologias. Tendo sempre como referéncia o trabalho do hospital desde o
acompanhamento de pacientes do internamento, do servi¢co de urgéncia, ao hospital de dia,

consultas externas e centros de salde da regido de Barcelos.

Palavras-chave: Patologia clinica; Microbiologia; Hematologia; Coagulagéo;

Bioquimica; Imunologia; Virologia; Medicina transfusional.
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ABSTRACT

Laboratory analyses have a great impact on the decisions made by medical teams, since

they provide the essential data to a correct diagnosis and choice of therapy.

This report aims to describe all the activities carried out during the 8 months of
internship in “Santa Maria Maior Hospital” Clinical Pathology Service in the fields of
Microbiology, Hematology/Coagulation, Immunochemistry (composed of Biochemistry,
Immunology and Virology) and Immunohematology (blood bank).

In the above referred areas, this report intends to describe all the phases that comprise
the laboratory study, namely the methodologies, equipment and materials used, during the daily
laboratory routine for the study of all the parameters / products / analytes, in order to arrive at
one or more pathologies. These approaches were always referred the hospital base work, i.e.
the follow-up of patients, the emergency service, day hospital and health centers in the Barcelos

region.

Keywords: Clinical pathology; Microbiology; Hematology; Coagulation;

Biochemistry; Immunology; Virology; Transfusion medicine.
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INTRODUGAO

INTRODUCAO

O presente relatorio pretende descrever todas as atividades realizadas durante 8 meses
de estagio curricular e constitui o elemento de avaliacdo final do Mestrado de Biologia Clinica
Laboratorial (MBLC) ministrado pela Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD).

O estagio foi realizado no laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Santa Maria
Maior, EPE, um servico acreditado pelo Departamento da Qualidade na Saude (DQS) da
Dire¢do-Geral da Saude (DGS) (@QREDITA), reconhecendo a alta qualidade do seu servico.

Os laboratorios clinicos tém um grande impacto nas decisfes tomadas pelas equipas
médicas, pois as analises laboratoriais, fornecem dados essenciais para um correto diagnostico
e atribuicdo de terapéutica. Para isso, € de extrema importancia assegurar um elevado nivel de
qualidade no laboratdrio, de forma, a transmitir aos medicos 0 maximo de confianca na tomada

de decisoes.

Os principais objetivos deste estagio sdo: adquirir experiéncia e conhecimento pratico
nas areas da Microbiologia, Hematologia/Coagulacdo, Imunoquimica (composta pela
Bioquimica, Imunologia e Virologia) e Imuno-Hematologia (banco de sangue); estabelecer
contacto com equipamentos e técnicas utilizadas no processamento de amostras bioldgicas
provenientes de pacientes do internamento, servico de urgéncia, hospital de dia, consulta
externa e centros de saude da regido de Barcelos; e integracdo na rotina laboratorial de um

laboratdrio hospitalar.
De forma a documentar este estagio dividiu-se este relatorio da seguinte forma:

No 1° capitulo € feita uma breve caracterizacdo do Servico de Patologia Clinica do
“Hospital de Santa Maria Maior”. No 2° capitulo é descrito o servico do laboratério de
Microbiologia, dando enfase aos materiais e metodologias, esquematizando o processo de
andlise dos produtos biologicos e descrevendo a rotina diaria. No 3° capitulo é explicado o
servico do laboratério de Hematologia e Coagulacéo incidindo nas metodologias e parametros
obtidos e a sua avaliacdo, bem como a rotina laboratorial. No 4° capitulo € mencionado o servico
do laboratério de Imunoquimica nas suas metodologias e analises relacionando os resultados
com o seu significado clinico. No 5° capitulo é referido o servico de Imuno-Hematologia, mais
concretamente a rotina pré-transfusional expondo toda a cadeia de procedimentos e

metodologias associadas a esta area.
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CAPITULO 1 - CARACTERIZAGAO DO SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA

O Servico de Patologia Clinica do Hospital de Santa Maria Maior (SPC) desenvolve a
sua atividade nas areas de Hematologia/Coagulacdo, Bioquimica/lmunoquimica,

Microbiologia e assegura também a medicina transfusional do servico de Imunohemoterapia.

O SPC assegura a realizacdo dos exames laboratoriais necessarios ao diagndstico
laboratorial e 0 acompanhamento dos pacientes do servi¢o de urgéncia, do hospital de dia, do
internamento, das consultas externas e de todos os centros de salde da regido de
Barcelos/Esposende. Além disso, procura garantir um elevado nivel de qualidade nas suas
atividades para bem servir os pacientes e todos os profissionais que dependem deste servico,

atraves de rigorosos procedimentos de controlo de qualidade internos e externos.

De seguida sdo apresentadas as fases que compdem o estudo laboratorial, os materiais
utilizados para a colheita, os programas de avaliacdo de qualidade externa, a politica de residuos

e as colaboracBes mais relevantes com outras entidades.

1.1 - FASES DO ESTUDO LABORATORIAL

A realizacdo de um exame laboratorial passa por trés fases diferentes: a fase pré-

analitica, fase-analitica e a fase pos-analitica.

A fase pré-analitica (12 fase) compreende tudo o que ocorre entre a requisicdo do exame,
a colheita, a correta identificacdo e rotulagem dos recipientes de colheita, o transporte da
amostra bioldgica e a sua rececdo no laboratério até estar pronta para a analise [1]. E nesta fase
que ocorre 0 maior nimero de nao-conformidades (por exemplo, recipiente a verter parte da

amostra) e erros laboratoriais, dada toda a sua complexidade.

Para evitar ao maximo o erro, deve ser desenvolvido um percurso pré-analitico bem

definido. Na figura 1 encontra-se esquematizado o percurso pré-analitico no SPC.
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Requisi¢io Médica
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Figura 1 - Percurso pré-analitico das amostras no SPC (fonte: Manual de Qualidade do Servigo de Patologia
Clinica do Hospital de Santa Maria Maior).

A fase analitica (2% fase) corresponde ao exame laboratorial da amostra, seja
manualmente ou através de equipamentos. Nesta fase devem estar perfeitamente clarificadas as
regras e praticas para todos o0s procedimentos, equipamentos e reagentes necessarios a
realizacdo dos varios exames laboratoriais, que devem estar disponiveis e de facil acesso a todos
0s Técnicos [1]. Cada laboratdrio é da responsabilidade de um TSDT, em regime de rotacfes

semanais.
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A fase pos-analitica (32 fase), de uma forma sucinta, corresponde a validacdo dos
resultados e termina com a emissao do parecer técnico a nivel informéatico, com todos os dados

originais, valores de referéncia e comentarios [1].

1.2 - MATERIAIS PARA COLHEITA

Em relacdo aos materiais para colheita existem diferentes recipientes e tubos com
caracteristicas diferentes consoante as exigéncias das analises laboratoriais a que se destinam.

De seguida descrevem-se 0s recipientes e a sua utilizacdo no SPC:

> S-Monovette® 7,5ml Soro-Gel - Tubo seco com gel ativador de coagulacio (figura
2-a) utilizado na area de imunoquimica. Antes da sua entrada no equipamento é
centrifugado a 3500 rota¢des por minuto, durante 10 minutos, e quando necessario
deve-se remover a fibrina se esta estiver presente. Também pode ser usado para

andlise de “urina 24 horas”.

> S-Monovette® 7,5ml Li-Hep - Tubo de heparina-litio (figura 2-b) utilizado apenas
na area da imunoquimica. Este anticoagulante (heparina-litio) impede a formacao
de fibrina na superficie do plasma. A amostra é centrifugada a 3500 rotagdes por

minuto, durante 10 minutos.

» S-Monovette® 4,3ml Citrato 9NC - Tubo de citrato trissodico (figura 2-c) utilizado
nas provas de coagulagdo. E centrifugado a 3600 rotacdes por minuto, durante 15

minutos.

> S-Monovette® 4ml K; EDTA - Tubo de EDTA K; (figura 2-d) utilizado na
hematologia para a determinacdo do hemograma nas provas pré-transfusionais e
para a determinacdo da aménia na bioquimica (centrifugacdo a 3500 rotacdes por

minuto, durante 10 minutos).

» S-Sedivette® 3.5ml Citrato 4NC - Tubo de citrato trissodico (figura 2-e) utilizado
na hematologia para determinar a velocidade de sedimentacdo dos eritrocitos apds

60 minutos.
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Figura 2 - Tubos S-Monovette® - a) 7,5ml Soro-Gel; b) 7,5ml Li-Hep; c) 4,3ml Citrato 9NC; d) 4ml K3 EDTA,;
e) 3.5ml Citrato 4NC; (fontes: https://www.sarstedt.com/pt/produtos/diagnostico/sangue-venoso/s-monovetter/,
https://www.sarstedt.com/pt/produtos/diagnostico/hemossedimentacao/sistemas-de-coleta-de-sangue/).

> Frascos de hemocultura BACT/ALERT® FA e PF (figura 3) - utilizado na
microbiologia para a cultura de sangue em meio especifico no equipamento
BACT/ALERT® 3D 120.

Figura 3 - Frascos de hemocultura (fonte: https://www.biomerieux-usa.com/bact-alert/culture-media).
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» Recipiente para recolha de “urina 24 horas” (figura 4-a) - utilizado na
imunoquimica para a analise de “urina 24 horas”. Qualquer recipiente com tampa
hermética e com capacidade suficiente para recolher toda a urina durante 24 horas

pode ser utilizado, e se possivel deve conter marcas para medicéo do volume.

» Recipiente para colheita de urina (figura 4-b) - utilizado para recolha de urina,

destinada a anélise bioquimica e bacterioldgica.

» Recipiente para colheita de fezes (figura 4-c) - utilizado na microbiologia para

coprocultura, para a pesquisa de sangue oculto e para a detecdo de Rotavirus.

> Recipiente para colheita de produtos bioldgicos (figura 4-d) - utilizado para a

colheita de: expetoracdes, secrecdes bronquicas, etc., destinados a éarea de

microbiologia.

Figura 4 — Recipientes - a) para recolha de “urina 24 horas”; b) para colheita de urina; c) para colheita de fezes;
d) para colheita de produtos biol6gicos.

» Tubo para colheita de produtos bioldgicos (figura 5) - utilizado para a colheita de:
liguido cefalo-raquidiano, liquido ascitico, entre outros liquidos organicos,

destinados a area de microbiologia.

B
N

Figura 5 - Tubo para colheita de produtos bioldgicos (fonte:
https://www.sarstedt.com/pt/produtos/laboratorio/tubos-de-reagente-e-de-centrifuga/tubos/product/62.554.001/).
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» Zaragatoa (figura 6-a) - utilizada na microbiologia para recolha de produtos

biolégicos purulentos.

> Ansa (figura 6-b) - utilizada na microbiologia para semear produtos bioldgicos em

meios de cultura.

a)
REF 18288 st 0 1y 20 [N
1 Ansa storke in pointirols da ;Qm*-zo’
b) Stevite 00 10 rricrottres. .
g ‘Lror:nroza & [Exp.: 202208 < |

08, S . b (N HOracwre ey 550

Figura 6 — a) zaragatoa; b) ansa; (fonte: http://www.esteriplas.net/product_info.php?products_id=681;
https://www.hiberniamedical.ie/product/gamma-sterile-inoculation-loop-with-needle-2/).

1.3 - AVALIACAO DA QUALIDADE

Grande parte das decisdes médicas, sdo tomadas com base nos resultados dos exames
laboratoriais. Por essa razdo os médicos e 0s pacientes necessitam ter confianca nos resultados
fornecidos pelos laboratérios clinicos. Para isso, todos laboratérios que compdem o SPC, séo
diariamente submetidos a uma avaliacdo interna da qualidade e participam em programas de

avaliacdo externa da qualidade (AEQ).

O SPC participa nomeadamente nas avaliagbes conduzidas pelo “United Kingdom
National External Quality Assessment Service” (UK NEQAS) e pelo Instituto Ricardo Jorge.
Estes enviam varios tipos de amostras biologicas que sdo processadas pelos equipamentos e
metodologias utilizadas em todos laboratérios que compdem o SPC. Os resultados destas
analises sdo enviados para a instituicdo e mais tarde sdo comparados com os resultados dos
outros participantes, deste modo a AQE tem como objetivo avaliar os resultados da mesma
amostra executadas em diferentes laboratérios, permitindo assim determinar a exatiddo dos

métodos utilizados.
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1.4 - POLITICA DE RESIDUOS

A politica implementada de residuos no “Hospital de Santa Maria Maior”, segue as
normas nacionais de organizacao e gestdo dos residuos hospitalares, de acordo com o despacho
n.% 242/96, 2° série do Diario da Republica n.° 187 de 13 de Agosto. A tabela 1 resume esta

norma em relagdo aos grupos de residuos.

Tabela 1 - Normas de organizacdo e gestdo dos residuos hospitalares [2]

Residuos ndo perigosos

Grupo |

- Residuos provenientes de servicos gerais como
gabinetes, salas de reunido e de convivio, instalacdes
sanitarias, higiene pessoal, vestuarios;

- Residuos provenientes de atividades de
alimentacéo, resultantes da sua confe¢do e consumo
incluindo restos alimentares ndo incluidos no grupo

Grupo Il

- Embalagens vazias de medicamentos, produtos
guimicos, ou outros produtos de uso clinico com
excecdo dos incluidos no grupo Il e no grupo 1V;

- Material de protecdo individual - mascaras,
manguitos, aventais, luvas, botas, toucas -utilizados
nos servigos gerais, com a exce¢do do utilizado na

Il. recolha de residuos.

Residuos perigosos

Grupo 111 Grupo IV Residuos Especiais Perigosos

- Amostras biologicas (tecidos, | - Residuos cortantes e | - Produtos quimicos: solventes
sangue, soros, etc.), seringas ndo | perfurantes: agulhas, bisturis, | halogenados ou ndo, solucdes 4cidas
acopladas; Iaminas, lamelas, etc.; ou Dbésicas, sais e solugbes com
- Materiais contaminados ou com cianetos;

vestigios de sangue: compressas, - Reagentes ndo identificados ou
algoddes, resguardos descartaveis obsoletos: outros residuos sujeitos a
e papel protetor de bancada, tubos recolha pontual (por exemplo:
de colheita, pipetas  ou componentes  sanguineos,  cuja
micropipetas; validade expirou).

- Placas de Petri ou outros
recipientes de crescimento de
culturas.

1.5 - COLABORACOES COM OUTRAS ENTIDADES

Por forma a garantir a satde publica na regido de Barcelos, o “Hospital de Santa Maria
Maior” e o SPC colaboram com outras entidades em programas de prevencdo e controlo de

vérias doencas e avaliagdo da sua patogenicidade.
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1.5.1 - SISTEMA NACIONAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

O Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) é um sistema de
vigilancia, da responsabilidade da Direcdo Geral de Saude (DGS). O seu objetivo é recolher,
atualizar e divulgar informagdes relacionadas com doencas transmissiveis entre outros
potenciais riscos para a saude publica, além disso, em situacfes de emergéncia este sistema é
responsavel pela preparacdo de planos de contingéncia [3]. E importante assim referir que o
“Hospital de Santa Maria Maior”, do qual o SPC faz parte, participa e reporta ao SINAVE
“Doencas Transmissiveis de Notificacdo Obrigat6ria”. A lista destas doencas € apresentada na
tabela 2.

Tabela 2 - Lista de Doencas Transmissiveis de Notificacdo Obrigatoria que devem ser reportadas ao SINAVE.

= Botulismo

= Brucelose

= Campilobacteriose

= Colera

= Criptosporidiose

= Dengue

= Difteria

= Doenca de Creutzfeldt— Jakob (DCJ)

= Doenca de Creutzfeldt— Jakob variante (vDCJ)

= Doenca de Hansen (Lepra)

= Doenca de Lyme (Borreliose)

= Doenca dos Legionarios

= Doenca Invasiva Meningococica

= Doenca Invasiva Pneumococica

= Doenca Invasiva por Haemophilus influenzae

= Ebola

= Equinococose / Hidatidose

= Febre Amarela

= Febre Escaro-Nodular (Rickettsiose)

= Febre Q

= Febre Tifoide e Febre Paratifoide

= Febres hemorragicas virais e febres por arbovirus

= Giardiase

= Gonorreia

= Gripe Nao Sazonal

= Hepatite A,B,C eE

= TInfecio pelo novo Coronavirus (MERSCoV)

= Infecdo por Bacillus anthracis

= TInfecdo por Chlamydia trachomatis,incluindo
Linfogranuloma venéreo

Infeciao por Escherichia coli produtora de
Toxina Shiga ou Vero (Stec/Vtec)
Infecio por virus do Nilo Ocidental
Infecio por Virus ZIKA

Leishmaniose Visceral

Leptospirose

Listeriose

Malaria

Paralisia Flacida Aguda

Parotidite Epidémica

Peste

Poliomielite Aguda

Raiva

Rubéola Congénita

Rubéola, excluindo congénita
Salmoneloses nao Typhi e nao Paratyphi
Sarampo

Sifilis

Sindroma Respiratoria Aguda — SARS
Tétano

Tosse Convulsa

Toxoplasmose Congénita

Triquinelose

Tuberculose

Tularémia

Variola

VIH (inf. pelo virus da imunodeficiéncia
humana) / SIDA

Yersiniose
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1.5.2 - PROGRAMA DE PREVENGCAO E CONTROLO DE INFECOES E RESISTENCIA AOS

ANTIMICROBIANOS

As infecbes associadas a cuidados de salde e o aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos sdo problemas intimamente relacionados e de importancia
crescente a escala mundial, sendo que nenhum pais e nenhuma unidade de satde pode ignorar
as implicacOes destas infecfes e 0 seu impacto nos utentes, nas unidades de salde e na
comunidade, como o aumento da morbilidade e a mortalidade, prolongamento do tempo de

internamento e aumento de custos em saude [4].

Dada a relevancia deste problema, em 2013 pelo despacho n.° 2902/2013, é criado o
Programa de Prevencdo e Controlo de InfecGes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (PPCIRA)
e, pelo despacho n.° 15423/2013, foram criados os Grupos de Coordenacdo Regional do
PPCIRA em Administracdes Regionais de Saude, bem como os Grupos de Coordenagéo Local
do PPCIRA em cada uma das unidades prestadoras de cuidados de satde primarios, hospitalares

e continuados, integradas no Servico Nacional de Saude (SNS) [4].

