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Resumo

Este relatorio de estagio curricular, realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, tem como objetivo descrever a
minha passagem pelo Servico de Patologia na Unidade Local de Saiude do Alto Minho

(ULSAM) no Hospital de Santa Luzia de Viana do Castelo.

Desta forma, pretendo demonstrar a minha presen¢a na atividade laboratorial diaria nos
setores que passei ao longo do estdgio, destacando o procedimento, métodos e pardmetros

analiticos e interpretagao clinica dos resultados obtidos.

Decidi explorar mais aprofundadamente os conhecimentos que adquiri nos setores de
Hematologia e Microbiologia, destacando-as pelo interesse pessoal nas duas areas nunca

deixando de dar valor as restantes.

Abstract

This internship report, carried out within the Masters in Clinical Analysis of the Faculty of
Pharmacy of University of Coimbra, aims to describe my time in the Pathology Department
at the Local Unit of the Alto Minho Health (ULSAM) in the Santa Luzia Hospital of Viana do

Castelo.

Thus, | mean to demonstrate my participation in daily laboratory activity in the services |
cruised along the internship, highlighting the procedures, methods and analytical parameters

and clinical interpretation of the results.
Also, | have decided to further unveil the knowledge | acquired in Hematology and

Microbiology services, highlighting them by self-interest in both areas never failing to give

value to the other.

Xiii
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I. Introducao

O estagio curricular, ao qual o presente relatorio se refere, teve como objetivo aperfeicoar
as componentes tedricas e praticas lecionadas ao longo dos dois anos letivos do Mestrado
em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Como tal, foi
desenvolvido no ambito de uma rotina laboratorial praticada por profissionais de saude que,

solicitamente, demonstraram disponibilidade em transmitir o seu proprio conhecimento.

Este estagio decorreu na ULSAM, Hospital de Santa Luzia em Viana do Castelo, no Servigo
de Patologia Clinica e no Servigo de Imunohemoterapia.
O Servico de Patologia Clinica engloba trés setores: Hematologia, Microbiologia e
Imunoquimica. Por sua vez, o Servico de Imunohemoterapia esta estruturado da seguinte
forma:
e Banco de Sangue e Centro de Medicina Transfusional, constituido por:
o  Sector de Dadiva de Sangue (Consulta Médica e sector de Enfermagem).
o  Centro de Medicina Transfusional (Laboratério de Imunohematologia, Sector de
Processamento e Hemoterapia Clinca).
o  Centro de Trombose e Hemostase (Consultas Externas, Laboratério de Trombose
e Hemostase).

o Laboratério de Biologia Molecular.

Os dois servigos sao auxiliados por administrativos que recebem e registam a entrada das
amostras de acordo com as analises indicadas pelos médicos.
Isto permite que o tempo de espera seja reduzido e a amostra seja entregue a cada setor

atempadamente, permitindo realizar as analises necessarias no menor tempo possivel.

Os servigos dispoem de um sistema informatico de gestao laboratorial, Clinidata XXI, que
estabelece a ligagao entre os varios aparelhos automatizados de diagnostico, oferecendo ao
Técnico de Saude uma base de dados que engloba os dados do doente, todos os resultados

das analises realizadas e validagao.

O laboratério apresenta diversos sistemas automatizados que, diariamente, sao calibrados e

avaliados com controlos de qualidade internos que asseguram a qualidade dos resultados
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obtidos para as amostras. Mensalmente, a avaliagao externa de qualidade permite avaliar o

desempenho interlaboratorial com o objetivo de obter resultados crediveis.

Pretende-se, neste relatorio de estagio, apresentar toda a pratica laboratorial e relaciona-la
com as bases tedricas que o mestrado forneceu, avaliando todos os equipamentos utilizados

e todas as técnicas realizadas.
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2. Caracterizacao do Laboratério de Estagio

A ULSAM-Hospital de Santa Luzia, situa-se no centro da cidade de Viana do Castelo e
constitui uma entidade publica empresarial integrada no Servico Nacional de Salude, tendo
como objetivo, o acesso a prestagao de cuidados de saude de qualidade, com eficiéncia e

eficacia asseguraveis a toda a populagao.

O Servico de Patologia Clinica do HSL (SPC) esta integrado no Departamento de Meios
Complementares de Diagnostico e Terapéutica (MCDT) e tem como objetivo o apoio

laboratorial a todos os Servigos Clinicos da ULSAM.

O Servigo de Patologia Clinica é dirigido pelo Dr. Mota Freitas, responsavel maximo pelo
servigo, que intervém tanto em aspetos clinicos e casos de diagnosticos dubios, como em

questoes logisticas, bem como a propria estruturagao e organizagao do Servigo de Patologia.

O Sistema de Gestao da Qualidade do Servigo de Patologia Clinica encontra-se certificado

de acordo com a NP EN ISSO 9001:2008, pela APCER.

No Servigo de Imunoquimica sao realizados varios testes imunologicos e bioquimicos. Apos
recegao das amostras, o Técnico de saude insere-as no aparelho TECAN, o qual centrifuga e
aliquota as amostras de acordo com a configuragao pré-determinada. Torna assim possivel

uma triagem facilitada possibilitando uma gestao de tempo mais adequada.

Na bioquimica utiliza-se o aparelho ARCHITECT, um equipamento automatizado que faz a
medicao de analitos, sequéncias de reagao e de temporizagao, utilizando métodos de

fotometria, potenciometria e quimioluminescéncia.

Em Imunologia sao utilizados varios equipamentos, como o MiniCAP, que realiza
electroforese por capilariedade, o ImunoCAP, que faz o estudo de alergias pelo método
FEIA, o Mago 4 que analisa parametros de doencas autoimunes ou alergénios através dos
métodos de ELISA e IFA. Por ultimo, o aparelho HITACHI Cobas 41| realiza imuno-ensaios,

utilizando a electroquimioluminescéncia (EQL).

O Servigo de Imunohemoterapia ¢ dirigido pelo Dr. Miguel Jorreto e encontra-se autorizado

pelo certificado SS 2010.003.

No Servico de Imunohemoterapia, o Centro de Medicina Transfusional (Laboratoério de
Imunohematologia; Setor de Processamento), a nivel laboratorial, assegura o processamento,

estudo analitico e armazenamento do sangue e seus componentes com intervengao médica,

3
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s

de enfermagem e técnica. E responsavel pelo estudo de potenciais recetores, pela

preparagao e envio do componente mais adequado, de modo eficaz, seguro e racional.

No Laboratério de Trombose e Hemostase sao efetuados exames analiticos para despiste e
diagnostico de coagulopatias, estados pré-tromboticos e patologia plaquetaria, a doentes do
internamento, consulta externa e servico de urgéncia. Também ¢é efetuado o controlo de

terapéutica anticoagulante e fibrinolitica.

No Laboratério de Biologia Molecular, sao efetuados exames analiticos a dadores da
ULSAM, relacionados com a darea de virologia. Recorre-se assim a técnicas de PCR para

detecgao de virus como HIV, HCV e HBV.

Relativamente aos dois setores que pretendo discutir com mais detalhe, Hematologia e
Microbiologia, dispoem de recursos técnicos e humanos apropriados permitindo estabelecer

diagnosticos diferenciais com qualidade, de modo a direcionar o tratamento de cada doente.

Em média, em todo o Servigo de Patologia Clinica, entram cerca de 1500 amostras diarias, o

que perfaz um total de 4000 analises diarias.
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3. Avaliacao Externa de Qualidade

A avaliagao externa de qualidade (AEQ) é um aspeto essencial no funcionamento do
laboratério. A AEQ fornece uma forma de avaliar a performance analitica de qualquer
laboratério, comparando-o com outros laboratorios utilizando diferentes métodos e

equipamentos ou idénticos.

O objetivo da AEQ é desenvolver a comparagao inter-laboratorial, que permite a
normalizacao dos testes de diagnostico. A AEQ mede a exatidio do laboratério usando
“amostras cegas” que sao analisadas como se tratasse de amostras de doentes. Os
resultados siao devolvidos ao organizador do programa para andlise estatistica.
Posteriormente, os laboratérios recebem um relatério comparando a sua performance
individual com a de outros participantes no programa. A AEQ permite assim, detetar falhas
nos equipamentos, identificar problemas de reagentes, rever a formagao da equipa e

comparar diferentes métodos analiticos.

O RIQAS (Randox, Irlanda) é um AEQ acreditado pela norma ISO 13485:2003 para a
concegao e fabrico de dispositivos médicos, reconhecido pelo UK National Quality
Assurance Advisory Panel (NQAAP) for Clinical Pathology e reconhecido também pelo Joint

Working Group on Quality Assurance (JWG QA). A sua periodicidade é mensal.

Outro programa que realiza uma andlise retrospetiva dos resultados laboratoriais é o
NEQAS, um programa de AEQ sediado no Reino Unido, acreditado pela norma ISO 17043

e certificado pela Clinical Pathology Accreditation.
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4. Hematologia

Hematologia inclui o estudo das células sanguineas e coagulagao. Engloba andlises de
concentragao, estrutura e fungao das células, os seus precursores na medula ossea e a

funcao das plaquetas e proteinas (Saunders, 201 I).

A secgao de Hematologia da resposta aos Hemogramas, Exames de esfregaco de Sangue
Periférico, Gasimetrias, Velocidade de Sedimentagao, Hemoglobina glicada e contagem

diferencial de liquidos biologicos.

Para a realizacio de Hemograma, VS e HbA, . as amostras de sangue total sao colhidas em
tubos de K,EDTA, enquanto as gasimetrias sao analises efetuadas em amostras de sangue

arterial colhidas em seringa de heparina ou heparina-litio.

4.1 Hemograma

O hemograma permite quantificar as células sanguineas da circulagao sanguinea e analisar a

sua morfologia.

Os Sysmex XE-2100 e Sysmex XE-5000 siao analisadores automaticos hematologicos,
utilizados para a realizagao de hemogramas com estudo dos glébulos vermelhos, glébulos
brancos e plaquetas. Para além das aplicagoes supracitadas, o Sysmex XE-5000 permite ainda
fazer a contagem de eritroblastos e reticulécitos. Os Sysmex permitem ainda analisar fluidos
corporais, como liquidos serosos, fluidos sinoviais e liquidos cefalorraquidianos. Apresentam
contagens de leucdcitos, diferenciagao entre células mononucleares e polinucleares e
contagem de eritrocitos presentes na amostra de fluidos corporais (Sysmex Corporation,

2008)(Sysmex Corporation, 2015).

Os dois analisadores automaticos permitem realizar andlises a uma amostra num espago de
60 segundos. Na sua totalidade o Sysmex XE-2100 permite analisar 24 parametros analiticos
e o Sysmex XE-5000 avalia 67 parametros (ver tabela em Anexos), embora nao sejam

disponibilizados todos os parametros que os analisadores oferecem.

Os dois aparelhos apresentam 6 canais distintos: IMI, DIFF, RET/PLT-O, HGB, WBC/BASO e
RBC/PLT.



Relatorio de Estagio — Mestrado Analises Clinicas

o Canal IMI

No canal IMI é possivel quantificar granulocitos imaturos, caso estejam presentes nas

amostras, pelo método RF/DC (Sysmex Corporation, 2015).

o Canal DIFF

O canal DIFF permite, através de citometria de fluxo por fluorescéncia, detetar as diferentes

populagdes leucocitarias (Sysmex Corporation, 2015).

o Canal HGB

A hemoglobina é analisada pelo detetor HGB, baseado no método de determinagao de
hemoglobina SLS. Este método utiliza surfactante laurilsulfato de sodio (SLS), que evita o
recurso a cianeto. Este reagente lisa os globulos vermelhos e brancos da amostra. A reagao
quimica ¢é iniciada pela alteragao da globulina e oxidagao do grupo Heme que se liga aos
grupos hidrofilicos SLS formando um complexo estavel e colorido (SLS-HGB). Este

complexo € analisado pelo método fotométrico (Sysmex Corporation, 2015).

o Canal RBC

A contagem de eritrocitos e plaquetas € analisada pelo detetor RBC que usa o método de
deteciao por Focagem Hidrodinamica. O analisador automatico Sysmex XE-2100 recorre a

impedancia para fazer a contagem destas células (Sysmex Corporation, 2015).

o Canal RET/PLT-O

Os eritroblastos, reticulocitos e as plaquetas sao analisados pelo detetor otico baseado no
método de citometria de fluxo por fluorescéncia usando um laser semicondutor (Sysmex
Corporation, 2015). O parametro PLT-O garante uma maior precisio na contagem de

plaquetas quando a sua concentragao é baixa ou quando ha interferentes.

o Canal WBC/BASO

Este canal permite diferenciar os baséfilos dos restantes glébulos brancos. Utiliza um

reagente acidico que lisa os eritrocitos e diminui o tamanho dos globulos brancos a excegao
7
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dos basofilos. As diferengas resultantes sio analisadas por citometria de fluxo(Sysmex

Corporation, 2015).