No Hospital Santa Maria Maior o laboratério de Microbiologia participa com o Grupo
de Coordenacéo Local do PPCIRA, no qual a Dr.2 Filomena Reis faz parte, na gestdo do Plano

Operacional de Prevencdo e Controlo de Infecdo e de Resisténcia aos Antimicrobianos.

1.5.3- INSTITUTO DE PATOLOGIA E IMUNOLOGIA MOLECULAR DA UNIVERSIDADE DO

PORTO

O Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto
(IPATIMUP), é um associacdo privada de utilidade publica que participa em varios projetos de
investigacdo, diagndstico entre outros. Um dos que se destaca € o estudo de fragmentos de DNA
circulante livre através de bidpsia liquida de fluidos corporais, nomeadamente sangue
periférico. O estudo de biomarcadores moleculares através da bidpsia liquida, surge como um
método complementar ou alternativo a bidpsia cirdrgica, servindo como uma ferramenta de

acompanhamento em tempo real da dindamica do tumor [5].

Deste modo, e dada a sua relevancia clinica, o SPC colabora com o IPATIMUP na
colheita, manuseamento e o envio de amostras de sangue em tubos de preparacao de plasma,

seguindo um protocolo validado pelos mesmos.
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CAPITULO 2 - MICROBIOLOGIA

O estégio na area de Microbiologia decorreu de 1 de Outubro de 2018 a 9 de Novembro
de 2018, sobre a coordenacgdo da Dr.2 Filomena Reis e da Técnica Superior de Diagndstico e
Terapéutica (TSDT) Patricia Aradjo.

Proporcionou a aquisi¢do de conhecimento a nivel das metodologias adequadas ao
crescimento e isolamento de microrganismos; a identificacdo dos microbianos isolados e a

determinag&o do perfil de suscetibilidade a diversos antimicrobianos.

Neste capitulo sdo descritos os materiais, reagentes, métodos e equipamentos utilizados
no processamento de produtos bioldgicos no laboratério de Microbiologia, bem como a rotina

laboratorial.

2.1 - MATERIAISE METODOLOGIAS

Para a execucdo dos variados exames de microbiologia, o laboratorio deve estar
devidamente provido de equipamentos, materiais e reagentes. De seguida serdo abordados os
materiais e as metodologias mais importantes no desenvolvimento, isolamento e identificacéo

de microrganismos, passando também pela determinacdo do antimicrobiano mais eficiente.
2.1.1 - MEIOS DE CULTURA

O meio de cultura é essencial para o desenvolvimento dos microrganismos, este contém
nutrientes e especificidades fisicas necessarias ao crescimento microbiano. Os meios de cultura
podem ser categorizados como: ndo-seletivo (normalmente enriquecido, permitindo o
crescimento da maioria das bactérias); seletivo (suprime o crescimento de alguns
microrganismo, permitindo o crescimento de outros); diferencial (permite o reconhecimento de

diferentes bactérias com base na cor da sua coldnia).

A tabela 3 descreve os meios de cultura da BioMérieux utilizados no SPC.
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Tabela 3 - Meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia do SPC [6-21].

Meio

Descricao

BHI
(Brain-Heart Infusion)

Meio ndo seletivo. Caldo composto por uma base nutritiva enriquecida,
adaptado ao crescimento de microrganismos exigentes.

Rappaport

Meio que se destina ao enriquecimento de Salmonella a partir das fezes.

Lowenstein-Jensen

Meio diferencial enriquecido que se destina a cultura das micobactérias.

Schaedler + vitamina
K3

Caldo que esta especialmente adaptado ao crescimento de microrganismos
anaerdébios.

Gelose de Esculina

Meio que se destina a detecédo da hidrolise da esculina (os compostos libertos
reagem com os sais de ferro dando assim uma cor negra ao meio), permitindo
assim a diferenciacdo presuntiva das bactérias como enterecocos.

GS (Gelose de Sangue)

Meio ndo seletivo adicionado com 5% de sangue de ovelhas, tornando o meio
muito nutritivo para o crescimento da maioria das espécies bacterianas.

GChoco
(Gelose de Chocolate)

Meio enriquecido com PolyVitex, ndo seletivo que favorece o crescimento de
estirpes exigentes como a Neisseria spp. e Haemophilus spp.

CLED
(“Cystine lactose
eletrolyte deficiente™)

Meio nao seletivo, diferencial, a deficiéncia de eletrdlitos inibe o “swarming”
dos Proteus spp. ja a presenca de lactose permite diferenciar as colonias
fermentadoras (lactose +), alterando para cor amarela devido a acidificagdo
do meio, das ndo-fermentadoras (lactose -), alterando para cores verdes, azuis
ou incolores.

Meio seletivo e diferencial para isolamento de bacilos Gram negativo
distinguindo fermentadores de lactose (lactose + colénias vermelhas) e ndo

Mac (MacConkey) fermentadores (lactose — coldnias incolores ou beges) (Enterobacteriaceas,
Pseudomonas spp. etc.).
sS Meio seletivo e diferencial de isolamento para Salmonella spp. e Shigella spp.

(Salmonela Singela)

A presenca de sais de ferro permite a detecdo das estirpes produtoras de H.S
(col6nias com centro negro).

Meio seletivo e diferencial de isolamento para Salmonella spp. e Shigella spp.

XLD . x : . - N
(Xylose Lysine Permite a detecdo de estirpes que possuem descarboxilase (orlgln_am colénias
Deoxycholate) vermelhas), que produzem H.S (col6nias com centro negro) e estirpes que
XY fermentam acucares (colonias amarelas ou laranjas).
Sabouraud Meio que por possuir peptonas e glucose, favorece o desenvolvimento de
espécies fungicas.
CAM Meio seletivo para o isolamento de Campylobacter spp. a partir de fezes.

(Gelose Campylosel)

Possui sangue de carneiro que facilita o crescimento.

YER
(Gelose Yersinia)

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Yersinia. Devido a presencga
no meio de manitol e vermelho neutro, é possivel a diferenciacdo das colonias
pela coloracédo (coldnias rosa escuro a vermelhas).

MRSA

Meio cromogéneo que permite uma identificagdo direta e definitiva do
Staphylococcus aureus Resistente & Meticilina (MRSA).
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2.1.2 - TECNICAS DE COLORACAO

A observacdo microscopica de preparacoes coradas permite determinar de forma precisa
as caracteristicas morfoldgicas das bactérias (forma e afinidade para os corantes) [6].

No SPC sdo utilizadas as técnicas de coloracdo de Gram e de Kinyoun.

2.1.2.1 - COLORACAO DE GRAM

A coloracdo de Gram é um método de coloracdo, de larguissima aplicacdo, que permite
dividir as bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas e Gram negativas [22].

Certas bactérias quando expostas ao cristal de violeta, e seguidamente pelo iodo, fixam
o0 corante de tal modo que resistem a descoloracdo por um descorante (alcool ou acetona). A

estas bactérias da-se o nome de bactérias Gram positivo, e coram de violeta escuro [22].

Outras bactérias ficam descoradas quando € aplicado o descorante, dando-se 0 nome de
bactérias Gram negativo. Para que estas se possam ver mais facilmente quando observadas ao
microscopio, € necessario utilizar um segundo corante (corante de contraste), geralmente

vermelho (safranina ou fucsina) [22].
2.1.2.2 - COLORAGAO DE KINYOUN

Método de coloracgéo utilizado para identificar a presenca de micobactérias em amostras
clinicas ou em coldnias (muito utilizado no diagnostico de tuberculose). Este método baseia-se
no fato de as micobactérias conterem lipidos de longa cadeia chamados acidos micélicos nas

suas paredes, conferindo hidrofobicidade a parede celular [23].

A coloracdo de Kinyoun é uma alternativa melhorada ao uso da coloracdo de Ziehl-
Neelsen, na qual ndo é necessario o aquecimento da lamina para liquidificar os acidos
micdlicos. A fucsina da coloracdo de Kinyoun é um corante vermelho que contem fenol,
permitindo a solubilizacdo dos lipidos ajudando assim a penetracdo do corante na parede das
micobactérias. Apds a colora¢do com fucsina, a lamina é coberta com um forte descolorante

(mistura de alcool-acido).

Assim, 0s microrganismos que ndo tém na parede acidos micdlicos libertam o corante
ficando incolores, ja as micobactérias ficam vermelhas. Por fim, os microrganismos que
perderam a cor séo corados com azul-de-metileno (corante de contraste), permitindo assim

diferenciar as micobactérias das restantes [23].
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2.1.3—-PROVAS DE IDENTIFICACAO

De forma a determinar o género bacteriolégico de alguns tipos de bactérias, séo
efetuadas duas provas baseadas em caracteristicas metab6licas. No laboratorio de microbiologia

do SPC séo feitas as seguintes provas [6]:

» Catélase - prova cujo principio baseia-se na reacdo de decomposi¢do do peroxido
de hidrogénio quando este € exposto a enzima catalase. Esta enzima encontra-se
presente em muitos organismos, incluindo algumas bactérias. Quando uma coldnia
de uma bactéria dita catalase positiva é colocada em perdxido de hidrogénio, ocorre
a formacdo de bolhas de oxigénio, visto que, a decomposicdo da molécula origina
duas moléculas de H.O e uma de Oy;

» Coagulase - € uma enzima produzida principalmente pelas estirpes de
Staphylococcus aureus, sendo que existem duas formas desta enzima, uma ligada a
parede da bactéria (“clumping factor”) enquanto que outra € libertada pela bactéria
sob a forma “livre”. No SPC a prova para a detecdo desta enzima é feita por meio
de um teste de aglutinacdo que além de detetar 0 “clumping factor”, deteta também

a proteina A e polissacarideos capsulares de Staphylococcus aureus [24].

2.1.4 - TESTES RAPIDOS

Para uma rapida atuacgdo clinica a um dado problema de sadde que afeta um paciente, é
necessario ter a disposicdo testes rapidos que permitam determinar, em alguns minutos, a

origem do problema.
Os testes rapidos frequentemente efetuados na microbiologia séo:

» Pesquisa de Legionella pneumophila - método imunocromatografico para a
detecdo qualitativa do antigene (serogrupo 1) da L. pneumophila em amostras
de urina de pacientes com suspeita de pneumonia [25];

» Pesquisa de Streptococcus pneumoniae - imunoensaio rapido para a detecdo
qualitativa de antigénios de S. pneumoniae em urinas e no Liquido Céfalo-

raquidiano (LCR) de pacientes com suspeita de meningite [26];
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Também sdo frequentemente efetuados outros testes rapidos, tais como:

> Pesquisa de Sangue Oculto - método imunocromatografico no qual apenas €
reconhecida a hemoglobina humana (através da reacdo a anticorpos especificos)
nas fezes [27];

> Pesquisa de Rotavirus - teste rapido para a detecdo de Rotavirus em fezes
humanas [28];

> Pesquisa de Adenovirus - teste rdpido para a detecdo de Adenovirus em
secrecdes nasofaringeas [29];

» Pesquisa do Virus sincincial Respiratorio - teste rapido para a dete¢do do Virus

sincincial Respiratorio em secre¢des nasofaringeas [30].

2.1.5 - DETECAO DE MICRORGANISMOS EM HEMOCULTURAS

A detecdo de microrganismos em hemoculturas (amostra de sangue em meio de cultura
especifico) é efetuada pelo equipamento BACT ALERT® 3D 120 (Figura 7). E um sistema de
teste totalmente automatizado capaz de incubar, agitar e monitorizar de forma continua 0os meios

inoculados com produtos de pacientes com suspeita de bacteriemia e fungemia [31].

lmALEnT 3D

Figura 7 - Equipamento BACT ALERT® 3D 120.

Bruno Barbosa Gomes Monteiro Lopes Vila Real 2019 17



Relatério de Estagio em contexto profissional no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Santa Maria Maior, EPE
CAPITULO 2 - MICROBIOLOGIA

As amostras de sangue sdo inoculadas em frascos de cultura descartaveis, que contém
um sensor de emulsdo liquida no fundo sendo este monitorizado continuamente utilizando foto-
detetores de estado solido. O crescimento bacteriano leva a alteragées do CO. e pH do meio
evidenciados pela mudanga de cor no sensor. Esta mudanca de cor é medida automaticamente
recorrendo a um LED que projeta luz sobre o sensor sendo esta refletida e medida por um foto-

detetor, quanto mais clara for a cor do sensor mais luz seré refletida [31].

2.1.6 - IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS E TESTES DE SUSCETIBILIDADE A

ANTIMICROBIANOS

A crescente resisténcia dos microrganismos a agentes antimicrobianos, tem sido um dos
grandes desafios na area da saude. Por esse motivo, os testes de identificagdo microbiana,
juntamente com os testes de suscetibilidade a antimicrobianos, sdo fundamentais para fornecer
informacdes que permitam respostas clinicas direcionadas e melhores resultados para o cuidado

ao paciente [32].

No SPC utiliza-se um equipamento automatico para identificagdo dos microrganismos
e para efetuar testes de suscetibilidade a antimicrobianos chamado VITEK® 2 Compact. Este
equipamento permite identificar qual o microrganismo isolado e quais sdo 0s antimicrobianos
mais eficazes. Para isso, utiliza cartas de identificacdo e cartas para testes de suscetibilidade
antimicrobiana e uma suspensao em solucao salina do microrganismo isolado. A suspensédo tem

de ser efetuada a partir de uma colonia pura.

As cartas de identificacdo VITEK® 2 (Tabela 4) permitem testar e identificar, com
facilidade e seguranca, uma grande variedade de microrganismos clinicamente relevantes e

proporcionar resultados rapidos e precisos.

Tabela 4 - Cartas para identificacdo de microrganismos (VITEK® 2) utilizadas no laboratério de microbiologia

do SPC.
Cartas de identificacio Indicado para:
VITEK® 2 YST ID card Identificagdo de Fungos.
VITEK® 2 GN ID card Identificagdo de bacilos Gram-negativos fermentadores e ndo
fermentadores.
VITEK® 2 GP ID card Identificagdo de bactérias Gram-positivas.
Identificagdo para Neisseria spp., Haemophilus spp.,
VITEK® 2 NH ID card Campylobacter spp. e outros microrganismos de crescimento
exigente.
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As cartas para testes de suscetibilidade antimicrobiana VITEK® 2 (Tabela 5)
proporcionam dados relativos a resisténcia de um microrganismo especifico em relagdo a um
ou mais agentes antimicrobianos, e assim inferir quais os indicados a utilizar de modo garantir

0 sucesso do tratamento.

Tabela 5 - Cartas para testes de suscetibilidade antimicrobiana (VITEK® 2) utilizadas no laboratdrio de
microbiologia do SPC.

Cartas para testes de suscetibilidade antimicrobiana Indicacéo:
VITEK® 2 AST-ST03 Streptococcus spp.
VITEK® 2 AST-P648 Staphylococcus spp.
VITEK® 2 AST-P586 Enterococcus spp.

Bacilos Gram-negativos que nédo

® -
VITEK™ 2 AST-N215 fermentadores da lactose

Bacilos Gram-negativos

® -
VITEK™ 2 AST-N248 fermentadores da lactose

Bacilos Gram-negativos de

VITEK® 2 AST-N355 .
amostras de urina

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana em microrganismos de crescimento exigente
como a Neisseria sp., Haemophilus sp., Campylobacter sp. entre outros sdo efetuados em
galerias ATB.

2.2 - PROCESSAMENTO DE PRODUTOS BIOLOGICOS

No laboratorio de microbiologia do SPC séo diariamente analisados varios produtos
biolégicos com a aplicacdo das varias metodologias e materiais descritos anteriormente. Serdo
entdo aqui descritos os procedimentos utilizados para cada produto biolégico, sendo que estes
séo baseados e adaptados do “Orientagdes para a elaboracdo de um manual de boas préaticas em

bacteriologia” do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge [6].
2.2.1-URINAS

Por norma, uma amostra de urina € um liquido biol6gico estéril, porém durante a mic¢éo
esta pode arrastar microrganismo, podendo induzir a erros na interpretacdo da urocultura. Os
agentes etiologicos mais frequentes nas criangas e adultos (sem outras doengas associadas) sao
bactérias da familia das Enterobacteredcea (grande destaque para a Escherichia coli), e por esse

motivo sdo frequentemente isoladas no laboratorio [6].
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Quando o pedido de urocultura chega ao laboratério este vem acompanhado da urina
em recipiente de transporte ou entdo esta ja& vem semeada em URILINE (produto da
BioMérieux). O URILINE consiste num tubo fechado contendo uma lamina com duas faces,
cada uma delas coberta por um meio de cultura diferente, especificamente CLED e Mac.

Na figura 8 é possivel observar o percurso do processamento laboratorial da amostra,

assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.

| Urina
Se no periodo de 48 horas, o Flora de

Incubar a — nimero de bactérias presentes | o=

35°C em no meia for inferior a 104 por ml contaminagso !

URILINE l
Observar os Se ndo tiver qualquer /Validaco do resultado no
recultados 4 —*| Crescimento bacterianono ——¢  Estérl —————»{ sistema informatico para

periodo de 48 horas consulta médica

Se no periodo de 48 horas
“_y ondmero de bactérias for <" Colonia pura?>—»  Sim
. Py

superior a 10% por ml
Preparacio da suspens3o para
identificacio elou teste de
susceptibilidade antimicrobiana

no aparelho VITEK® 2 Compact

N&o

L Repicagem para novo meio
de cultura dependendo do

tipo de bactéria

Figura 8 - Processo laboratorial da urina no SPC.

2.2.2 - LIQUIDO CEFALO-RAQUIDIANO (LCR)

A colheita de LCR é um procedimento de carater urgente e de extrema importancia para
o diagnostico laboratorial de meningites. A meningite consiste na inflamacdo das meninges,
conjunto de membranas que revestem e protegem o sistema nervoso central e do espaco
subaracnoide, preenchido pelo LCR [33]. O diagnéstico bacterioldégico do LCR permite
determinar a presenca de microrganismos, para tal devem ser realizadas simultaneamente

hemoculturas.

Na tabela 6 estdo listados 0s agentes etiologicos mais frequentes nas meningites agudas

consoante a idade ou condicdo do paciente.
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Tabela 6 - Agentes etioldgicos mais frequentes nas meningites agudas em varios doentes [6].

Idade ou Condicgdo

Microrganismo

Recém-nascido

E. coli, Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes, Herpes simplex
virus 2

< 2 meses

S. agalactiae, L. monocytogenes, E. coli

< 10 anos

Virus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitis

Adultos Jovens

Virus, N. Meningitis

Imunodeprimidos

Adultos S. pneumoniae, N. meningitidis
Idosos S. pneumoniae, Bacilos Gram negativo, L.monocytogenes
Doentes

Cryptococcus neoformans

Apos a colheita do LCR, este deve ser mantido a temperatura ambiente ou de preferéncia

na estufa a 37 °C (para preservar N. meningitidis). Para estudos virais este ja pode ser

refrigerado se necessario [6]. Sendo o LCR um produto estéril qualquer resultado positivo deve

ser levado em conta e devidamente comunicado [6].

A figura 9 descreve o percurso do processamento laboratorial do LCR, assim como as

varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.

Liquido
Ceéfalo-Raquidiano

Homogener’acao
da amostra

H

Preparacdo de uma ldmina
colocando uma ou duas
gotas sobre a mesma

Fixar & chama e corar
pelo métado de Gram
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Figura 9 - Processo laboratorial do LCR no SPC.
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A Pesquisa de Antigénios Capsulares (PAC) é de carater obrigatdrio, principalmente na
pediatria, sendo feita através de um kit de teste rapido (figura 10). E uma analise de aglutinacio
de latex presuntiva para a detecdo qualitativa direta dos antigénios do Streptococcus Grupo B,
H. influenzae tipo B, S. pneumoniae, N. meningitidis B/ E.coli K1, N. meningitidis C/W135, N.
meningitidis A/Y no fluido cerebrospinal (certos anticorpos especificos ligam-se a superficie
das particulas de latex, a agregacao ocorrida adquire tamanho suficiente para a visualizacdo a
olho nu quando contrastada com um fundo preto). Um resultado positivo depende do nivel de
antigénios detetaveis e ndo substitui a cultura [6; 34].

Figura 10 - Kit de Pesquisa de Antigénios Capsulares.

2.2.3 - LIQUIDOS DE SEROSAS

Os liquidos organicos sdo por norma produtos biologicamente estéreis, por esse motivo
qualquer microrganismo encontrado deve ser investigado na sua identificacdo e suscetibilidade
a antimicrobianos. A interpretacdo final deve ter em conta o estado clinico do doente e o

microrganismo isolado [6].

Os liquidos de serosas incluem os liquidos pleural, pericardico, sinovial e ascitico. Estes
sdo inoculados diretamente no meio, se as amostras forem purulentas; pelo contrario se as
amostras forem limpidas devem ser concentrados por centrifugacdo. Apds a centrifugacdo dos
liquidos aspira-se 0 sobrenadante com uma pipeta esterilizada deixando cerca de 1 mL de

liguido no qual se ressuspende o sedimento [6].

Na figura 11 encontra-se descrito o procedimento laboratorial dos liquidos de serosas,

assim como as Varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 11 - Processo laboratorial dos liquidos de serosas no SPC.

2.2.4 - LAVADO BRONQUICO E LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

O lavado brénquico e lavado bronco-alveolar sdo produtos biolégicos obtidos por
instilacdo e aspiracdo de uma solucdo ndo bacteriostatica de NaCl 0,85% atraves do
broncoscopio [6]. Esta solucdo ao ser aspirada retira parte das bactérias e células presentes no

local que, quando analisadas mais tarde podem assim ajudar no diagndstico de infecGes e

cancros.

Na figura 12 esta representado o procedimento laboratorial do lavado brénquico e

lavado bronco-alveolar, assim como os varios procedimentos dependendo dos resultados

observados.
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Figura 12 - Processo laboratorial dos lavados brénquico e bronco-alveolar no SPC.

2.2.5 - EXPETORACOES E SECRECOES BRONQUICAS

O diagndstico bacterioldgico de infecdes respiratorias a partir de expetoracdes e
secrecdes bronquicas é por norma de dificil interpretacdo. Tal deve-se a contaminacdo das
mesmas por flora comensal da orofaringe durante a colheita [6]. Devido a forte presenca de
bactérias pertencentes a flora normal da regido, s6 séo efetuados os testes de identificacdo e de
suscetibilidade antimicrobiana quando se verifica uma predominancia de um microrganismo

potencialmente patogénico.

A presenca de fungos em expetoracdes ou secrecGes brdonquicas ndo € por norma
valorizada, exceto se o paciente for imunodeprimido. Dessa forma é importante ter sempre em

conta o diagndstico do paciente.

A figura 13 esquematiza o procedimento laboratorial das expetoracdes e secrecdes

brénquicas, assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 13 - Processo laboratorial das expetorac@es e secrecfes bronquicas no SPC.

2.2.6 - HEMOCULTURA

A hemocultura trata-se uma cultura microbiolégica de sangue (em meio de cultura
especifico). Sendo o sangue um produto biologicamente estéril, considera-se entdo que o
isolamento de um microrganismo a partir de uma hemocultura representa o agente etiologico
da infecdo. Em situacdes onde seja necessario efetuar mais do que uma hemocultura
(sequencialmente), estas devem ser colhidas a partir de diferentes veias periféricas. De forma a
conservar a possivel presenca da N. meningitidis, nunca refrigerar as hemoculturas apés a

colheita, assim deve-se manter o frasco em estufa a 37 °C [6].

Como a concentracdo dos microrganismos € baixa na maioria das bacteriemias, o
volume de sangue colhido € um pardmetro critico, principalmente em casos em que o0 paciente
se encontra sob terapéutica antibiotica. Nas criancas 0 volume de sangue necessario a
hemocultura é relativamente inferior, pois a concentracdo dos microrganismos durante o
periodo de bacteriemia € mais elevada do que nos adultos. Os volumes recomendados, por

puncao venosa, sdo: para criancas 1 a 5 mL por puncdo venosa, e para adultos 10 a 30 mL [6].
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Na figura 14 descreve-se o procedimento laboratorial das hemoculturas, assim como as

vérias sequéncias em relagdo aos resultados observados.
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Figura 14 - Processo laboratorial das hemoculturas no SPC.

2.2.7 - EXSUDADO DA OROFARINGE

A avaliacdo bacteriologica do exsudado da orofaringe € um procedimento utilizado no
diagnostico de faringite bacteriana. A faringite trata-se de uma inflamacdo da garganta
fundamentalmente causada por infecdo viral, porém também pode ser causada por infecdo
bacteriana. Na faringite bacteriana o principal agente causal é Streptococcus b-hemolitico do
grupo A, sendo este o foco do exame cultural [6]. Devido a existéncia de uma flora mista e de
um grande nimero de outros Streptococcus na orofaringe, ndo é recomendado efetuar exame

direto (coloracdo de Gram) [6].

Na figura 15 é possivel observar o percurso do processamento laboratorial do exsudado

da orofaringe, assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 15 - Processo laboratorial do exsudado da orofaringe no SPC.

2.2.8 - EXSUDADO PARANASAL

O exsudado paranasal € utilizado no diagnostico bacteriologico da sinusite, sendo este
obtido através da puncdo do seio paranasal. A sinusite trata-se de inflamacdo dos seios

paranasais, muitas vezes causada por infecdo bacteriana ou viral, ou por alergia [35].

Na figura 16 é possivel observar o percurso do processamento laboratorial do exsudado

paranasal, assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 16 - Processo laboratorial do exsudado paranasal no SPC.

2.2.9 - EXSUDADOS OCULARES

A analise do exsudado ocular em exame bacterioldgico permite determinar a presenca
do microrganismo responsavel por infecfes das estruturas internas e externas do olho. Nas
infecBes externas este € extraido a partir do saco conjuntival com o auxilio de uma zaragatoa.
No caso do diagndstico de infecGes internas, a colheita é efetuada em cirurgia por um
oftalmologista [6]. Nas infe¢des oculares o numero de bactérias isoladas é geralmente baixo,
devido a constante acdo de lavagem das lagrimas, por esse motivo utiliza-se uma grande

quantidade de exsudado a inocular [6].

A figura 17 mostra o percurso do processamento laboratorial do exsudado ocular, assim

como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 17 - Processo laboratorial dos exsudados oculares no SPC.

2.2.10 - Pus DE OUVIDO

A otite média é uma infecdo muito frequente em bebés e criancas. De forma a

diagnosticar o microrganismo responsavel pela infecdo € efetuado o exame bacteriolégico do

pus de ouvido [6].

O pus de ouvido é extraido por cirurgia atraves de drenagem no local da infecdo. Se

houver rutura do timpano utiliza-se um espéculo auricular e colhe-se 0 exsudado com uma

zaragatoa [6].

A figura 18 representa o procedimento laboratorial do pus de ouvido, assim como as

varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 18 - Processo laboratorial do pus de ouvido no SPC.

2.2.11 - EXSUDADOS PURULENTOS

Consoante o local da lesdo ou da inflamacdo, o exsudado purulento deve ser colhido por
puncao e aspiracao através de agulha e seringa podendo também ser colhido em caso de feridas
abertas com o auxilio de uma zaragatoa, sendo que neste caso é colocada em meio de transporte

especial (Stuart ou Amies). N&o usar zaragatoas secas [6].

A figura 19 descreve o percurso do processamento laboratorial dos exsudados

purulentos, assim como as varias decisdes em relacdo aos resultados observados.
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Figura 19 - Processo laboratorial dos exsudados purulentos no SPC.

2.2.12 - EXSUDADO VAGINAL

As infecbes do aparelho genital

feminino sdo normalmente causadas por

microrganismos enddgenos cuja patogenicidade € ativada por fatores do hospedeiro ou por

desequilibrio da flora saprofita. Os exsudados vaginais sdo colhidos com o auxilio de uma

zaragatoa de alginato de calcio, esta é depois colocada em meio de transporte especial (Stuart

ou Amies). E efetuado um exame direto (pelo método de Gram), para observar a presenca ou

ndo de Trichomonas vaginalis e de elementos leveduriformes, e um exame cultural [6].

Na figura 20 é possivel observar o percurso do processamento laboratorial do exsudado

vaginal, assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 20 - Processo laboratorial do exsudado vaginal no SPC.

2.2.13 - ESPERMOCULTURA

A espermocultura permite a pesquisa de infecbes, do trato genital masculino e da

prostata por microrganismos. Se ndo for de imediato semeada, deve estar na estufa a 37 °C.

Na Figura 21 estd esquematizado o percurso do processamento laboratorial da

espermocultura, assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.

Bruno Barbosa Gomes Monteiro Lopes Vila Real 2019 32



Relatério de Estagio em contexto profissional no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Santa Maria Maior, EPE

CAPITULO 2 - MICROBIOLOGIA

== Incubar a 35°C em
. e
—_— — % atmosferaricaem s
GChoco COs> durante 24 horas A
p s
Espermocultura y UESCSL[;%O S, Sim
g ey “_microbiano? -
Inocular .

nos meios

Incubar a 35°C

» Sabouraud durante 24 horas

Incubar novamente a
35°C durante 24 horas

Y

Preparacdo de uma
lamina colocando

uma ou duas gotas
sobre a mesma Y

// \\ Preparacdo da suspensao para
p - identificacio elou teste de
~ Ocomreu . gjm |susceptibilidade antimicrobiana no

< crescimento aparelho VITEK® 2 Compact

micrabiana?
Fixar & chama e corar Observacio {—J
E —_— e
pelo método de Gram microscépica - N
Validacio do resultado no™,
»  sistema informatico para

>
consulta médica

Figura 21 - Processo laboratorial da espermocultura no SPC.

2.2.14 - FEZES

As infecdes do aparelho gastrointestinal tém uma alta incidéncia na populagdo em geral,
com grande morbilidade principalmente em criancas e idosos. Estas infe¢fes sdo normalmente
provocadas pelas Salmonella spp. e Shigella spp. em criancas, e pelas Salmonella spp., Shigella
spp., Campylobacter spp. e Yersinia enterocolitica em adultos [6]. Estas infecdes sdo analisadas
em fezes por exame bacterioldgico, apos inoculacdo em meios propicios ao crescimento de
microrganismos, e exame parasitologico. Para a execucdo destes exames devem ser colhidas
até trés amostras de fezes, de preferéncia em dias diferentes, escolhendo, sempre que possivel

uma porgdo com muco, pus ou sangue [6].

A figura 22 representa o procedimento laboratorial do exame bacteriologico das fezes,

assim como as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 22 - Processo laboratorial do exame bacterioldgico das fezes no SPC.

Em relacdo ao exame parasitologico, este é efetuado com auxilio de uma ansa
recolhendo uma pequena quantidade de fezes que é colocada numa lamina com uma gota de
agua destilada, sobre a qual se sobrepde uma lamela antes da observacdo ao microscéopio. A

observacdo ao microscopio deve ser avaliada a presenca de ovos ou de larvas de parasitas.

2.2.15 - CATETERES VASCULARES

Em casos que o doente com cateter vascular demostre sinais de uma bacteriemia o envio
do cateter para exame microbiolégico é importante, de modo a avaliar a possibilidade de este
ser o responsavel pela patologia. Alguns dos agentes bacterianos mais frequentemente
detetados em cateteres sdo 0 Staphylococcus spp. (coagulase negativo) e de Streptococcus spp.
(“grupo viridans™) [6]. Antes de ser retirado o cateter, deve ser colhido sangue para hemocultura
de uma veia periférica ndo cateterizada. E importante que o cateter seja colhido assepticamente

(5 cm) e colocado num recipiente estéril e seco [6].

A figura 23 apresenta o procedimento laboratorial dos cateteres vasculares, assim como

as varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 23 - Processo laboratorial dos cateteres vasculares no SPC.

E importante referir que o crescimento microbiano deve ser superior a 15 coldnias para
proceder a identificacdo. Por ultimo, de forma a confirmar se o agente patogénico provem do

cateter, o resultado obtido pelo exame cultural é comparado com o resultado da hemocultura

[6].

2.2.16 - ZARAGATOA NASAL

A analise bacteriologica da zaragatoa nasal tem como objetivo determinar a presenca de
S. aureus Meticilina Resistentes (MRSA) [6]. Esta analise é de extrema importancia em
ambiente hospitalar uma vez que esta bactéria pode transmitir a resisténcia a Meticilina a outras
bactérias presentes no meio hospitalar. Por norma, esta analise é efetuada em doentes

internados.

A figura 24 apresenta o procedimento laboratorial da zaragatoa nasal, assim como as

varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 24 - Processo laboratorial da zaragatoa nasal no SPC.

2.2.17 - ZARAGATOA RETAL

A analise bacterioldgica da zaragatoa retal tem como objetivo determinar a presenca de
bactérias Gram negativas produtoras de carbapenemases. Esta analise € de extrema importancia
uma vez que as carbapenemases sdo enzimas que degradam os carbapenemos, antibioticos de
uso exclusivamente hospitalar. A capacidade de sintetizar carbapenemases pode ser transmitida
a outras bactérias tornando-as resistentes. Por norma, esta analise é efetuada em pacientes

internados.

A figura 25 demonstra o procedimento laboratorial da zaragatoa retal, assim como as

varias sequéncias em relacdo aos resultados observados.
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Figura 25 - Processo laboratorial da zaragatoa retal no SPC.
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2.3 - ROTINA LABORATORIAL

Comega-se por imprimir uma lista de trabalho onde est&o listadas, por ordem de entrada
no laboratorio, todas as amostras que faltam ser processadas ou cujo resultado da presenca ou
ndo de microrganismos ainda ndo foi confirmada (Figura 26). Retira-se da incubadora todos os
meios semeados (com um a dois dias de incubacéo) e ap6s a devida analise macroscopica e de
acordo com as evidéncias presentes (como o aspeto, cheiro e distribuicdo) das coldnias,
identifica-se se a amostra se encontra estéril, se € uma flora de contaminacdo, se é uma flora

normal da regido ou se existe a predominancia de uma bactéria ou fungo.

Figura 26 - Lista de trabalho e amostras.

Nas amostras onde existe a presenca predominante de algum tipo de microrganismo,
deve-se verificar se a colonia é pura para garantir uma correta identificagdo no VITEK® 2
Compact e identificar qual a carta de identificacdo e a carta para testes de suscetibilidade

antimicrobiana a utilizar.

Assim, com base no que foi referido, efetua-se uma suspenséao da col6nia pura num tubo
com 3 mL de solucéo salina (verificando a densidade 6tica com o DensiChek de acordo com a
escala de McFarland, sendo que esta depende do microrganismo). Desta solucdo é pipetado
145puL (bactéria Gram negativa) ou 280uL (bactéria Gram positiva) para outro tubo com 3 mL
de solucgéo salina, depois coloca-se a carta de identificagcdo na suspenséo inicial e a carta para

testes de suscetibilidade antimicrobiana na diluicdo (Figura 27).
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Figura 27 - Conjunto de suspensdes com cartas de identificacdo e testes de suscetibilidade antimicrobiana.

Depois de preparado o conjunto de suspensdes e cartas, colocamos no equipamento
VITEK® 2 Compact (figura 28) que esta concebido para proporcionar resultados de
identificacdo ou suscetibilidade apds 5 a 8 horas. Por ultimo, os resultados sdo validados no
sistema informatico e séo enviados para o médico responsavel pelo doente.

Figura 28 - VITEK® 2 Compact.
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CAPITULO 3 - HEMATOLOGIA E COAGULACAO

O estagio na area de Hematologia e Coagula¢do no SPC, decorreu de 19 de Novembro

de 2018 a 21 de Dezembro de 2018, sobre a coordenacdo da Dr.2 Filomena Reis.

Proporcionou a aquisi¢do de conhecimentos tedrico-praticos nas areas da hematologia
e coagulacdo, bem como compreensdo das metodologias e materiais utilizados na elaboracao
do hemograma, do teste de velocidade de sedimentacéo eritrocitéria e das provas de coagulacéo,
em suma o estudo dos elementos sanguineos e dos fatores de coagulacéo.

Neste capitulo sdo descritos os métodos, materiais e equipamentos utilizados nas areas

da Hematologia e Coagulacéo, assim como os parametros avaliados neste laboratorio.

3.1 - MATERIAIS E METODOLOGIAS

No laboratério de Hematologia e Coagulacdo, os materiais e metodologias utilizados
para o estudo dos elementos sanguineos e dos fatores de coagulacéo recorrem a equipamentos

e técnicas especializadas na avaliagdo das células sanguineas e do mecanismo de coagulacéo.

3.1.1 - HEMOGRAMA

O hemograma é um exame de rotina laboratorial que consiste na contagem diferencial
das células sanguineas (eritrocitos, leucdcitos e plaquetas) em amostras de sangue periférico,

permitindo assim diagnosticar possiveis disturbios hematoldgicos.