4.2 Metodologias

o Método de detecao RF/DC

O detetor apresenta uma abertura entre dois elétrodos que
permitem que haja passagem de uma corrente elétrica e radio-
frequéncia. O tamanho das células e a densidade no interior da
célula, que permite identificar informagdes como o tamanho do
nucleo, sao detetados a partir de alteragcoes da corrente elétrica e

radio-frequéncia respetivamente. Essas alteragoes sao transmitidas a

partir de pulsos elétricos. O tamanho desses pulsos elétricos permite
. . o . . . Figura I - Citograma pelo método RF/DC.
realizar uma distribuigao bidimensional, criando um citograma

(Sysmex Corporation, 2008).

o Método de detecao por Focagem Hidrodinamica

No método de detegao por Focagem Hidrodinamica as células passam pela abertura de
detecdo linearmente, com a presenca de um reagente que impede o refluxo. O método
aumenta a eficicia da contagem de células prevenindo interferéncias ou pulsos elétricos

artificiais (Sysmex Corporation, 2008).

o Método de citometria de fluxo por laser semicondutor

A citometria de fluxo permite analisar caracteristicas quimicas e fisiologicas de células e
outras particulas biologicas. Essas caracteristicas sao determinadas através de zonas de
detegao sensiveis. A citometria de fluxo por fluorescéncia analisa as propriedades fisiologicas
e quimicas das células. A amostra de sangue € marcada apds a aspiragao com um marcador

fluorescente que se liga especificamente aos acidos nucleicos (Sysmex Corporation, 2008).

Quando as células passam pelo laser semicondutor, a luz espalha-se em varias diregoes. Ao

detetar essa refragao de luz é possivel obter informagao sobre o tamanho e estrutura da

8
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célula. No caso dos Sysmex XE-5000 e XE-2100 detetam a intensidade da luz forward scatter
(FSC), que oferece informagao sobre o tamanho da célula, a intensidade de luz lateral scatter
(SSC) que informa sobre a complexidade da célula e, por fim, a intensidade de luz lateral
fluorescence, indicando a quantidade de ADN ou ARN existente no interior das células,
separando as populagoes celulares através de programas que criam os citogramas (Sysmex

Corporation, 2008).

O software utilizado pelos Sysmex, SIS, avalia a analise parametrizada e, considerando o valor
determinado em relagdo ao valor de referéncia e o histérico do utente, este sera validado

automaticamente e enviado para o Clinidata XXI.

Em caso de incongruéncia com o historico ou o valor de referéncia, a validagao sera
assegurada pelo técnico, considerando a verosimilhanga com as restantes anadlises ou

diagnostico clinico.

Quando um determinado parametro se encontra fora dos valores de referéncia, ou
apresenta um delta-check, ou seja, uma variagao de um parametro analisado previamente no
mesmo doente, que excede um limite de variancia estipulado, o aparelho emite flags,
mensagens de aviso, permitindo que o técnico de saude tome controlo e valide

manualmente o hemograma.

Sgsm@)}( > L] ULSAM.EPE oc SR

ONLINES SISTEMA Estagidrio

7% SIS - [RESULTADOS]
%] 515 Edt View Mode Action Window Help -8 x

BN vsEwy e FH 49w 2 2 12

Close Pint  Prev  MNewt Option  View  Help Histérico Riepeticdes ESP.  RET. LiQUIDOS

N.2 Acesso
N.2 Amostra

Inf. Clinica

N.2 P Idade 1l2nos OMeses 71 Bioatia
.2 Pracesso
Servigo PEDIATRIA PISO 7 AccBo Pendente
Paciente : e i -
1]
Data Check | [ Ezeeurar | Nota Interna Bl

DIFF WBC/BASO IMI RET NRBC PLT-0

| 1500210

27h. ATRIBUIDO VALOR DE PLT-F

IA 291 RET%
SEDIM.1H [ RET-He 29.3
HpalC[%] [ Linf.At% 0.2
HbALC [ | 1ANORepet.

Figura 2 - Exemplo de hemograma validado automaticamente pelo SIS.

9



Relatorio de Estagio — Mestrado Analises Clinicas

SQJSW@X B & ULSAM . EPE Qc CLO3-H

ONLINES SISTEMA Estagidrio

[ SIS - [RESULTADOS]

43 SIS Edt View Mode Action Window Help

m o O 5 S =
@ 80 TS 8F %

§H & 2 I |

Close Pt Prev  New Option  View  Help Histérico Repetipdes ESP. RET  LiUIDOS
N.2 Acesso | Inf. Clinica 2
N.2 Amostra
Nt : Idade OAnos 4Meses C1 Amostra
.2 rocesso
) Servigo PEDIATRIA Acgdio Pendente il
bacieats Médico RACK 999999
0
Data Dhack I ’—I Nota Interna TUBO
WBC/BASO @
IMRBC - 2.43 | IMwBC 10.53 2
I MHGE - 6.6 | IMNEUTROF% 47.9 o
IMHCT L 19.3 | IMEOSINGF% 2.3
IMMCY 79.4 | IMBASOFIL%Z 0.3
I MMCH 27.2 IMLINFOCI% H 42.7 IVALOR CRITICO!
o 27A. ATRIBUIDO VALOR DE PLT-F
EMHEHE 3472 H] [RhMMONOGIL 6.7 | |43, VALOR CRITICO INFERIOR DE HGB -> VALIDACAO MANUAL
IMRW-SD H [ 52,7 | IMIGX [ 0.1 | |54 RETICULOCITOSE -> VALIDACAO MANUAL
92. MICROSCOPIO PEDIDO INICIALMENTE OU POR REGRAS PRE-ANALITICAS -> ESFREGACO
IMRDW-CV H 18.1 | #MNRBC% 0.0 | |Anemia
Linfocitose
IMPLT 330 | IMRETx + 57 M l|5aticulositase
SEDIM. 1H IMRET-He 29.1
HbA1C [%] Linf.At% 0.0
HbA1C IMN2Repet. ]

Figura 3 - Exemplo de hemograma que apresenta flags pelo SIS.