No SPC para efetuar este exame o laboratério de hematologia utiliza o UniCel® DxH
600, equipamento que permite a contagem e a avaliacdo das células sanguineas em amostras de
sangue colhidas com EDTA, isto €, permite determinar o numero de eritrcitos, leucdcitos,
plaquetas e reticuldcitos, dando também indicacBes ao técnico de possiveis alteracbes no
tamanho, coloracdo e forma dos mesmos. Além disso, este equipamento permite também
analisar alguns liquidos orgéanicos como liquido céfalo-raquidiano, liquido pleural, liquido
sinovial, determinando o numero total de células e diferenciando se estas sdo mononucleares

ou polinucleares.
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Do hemograma fazem parte o eritrograma, o leucograma e o plaquetograma. O
Eritograma consiste no estudo quantitativo e qualitativo dos eritrocitos, descrevendo o nimero
de eritrocitos; a quantidade de hemoglobina; hematocrito (percentagem de sangue que é
ocupada por eritrdcitos); volume corpuscular médio (avalia o tamanho médio dos eritrocitos);
hemoglobina corpuscular média (quantidade média de hemoglobina nos eritrécitos); amplitude
de distribuicdo dos eritrocitos (determina a variacdo do tamanho dos eritrocitos); concentracdo
corpuscular média de hemoglobina (concentragdo média de hemoglobina por eritrocito) [36].

O Leucograma - consiste na avaliacdo quantitativa e qualitativa dos leucdcitos,

contabilizado o valor total de leucdcitos e de cada um dos seus principais tipos [36].

O Plaquetograma - consiste na avaliacdo quantitativa e qualitativa, onde se obtém o
numero de plaquetas e o volume plaquetario médio (tamanho das plaquetas) [36].

3.1.2 - ESFREGACO SANGUINEO

O esfregaco sanguineo, é uma técnica utilizada com o intuito de avaliar qualitativamente
as celulas sanguineas presentes numa amostra de sangue. Quando analisado ao microscépio
permite efetuar uma avaliagdo visual do tamanho, da forma, da cor, da presenca de inclusées e

de aglutinacao nas células sanguineas.

A técnica do esfregaco sanguineo tem por base a deposicdo de uma gota de sangue num
dos extremos da lamina, de seguida é encostada outra ldmina a gota de sangue, com uma

inclinacdo de 45°, e arrastada sobre a primeira lamina.

De forma a facilitar a diferenciacdo microscépica das células o esfregaco sanguineo é
corado com o corante de Wright que devera cobrir a lamina durante 5 minutos, e tamponado
com um tampéo fosfato, cobrindo a lamina durante 20 minutos sem perder o corante de Wright
e tentando manter o0 mais homogéneo possivel. Por fim, é feita a avaliacdo microscépica do
esfregaco sanguineo sendo referida todos os tipos de alteracoes celulares (forma, cor, tamanho,

presenca de inclusées).

O corante de Wright e o tampéo fosfato sdo preparados no SPC.
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3.1.3 - PROVAS DE COAGULACAO

As provas de coagulacdo sdo exames laboratoriais de rotina utilizados para a avalia¢éo
dos fatores coagulacdo. Esta analise € efetuada numa amostra de sangue colhida em tubo de
citrato trissddico (anticoagulante) e apds centrifugacdo a 3500 rotagdes por minuto durante 15
minutos. O anticoagulante impede que a cascata de coagulagéo seja ativada, e a centrifugacao

ird permitir a separacédo das células sanguineas dos componentes plasmaticos.

A adicdo de cloreto de célcio (feita pelo equipamento) inibe os efeitos do anticoagulante,
permitindo assim executar a provas de coagulacdo, determinando assim o tempo de
protrombina, o tempo de tromboplastina parcial ativada e a dosagem do fibrinogénio. Além
destas provas, também é feita a avaliacdo da atividade do D-dimero. Todas estas provas sao
efetuadas no equipamento Sysmex CA-600 Systems (Siemens Healthcare Diagnostics).

3.2 - PARAMETROS AVALIADOS

Como dito anteriormente, 0 hemograma e a avaliacdo do esfregaco sanguineo permitem
avaliar e analisar os eritrocitos, reticuldcitos, leucdcitos e as plaquetas de forma a obter o
méaximo de informacéo relativamente as células sanguineas. As provas de coagulacdo permitem

determinar possiveis alteracfes a nivel dos mecanismos de coagulacéo.

Além dos parametros descritos, também é usual em determinadas situacfes avaliar a
velocidade de sedimentacdo, ndo como um teste de exclusdo de patologias, mas como um

indicio de uma possivel patologia.

3.2.1 - ERITROCITOS

O eritrocito é uma célula altamente especializada, cuja funcdo primordial é transportar
oxigénio para os tecidos, e destes levar didxido de carbono até aos plumdes, onde € expelido

para fora do organismo.

Para uma avaliagdo completa dos eritrocitos presente numa amostra, também é
necessario efetuar uma anélise da morfologia eritrocitaria a partir do esfregaco de sangue
periférico, sempre que este seja necessario.

Na tabela 7 estdo descritas as alteragdes morfoldgicas e as suas possiveis causas.
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Tabela 7 - Alteragdes morfoldgicas a nivel dos eritrdcitos e possiveis causas para a sua ocorréncia [37].

Alteracéo Tipo de alteracéo e possiveis causas
Micracitose - refere-se a eritrocitos que apresentam um tamanho menor do que o
normal. Sdo microciticas as anemias ferropénicas, as talassemias e as anemias
sideroblasticas.

No tamanho

(Anisocitose)

Macrocitose - refere-se a eritrdcitos que apresentam um tamanho maior do que o
normal. Quando o volume corpuscular médio excede 100 fL (femto litro) dizemos
que h& macrocitose. Provocado por deficiéncia em vitamina B12 ou &cido félico,
hipotiroidismo, doenca hepatica, consumo de alcool e tabaco.

Na coloragéo
(Anisocromia)

Hipocromia - este termo refere-se a presenca de eritrécitos com coloracdo mais
palida que o normal, devido a uma reducéo do contetdo de hemoglobina. A causa
mais comum de reducao da sintese de hemoglobina é a deficiéncia de ferro.

Policromasia - é o termo utilizado para descrever a coloracéo réseo-azulada dos
eritrocitos imaturos, particularmente os reticuldcitos jovens. Essas células, devido a
presenca de RNA ribossémico e hemoglobina, absorvem simultaneamente corantes
basicos e eosina. Elas sdo liberadas quando os altos niveis de eritropoietina levam a
liberacéo de reticulécitos imaturos.

Na forma
(Poiquilocitose)

Esferdcitos - sdo eritrdcitos de forma esférica por terem perdido porcoes de
membrana. Isso ocorre na esferocitose hereditaria, onde existe um defeito no
citoesqueleto da membrana eritrocitaria, mas pode ocorrer também em condi¢des
adquiridas como nas anemias imuno-hemoliticas.

Estomatdcitos - sdo eritrocitos que apresentam uma fenda semelhante a uma boca
na regido central da célula. Podem ocorrer de forma esporadica em individuos
normais, e em numerosas situacdes clinicas, sendo as mais comuns o abuso de
alcool e a hepatopatia alcodlica.

Dacriécitos - eritrécitos em forma de lagrima aparecem quando existe fibrose da
medula 6ssea. Podem também ocorrer em algumas anemias hemoliticas e nas
anemias megaloblasticas.

Eritrocitos em alvo - distribuicdo anormal de hemoglobina pode resultar na
formagéo de uma célula com uma mancha central de hemoglobina rodeada por
uma area de palidez, chamada célula em alvo.

Eritrocitos falciformes - aparecem nas doencas falciformes (hemoglobinas
anormais). A desoxi-hemoglobina S tende a formar polimeros que torcem a
membrana do eritrécito em forma de foice ou crescente.

Equindcitos - 10 a 30 pequenas espiculas regulares. Aparecem devido
insuficiéncia renal e/ou problemas hepaticos e queimaduras graves.

Acantdcitos - 2 a 20 espiculas de comprimento e distribuigdo irregulares. Podem
ser observados na a-pB-lipoproteinemia, nas doencas hepaticas.

Esquizdcitos - fragmentos eritrocitarios, muitos dos quais espiculados. Ocorre por
trauma mecanico na circulagdo por anormalidades do coracdo e grandes vasos ou
por depdsitos de fibrina.

Corpusculos de Howell-Jolly - restos de material nuclear presentes no interior dos
eritrécitos. Normalmente sdo removidos pelo bago.

Pontilhado basdfilo - Consiste de pequenas e numerosas inclusdes contendo RNA
dispersas no citoplasma dos eritrocitos. Podem aparecer em diferentes condi¢des
clinicas, que incluem anemias hemoliticas, megaloblésticas, mielofibrose
idiopética e hepatopatias.
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Qualquer tipo de alteracdo morfoldgica ou numérica dos eritrocitos deve ser

devidamente comunicada ao médico responsavel pelo utente.

3.2.2 - RETICULOCITOS

Os reticuldcitos sdo eritrocitos imaturos e em pacientes considerados saudaveis
representam cerca de 0,5 a 2,5% do numero total de eritrécitos [36; 38]. Os reticuldcitos sdo
produzidos pela medula 6ssea (6rgdo hematopoiético) que os liberta para a corrente sanguinea
quando o numero de eritrocitos presentes no sangue ndo consegue colmatar as necessidades
fisiolégicas. Os reticulécitos tal como os eritrocitos ndo tem nicleo, porém possuem restos de
material genético (RNA). No periodo de um a dois dias os reticulocitos perdem o RNA
transformando-se em eritrocitos maturos [36; 38]. Assim, este parametro permite determinar se
h& uma resposta adequada por parte da medula 6ssea a um aumento da necessidade de producao
de eritrocitos, por exemplo em casos de anemia hemolitica. Dessa forma, um valor de
reticulocitos acima do normal aponta para um bom funcionamento da medula déssea, em
resposta ao nimero baixo de eritrécitos em circulacdo. Se a analise revelar um nimero de
reticulocitos abaixo do normal, este podera ser resultado de um problema a nivel da producéo
de eritrdcitos, por exemplo em casos de anemia por deficiéncia de ferro, vitamina B12, folato
ou por outros tipos de patologia que estejam a afetar o bom funcionamento da medula dssea
[36; 38].

A contagem do numero de reticuldcitos por si s6 ndo diagnostica uma doenca especifica,
pois, 0 seu significado varia consoante outros parametros. Esta contagem deve ser feita até 2

horas apos a colheita.

3.2.3 - LEUCOCITOS

Os leucacitos (globulos brancos) sdo uma parte inerente da defesa do corpo contra
organismos infeciosos e substancias estranhas. De forma a manter o organismo protegido €
necessario que haja uma quantidade suficiente de glébulos brancos, aptos para agir em situac6es

de invasdo do corpo por parte de organismos infeciosos ou substancias estranhas [39].
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Os leucdcitos estdo divididos em 5 tipos principais [39]:

> Neutrofilos, que participam na defesa contra bactérias, promovem a fagocitose

e a lise das bactérias;

Linfocitos, alguns participam na defesa local contra antigénios de corpos
estranhos, j& outros sdo responsaveis por todo o lado humoral da defesa contra

virus, bactérias e alérgenos;

Mondcitos, que participam na defesa contra bactérias, fungos, virus e corpos
estranhos (por fagocitose), além disso também destroem as células enddgenas
no final dos seus ciclos de vida;

Eosinofilos, tém como funcéo a defesa contra parasitas, também desempenham
um papel na regulacdo negativa de reagdes de choque anafilatico e respostas

autoimunes, controlando assim a influéncia das células basofilas;

Basofilos, tém como principal fungéo regular a circulacéo atraves da liberagéo
de hormonas que aumentam a permeabilidade vascular em locais de atividade

antigenica, regulando assim o influxo das outras células inflamatorias.

Os parametros avaliados no hemograma quanto aos leucécitos cingem-se a analise

quantitativa (namero de leucocitos de cada tipo) e estdo associados a diferentes quadros

clinicos. Estes estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Alteracdes dos leucdécitos e quadro clinico associado [40-43].

Tipo de Alteracéo - o .
P hag Quadros clinicos ou disturbios associados
Célula numeéricas
As infecdes, lesBes, distlrbios inflamatorios, medicamentos e certas
leucemias podem aumentar o numero de neutréfilos no sangue. O
Neutrofilia aumento do namero de neutrdéfilos, é por isso uma reagdo necessaria do
corpo & medida que tenta eliminar ou expulsar um organismo ou uma
;. substéncia estranha.
Neutrofilo

As infecOes bacterianas, distirbios alérgicos, alguns tratamentos com
medicamentos e distdrbios autoimunes podem resultar na destrui¢do dos
Neutropenia neutrdfilos, outra das possiveis causas € reducdo da sua produgdo na
medula 6ssea devido cancro, infecfes virais, deficiéncia em vitamina
B12 ou folato.
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A causa principal do aumento do ndmero de linfécitos € infecdo viral,
porém certos tipos de cancro, como leucemia linfocitica, podem
Lo produzir um aumento no ndmero de linfocitos, em parte pela liberagéo
Linfocito de linfécitos imaturos (linfoblastos) na corrente sanguinea.

Linfocitose

O numero de linfdcitos no sangue, reduz devido a infecfes virais,

Linfocitopenia desnutricdo entre outros disturbios.

O aumento do nimero de mondcitos estd normalmente associado a
resposta a infecBes cronicas, distlrbios autoimunes e certos tipos de

Mondcito cancro.

A diminuicdo quanto ao nimero de mondcitos pode ser causada por
quaisquer distlrbios que originam neutropenias e linfocitopenias.

Monocitose

Monaocitopenia

As causas mais comuns para 0 aumento do ndmero de eosinofilos, séo:

Eosinofilia A o - ~ - -
distarbios alérgicos, infecBes por parasitas e certos tipos de cancro.
Eosindfilo A diminuigdo quanto ao ndmero de eosinéfilos no sangue pode ocorrer
Eosinopenia na sindrome de Cushing, em infecOes da corrente. Porém esta
diminuicdo, geralmente ndo causa problemas, pois outras partes do
sistema imunolégico compensam adequadamente.
- O aumento do numero de baséfilos pode ocorrer em pessoas com
Basofila LT PR . . .
» hipotireoidismo e distdrbios mieloproliferativos.
Basofilo - - —
— A reducéo do numero de basofilos normalmente ocorre em pessoas com
Basdpenia

hipertireoidismo, reacfes de hipersensibilidade aguda e infeces.

Em suma, a maioria das infecBes e distarbios inflamatdrios resulta em alteracdes na
quantidade de leucdcitos, que variam consoante o tipo de disturbio ou infecdo, bem como o

estado de salde geral do paciente.

3.2.4 - PLAQUETAS

As plaquetas ou trombdcitos sdo fragmentos celulares que circulam na corrente
sanguinea e se desenvolvem a partir de megacariocitos, células percursoras da medula éssea
[39; 44]. Os trombdcitos formam agregados que, juntamente com fatores de coagulacdo
humoral, fecham as lesdes vasculares. Durante o processo de agregacdo, além da funcdo
mecanica, os granulos trombocitarios também libertam fatores que promovem a coagulacao.
Os fatores hemostaticos regulam o aumento de megacaridcitos e a liberacdo de trombdcitos (por

exemplo, sangramento ou aumento da degradacao de trombdcitos) [39; 44].

A avaliacdo do nimero de plaguetas e do volume médio plaquetario através do
plaquetograma, permite detetar possiveis distarbios plaquetarios como a: trombocitose
(aumento do nimero de plaquetas), trombocitopenia (diminui¢do do numero de plaquetas) e a
presenca de plaquetas grandes em circulagdo. Estas alteracGes e disturbios sdo apresentados na
tabela 9.
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Tabela 9 - Alteraces plaquetérias e quadro clinico associado [44].

Alteracoes

plaquetérias Quadros clinicos ou disturbios associados

O aumento excessivo quando ao numero de plaquetas pode resultar da
Trombocitose producéo excessiva de plaquetas em resposta a uma patologia (infe¢Bes agudas,
doencas inflamatdrias, entre outras).

A diminuicdo do nimero de plaquetas pode ocorrer devido a um aumento do
Trombocitopenia gasto ou destruicdo das plaquetas, resultando de causas imunologicas ou da
utilizacdo de certos medicamentos.

O aumento do volume plaquetario tem vindo a ser associado a disturbios
relacionados com a produgdo de plaquetas (megacariocitopoiese e a
Aumento do volume trombopoiese) nomeadamente ao aumento do nimero de cromossomas no
nicleo dos megacaridcitos (ploidia). Além disso, este indice esta aumentado
em pacientes com enfarte do miocardio ou acidente vascular cerebral.

Qualquer alteracdo plaquetaria apontada pelo equipamento deve ser confirmada em
esfregaco sanguineo, pois certos tipos de alteragdes como a trombocitopenia e 0 aumento do
volume plaquetario podem ser resultado de agregac6es plaquetarias. Se esse for o caso deve-se
fazer nova colheita em tubo de citrato trissodico, que reduz a agregacao plaquetéaria, para efetuar

a analise plaquetaria, de forma a confirmar a quantidade de plaquetas.

3.2.5 - VELOCIDADE DE SEDIMENTAGCAO ERITROCITARIA

A velocidade de sedimentacéo eritrocitaria € um teste simples e de baixo custo, onde é
avaliada a sedimentacdo dos eritrécitos numa coluna vertical durante 60 minutos a temperatura
ambiente (Figura 29) e sem qualquer efeito mecanico [45]. O teste & normalmente utilizado na
monitorizacdo de doencas inflamatdrias (especialmente na artrite reumatoide). Porém, é um
teste inespecifico, visto que nenhuma patologia especifica pode ser excluida ou diagnosticada
em pacientes ditos saudaveis. Mesmo assim, em pacientes com doenca inespecifica que
apresentam uma velocidade de sedimentacdo aumentada, este teste pode indiciar a eventual

presenca de uma doenca ainda ndo diagnosticada [45].
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Figura 29 - Suporte para determinar a velocidade de sedimentagéo (fonte:
https://www.sarstedt.com/pt/produtos/diagnostico/hemossedimentacao/sistemas-de-coleta-de-sangue/).

3.2.6 - COAGULACAO

A hemostasia € o processo fisiologico que suspende a hemorragia (sangramento) no
local de uma lesdo, mantendo o fluxo sanguineo normal em outras partes da circulacdo. Esta

requer atividade combinada de fatores vasculares, plaquetas e fatores de coagulacédo [46].