A creditacao de cada resultado é assegurada pela presenga de um controlo de qualidade
interno utilizado diariamente, apresentando trés niveis: Nivel baixo, nivel médio e nivel alto

(Sysmex Corporation, 2008).

43 indices Eritrocitarios

Os indices eritrocitarios permitem avaliar quantitativamente os eritrocitos através do
hematocrito, da hemoglobina e da concentragao de eritrocitos por unidade de volume. As
caracteristicas qualitativas sao avaliadas através do volume corpuscular médio, da
hemoglobina corpuscular média e da concentragao da hemoglobina corpuscular média (Geer

et al, 2013).

4.3.] Hematocrito (HCT)

O hematocrito é a porgao de volume ocupada pelos eritrécitos numa amostra de sangue
total apos centrifugagao. Os analisadores automaticos nao dependem da centrifugagao.
Determinam o Hct a partir da contagem de eritrécitos e do volume corpuscular médio

(Geer et al,, 2013).
Hct(L/L) = RBC(n'?/L) X VCM(fL)

10
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4.3.2 Hemoglobina (HGB)

A hemoglobina é uma proteina ligada ao eritrécito especializada nas trocas gasosas de
oxigénio e dioxido de carbono. A sua diminuicao provoca varias patologias conhecidas por

anemias (Hoffbrand e Moss, 2013).

4.3.3 Volume Corpuscular Médio (VCM)

O VCM permite avaliar o volume médio dos eritrécitos, podendo assim classificar as
anemias. Caso o VCM esteja aumentado ocorre uma macrocitose, caso seja reduzido uma

microcitose (Geer et al.,, 2013).

HCT (%)

VEMUL) = Nege gv(a0/uly

10

4.3.4 Hemoglobina Corpuscular Média (HGM)

A Hemoglobina Corpuscular Média é o parametro que avalia a quantidade de hemoglobina
no eritrocito. O decréscimo de HGM, como se sucede em anemias por deficiéncia de ferro,
indica que a quantidade de hemoglobina também diminuiu. Os analisadores automaticos

utilizam a seguinte formula:

HGB(g/dL)x10
Ne de GV (106/uL)

HGM (pg) =

4.3.5 Concentracao da Hemoglobina Globular Média (CHGM)

Este parametro avalia a concentragao média de hemoglobina no eritrécito e é calculada pelo

analisador automatico da seguinte forma:

HGB(Jp)

x100
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E este parametro que avalia se o eritrécito se encontra hipocrémico, normocrémico ou

hipercromico (Geer et al,, 2013).

4.3.6 Red Cell Distribution Width (RDW)

O RDWV eritrocitario € um parametro que avalia a heterogeneidade do tamanho celular dos
eritrocitos. E util na identificagdo de fragmentos eritrocitarios, aglutinagdo ou populagoes
dimorficas, como acontece em anemias sideroblasticas ou em doentes que tenham sofrido

transfusoes (Geer et al., 2013).

44  Gasimetria

Para responder aos pedidos de gasimetrias, o Servico tem a sua disposicao dois aparelhos
automatizados, o GEM 3500 e o GEM 4000. Fornecem medidas quantificaveis de parametros
como pH, gases no sangue, sédio, potassio, cloro, calcio ionizado, glucose, lactato,
hematocrito e CO-Oximetria (tHb, O,Hb, COHb, MetHb e HHB), ajudando no diagnostico
do estado acido/base do paciente, capacidade de transporte de oxigénio e equilibrio

eletrolitico e metabdlico.

A gasimetria arterial é o teste mais comum para analisar doentes dos cuidados intensivos.

Oferece informagoes sobre a oxigenagao, ventilagao e o balango acido-base.

Todo o cuidado é pouco na colheita de sangue arterial, sendo fundamental que nao haja
presenca de bolhas de ar ou de heparina em excesso. A temperatura da amostra também
deve ser mantida a temperatura do doente na hora da colheita (Thorson et al., 1983)(JE e

DH, 1977).

Quando a colheita é dificil devido a baixa pressao sanguinea, o teste alternativo € a
gasimetria venosa. Torna-se uma colheita mais acessivel quando o doente tem um cateter

venoso central como acontece nos cuidados intensivos.

Os resultados obtidos da gasimetria venosa servem para estimar os valores arteriais
correspondentes. Este teste mede a pO,, pCO, pH, saturagio da oxihemoglobina e
concentragao de HCO,. A pO,, pH venoso e concentragao de HCO, venosa sao utilizados
para determinar a ventilagio e o estado acido-base. A saturacio da oxihemoglobina é

12
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necessaria para situagoes severas de sépsis ou choque séptico (Byrne et al., 2014)(Middleton

et al., 2006).

Tanto o GEM 3500 e o GEM 4000 utilizam sensores potenciométricos para medir pCO,,
pH, Na’, K*, CI' e Ca*". Na medicio de pO, e concentracdes de glicose e lactato utilizam

sensores amperometricos.
A condutividade sanguinea é o método utilizado para medir o hematocrito.

A medicao de CO-Ox envolve lise quimica da amostra de sangue total e é avaliada numa
variedade de comprimentos de onda através de um espectrometro. O ciclo de
processamento da amostra é fechado evitando qualquer tipo de interferéncia ou

contaminagao durante a analise.

Tabela |- Pardmetros analisados pelo GEM 4000 e GEM 3500.

Parametros Funcées

B
|

pCO, Definem o estado dcido-base.

HCO;

TCO,

pO,arterial Indica a eficacia da troca de oxigénio.

Na” Critico na distribuicao de agua e pressao osmotica nos tecidos corporais.

K* Critico na manutengao neuromuscular incluindo fungoes respiratorias e
fungao do miocardio.

Ca’ Funcoes de hemostase.

cr Mantém a neutralidade elétrica, Alteragoes dos niveis de cloro acompanham

as perdas ou excessos de sodio.

Hematocrito | Determina a capacidade de transporte de oxigénio.

Glicose Fonte de energia primaria.

Lactato A sua produgao indica lesao tecidular com privagio de oxigénio, como
descompensagao cardiaca ou insuficiéncia pulmonar.

CO-Ox Avalia a capacidade de transporte de oxigénio no sangue, determinando a

percentagem de hemoglobina funcional.

Estes dois equipamentos possuem um controlo de qualidade interno denominado Intelligent
Quality Management (iQM). E um programa de qualidade criado para monitorizar
continuamente o processo analitico em real-time, detetando erros automaticamente.

Permite registar esses erros e corrigi-los sem intervencao humana.

Os equipamentos sao também sujeitos a uma AEQ, avaliando desta forma a adequada

performance dos equipamentos.
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4.5 Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao possibilita a medicao da fase aguda de resposta a uma doenga
inflamatoria, avaliando a rapidez com que sedimentam os eritrocitos. O valor da VS é
influenciado substancialmente pela concentragao de algumas proteinas, cuja concentragao
plasmatica se modifica em situagoes inflamatérias, bem como na presenca de patologias,
como por exemplo, neoplasias. A VS também ¢ influenciada por algumas propriedades dos

eritrocitos e pelo grau de anemia. A VS varia por idade, sexo e grupos étnicos (Vennapusa et

al, 2011).

O Ves Matic Cube 30 é um aparelho automatico que permite determinar a VS até um
maximo de 30 amostras de sangue por ciclo de trabalho. Uma das vantagens é a utilizagao do
mesmo tipo de tubo usado nos equipamentos Sysmex XE-2100 e XE-5000, o que evita uma

colheita dupla ou um transvase de material biologico.

O exame hemocromocitométrico € executado em completa automatizagao, recorrendo a
uma homogeneizagao da amostra e leitura otica da sedimentagao. O aparelho utiliza o
método de Westergren modificado. Permite obter resultados em 30 minutos apos a

homogeneizagao da amostra.

Através de um leitor otico-eletronico, o equipamento regista a sedimentagao e de seguida

imprime os resultados e envia-os para o software Clinidata XXI.
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Figura 4 - Exemplo de resultado de velocidade de sedimentagdo.
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4,6 Hemoglobina glicada

O termo hemoglobina glicada descreve uma variedade de alteragoes que tém em comum a
glicacao da hemoglobina, na qual é realizada uma ligagao nao-enzimatica de glucose ou outra
hexose a molécula de hemoglobina. Esta variante de hemoglobina encontra-se relacionada
com a Diabetes Mellitus devido ao desequilibrio da quantidade de glucose existente na

corrente sanguinea (Henrichs e R., 2009).

A avaliagao desta HbA, permite um controlo mais eficaz de doentes com Diabetes Mellitus,
visto que esta hemoglobina glicada s6 ¢ eliminada pelo organismo apés o término de vida do
eritrocito. Torna-se assim, durante o tempo médio de vida dos eritrécitos de 120 dias, um
parametro importante para estudar o doente e verificar se tem os cuidados necessarios para

controlar a glicose (Henrichs e R., 2009).

Para a monitorizagao da presenca de hemoglobina glicada é utilizado o aparelho automatico
ADAMS Alc HA-8160. Baseia-se no método de HPLC, por cromatografia de troca ionica
em fase inversa. As fragoes de hemoglobina sao separadas através de interagoes
electroestaticas com o gel da coluna. A leitura é realizada a dois comprimentos de onda, 415

e 500nm.

Tabela 2 - Fases de processamento da amostra no HA-8160.

Fase ‘ Funcio
Coluna Separa as fragoes de hemoglobina.
Eluente A Elui as fragoes de Hb com uma carga inferior a HbA,
Eluente B Elui todas as variantes de Hb numa fragao independente das outras.
Eluente C Elui HbA,
Hemolisante H Hemolisa a amostra de sangue e remove a fragao labil.
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Figura 5 - Exemplo de um resultado do HA-8160 com 8,1% de HbAIc.

4.7  Avaliacao morfoldgica através de um esfregaco sanguineo periférico

A avaliagao cuidada de um esfregago sanguineo periférico € importante para determinar
certas doengas hematoldgicas. Os esfregagos sanguineos sao realizados a partir dos tubos
que contém anticoagulante, preparados para serem analisados pelos analisadores

automaticos.

Os esfregagos sao realizados manualmente sendo necessaria uma lamina de vidro e um
adaptador que perfura a tampa do tubo de sangue total. Apos a homogeneizagao do tubo
inicia-se o processo, libertando uma gota de sangue do tubo através do adaptador numa das
extremidades da lamina. Com o adaptador realiza-se um deslize continuo permitindo que

fique bem presente 3 fases visiveis:

Tosted Area Body Mgr‘:)rr‘\% Ioofgy
¢
Head Tail

Figura 6 - Lamina com esfregaco sanguineo periférico corada pela coloragdo de Wright.

Para corar as laminas de esfregaco sanguineo periférico utiliza-se um equipamento projetado
para esse proposito. O Hema-Tek 1000 utiliza um suporte de espirais que se encontram em
rotagao, transportando as laminas para a area de coloragao. Nesta area as laminas passam

por trés sensores mecanicos que acionam a solucao ao qual estao ligados. Na primeira fase a
16
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lamina vai acionar a libertagio de corante de Wright com metanol permitindo uma fixagao
do esfregaco na lamina e a sua coloragao. Os Ultimos dois sensores acionam a solugao
tampao e de lavagem. Posteriormente, a lamina vai secando ao longo do corredor do

equipamento terminando, depositada, no recipiente, pronta para ser visualizada.

Para uma avaliagao adequada deve-se escolher uma area da lamina onde os eritrécitos se
encontrem igualmente espagados, sem se verificar qualquer tipo de arrastamento celular ou

desintegracao celular.