A coagulacéo trata-se uma sequéncia complexa de reacdes quimicas que culminam na

formacdo de um coagulo no local de lesdo do vaso sanguineo.

No laboratério de Hematologia e Coagulacéo sdo analisados os fatores de coagulacéo e
as plaquetas, sendo que estas medicOes laboratoriais representam uma aproximagéo ao estado

hemostatico do corpo.
Relativamente ao fatores de coagulacdo, estes sdo avaliados através de 3 exames [47]:

» tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)- permite avaliar a via
intrinseca da cascata de coagulacdo, mais concretamente os fatores XII, XI, IX,

VII1, X. O resultado reflete o tempo que demora até a formacéo do coagulo.

» tempo de protrombina (PT) — permite avaliar a via extrinseca da cascata de
coagulacdo, nomeadamente os fatores VII, X, V, Il. O resultado reflete o tempo

que demora até a formacdo do coagulo.

» dosagem do fibrinogénio — utilizado para determinar disfungdes hepaticas e
problemas cardiovasculares. Para esta determinacdo é adicionada trombina ao
meio convertendo o fibrinogénio em fibrina (etapa final da coagulacéo),

permitindo determinar a quantidade de fibrinogénio funcional.
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3.2.7 - ATIVIDADE DO D-DIMERO

A atividade do D-dimero é um teste especial, classicamente usado para excluir
patologias (resultado negativo) associadas a coagulacéo.

Entre elas, a:

» Coagulacdo intravascular disseminada (CID) - envolve produgdo anormal e

excessiva de trombina e fibrina no sangue circulante [48];

» Trombose venosa profunda (TVP) - € a coagulacdo do sangue em uma veia
profunda que ocorre mais comumente nos membros inferiores ou pelve e € a

causa principal de embolia pulmonar [49];

» Embolia pulmonar (EP) - é a oclusdo de uma ou mais artérias pulmonares por
trombos que se originam de outro local, classicamente de veias de grosso calibre

ou da pelve [50].

Se o teste do D-dimero resultar em positividade € confirmado a patologia em ecografia.

3.3 - ROTINA LABORATORIAL

De forma a garantir a fiabilidade dos resultados proporcionados pelos equipamentos
todos os dias ao inicio do dia sdo efetuados os controlos de qualidade e a sua manutencéo. Além
disso, ao longo do dia é importante verificar se 0s equipamentos possuem 0S reagentes

necessarios a execucao das analises.

3.3.1 - HEMATOLOGIA

Apos chegada das amostras de sangue (provenientes de pacientes do internamento,
servico de urgéncia Hospital de dia, consulta externa e centros de saude da area Barcelos e
Esposende) ao laborat6rio, os tubos de sangue com EDTA (anticoagulante utilizado para efetuar
hemograma) sdo colocados no equipamento de contagem, diferenciacao e avaliacdo das células

sanguineas, “UniCel® DxH 600 Coulter® Cellular Analysis System” ilustrado na figura 30.

Bruno Barbosa Gomes Monteiro Lopes Vila Real 2019 48



Relatério de Estagio em contexto profissional no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Santa Maria Maior, EPE
CAPITULO 3 - HEMATOLOGIA E COAGULAGAO

Figura 30 - UniCel® DxH 600 Coulter® Cellular Analysis System.

Ao longo do dia ¢ feita a validacdo dos resultados pelo técnico (TSDT) a medida que
estes entram no sistema informatico. Caso haja uma incongruéncia nos resultados, quando
comparados com o historial clinico do doente, é feita a repeticdo da analise para ter a certeza

que os resultados estdo corretos.

Quando o equipamento deteta alguma alteracao significativa de algum dos parametros
referenciados anteriormente, € efetuado o esfregaco sanguineo. Por vezes 0 médico também
pode requer, a avaliacdo do esfregaco sanguineo que é feita ap6s o hemograma, teste que ird

auxiliar na interpretacdo da observacdo microscépica do esfregaco.

3.3.2 - COAGULACAO

Apols a chegada das amostras de sangue colhidas em tubo de citrato trissddico
(anticoagulante), ao laboratorio, segue-se a respetiva centrifugacéo a 3500 rotagBes por minuto
durante 15 minutos. De seguida sdo encaminhadas para o equipamento Sysmex CA-600
Systems (figura 31), onde sdo avaliados os parametros de coagulacéo requeridos para cada uma
das amostras. Os resultados obtidos pelo equipamento sdo depois validados por um TSDT,
tendo em atencdo o historial clinico do paciente. Caso haja uma diferenca grande entre os
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resultados e o historial, os valores sdo confirmados com novas anélises, sabendo que o tempo

limite para efetuar a anélise de coagulagdo é de 4 horas ap6s a colheita.
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Figura 31 - Sysmex CA-600 Systems
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CAPITULO 4 - IMUNOQUIMICA

O estagio na area de Imunoquimica, decorreu de 14 de Janeiro de 2019 a 22 de Mar¢o

de 2019, sobre a coordenacao da Dr.2 Filomena Reis.

Proporcionou o contacto com 0s Varios equipamentos e metodologias que englobam o
laboratério de imunoquimica, nos quais sdo efetuadas analises para a determinacdo de varios
analitos importantes na monitorizacdo ou determinacdo de variadas patologias. Porém, algumas
analises imunoquimicas ndo sdo efetuadas no laboratério pois, como séo raramente requeridas,
0 equipamento ou metodologia a elas dedicado implicaria uma despesa excessiva, sendo por

iSsO enviadas para entidades externas.

Neste capitulo sdo descritos os métodos, materiais e equipamentos utilizados nas areas

da Imunoquimica no SPC, assim como 0s parametros avaliados neste laboratorio.

4.1 - MATERIAIS E METODOLOGIAS

De forma a auxiliar o diagnostico médico e permitir a monitorizacdo de variados
parametros bioquimicos, imunologicos e farmacocinéticos, o laboratério de imunoquimica
encontra-se equipado de equipamentos e metodologias capazes de efetuar de forma rapida e

eficaz uma gama variada de analises clinicas.
4.1.1 - PROTEINOGRAMA POR ELETROFORESE

A eletroforese de proteinas € uma técnica bem estabelecida, rotineiramente usada em
laboratdrios clinicos para triagem de amostras para detetar anormalidades proteicas [51]. No

SPC o equipamento utilizado € MINICAP (Thermo Fisher Scientific), ilustrado na figura 32.

Figura 32 - MINICAP (sistema capilar de eletroforese).
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O ensaio MINICAP PROTEIN (E) 6 é baseado no principio da eletroforese capilar em
solucdo livre. As proteinas séricas sdo separadas num tampéo alcalino em seis frages num
capilar de silica através de um fluxo eletro-osmético de alta voltagem, devido a sua mobilidade
eletroforética. A figura 33 mostra um exemplo de uma eletroforese e as fragGes correspondentes
a cada zona do grafico obtido no equipamento [51].

HDL

Alphal-antitrypsin
Alpha-fetoprotein
Thyroid-binding globulin

Transcortin Immunoglobulins
IgA: closer to beta region
Ceruloplasmin IgM: between beta and
Alpha2-macroglobulin gamma reglon
Antithrombin-III IgG: throughout gamma
Albumin Haptoglobin reglon

Betal: Transferrin
Beta2: Beta-lipoprotein.
Also: IgA, IgM, and
sometimes IgG,
complement proteins

}

Figura 33 - Proteinograma por eletroforese e fracdes correspondentes (fonte: https://epomedicine.com/medical-
students/m-spike/).

As proteinas sdo diretamente detetadas durante a migracao pela absorvancia lida na zona

da radiacéo ultravioleta (UV). Cada fracdo contém uma ou mais proteinas.

4.1.2 - ANALISE IN VITRO DE URINA

A anélise bioguimica da urina é executada no equipamento Urisys 2400 (Roche),
representado na figura 34, destinado a determinacdo, in vitro, qualitativa ou semi-quantitativa
de analitos da urina. Este analisador utiliza “cassetes” contendo 400 tiras de testes, cada uma
delas contendo 10 bandas reativas individuais, correspondendo uma tira a uma amostra. Quando

uma tira é distribuida para utilizagdo, uma aliquota de amostra de urina é depositada em cada
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uma das bandas reativas. Os resultados dos testes baseiam-se na leitura da intensidade de luz
refletida [52].

Figura 34 - Urisys 2400.

Uma luz “Light Emitting Diode” (LED) com um comprimento de onda definido,
presente no interior do analisador, incide luz, com um comprimento de onda definido, na
superficie da banda reativa. Essa luz € refletida, com uma intensidade que é proporcional a cor
da banda reativa, sobre um detetor de foto diodo, situado diretamente acima da banda reativa.
Esse detetor transmite um sinal elétrico analdgico que é convertido em sinal digital. Os dados

recolhidos s@o depois transmitidos ao sistema informatico [52].

4.1.3 - ANALISES FOTOMETRICAS E IMUNOENSAIOS

Para a determinacdo da maioria dos parametros bioquimicos, imunolédgicos e
farmacocinéticos sdo utilizados os equipamentos da gama Cobas (Roche). Sendo estes:

» Cobas 6000 (figura 35) - é um sistema automatizado destinado a andlises

bioguimicas, por fotometria, com uma unidade ISE (de elétrodos seletivos de ides)

que permite determinar a concentracdo de ifes; o sistema também efetua

imunoensaios por eletroguimioluminescéncia [53].
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Figura 35 - Cobas 6000.

» Cobas Integra 400 plus (figura 36) - € um sitema automatizado capaz de analisar
parametros bioquimicos, determinar a concentracdo de ides, sendo também capaz de
monitorizar farmacos, aspeto extremamente importante para perceber a dindmica do
farmaco no organismo do paciente, informando assim o médico da necessidade de

regular a dose, analise maioritariamente pedida para doentes internados [53].

Figura 36 - Cobas Integra 400 plus.

» Cobas e 411 (figura 37) - analisador automatizado que permite fazer andlises
quantitativas e qualitativas, através de imunoensaios in vitro por

eletroquimioluminescéncia, de uma ampla gama de marcadores bioquimicos [53].
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pas e 411

Figura 37 - Cobas e 411.

4.1.4 - IONOGRAMA POR ELETRODOS SELETIVOS DE I0ES (ISE)

O ionograma permite determinar a concentracdo dos ides de sédio (Na*), potassio (K*)
e cloreto (CI") em soro, plasma ou urina, utilizando elétrodos seletivos de iGes. Estes ibes estao
envolvidos na maior parte das principais funcdes metabdlicas do organismo. E usado para
diagnosticar desequilibrios eletroliticos ou acido-base e monitorizar o efeito do tratamento num
desequilibrio existente. Este exame é efetuado pelo equipamento Cobas 6000 e pelo Cobas

Integra 400 plus, ja referidos [53].

4.1.5 - IMUNOENSAIOS DE MICROPARTICULAS

Os imunoensaios de microparticulas sdo efetuados num analisador automatizado,
Architect plus i 2000sr da Abbott (figura 38), que processa amostras de soro, plasma ou urina,
utilizando o método de imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia [54]. Este
método baseia-se na utilizagdo de microparticulas paramagnéticas revestidas com uma
molécula de captura (antigénio, anticorpo ou particula viral) especificas para a medicdo do

analito que pretendemos medir [54].
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Figura 38 - Architect plus i 2000sr

O equipamento comeca por incubar parte da amostra com microparticulas
paramagnéticas, o que induz a ligagdo das microparticulas ao analito especifico formando um
complexo imunitario. De seguida, é feita uma lavagem para remocdo do excesso de
microparticulas ndo combinadas. Apos esta lavagem, é adicionado um conjugado de acridinio
que se liga ao complexo imunitario. E feita uma nova lavagem para remoc&o dos materiais n&o
combinados. Por fim, sdo adicionadas uma solugéo pré-ativadora, que separa o acridinio, e uma
solucdo ativadora que vao provocar a reacdo de quimioluminescéncia, em que a medi¢édo da luz
é efetuada pelo sistema 6tico do equipamento de modo a quantificar a concentracdo do analito
[54].

4.1.6 - TESTES A ALERGIAS

Para efetuar testes de alergias € utilizado o sistema automatizado Unicap® 100 (Thermo
Fisher Scientific, representado na figura 39, que permite a quantificacdo de imunoglobulinas E

especificas [55]. Neste teste utiliza-se o soro.
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Figura 39 - Unicap 100.

No SPC as imunoglobulinas E especificas analisadas sdo: aos A&caros

(Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae), po da casa, algodao, fungos,

trigo, pelo e caspa de gato, pelo e caspa de cdo, camardo, mexilh&o, clara de ovo e leite.

4.1.7 - TECNICAS MANUAIS

No SPC sdo efetuadas varias técnicas manuais recorrendo a kits rapidos para analise

imunoguimica, tais como:

>

Pesquisa de drogas de abuso - imunoensaio cromatografico de fluxo lateral para
a detecdo qualitativa de multiplas drogas e metabolitos na urina [56].

Pesquisa de anticorpos anti-Treponema pallidum - teste para a determinacéo de
anticorpos anti-Treponema pallidum por hemaglutinacdo indireta para
diagnostico soroldgico da Sifilis no soro e LCR [57].

Pesquisa de HRPII e pLDH - teste qualitativo, rapido e diferencial para a detecéo
da proteina Il rica em histidina (HRPII) especifica para Plasmodium falciparum
e da desidrogenase lactica do Plasmodium (pLDH) especifica para as espécies
de Plasmodium em amostras de sangue [58].

Teste de gravidez — permite a detecdo precoce da gravidez, analisando na urina
a presenca da gonadotrofina coriénica humana (hCG), que € uma hormona
produzida pela placenta logo ap6s a concecéo [59].

Teste para diagndstico de mononucleose infeciosa (M) — detecdo de anticorpos
heterofilos de mononucleose infeciosa em sangue total [60].

Teste para detecdo de anticorpos IgM anti-Leptospira — imunoensaio para

detegéo qualitativa de anticorpos IgM anti-Leptospira em sangue total [61].
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4.2 - PARAMETROS DE ANALISE

No laboratério de imunoquimica do SPC s&o diariamente analisados varios parametros
bioquimicos, imunolégicos e farmacocinéticos. De seguida sdo descritos estes parametros

referindo também possiveis patologias associadas aos valores obtidos.

4.2.1-URINATIPO II

A urina tipo 1l € um exame de rotina cujo objetivo é avaliar os parametros bioquimicos
da urina, assim como indicios presentes na observacdo microscépica do sedimento urinario.
Este exame € de extrema importancia pois permite monitorizar e controlar a diabetes mellitus,
avaliar o funcionamento dos rins e auxiliar no diagnoéstico de infe¢Ges e de outras patologias.

Além disso trata-se de um exame laboratorial simples e de baixo custo.

4.2.1.1 - ANALISE BIOQUIMICA

A andlise bioquimica in vitro de urina é efetuada no Urysis 2400® Roche (referido
anteriormente), um sistema totalmente automatizado, que permite a determinacao qualitativa e
semi-quantitativa de analitos de urina, incluindo pH, leucdcitos, nitritos, proteinas, glucose,
cetonas, urobilinogénio, bilirrubina, eritrocitos e densidade especifica através de tiras teste com

10 bandas reativas, assim como a cor e o aspeto [52].

A alimentacdo, o funcionamento dos rins e qualquer descompensacdo, disturbio ou
doenca podem afetar a aparéncia normal da urina. Estas alteracGes podem ser constatadas nos
parametros avaliados por este exame. A tabela 10 descreve o significado clinico de cada um

dos parametros avaliados.

Tabela 10 - Pardmetros avaliados no exame de urina tipo Il e o seu significado clinico [62-63]

Parametros Significado clinico
H Ajuda a detetar possiveis distlrbios urinarios ou disturbios eletroliticos
P sistémicos de origem metabolica ou respiratoria.
Leucdcitos A sua presenga na urina € um indicador de uma possivel infecao.
Nitritos A sua presenga na urina € um forte indicio de uma infe¢do bacteriana no trato

urinario, determinando assim a necessidade de efetuar uma urocultura.
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Proteinas E um bom indicador para apurar possiveis alteragdes da fisiologia renal.

E fundamental na deteco e no controlo da diabetes mellitus. A glucose na urina

Glucose também podera ser um indicador de doencas que afetam a reabsorcéo tubular.

Séo produtos da metabolizacdo das gorduras, podem estar presentes na urina
Corpos cetonicos quando: ha incapacidade de metabolizar os hidratos de carbono (ex. na diabetes
mellitus) e quando hé ingestéo insuficiente ou perda de hidratos de carbono.

Este pigmento biliar pode ser sugestivo: de alteragdo hepatica porque diminui a
capacidade do figado de processar o urobilinogénio; ou de distirbios hemoliticos,
isto &, destruicdo massiva dos eritrdcitos que leva ao aumento da bilirrubina que
por sua vez leva ao aumento de urobilinogénio que é filtrado pelo rim.

Urobilinogénio

A bilirrubina conjugada surge na urina quando o seu ciclo normal de degradacdo

Bilirrubina é suspendido por doencas hepaticas e biliares.

Tem maior relagdo com distrbios de origem renal ou urogenital (ex. calculos
Eritrocitos renais, pielonefrite, doencas glomerulares), mas também podera ser provocado
por anemias hemoliticas, infecdes e reacdes transfusionais.

E definida em comparag&o com a densidade de um mesmo volume de agua
Densidade destilada a mesma temperatura. A densidade baixa pode representar uso
especifica excessivo de liquidos, até diabetes e hipertensédo. Ja a densidade alta pode ser
indicativa de desidratacdo, insuficiéncia cardiaca, etc.

A coloracdo da urina pode ir desde a auséncia de cor até ao negro. Esta variacédo
Cor na cor pode ser fisiologica ou patoldgica. Por norma esta deve ser levemente
amarelada.

Refere-se a transparéncia da amostra, sendo que por norma o é. As principais
Aspeto causas de aspeto turvo sdo a precipitacdo de cristais amorfos, leucdcitos,
hemécias, células epiteliais e bactérias.

4.2.1.2 - ANALISE MICROSCOPICA

A analise bioquimica por sistema automatizado, indicara a necessidade de proceder a
analise microscépica. Quando tal acontece, ap0s a analise bioquimica, a amostra de urina é
centrifugada a 2000 rotacBes por minuto durante 5 minutos. O sobrenadante é descartado e
procede-se a ressuspensdo do sedimento em aproximadamente 1 mL da prépria urina. O
sedimento obtido é entdo observado ao microscépio Otico através de uma lamina de
sedimentacdo urinaria colocando uma gota da suspensdo num dos campos da lamina (figura
40).
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Figura 40 - Lamina K-Cell utilizada na analise microscopica do sedimento urinario (fonte:
https://kasvi.com.br/analises-clinicas-urinalise/).