Se, por ventura, esta area apresentar uma distribuicio de eritrécitos anormais, isto pode

dever-se a varias condi¢oes médicas, como por exemplo:

v' Formacio de Rouleaux — Nesta condigdo as células apresentam-se

organizadas como uma pilha de moedas. Isto € comum em pacientes com
Mieloma Multiplo, mas também esta presente em pacientes com aumento de

fibrinogénio ou proteinas totais de varias causas (Geer et al,, 2013).

v' Aglutininas frias — provocam aglomeragio irregular dos eritrécitos quando a

temperatura € inferior a 37°C (Geer et al., 2013).

4.7.1 Avaliacao morfologica dos globulos vermelhos

Os globulos vermelhos apresentam um tamanho uniforme tanto em tamanho como
estruturalmente, num esfregago sanguineo periférico normal. O seu tamanho varia entre 7.2
a 7.9um de diametro. Uma variagao destes valores nos globulos vermelhos é chamada de
anisocitose. Glébulos vermelhos mais imaturos sio macrociticos e apresentam uma cor
cinza, policromasia, ou tém a presenga de pontuado basofilico devido a residuos de ARN e
ribossomas, como acontece nos percursores dos eritrocitos, os reticulocitos que se

encontram em situagoes patologicas como anemias (Geer et al., 201 3).

Os eritrocitos normalmente apresentam-se redondos, uma variagdo na estrutura do
eritrocito denomina-se de poiquilocitose. No geral, os eritrocitos apresentam-se com uma
palidez central e um contorno avermelhado devido a presenca de hemoglobina. Uma
distribuicao anormal da hemoglobina pode inverter esta estrutura do eritrocito, levando a

uma aglomeragao de hemoglobina no centro da célula, dando o nome de células alvo.
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O aumento da espessura da membrana pode trazer hipercromia, situagao anormal

apresentada em esferocitos e macrocitos (Geer et al,, 2013).

4.7.2 Avaliagcao das plaquetas

As plaquetas encontram-se presentes como fragmentos citoplasmaticos azuis. Variam entre
Ium e 2um de didmetro e, num esfregago sanguineo periférico, deve haver entre 5 a |5

plaquetas por campo microscépico na objetiva de 100x (Geer et al., 2013).

Em certas situagoes verifica-se a necessidade de averiguar se ha presenca de aglomerados
plaquetares para rejeitar a hipotese de trombocitopenia, que consiste na diminuigao de

plaquetas a circular no sangue periférico (Geer et al.,, 2013).

4.7.3 Avaliacao dos globulos brancos

Os globulos brancos que se encontram presentes no sangue periférico, e podem ser visiveis

num esfregaco, inclui neutrdfilos, linfécitos, eosinofilos, monocitos e basofilos.

A presenca de células imaturas, como linfloblastos ou promielocitos, € anormal sendo
necessario realizar uma contagem de células imaturas e informar o médico prescritor, que

podera solicitar colaboragao do colega hematologista clinico.

Quando se observam os globulos brancos, é feita uma contagem diferencial manual, para
confirmar a contagem que o Sysmex realizou na sua analise automatica. E necessario
identificar as populagoes que apresentem alteragoes morfoldgicas, tanto do citoplasma como
do nucleo. Por exemplo, uma infe¢ao promove o aparecimento de granulagoes toxicas nos

neutrofilos.

48 Alteracoes Patoldgicas na linhagem eritrocitaria

o Anemia

A anemia indica deficiéncia na série rubra, havendo varios tipos de alteragoes conhecidas.
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Tabela 3 - Principais alteragbes nos eritrécitos

Alteracao Caracteristica

Anisocromatica Distribuicao irregular da hemoglobina no eritroécito
Anisocitose Variagao do tamanho da populagao eritrocitaria
Hipocromia Diminuicao da hemoglobina no eritrocito
Microcitose Eritrocitos de tamanho reduzido

Poiquilocitose Formas irregulares dos eritrocitos

As anemias podem estar sub-divididas em varios grupos. Geralmente sio agrupadas de

acordo com o tamanho e cor dos eritrocitos.

o Anemia Hipocromica Microcitica

A causa mais comum de anemia hipocromica microcitica é por deficiéncia em ferro, em que
os indices eritrocitarios, como o volume corpuscular médio e a hemoglobina corpuscular
média, encontram-se reduzidos. Os eritrocitos apresentam-se com tamanho reduzido e

palidos (Hoffbrand e Moss, 201 3).

Tabela 4 - Outras causas de Anemia por Deficiéncia em Ferro.

Anemia por Deficiéncia em Ferro

E denominada de anemia sideroblastica,
Deficiéncia na utilizagao do ferro caracterizada pela produgao ineficaz de ferro
e presenca de ferritina nos eritrocitos.

Relacionada com doengas cronicas, infecoes e

Deficiéncia na reutilizacao do ferro
cancros.

Deficiéncia no transporte de ferro Uma condigao rara — atransferrinémia.

o Anemia Normocromica Normocitica

Este tipo de anemia ocorre devido a uma diminuicao na produgao de glébulos vermelhos.
Isto pode dever-se a fatores como falha renal crénica, causando uma redugao do tempo de
vida dos eritrocitos. A sua compensagao a partir da libertacao de eritropoietina, pelas

glandulas supra-renais, torna-se ineficaz (Barnes, 2010).
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Outro fator menos comum ¢ a falha parcial da medula 6ssea na produgao de todos os tipos
de células sanguineas, denominada de anemia aplastica. Pode ser causada por drogas

terapéuticas, toxinas quimicas ou infegoes viricas (Barnes, 2010).

o Anemia por destruigao excessiva de eritrocitos

A anemia é definida como uma anemia hemolitica, em que ha lise dos eritrocitos com a
libertagao da hemoglobina. Pode ocorrer por condigoes genéticas que inclui deficiéncia na

enzima G6PD (Barnes, 2010) ou condigoes hereditarias.

Tabela 5 - Exemplos de Anemias por destruicdo de eritrécitos.

Eritocitos microciticos esféricos. A sua membrana
celular rompe facilmente.

Hemoglobina anormal, HbS, que precipita numa
estrutura cristalina na presenca de oxigénio, alterando a
membrana celular dando uma forma de foice ao
eritrocito. Anisocitose e poiquilocitose estao presentes.
Formagao incompleta da hemoglobina. Causa produgao
Talassémias de eritrocitos hipocromicos e microciticos que lisam na
medula Sssea.

Os eritrocitos do feto sao atacados por
anticorpos da mae.