A analise microscopica da urina tem com objetivo detetar e identificar substancias
insolUveis presentes na amostra. Algumas dessas substancias sé tém significado clinico em
determinadas quantidades, sendo a sua quantificacdo de extrema importancia. De seguida

encontram-se descritos os elementos que séo quantificados:

» Células Epiteliais - As células epiteliais sdo elementos comuns no sedimento
urinario, a maioria ndo tem significado clinico quando provenientes dos tecidos
de revestimento do sistema urogenital. No caso de serem células do epitélio

tubular renal podem indicar necrose tubular ou isquemia renal [64].

» Cristais - Alterac6es no pH, temperatura e concentracdo de sais podem levar a
formacdo de cristais na urina. A presenca destes cristais pode indicar distarbios
hepéaticos, erros inatos do metabolismo ou cristalizacdo de origem
medicamentosa nos tubulos podendo levar a sua lesdo. Os cristais séo
geralmente classificados como &cidos ou alcalinos de acordo com o pH da urina

em que estdo presentes, como ilustrado na figura 41 [64].
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Figura 41 - Morfologia dos cristais urinarios (fonte: https://www.medicinanet.com.br/m/conteudos/acp-
medicine/4822/abordagem_do_paciente_com_doenca_renal_-_biff f palmer_md_facp.htm).

» Cilindros - Os cilindros sdo elementos excretados pelas células dos tubulos
renais, cujo o principal componente é a proteina de Tamm-Horsfall (THP). Estes
retém o contetdo dos tubulos renais no momento da sua formacgdo. Dessa forma,
os cilindros funcionam como biomarcadores da leséo renal dando indicios sobre

0 local e a natureza da lesdo. A figura 42 seguinte mostra os tipos de cilindros
mais comuns [64].

Cilindro de Cilindros Cilindro
leucdcito hematicos granular

Cilindro hialino Cilindro ceroso

Figura 42 - Morfologia dos cilindros (fonte: https://www.medicinanet.com.br/m/conteudos/acp-
medicine/4822/abordagem_do_paciente_com_doenca_renal_-_biff f palmer_md_facp.htm).

» Eritrocitos e Leucdcitos - A presenca de numero elevado de eritrocitos e
leucdcitos na urina pode indiciar lesbes e inflamagdes a nivel dos rins ou das

vias urinérias. A sua morfologia pode ser util na localizag&o da origem da leséo
[64].
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4.2.2 - MARCADORES VIRICOS

Os marcadores viricos, analisados por imunoensaios de microparticulas, servem para

determinar a presenca de um virus ou para determinar a fase da doenca em que o paciente se

encontra, e ainda se este estd a produzir anticorpos contra o virus. A determinacdo destes
parametros é efetuada no ARCHITECT plus i 2000SR (referido anteriormente). No SPC séo

analisados alguns marcadores viricos para a Hepatite B, Hepatite C e VIH.

Quanto a Hepatite B os marcadores analisados s&o [65]:

>

AgHBs (Antigénio de superficie do virus da hepatite B) - E 0 1° marcador a
surgir: entre os 7 e os 20 dias antes da sintomatologia e a sua presenca traduz

sempre a presenca de infegéo;

Ac Anti-HBs (Anticorpo para 0 Antigénio HBs) - Surge no soro 1 a 3 meses
apos a vacinacgdo ou na fase de resolucéo da infecao aguda. Titulos > 10 UI /mL
conferem imunidade apds vacinagdo (idealmente deverdo ser >100 UI /mL um

a trés meses apos a Ultima dose da vacina);

AgHBe (Antigénio de replicacdo viral) - Detetdvel no soro em fases de
replicacdo viral. Na fase aguda, desaparece pouco depois do inicio da

sintomatologia;

Ac Anti-HBe (Anticorpo para o Antigénio HBe) - Na situacédo de infecdo aguda
surge pouco tempo apos a perda do AgHBe e indica reducdo da infeciosidade.

Este anticorpo estd normalmente presente nos portadores inativos do virus;

AgHBc (Antigénio core) — Nem sempre é detetado no soro. Esta presente quer

na fase aguda da doenca quer na fase cronica;

Ac Anti-HBc IgM (Anticorpo da classe IgM para o Antigénio HBc) - E o
marcador que permite diagnosticar uma infe¢do aguda. Surge depois do AgHBs,
coincidindo com o inicio da sintomatologia. Pode ser o Gnico marcador no soro
no “periodo de janela” de uma infe¢do aguda, isto €, quando o AgHBSs ja ndo se
deteta e 0 Ac Anti-HBs ainda ndo é produzido em quantidade suficiente para ser
detetado.
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Quanto a Hepatite C s6 o marcador Anti-VHC (Anticorpo para o Virus da Hepatite C
total) é analisado e surge entre 15 dias e 6 meses apds a infecdo. Quando é positivo pode
corresponder a infecdo no presente ou no passado. Se o teste for positivo deve fazer-se a
pesquisa do RNA viral [65].

Quanto ao VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana), este é analisado atraves do
marcador Ag/Ac Combo, que permite a detecdo do antigénio p24 (presente no capsideo) do
VIH e detecdo dos anticorpos contra o VIH-1 e/ou VIH-2 em soro ou plasma [66].

4.2.3 - MARCADORES TUMORAIS

Os marcadores tumorais, analisados por imunoensaio de microparticulas (ARCHITECT
plus i 2000SR), sdo substancias produzidas pelo organismo ou pelo proprio tecido cancerigeno
em resposta ao crescimento de tumores, podem ser detetados no sangue, urina ou amostras de

tecido. A tabela 11 refere os marcadores tumorais analisados no SPC.

Tabela 11 - Marcadores tumorais analisados no SPC [67-72].

Marcador tumoral Descricéo

CA 125 - Permite o diagndstico de cancro de ovario, com grau de confianca
o de 80% a 85%.

gaér;tlgenlo hidrato de carbono - Permite o diagnostico de cancro epitelial, em que o grau de
) confianca é proporcional a fase da doenca.

CA 15-3 - Utilizado como meio auxiliar na gestdo do tratamento de

(antigénio hidrato de carbono pacientes com cancro da mama nos estagios Il e I11.

15-3 9 - Ndo é suficientemente sensivel ou especifico para ser

-3) considerado um exame para triagem de cancro da mama.
CA 19-9 - O ensaio é baseado num anticorpo monoclonal que reage com um

(antigénio hidrato de carbono
19-9)

determinado antigénio associado a tumores (normalmente
malignidades gastrointestinais).

CEA
(antigénio carcinoembrionario)

- Glicoproteina utlizada principalmente para monitorizar o
tratamento de pacientes com cancro (retal, pulm&o, mama,
figado, pancreas e ovario).

PSA (antigénio prostatico)
total + livre

- Aumentado na hiperplasia benigna da prostata, prostatite, infecéo
urinéria e com a idade.

p2-microglobulina

- Esta presente na maioria dos liquidos corporais e aumentada no
sangue de individuos com cancro como mieloma multiplo,
leucemia e linfoma e também em processos inflamatdrios.
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4.2.4 - MARCADORES DE DOENGCAS CONGENITAS

O foco destes marcadores é determinar a presenga anticorpos de virus ou parasitas que
podem-se desenvolver durante o desenvolvimento embrionario, provocando deformacgdes
estruturais ao feto. Em seguida serdo abordados os marcadores de doengas congénita analisados
por imunoensaio de microparticulas (ARCHITECT plus i 2000SR) no SPC.

Para determinar a presenca do Rubella virus séo analisados os seguintes marcadores:

> Rubella IgG - permite a determinagédo quantitativa e detecdo qualitativa de anticorpo

IgG contra o virus da rubéola em soro e plasma humano [73].

> Rubella IgM (detetavel até aos 180 dias) - permite a determinacdo quantitativa e
detecdo qualitativa de anticorpo IgM contra o virus da rubéola em soro e plasma
humano [74]

A tabela 12 relaciona o resultado do exame da rubéola e o seu significado clinico.

Tabela 12 - Resultado do exame da Rubéola e o seu significado clinico [73-74].

Resultado do exame
Significado clinico

Rubella IgM Rubella 1gG

Positivo Negativo Infecdo recente.
Negativo Positivo Infecdo antiga curada ou vacinacéo.
. . Resultado inconclusivo, sendo necessario efetuar
Positivo Positivo .
teste de avidez.
Negativo Negativo N&o ocorreu contacto com o virus da Rubéola.

No caso de suspeita de infecdo por Toxoplasma gondii sdo analisados os seguintes

marcadores:

» Toxo IgM - permite a detecdo qualitativa de anticorpo IgM contra o T. gondii em
soro e plasma humano. Os anticorpos IgM sdo detetados em individuos que
contrairam recentemente a infecdo, mas podem persistir durante um periodo maximo

de 18 meses apds a infecdo [75].
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» Toxo IgG - permite a detegcdo qualitativa de anticorpo IgG contra o T. gondii em
soro e plasma humano. A presenca de anticorpos IgG indica que ocorreu infegéo,
mas ndo distingue se é recente ou passada. Para distinguir uma infecdo antiga de
uma recente, as amostras positivas para anticorpos 1gG e IgM devem ser analisadas
com o teste de avidez da IgG, que determina h& quanto tempo persiste a doenca, de

forma a determinar se esta é prejudicial para o feto [76].

Para avaliar uma possivel infecdo por Cytomegalovirus (CMV) sdo analisados 0s

seguintes marcadores:

» CMV IgG e CMV IgM - permite a detecdo qualitativa de anticorpos IgG e IgM em
soro e plasma humano. No caso de infecdo pelo CMV, os primeiros anticorpos do
tipo IgM surgem dentro de 2 semanas e podem demorar até 12 meses a desaparecer.
Os primeiros anticorpos IgG surgem 3 semanas apos a infecdo, vai aumentando a

concentracdo durante algumas semanas e depois estabiliza [77-78].

4.2.5 - MARCADORES DA FUNCAO HEPATOBILIAR

Os marcadores da funcdo hepatobiliar avaliam o funcionamento do figado e das
vesiculas biliares, a sua determinacdo é efetuada por fotometria e por imunoensaios (Cobas
6000; Cobas e 411; Cobas 400 Integra plus). Estes também podem ser Uteis para diagnosticar
outras doencas quando comparados com outros parametros fisiolégicos. Os marcadores

analisados no SPC séo:

» Albumina - € uma proteina produzida no figado que se encontra presente no plasma
e que impede a saida de 4gua dos vasos sanguineos, transporta hormonas, vitaminas,
medicamentos e outras substancias. A sua quantidade diminui quando existem
doencas hepaticas e renais que causam sindrome nefrotica, e quando ha desnutrigéo.

Pode aumentar em caso de desidratacdo [79-80].

» Alanina aminotransferase - € uma enzima encontrada principalmente no figado
podendo também estar presente nos rins, coracéo e musculos. Em condigdes normais

0s niveis desta enzima no sangue sdo baixos, porém quando ha uma lesdo hepética
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esta € libertada para a corrente sanguinea, mesmo antes de aparecerem sintomas

visiveis, como a ictericia [80-81].

> Aspartato aminotransferase - é uma enzima presente em todo o corpo, mas
encontra-se em maior quantidade no figado. Quando ocorre uma lesdo a nivel das

células hepaticas esta enzima é libertada para a corrente sanguinea [80; 82].

» Bilirrubina — para analisar a bilirrubina sdo efetuados 2 testes em conjunto
(bilirrubina total e direta). A bilirrubina total mede toda a bilirrubina no sangue e a
bilirrubina direta mede a forma conjugada (combinada a outro composto). A
bilirrubina total encontra-se aumentada em anemias hemoliticas ou casos de
deficiéncia na captacdo ou conjugacdo hepatica, enquanto que o aumento da
bilirrubina conjugada representa uma possivel obstrucéo das vias biliares, impedido

a excreg&o biliar [80].

» vy-glutamiltransferase — é uma enzima que aumenta em situacdes de doenca
hepatobiliar, principalmente na colestase. Alem disso, a ingestdo de alcool e
algumas drogas podem estimular os microssomas hepaticos, aumentando em grande
escala a quantidade de y-glutamiltransferase, limitando assim a sua especificidade
[80].

> a-fetoproteina — € uma glicoproteina sintetizada de forma normal no saco vitelino
durante a vida embrionaria e pelo figado dos fetos, s6 se encontra elevada em
neonatos e em gestantes. Esta enzima decresce de forma rapida durante o primeiro
ano de vida. Um ligeiro aumento aponta para um diagndstico de carcinoma
hepatocelular, sendo que quanto maior for a concentracdo desta enzima maior sera

o tamanho do tumor, grau de diferenciacao e presenca de metastases [80].

» Amonia - € uma substancia produzida por bactérias intestinais e por células do corpo
durante a degradacdo de proteinas e, normalmente, é transportada para o figado,
onde é transformada em ureia e glutamina. A ureia é transportada para os rins sendo
excretada na urina. Se a amonia ndo for toda transformada em ureia, acumula-se no
sangue e atravessa a barreira hematoencefalica. No cérebro, a amonia e outros
compostos normalmente metabolizados pelo figado podem-se acumular, causando
a encefalopatia hepética provocando alteragdes mentais e neurologicas que incluem

desorientacdo, sonoléncia e, em casos graves, coma e morte. Problemas no
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processamento da amdnia podem ocorrer por doengas hepéticas, insuficiéncia renal

ou quando ha dificuldade no transporte ou metabolizagdo da amonia [80; 83].

4.2.6 - MARCADORES DA FUNCAO PANCREATICA

Para a avaliacdo da fungdo pancreatica é determinada a concentracdo da a-amilase e a
lipase, duas enzimas produzidas no pancreas, por analise fotométrica (pelos equipamentos
Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus). Estas enzimas aumentam no primeiro dia de uma
pancreatite aguda, voltando ao normal ap6s 3 a 7 dias. A quantificacdo destas enzimas permite

diagnosticar e monitorizar pancreatites e outras doencas pancreaticas [84].

4.2.7 - MARCADORES DA FUNCAO RENAL

A funcdo renal é avaliada a partir da quantificacdo da creatinina em exames sanguineos
e urinarios. A concentracdo de creatinina presente no sangue depende do récio entre a
quantidade formada e a sua depuracéo renal. A taxa de formacdo da creatinina € proporcional
a massa muscular do individuo. O consumo de algumas drogas e de grande quantidades de

carne podem levar ao aumento do seu valor no sangue [85].

A creatinina também pode ser avaliada em conjunto com a ureia, ambas por analise
fotométrica (pelos equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus), como analise de rotina
ou para monitorizacdo de doencas renais, ou outras doencas que possam comprometer os rins
como a diabetes. Esta avaliacdo é por vezes efetuada antes, e durante, certos tratamentos que

possam prejudicar a funcao renal [85].

4.2.8 - MARCADORES DE LESAO MUSCULAR

A presenca de uma lesdo muscular ou de outros tecidos é determinada por analise
fotométrica (pelos equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus), para este efeito sdo

avaliadas duas enzimas:

» Lactato desidrogenase (LDH ou DHL) - é uma enzima encontrada em quase

todos os tecidos do corpo, mas apenas uma pequena quantidade é detetada no
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sangue. A principal utilizacdo da LDH é como um indicador geral da existéncia

de um dano tecidual grave (podendo este ser agudo ou crénico) [86].

» Creatina-quinase (CK) — é uma enzima encontrada no coracdo, cérebro,
musculos esqueléticos e em outros tecidos. Os niveis sanguineos da CK
aumentam quando hd uma lesdo nos musculos esqueléticos ou no masculo
cardiaco. Este exame € frequentemente efetuado em pessoas com dor torécica

ou com outros sintomas de enfarte do miocérdio [87].

4.2.9 - MARCADORES CARDIACOS

De forma a avaliar o estado do musculo cardiaco efetua-se a quantificagdo sérica de
proteinas e péptidos especificos que em conjunto nos permitem precisar um diagnostico.
Abaixo encontram-se descritos os marcadores que permitem esta avalia¢do, sendo que estes séo

analisados por fotometria (pelos equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus):

» Creatina quinase MB (CK-MB) - forma de creatina quinase encontrada
principalmente no coracdo. Os niveis de CK-MB no sangue aumentam nas
primeiras 4 a 6 horas ap0s o enfarte do miocéardio, atingem o valor maximo em

18 a 24 horas e voltam ao normal em 2 a 3 dias [88].

» Troponina | — a avaliacdo sérica da troponina | € principalmente usada para
avaliar um possivel enfarte do miocardio ou outra lesdo cardiaca. A troponina é
dos marcadores cardiacos que permanece em concentracdes elevadas por mais
tempo, além de ser mais especifica que a CK-MB e a mioglobina, pois estas

podem resultar em positividade também em les6es do musculo esquelético [89].

» Mioglobina — a analise da mioglobina é usada em conjunto com a da troponina
para diagnosticar ou excluir enfarte do miocardio. Duas a trés horas apds um
enfarte ou outra lesdo muscular, os niveis de mioglobina no sangue aumentam,
atingindo o seu valor maximo apds 8 a 12 horas, voltando ao normal ao fim de
24 horas. A vantagem da mioglobina sobre outros marcadores cardiacos reside
no facto de ser a primeira a aparecer aumentada no sangue. Porém, esta ndo é

especifica para a lesdo cardiaca. Como consequéncia, um resultado negativo de
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mioglobina exclui o enfarte do miocéardio, mas um resultado positivo necessita

de ser confirmado pela troponina [90].

» precursor N-terminal do peptideo natriurético tipo pro-B (proBNP) — é
utilizado para diagnosticar e avaliar a gravidade da insuficiéncia cardiaca. O
teste pode ser realizado se o individuo apresentar sintomas como inchago ou
edema nas pernas, dificuldade respiratdria, falta de ar e fadiga. E possivel utiliza-
-lo em conjunto com outros marcadores cardiacos para detetar stress ou danos
cardiacos, e/ou em conjunto com testes de funcdo pulmonar para identificar as

causas da falta de ar [91].