Esferocitose hereditaria

Anemia Falciforme

Eritroblastose fetal

o Anemia Megaloblastica

Este tipo de anemia é também chamada de anemia perniciosa e é provocada pela deficiéncia

de vitamina Bl 2 e acido félico.

Tabela 6 - Causas de deficiéncia de vitamina B2 e/ou dcido félico.

Dieta insuficiente ou restrita (Ex. Vegetarianismo)
Lesoes gastricas
Gastrectomia
Inflamagoes intestinais
Parasitas
Sindrome da mal absorgao
Alcoolismo
Gravidez
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4.9 Alteracoes patologicas nas linhagens mieloide e linfoide

O estudo da populagao leucocitaria permite avaliar presenga de estados infeciosos ou
leucémicos. Sao varias as causas de aumento da populagao (sufixo —ose ou —filia) e de
redugao da populagao (sufixo —penia). As causas mais comuns serao apresentadas nas tabelas

seguintes:

Tabela 7 - Alteracdes e causas patoldgicas da linhagem mieloide (Hoffbrand e Moss, 2013).

Linhagem ~
nag Alteracoes Causas
Mieloide
Infecgoes bacterianas; Inflamacao e necrose tecidular;
. Neutrofilia Doengas metabdlicas; neoplasias; Hemorragias; LMC;
Neutroéfilos ,
Farmacos.

Sindrome de Kostmann; Benigna; Autoimune; LES;
Hipersensibilidade; Infe¢oes virais ou bacterianas.
Infe¢cOes bacterianas crénicas; neutropenia croénica;

Monocitos | Monocitose Linfoma de Hodgkin; Leucemia mieloide aguda;
Leucemia mielomonocitica cronica.
Doengas alérgicas; Doengas parasitarias; Sindrome
hipereosinofilica; Sensibilidade a terapéuticas.

Neutropenia

Eosinofilos Eosinofilia

Basoéfilos Basofilia Leucemia mieloide cronica; Policitémia vera.

Tabela 8 - Alteracdes e causas patolégicas da linhagem linfoide (Hoffbrand e Moss, 2013).

Alteracoes Causas

Infecoes  agudas: mononucleose infeciosa, rubéola,
Linfocitose | linfocitose infeciosa aguda.
Infecoes cronicas: tuberculose, toxoplasmose, sffilis.

Linfocito Leucemias linfoides crénicas, Leucemia linfoblastica aguda.

Linfopenia Insuficiéncia da medula dssea; tratamento com
corticosteroides; Linfoma de Hodgkin; HIV.

4.10 Alteragoes patoldgicas da linhagem plaquetar

As plaquetas sao produzidas na medula ossea por fragmentagao do citoplasma dos
megacariocitos, umas das maiores células do nosso organismo. As plaquetas atuam na
resposta hemostatica ao dano vascular, juntamente com os fatores de coagulagao. Sao muito

pequenas e discoides e revestem-se de glicoproteinas que permitem a adesao e agregacao
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aos tecidos danificados levando a formagao do tampao plaquetario durante a hemostasia

(Hoffbrand e Moss, 201 3).

Tabela 9 - Alteragdes patolégicas que causam Trombocitopenia (Abbott, 2003).

Trombocitopenia

Tipo Causas

Diminuicao da

- Agentes toxicos, infegoes, radiagao, anemias, alteragoes genéticas.
producao de plaquetas

Distribuicao anormal de

Cancro
plaquetas

Diminuicao do volume ~ ,
Transfusdao sanguinea extrema.

plaquetar
Destruigao anormal Coagulagao disseminada intravascular, vasculites, trombocitopenia
plaquetar trombotica purpura, heparina, antibidticos, leucemias, linfomas.

Tabela 10 - Alteracdes patoldgicas que causam Trombocitose (Abbott, 2003).

Cancro; Doengas inflamatorias; Esplenectomia;
Trombocitose
Deficiéncia em ferro.

4.11 Espermogramas

Na seccdo de Hematologia sao realizados espermogramas para a consulta de fertilidade e

servi¢co de urologia.

Para efetuar a andlise do liquido seminal é necessario um periodo de abstinéncia sexual de 2
a 7 dias. A amostra é colhida para um frasco estéril e deve ser mantida a 37°C. Durante este
periodo a amostra deve ser homogeneizada por agitacao ligeira. Ao fim de 30 minutos, com
a amostra liquefeita, sao avaliadas as caracteristicas macroscopicas, bioquimicas e as
microscopicas, sendo que todos os parametros devem ser avaliados o mais rapidamente

possivel, particularmente a mobilidade (WHO, 2010).
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Caracteristicas macroscopicas

Tabela |1 - Caracteristicas estudadas num espermograma e valores de referéncia.

Cor Esbranquicada
Aspeto Opalescente

Cheiro Sui-generis

Volume 21,5 mL
Viscosidade Gota a gota = Normal
Liquefagao até 60 minutos Completa

4.11.1 Anomalias registadas na avaliagdo macroscopica

Liquefacao: Uma amostra liquefeita apresenta-se homogénea sem grumos nem coagulos.
Quando a ejaculagao ocorre, o sémen encontra-se como uma substincia semissélida

coagulada e em poucos minutos comega liquificar.

Por vezes é encontrado muco e corpos gelatinosos. Nao apresentam importancia clinica,

mas dificultam a analise microscoépica.

Quando a liquefagao ultrapassa os 60 minutos, € necessario registar a anomalia e recorre-se
a um método que auxilie a liquefagao e homogeneizagao da amostra, como por exemplo, a

diluicao da amostra com tampao PBS.

Viscosidade: Uma viscosidade anormal esta presente quando ha um filamento de mais de 2
cm no ensaio gota a gota. Uma viscosidade elevada interfere praticamente com todas as

determinagoes.
Para eliminar a viscosidade realiza-se 0 mesmo tratamento que na auséncia de liquefagao.

Aspeto: O sémen que apresenta um aspeto translicido tem uma baixa concentragao de
espermatozoides. Quando se suspeita de uma azoospermia, € necessario concentrar a

amostra.