4.2.10 - MONITORIZACAO DA ANEMIA

A anemia é causada pela diminuicdo no nimero de eritrécitos ou de hemoglobina,
resultando numa diminuicdo do transporte de oxigénio, sendo acompanhada por sintomas de
fadiga ou falta de ar. Existem varios tipos de anemias, estas podem ser o resultado de

deficiéncias nutritivas ou doencas dos 6rgaos hematopoéticos [92].

De forma a detetar possiveis patologias associadas as células vermelhas séo efetuadas,
através de analises fotométricas e por imunoensaios (pelos equipamentos Cobas 6000; Cobas e

411; Cobas 400 Integra plus) as seguintes determinacdes:

» Ferritina - quando um hemograma de rotina apresenta uma hemoglobina e um
hematocrito baixo (macrocitose e/ou hipocromia), o resultado pode ser devido a
uma anemia por deficiéncia de ferro, sendo entdo necessario confirmar a

quantidade de ferritina no sangue [93].

» Folato e Vitamina B12 - sdo duas vitaminas do Complexo B necessarias para a
formacdo normal das células vermelhas do sangue (eritrécitos) e para reparacao

de danos tecidulares e sintese do DNA.

o Umadeficiéncia de vitamina B12 e/ou folato reflete uma reducéo cronica
dessas substancias, uma vez que o organismo armazena o suficiente para
trés a seis anos de vitamina B12, e cerca de trés meses de suprimento de
folato no figado, ou seja, as deficiéncias e 0s sintomas associados podem

levar de meses a anos para se manifestar em adultos [94].
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» Haptoglobina - é uma proteina produzida pelo figado cuja funcdo é retirar a

hemoglobina livre do plasma e transportéa-la até ao figado para ser destruida [95].

o A diminuicdo do nivel de haptoglobina aliada ao aumento da contagem
de reticulécitos, a diminuicdo da contagem de heméacias, hemoglobina e

hematocritos indicam anemia hemolitica;

o Se a haptoglobina estiver baixa sem sinais de anemia hemolitica, é
possivel que haja um problema hepatico impedindo a sintese de
haptoglobina;

o Se a haptoglobina apresentar niveis normais e a contagem de
reticulocitos aumentada, a destruicdo de hemécias pode estar no figado e
no bago. Nesse caso, ndo ha libertacdo de hemoglobina livre no plasma

e a haptoglobina nédo é consumida, permanecendo normal.

4.2.11 - MONITORIZACAO DO FERRO

O ferro é um sal mineral fundamental para a formacéo normal dos eritrécitos, bem como
0 bom desempenho da funcéo destas células. Faz parte da hemoglobina, a proteina presente nos
eritrocitos e responsavel pelo transporte de oxigenio. O estado do ferro pode ser avaliado por
um ou mais parametros que determinam a sua quantidade no sangue, a capacidade que o sangue

tem de transporta-lo e a quantidade de ferro de reserva [96].

Na tabela 13 estdo relacionados os parametros analisados no SPC, através de analises
fotométricas (pelos equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus), que permitem a

diferenciacdo entre diversos tipos de patologias associadas ao ferro.
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Tabela 13 - Relacdo dos parametros da monitorizacdo do ferro no sangue com diversas doencas [96].

Capacidade Capacidade
Doenga Ferro total de ndo-saturada Saturagaq da Ferritina

transporte de transporte transferrina

de Ferro de Ferro

Deficiéncia de Baixo Alta Alta Baixa Baixa
ferro
Hemocromatose Alto Baixa Baixa Alta Alta
Doencas . . Baixa ou . Normal ou
crénicas Baixo Baixa normal Baixa alta
Aneml’a_s Alto qumal ou Baixa ou Alta Alta
hemoliticas baixa normal
A_\nemlal - Normal qumal ou Baixa ou Alta Alta
sideroblasticas ou alto baixa normal
Envenenamento Alto Normal Baixa Alta Normal
por ferro

4.2.12 - MONITORIZACAO DE HIDRATOS DE CARBONO

De forma a monitorizar e determinar os niveis de glucose no sangue, assim como 0s
valores da hormona que a metaboliza, sdo analisados no SPC os seguintes parametros por
fotometria (pelos equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus) e por imunoensaio de
microparticulas (ARCHITECT plus i 2000SR):

» Glucose - este agUcar serve para detetar hiperglicemia e hipoglicemia, para
ajudar no diagnostico de diabetes, e para monitorizar os niveis de glucose em
diabéticos. Tambem € utilizado na triagem de pessoas saudaveis e
assintomaticas, uma vez que a diabetes € uma doenca comum gue comeca com

poucos sintomas [97].

» Cortisol - é uma hormona produzida pelas glandulas supra-renais quando
estimulada pela hormona adrenocorticotréfica (ACTH). Esta hormona estimula
a degradacdo de proteinas, glucose e lipidos, a manter a pressdo arterial e a
regular o sistema imunoldgico. O teste de cortisol € frequentemente efetuado
guando um paciente apresenta sintomas sugestivos de sindrome de Cushing
(obesidade, perda de massa muscular e fraqueza muscular) ou doenca de

Addison (fraqueza, fadiga, aumento da pigmentacdo, entre outros) [98].
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» Hemoglobina Glicada (HbALc) — é usada para controlar a diabetes. O objetivo
do controlo da diabetes € manter os niveis de glucose no sangue o mais proximo
possivel do normal. O exame hemoglobina glicada avalia a quantidade média de
glicemia no sangue durante os ultimos 2 a 3 meses. Pode clarificar sobre a

eficacia do tratamento da diabetes e indicar a necessidade de ajustes [99].

4.2.13 - MONITORIZAGAO DE LIPIDOS (PERFIL LIPIDICO)

O perfil lipidico trata-se de um grupo de analises efetuadas frequentemente em conjunto
para avaliar o risco de doenca cardiaca coronaria. S&o bons indicadores do risco de enfarte do
miocardio ou de acidente vascular cerebral causados por bloqueio de vasos sanguineos ou
endurecimentos das artérias (arteriosclerose) [100]. As analises que determinam o perfil
lipidico sdo executadas no SPC por fotometria (equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra

plus). Este perfil € geralmente composto por:

» Colesterol “High Density Lipoprotein” (HDL) - referido como colesterol

Gibom,7;

» Colesterol “Low Density Lipoprotein” (LDL) - referido como colesterol

» Colesterol total - representa a concentracéo total de colesterol (HDL e LDL);

» Triglicerideos - representam a maior parte dos lipidos alimentares.

4.2.14 - METABOLISMO DE PURINAS

O &cido urico € um produto da degradacdo das purinas, compostos azotados encontrados
em &cidos nucleicos (DNA e RNA). A maior parte do acido Urico é eliminada na urina. A
quantificacdo de acido drico no sangue permite diagnosticar individuos com gota, doenca
provocada pela acumulacdo de cristais de &cido Urico no liquido sinovial e nos tecidos de
articulacdes. Este teste também é utilizado para monitorizar o nivel de acido Urico em pessoas
submetidas a quimioterapia ou radioterapia. A sua determinagdo na urina serve para avaliar a
causa de célculos renais recorrentes. Ambas as determinagdes, no sangue e na urina, sdo

analisadas por fotometria (equipamentos Cobas 6000 e Cobas 400 Integra plus) [101].
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4.2.15 - METABOLISMO MINERAL E OSSEO

No SPC de forma a avaliar o metabolismo mineral e 6sseo sdo analisados 0s seguintes

parametros:

>

25-hidroxi-vitamina D - € utilizada para detetar deficiéncias de vitamina D ou
para acompanhar o seu tratamento. O défice desta vitamina ocorre devido a baixa
exposicao da pele ao sol, ingestdo insuficiente das formas vitamina D2 e D3 ou
doencas que prejudicam a absorcdo de lipidos no intestino. E importante
monitorizar esta vitamina em individuos com sinais e sintomas de
descalcificagdo 6ssea, como dor disseminada, fraqueza muscular e deformidades
Osseas. Esta andlise € executada por norma em conjunto com a analise do célcio
e do fésforo, para distinguir diferentes distirbios do metabolismo do célcio
[102].

Célcio - o0 exame de célcio no sangue é efetuado para analisar varias patologias
relacionadas aos 0sso0s, coragdo, nervos, rins e dentes. Niveis anormais de calcio
estdo tipicamente relacionados com doencas na tiroide, no intestino, cancro ou
desnutricdo. Sintomas como fadiga, fraqueza, perda de apetite, nauseas,
vomitos, obstipacao, dor abdominal e aumento da sede podem ser um indicio de

excesso de calcio [103].

Fosforo - tipicamente a analise da dosagem do fosforo € utilizada para auxiliar
no diagnostico e/ou para monitorizar o tratamento das diversas doencas que

causam os desequilibrios de calcio e fosforo [104].

Magnésio - como um baixo nivel de magnésio pode, com o tempo, causar niveis
persistentemente baixos de célcio e de potassio, 0 magnésio tambem é analisado

para ajudar a diagnosticar problemas com célcio, potassio e fosforo [105].

4.2.16 - MONITORIZACAO DE FARMACOS

A monitorizacdo de farmacos consiste na quantificacdo de farmacos especificos a

intervalos pré-determinados a fim de manter uma concentracdo relativamente constante do

medicamento na corrente sanguinea. Por norma, os farmacos monitorizados tendem a ter um

intervalo terapéutico relativamente estreito, ou seja, a quantidade necessaria para o efeito
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desejado ndo é muito distante daquela capaz de causar efeitos colaterais significativos e/ou
sinais de intoxicacdo. Cada individuo absorve, metaboliza, utiliza e elimina farmacos a taxas
diferentes que variam em funcédo da idade, sexo, estado geral de salde, constituicdo genética e
interferéncia com outros farmacos. Assim tem de existir um controlo constante do farmaco na

corrente sanguinea [106].

Farmacos monitorizados no laboratério do SPC por fotometria (equipamento Cobas
Integra 400 plus):

> Acido valprdico e Carbamazepina - usados em casos de epilepsia, para a

prevencdo de crises convulsivas e algumas vezes como estabilizador do humor;

» Digoxina - usada no tratamento insuficiéncia cardiaca congestiva, angina de

peito e arritmias;

» Gentamicina - usada no tratamento de infeces por bactérias resistentes a

antibiéticos menos toxicos;

» Fenitoina - usada no tratamento e prevencao de convulsdes, como na epilepsia

ou ap0s neurocirurgia;

» Vancomicina - usada no tratamento de infecdes por bactérias Gram-positivas,

resistentes a antibioticos menos téxicos.

4.2.17 - MONITORIZACAO DA TIROIDE

Um painel da tiroide é um grupo de testes geralmente efetuados para ajudar a avaliar a
funcdo da glandula tiroide e diagnosticar distarbios da tiroide. O painel da tiroide geralmente

inclui a analise das seguintes hormonas [107]:

» Hormona estimulante da tiroide (TSH) — permite avaliar a funcdo da tiroide
ou sintomas de hipotireoidismo e hipertireoidismo, e permite monitorizar a

terapia destas patologias;

» Tiroxina (T4 ou T4 livre) - permitem avaliar o hipotireoidismo e o

hipertireoidismo;

» Triiodotironina (T3 ou T3 livre) - permite avaliar o hipertireoidismo.
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O TSH é produzido pela hip6fise anterior e faz parte do sistema de feedback do corpo
para regular os niveis da T4 e T3 no sangue. Quando as concentragdes diminuem no sangue, a
hipofise é responsavel por libertar a TSH. A TSH, por sua vez, estimula a producao e libertacéo
de T4 e T3 pela glandula [107].

A T4 e T3 controlam a taxa metabdlica do individo, das seguintes formas [108]:
» Estimulando quase todos os tecidos do corpo a produzir proteinas;

» Aumentando a quantidade de oxigénio que as células usam.

4.3 - ROTINA LABORATORIAL

Antes de efetuar qualquer analise é necessario realizar a manutencdo (lavagem das
pipetas), as calibragdes e os controlos de qualidade nos equipamentos, de acordo com um
esquema semanal. Estes procedimentos sdo por norma efetuados pelo técnico responsavel pelo

turno da noite ou pelo técnico responsavel pela secc¢éo no inicio do dia.

Ao longo do dia é necessario fazer uma verificacéo dos reagentes, consumiveis, residuos
liquidos e sélidos dos equipamentos. Quando € feita a troca do reagente € necessario fazer a

calibracéo e o controlo do teste.

Depois de efetuados todos estes procedimentos, 0S equipamentos encontram-se
preparados para o processamento das amostras que chegam ao laboratério. Amostras essas, que
sdo processadas dando prioridade a amostras provenientes da urgéncia e internamento sobre as

amostras vindas das consultas e hospital de dia.
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CAPITULO 5 - IMUNO-HEMATOLOGIA

O estégio na area de Imuno-Hematologia, decorreu de 1 de Abril de 2019 a 15 de Abril
de 2019, sobre a coordenacdo da TSDT, Ana Fernandes. O objeto deste estagio foi a medicina
transfusional que se encontra inserida no Banco de Sangue, no qual diariamente séo efetuados
testes indispensaveis na preparacdo das transfusbes de forma a certificar a seguranca

imunoldgica da transfuséo.

Neste capitulo sdo descritos todos os procedimentos importantes para o funcionamento
da medicina transfusional, bem como as metodologias laboratoriais e a rotina pré-transfusional.
Também se da relevancia ao controlo de qualidade de forma distinta, dado que este servi¢o nao

pode ser incluido nos anteriormente descritos.
5.1 - PROCEDIMENTOS DE FUNCIONAMENTO

Em medicina transfusional para garantir a seguranca da transfusdo, esta requer um
conjunto complexo de procedimentos a nivel de logistica. De forma generalista podemos dividir
estes procedimentos em procedimentos de requisi¢ao, procedimentos de seguranca, controlo de

stock e situacdes de caracter emergente.
5.1.1 - REQUISICAO

De forma a evitar possiveis erros humanos, todos os pedidos de transfusdo quando
enviados devem estar devidamente acompanhados pelas respetivas requisicdes e a amostra deve

estar identificada com a pulseira transfusional.

A requisicdo deve conter:

Nome completo do doente;

Numero do processo / episédio;

Data de nascimento;

Identificacdo do servigo requisitante e do servico a transfundir;
Diagnostico clinico e outras informacoes;

Quantidade e tipo de componente pretendido;

Carécter da transfusdo;

Identificacdo e assinatura do médico;

YV V V V V V V V V

Data, identificacdo e assinatura de quem efetuou a colheita.
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Anexado a este deve estar o Consentimento Informado, devidamente preenchido e
assinado pelo doente ou em caso de incapacidade deste, assinado pelo médico responsavel

ou pelo seu representante legal.

Aquando da entrada do pedido transfusional, é feita a verificacdo entre a requisicéo e a
amostra através do sistema Gricode (terminal portéatil). Posteriormente os pedidos
transfusionais sdo devidamente registados no sistema informatico ASIS (Aplicacdo de Sistema
de Informacdo de Sangue) do Instituto Portugués do Sangue e Transplantacdo (IPST), tendo

assim acesso a todo o historial clinico e transfusional dos pacientes registados.

A pulseira transfusional (figura 43) encontra-se acompanhada por varias etiquetas,
sendo que trés etiquetas sdo para a identificacdo do paciente, da amostra e da requisicdo (0s
dados contidos nessas etiquetas sé@o: 0 nome, processo/episodio, data de nascimento, data e hora

da colheita e a assinatura de quem colhe a amostra) e as restantes sdo etiquetas de continuacao.

Name Nome Nome

NHC

Assinatury m
| |

-
o
~
o NHC
=
~
-

Assinatura
= i

9LEVZY

Figura 43 - Pulseira transfusional.

5.1.2 - SEGURANGA DA CADEIA TRANSFUSIONAL

A seguranca de toda a cadeia transfusional tem inicio com o servigo de enfermagem a
efetuar o “matching”, isto é a correspondéncia, entre o pedido de componentes (requisigdo), a
pulseira do paciente e a amostra através do terminal portatil. E enviado ao Banco de Sangue o
pedido de componentes sanguineos e ai sera feito novamente o “matching” entre o pedido ¢ a

amostra, antes de se efetuar o estudo da transfusional.

Apos a realizagdo do estudo transfusional ¢ efetuado novamente o “matching” entre a
requisicdo do paciente e 0 componente sanguineo a administrar, promovendo o controlo e a
diminuicdo de erros no processo transfusional de forma a ndo colocar em risco a vida do

paciente.
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Aquando da chegada do componente ao servigo a transfundir, o enfermeiro responsavel
pelo paciente faz a rececdo do componente sanguineo e novamente o “matching” entre o

componente a administrar e a pulseira do paciente.

Apo6s a administragdo do componente sanguineo ¢ feito novamente o “matching” entre

0 componente e a pulseira para declarar o fim da administracdo do componente.

5.1.3 - CONTROLO DE STOCK

Sempre que 0 nimero de unidades dos componentes sanguineos de um determinado
grupo sanguineo for igual ou inferior ao stock critico ha necessidade de pedir sangue ao Instituto
Portugués de Sangue e Transplantacdo (IPST). A formalizacdo do pedido de componentes
sanguineos ¢ efetuada por via informéatica no programa ASIS (ja referido anteriormente).

O técnico comunica ao responsavel do servico de instalacbes e equipamentos a
necessidade do meio de transporte para efetuar a deslocacdo ao IPST, definindo o horario
pretendido para esse mesmo fim. E da responsabilidade do técnico que se encontra no banco de

sangue o preenchimento da requisicdo de motorista para o devido transporte das unidades.

Apos efetuado o transporte, 0 motorista entrega ao técnico a mala refrigerada com as
unidades requisitadas e a respetiva guia de remessa enviada pelo IPST. Apoés rececdo das
unidades, é feita a confirmacao dessas mesmas com a informacéo presente na guia de remessa:

» numero da colheita;

» tipo de componente (concentrado de eritrocitos e concentrado de plaguetas);
» grupo sanguineo;

> data de validade.

Quando néo se verifica nenhuma discrepancia nos dados observados, a guia de remessa
é rubricada pelo técnico, sendo também assente na guia a temperatura a chegada das unidades.
Por outro lado, sempre que se verifica uma ndo-conformidade nos dados observados, 0 mesmo
técnico contacta telefonicamente o IPST, devolvendo o componente ndo-conforme. O técnico
procede a entrada de componentes através da aplicacdo ASIS. Apds a criacdo de etiquetas e a
sua colocacdo nas unidades, estas serdo armazenadas em local de armazenamento proprio para

0 tipo de componente.
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5.1.4 - SITUACOES DE CARACTER EMERGENTE

Se o caracter da transfusdo for emergente, nessa situacdo é enviada uma unidade de
concentrado de eritrocitos O Rh negativo (dador universal) cuja prova de confirmacgédo
laboratorial do grupo sanguineo do saco tenha sido feita previamente. Além disso, deve estar
devidamente assinalado na requisicdo, e assinado pelo médico responsavel que este concorda

com o envio da unidade sem provas de compatibilidade.

5.2 - MATERIAIS E METODOLOGIAS EM MEDICINA TRANSFUSIONAL

As metodologias utilizadas na rotina do laboratério de Imuno-Hematologia do HSMM,
sdo efetuadas pela técnica em gel e baseadas na analise de reacdes antigénio-anticorpo, através

da aglutinacdo dos antigénios eritrocitarios na presenca de anticorpos especificos.

Para a execucdo das varias provas pré-transfusionais sdo necessarios diferentes
reagentes (células, enzimas e diluente) para promover as reacdes antigénio-anticorpo.

5.2.1 - TECNICA EM GEL

Trata-se de uma técnica de facil leitura, elevada sensibilidade, com resultados eficientes
e seguros e sem a necessidade de lavar células. E efetuada por ID-Cards da Bio-Rad (figura
44), que sao o suporte fisico em gel que contém antigenios, anticorpos, antiglobulina humana

entre outros dependendo da determinacéo a efetuar.
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Figura 44 - Exemplo de um ID-Card da Bio-Rad para técnica em gel.
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Os resultados podem ser interpretados como positivos, negativos ou mixed-field (dupla

populacdo). Quando os antigénios eritrocitarios entram em contacto com 0s anticorpos

correspondentes é despoletada uma reagdo macroscopicamente visivel por via da aglutinacdo

das células no gel. Existem seis tipos/graus de aglutinac&o:

>
>

>

Grau 0 — ndo ocorre aglutinagdo (eritrocitos no fundo do gel);

Grau 1 — revelador de aglutinacéo fraca (eritrocitos dispersos no gel, em que
grande parte se encontra no fundo do gel);

Grau 2 — revelador de aglutinagdo média (eritrocitos dispersos por todo o gel);
Grau 3 — revelador de aglutinacdo forte (eritrocitos dispersos no gel, em que
grande parte se encontra na parte superior do gel);

Grau 4 — revelador de aglutinacdo muito forte (eritrécitos na parte superior do
gel).

Dupla populacéo (botéo duplo de eritrocitos no fundo e na parte superior do gel)

A figura 45 exemplifica os tipos de aglutinacdo descritos, qualquer grau de aglutinacéo

deve ser considerado como resultado positivo.

Ead S~
® s

Yy W v W

a+ 3+ 2+ 1+ 0 dp

Figura 45 - Tipos de aglutinacdo possiveis de ocorrer.

5.2.2 - REAGENTES

Em conjunto com os ID-Cards é necessario também utilizar varios reagentes de forma

a permitir e facilitar as rea¢6es antigénio-anticorpo. Estes podem ser:

» Diluente 1 (Bromelina) — a utilizacdo desta enzima em testes seroldgicos deve-

se ao facto de funcionar como um potenciador da aglutinagéo, pois remove/lisa
as proteinas da superficie dos eritrdcitos proporcionando um maior contacto

entre o antigénio e o anticorpo.
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» Diluente 2 (“Low lonic Strength Solution”) — a utilizacdo desta solugéo
potencia um aumento da taxa de associacdo do anticorpo & membrana do

eritrocito, devido a baixa forca ionica da solucéo.

» Celulas teste A1, Az, B, O, | e Il —as células teste Al, A2, B, O sdo utilizadas
para detetar a presencga de anti-A e anti-B na prova reversa, permitindo assim
confirmar o grupo sanguineo (identificado na prova direta). As células | e 1l
fazem parte do grupo O e sdo vantajosas para a pesquisa de anticorpos frios que
pertencem a classe das imunoglobulinas M (IgM).

» Celulas teste para identificagdo de anticorpos irregulares (ID-DiaPanel e
ID-Panel-P) — as células teste ID-DiaPanel e ID-Panel-P pertencem ao grupo O,
com o fenotipo conhecido para os varios antigénios sanguineos: Rhesus (Rh),
Kell, Kidd, Duffy, MNS, Lewis, Lutheran, P e Xg (sdo 0s mais evidenciados).

Estas servem para determinar se o plasma tem anticorpos para estes antigenios.

» Células teste I, 11, 11l — sdo células utilizadas para a pesquisa de anticorpos
irregulares em meio Liss/Combs e meio NaCl com adicdo de enzima

(bromelina).

5.3 - ROTINA PRE-TRANSFUSIONAL

A transfusdo deve ser encarada como uma transplantacdo, mesmo tratando-se de células
(eritrdcitos ou plaquetas) ou plasma. As provas pre-transfusionais tém como objetivo obter o
méaximo de informacdo sobre o paciente/recetor e estudar a compatibilidade entre ele e o
componente transfusional que ird receber, s6 dessa forma é que é possivel garantir uma

transfusdo segura [109].

Antes de se iniciar as provas pré-transfusionais é feita a integracdo da amostra e da

requisicdo do paciente/recetor nos sistemas Gricode e ASIS (ja referidos anteriormente).

De seguida sdo efetuadas as provas pré transfusionais na seguinte sequéncia:
» determinacdo do grupo sanguineo ABO/Rh (prova direta e reversa) do recetor;
» determinacdo do fendtipo Rh/Kell do recetor;
» pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) do recetor;
o Se o PAI for positivo: efetuar a identificacdo de anticorpos especificos.

» confirmacdo do grupo sanguineo do dador e prova de compatibilidade.
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Se todas a provas estiverem concordantes com uma transfusdo segura, entdo seréo

enviados os componentes para o local onde seré feita a transfusdo.

Estes componentes podem ser:

>

Concentrado de eritrocitos — obtido por centrifugacdo e podendo ser armazenado
durante 35 a 42 dias (mediante o anticoagulante presente) no frigorifico, com a
temperatura controlada entre 0s 2 a 6 °C. Administrado para tratamento de anemias

e hemorragias;

Concentrado de plaquetas: - obtido da separacdo do sangue de um ou mais
dadores. Os sacos ficam em agitacdo continua a temperatura ambiente (20-24 °C)
durante o seu tempo de validade (5 dias). Normalmente utilizado no tratamento de
disfuncao plaquetaria, hemorragias e trombocitopenia;

Plasma fresco congelado - o plasma fresco é congelado a temperatura de -25 °C e
tem 2 anos de validade (durante o periodo de congelacdo). Depois de descongelado
(se este ndo for utilizado) € armazenado no frigorifico a temperatura de 2 a 6 °C
durante um maximo de 4 horas. E indicado para pacientes com deficiéncia de fatores
de coagulacdo e defeitos hemostaticos, também pode ser utilizado para reversao
rapida do efeito dos anticoagulantes orais (em casos em que a administracdo de

vitamina K seja insuficiente).

Cada uma das provas preé-transfusionais (referidas acima) sdo descritas por ordem nos

capitulos

seguintes.

5.3.1 - DETERMINACAO DO GRUPO SANGUINEO ABO/RH DO RECETOR

Os antigénios e anticorpos do grupo ABO sdo de extrema importancia na medicina

transfusional. A sua incompatibilidade quando associada a hemolise intravascular e rejeicédo de

transplantes de 6rgdos pode ser fatal, porque os anticorpos IgM sdo capazes de aglutinar

rapidamente os antigénios e ainda ativar os fatores de complemento [109]. A fenotipagem ABO

baseia-se

na determinacdo do grupo sanguineo por prova direta e reversa.
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A prova direta consiste na detecdo dos antigénios A e B, presentes nas células da amostra
(eritrdcitos), por aglutinagdo com antissoros conhecidos anti-A, anti-B e anti-AB a partir de
uma amostra de sangue total [109].

Para esta determinagéo utiliza-se o ID-Card “DiaClon ABO/Rh for patients” (figura 46)
no qual estdo presentes anticorpos monoclonais anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, anti-CDE e um
controlo. Nestes seis microtubos sera pipetada uma suspensdo das células do recetor, preparada
com o diluente 2 (referido anteriormente nos reagentes) [109].

AB | DVI-

(ABO2) (ABO3) (RH1)
monccional

Figura 46 - ID-Card “DiaClon ABO/Rh for patients”.

A prova reversa consiste na detecdo dos anticorpos anti-A e anti-B presentes no plasma
da amostra com a ajuda de células padronizadas A1, Az, B e O. As células O s&o utilizadas para
detetar aglutinac@es provocadas por anticorpos ndo ABO. Esta prova € de extrema importancia,
porque, para além da determinacdo do grupo sanguineo através dos antigénios presentes na
superficie dos eritrocitos, também é importante saber quais sdo 0s anticorpos em circulagcdo no

sangue do recetor [109].

Para esta prova utiliza-se o ID-Card “Reverse Grouping with Antibody Screening”
(figura 47), no qual dos seis microtubos totais, trés contém apenas gel e 0s outros trés contém
antiglobulina humana. Nos microtubos com gel sdo pipetadas as células A;, A2 e B
acompanhadas com plasma do recetor, nos outros sdo pipetadas as células O, | e Il (vantajosas

para a pesquisa de anticorpos) acompanhas com plasma do recetor [109].
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Figura 47 - ID-Card “Reverse Grouping with Antibody Screening”.

Ambos os ID-Cards sdo centrifugados, sendo que o ID-Card “Reverse Grouping with

Antibody Screening” ¢ previamente incubado a temperatura ambiente.

5.3.2 - DETERMINACAO DO FENOTIPO RH/KELL DO RECETOR

O objetivo desta prova € determinar a presenca de antigénios especificos do sistema Rh
(C, ¢, E, e) na superficie dos eritrocitos. Embora o antigénio K (Kell) ndo pertenca ao sistema
Rh, alguns ID-Cards permitem testar também a presenca deste antigénio. Esta prova é testada

através de uma amostra de sangue total [109].

Na preparacdo de uma transfusao, sempre que possivel, devem ser escolhidas unidades

que respeitem ambos os fendtipos (Rh e Kell).

Para a realizagdo desta prova é utilizado o ID-Card “DiaClon RH-subgroups + K”
(figura 48) que contém no gel anticorpos monoclonais anti-C, anti-c, anti-E, anti-e e anti-K e
um controlo. E adicionada uma suspensdo das células do recetor em diluente 2 nos seis

microtubos e o ID-Card é centrifugado [109].
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Figura 48 - ID-Card “DiaClon RH-subgroups + K”.

5.3.3 - PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES (PAI) DO RECETOR

A pesquisa de anticorpos irregulares tem como objetivo detetar a presenca de um 0 mais
anticorpos de ocorréncia ndo esperada, fazendo reagir o soro/plasma de uma amostra com
células (I, 1l e Ill) de perfil antigénico conhecido. Esta pesquisa é efetuada no ID-Card
“LISS/Coombs” (figura 49) que possui seis microtubos que contém antiglobulina humana no
gel [109].

Figura 49 - ID-Card “LISS/Coombs”.
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Para esta determinagdo dos 6 microtubos s6 3 séo utilizados, para onde serdo pipetadas
as celulas 1, Il e Il acompanhadas de plasma do recetor. Este ID-Card sera incubado a 37 °C
antes da sua centrifugagéo.

Se esta prova resultar em positividade, i.e. ocorrer aglutinacdo das células, entdo é
necessario proceder a identificacdo dos anticorpos (pesquisa mais alargada de anticorpos

irregulares).
5.3.4 - IDENTIFICACAO DOS ANTICORPOS IRREGULARES

A prova permite identificar anticorpos especificos presentes em amostras onde a
Pesquisa de Anticorpos Irregulares resultou em positividade, sendo que nesta prova o plasma
do recetor ira ser testado com 11 células em 3 meios diferentes. Estas células possuem varios
grupos de antigénios sanguineos cujo fendtipo é conhecido, podendo assim comparar 0s
resultados com uma tabela padronizada e determinar os anticorpos presentes em circulacéo
[109].

Para a prova sdo necessarios dois ID-Cards “LISS/Coombs” (figura 49), e dois ID-
Cards “NaCl, Enzyme Test and cold Agglutinins” (figura 50) com bromelina adicionada, para
onde serdo pipetadas as 11 células do ID-Panel (uma em cada microtubo). Ao mesmo tempo
em outros dois ID-Cards “NaCl, Enzyme Test and cold Agglutinins” sdo adicionadas as 11
células do ID-Panel-P (uma em cada microtubo), células estas que contém a papaina

incorporada.

e e S Bt FE——

Y

Figura 50 - ID-Card ‘“NaCl, Enzyme Test and cold Agglutinins”.
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Nas provas acima descritas é adicionado o plasma do paciente a todos os microtubos,
sendo depois os ID-Cards incubados a 37 °C. Apos a incubacdo séo centrifugados de forma a
acelerar as reagGes antigénio-anticorpo. Por fim, os resultados sdo comparados com a tabela

para identificacdo da Bio-Rad, descrita na figura 51.
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Figura 51 - Tabela para identificacdo de anticorpos (fonte: ID-DiaPanel, ID-DiaPanel-P; Bula Bio-Rad).

5.3.5 - CONFIRMACAO DO GRUPO SANGUINEO DO DADOR E PROVA DE

COMPATIBILIDADE

A confirmacdo do grupo sanguineo da unidade de concentrado eritrocitario (CE) é um
procedimento importante para assegurar que a unidade seja compativel com o recetor e
confirmar o grupo ABO/Rh da unidade [109].

A prova de compatibilidade consiste em p6r em contacto o plasma/soro do paciente
(recetor) com as células do possivel ou possiveis dadores, de forma a detetar se o recetor tera

ou ndo anticorpos em circulagdo capazes de destruir as células do dador [109].

Ambas as provas sdo efetuadas no ID-Card “DiaClon Complete Crossmatch” (figura

52) a partir de uma tubuladura da unidade CE.
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Figura 52 - ID-Card “DiaClon Complete Crossmatch”.

A determinacdo do grupo ABO/Rh do dador é efetuada nos trés primeiros microtubos,
onde é pipetada uma suspensdo das células do dador (em diluente 2). A prova de
compatibilidade é efetuada no quinto microtubo que contém meio AGH, onde é pipetada a

suspensdo das células do dador e plasma do recetor, e o ID-Card ¢ incubado a 37 °C.

5.4 - CONTROLO DE QUALIDADE

Para garantir um elevado nivel de qualidade na area da Imuno-Hematologia e até poder
melhora-la, é necessario realizar controlos de qualidade, quer internos quer externos, de forma
a assegurar a manutencao da exatidao e da precisdo dos testes, avaliando assim 0s reagentes, 0s

materiais, 0s aparelhos, os métodos e 0s técnicos que os realizam nesta area.
5.4.1 - CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

O controlo de qualidade interno é efetuado diariamente no inicio do servico. Este é
efetuado por um kit (IH-QC Modular System da BioRad) com oito tubos contendo 6 mL de
uma suspensao de eritrocitos humanos, sendo que cada tubo apresenta caracteristicas diferentes,
estando estas descritas na Bula do kit. Sdo executados todos os testes pré-transfusionais com
uma das amostras do kit (a amostra varia consoante o dia). Depois de obtidos os resultados,
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estes sdo comparados com os resultados presentes na Bula do kit (figura 53), de forma a

perceber se 0s métodos utilizados estdo a funcionar devidamente.

Quadro 2 ABO RH K FY Anticorpos | TAD
[ mact | | 1
‘ Ay ddccee (rr) C*- [RH:- | K+ NA Anti-B Anti-D < 0,05 UU/mi | Neg
\ ‘ }3 [ABO:1,-2,3,4] 1,-2,-34.5-8) [KEL:1] [Anti-ABO2] [Anti-RH1] \
IH-QC2 |
‘ - l 8 DCcEe (R,R;) C*- K- Fy(a-) Anti-A Anti-Fy* | Neg
[ABO:-1,2,3] [RH:1,2,3,4,5,-8] [KEL:-1] [FY:-1) [Anti-ABO1] [Anti-FY1] i §
. 4 1 — S —_—
I1H-QC3
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Figura 53 - Tabela do kit IH-QC Modular System da BioRad (fonte: IH-QC Modular System; Bula Bio-Rad).

5.4.2 - CONTROLO DE QUALIDADE EXTERNO

O controlo de qualidade externo € um controlo inter-laboratorial avaliado
trimestralmente pela Bio-Rad. O kit do controlo engloba todo o estudo pré-transfusional com a
excecdo das provas de compatibilidade, através de amostras previamente analisadas pela

entidade externa (Bio-Rad).

Os resultados obtidos sdo enviados para essa mesma entidade, com a finalidade de

avaliar o desempenho.
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Podemos concluir que os objetivos propostos foram alcancados, dado que o estagio
serviu para compreender todo o funcionamento das é&reas da Microbiologia,
Hematologia/Coagulagdo, Imunoquimica e Imuno-Hematologia do Servico de Patologia do
HSMM.

Como discutido e descrito ao longo do relatério pode-se afirmar que os conceitos
relacionados a forma de execucdo, andlise e observacdo de todo o trabalho laboratorial
desenvolvido no dia-a-dia de um laboratdrio hospitalar de analises clinicas foram assimilados,

bem como os conceitos tedricos associados.

A experiéncia da rotina laboratorial diaria e o contacto em ambiente hospitalar com
variados casos clinicos de variadas especificidades permitiu desenvolver um espirito critico
perante 0s resultados das analises clinicas e desenvolver um maior conhecimento sobre o

diagnostico laboratorial de diversas patologias.

Também é importante referir que sem o0 apoio e a comunicagdo com 0s técnicos que
compdem o servico de patologia clinica, este trabalho nunca poderia ser efetuado. Muito do

conhecimento exposto neste relatorio advém da experiéncia e dedicacdo destas pessoas.

Por outro lado, pode perceber-se pelo exposto neste relatorio que a seguranca e garantia
de qualidade no processo laboratorial e logistico sdo de extrema importancia para o bom
funcionamento de um laboratdrio hospitalar de forma assegurar uma melhor satde a todos os

intervenientes, com 0 maximo de rapidez e eficacia.

Como ultimas consideracdes, declaro que esta experiéncia foi enriquecedora em varios
aspetos, mas que ainda hd muito mais a explorar nesta complexa area, por forma a elevar este
conhecimento a outro patamar. E espero que este relatorio sirva como referéncia para que outros

experienciem e se dediquem a esta area tdo importante.
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