O sémen que apresenta um aspeto avermelhado indica presenga de sangue devido a uma

infecao ou traumatismo no trato genital.
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O aspeto amarelado é indicativo de ictericia. Também pode indicar altos niveis de
flavoproteinas oxidadas, procedentes das vesiculas seminais, indicando uma elevada

abstinéncia.
Volume: Um volume inferior a |,5mL é indicativo de:

e Obstrucao das vias seminais.
e Ejaculagao retrograda, uma patologia na qual o sémen nao segue a sua via de saida
natural, pela uretra, seguindo para a bexiga misturando-se com a urina.

Um volume alto pode ser produzido devido a uma inflamagao.

4.11.2 Caracteristicas bioquimicas

O pH é a caracteristica bioquimica avaliada. Reflete o balanco das diferentes secregoes,

principalmente entre o pH alcalino das vesiculas seminais e o acido da prostata.

Um pH inferior a 7, relacionado com oligo ou azoospermia e um volume baixo, sugere
agenesia ou obstruciao das vesiculas seminais. Impede a saida total dos espermatozoides,

baixando a concentragao espermatica.

4.11.3 Avaliagao microscopica

Na avaliagdo microscopica faz-se um estudo da motilidade, vitalidade, concentragao de

espermatozoides e a sua morfologia.

4.11.4 Motilidade

A motilidade dos espermatozoides deve ser avaliada o mais rapidamente apos a liquefagao da

amostra, evitando a desidratagao ou alteragoes de pH e temperatura (WHO, 2010).

Através de um exame a fresco, avalia-se a motilidade em trés aspetos: motilidade

progressiva, motilidade nao-progressiva e imotilidade (WHO, 2010).

Motilidade progressiva é definida como o movimento ativo e linear do espermatozoide.
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No caso da motilidade nao-progressiva, esta representa todos os movimentos que nao
originam progresso no campo de visao, como por exemplo, movimentos circulares ou

pequenos movimentos flagelares (WHO, 2010).

A imotilidade representa a falta completa de movimento (WHO, 2010).

4.11.5 Vitalidade

A vitalidade dos espermatozoides é estimada pela avaliagao da integridade das células.

S
o .

Figura 7 - Avaliacdo da vitalidade através da coloragdo de eosina.

A percentagem de espermatozoides vivos é determinada apds o teste de eosina. A eosina,
um corante acido, cora de vermelho os espermatozoides mortos que se encontram com a
membrana destruida, contrastando com os espermatozoides vivos com membrana intacta,

bloqueando a entrada do corante (WHO, 2010).

4.11.6 Concentragao dos espermatozoides

A contagem dos espermatozoides na amostra é realizada numa cimara de Neubauer. Apos a
contagem calcula-se a concentragao dos espermatozoéides tendo em conta a diluicio e o
numero de quadrantes contados (WHO, 2010).

E realizada uma contagem dupla em que a diferenca entre as contagens nio pode ultrapassar

os 2%.
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Figura 8 - Demonstracdo de uma camara de contagem e visualizagdo real de um dos quadrantes da cdmara de
Neubauer (WHO, 2010).

4.11.7 Morfologia

A avaliagao morfologica é feita em esfregaco do liquido em lamina corada com a coloragao

de Papanicolau.

Os espermatozoides apresentam trés estruturas diferenciadas: a cabega, a pega intermédia

(ou colo) e a cauda:

e A cabega apresenta uma estrutura oval e é constituida pelo nucleo e o acrossoma.

e A peca intermédia assegura a ligacao da cauda com a cabega estando inserida de
forma central e simétrica na cabega. Contém citoplasma e filamentos axiais rodeados
por mitocondrias.

e A cauda é alongada e helicoidal.

SPERM CELL

// ‘ \‘\.\ ¥

Acrosome ‘ Centriole Mitochondria

Nucleus

Axial filament

Figura 9 - Diagrama de um espermatozoide normal (Dreamstime, 2015).
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Realiza-se uma contagem de 200 células registando as células que contém anomalias da
cabega, do colo e/ou da cauda. Sdo também avaliados espermatozoides que contém restos
citoplasmaticos, que representam imaturidade celular, indicativo de uma disfungao epididimal
afetando a maturagao (Phadke e Mortimer, 2007).

Os espermatozoides podem apresentar de uma a quatro anomalias.

Apos a contagem é calculado o indice de teratozoospermia, que é definido pelo nimero de

anomalias presentes por nimero de espermatozoides anormais (Phadke e Mortimer, 2007).

Abnormal Abnormal Abnormal
Head Midpiece Tail

TR T T

Normal Borderline

Figura 10 - Exemplo de um espermatozéide normal e de espermatozéides anormais (WHO, 2010).

4.1 1.8 Presenca de células imaturas

A presencga de células imaturas, indica desordens na espermatogénese.

Geralmente no sémen sao encontradas espermatides redondas e espermatocitos e,
raramente, espermatogonias. Para diferenciar as células imaturas dos leucdcitos utiliza-se a

coloragao de Papanicolau, tendo como observagao principal o nicleo e o tamanho celular.

Figura |1 - Diferenga entre leucécitos polimorfonucleares e uma espermatide (WHO, 2010).
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4.11.9 Leucocitos

Os leucocitos sao quantificados durante a avaliagago morfolégica do liquido seminal, é

importante no diagnostico de infertilidade masculina.
Um ndmero elevado de leucocitos associa-se a uma infecao e pobre qualidade espermatica.

Infecoes na prostata sao caracterizadas pela diminuicao de zinco no sémen, levando a uma
oligozoospermia severa, diminuicao drastica da concentragao de sémen, ou até a uma

azoospermia.

Em ultimo caso, infegoes das vesiculas seminais, geralmente por tuberculose, resultam numa

reducao de volume e conteudo de frutose no ejaculado (Phadke e Mortimer, 2007).

Os leucocitos, durante o combate a infegao, promovem a estimulagao de espécies reativas

de oxigénio (ROS), reduzindo a motilidade e fungao dos espermatozoides.

Tanto o local, como o tipo de infecao, promovem varias alteragoes que condicionam a

fertilidade.

Infe¢oes do epididimo podem causar azoospermia obstrutiva (Phadke e Mortimer, 2007).
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5. Microbiologia

Na seccao de Microbiologia sao realizados varios tipos de andlises a produtos biologicos
diversos, que consistem na identificagdo do microrganismo patogénico e da sua
suscetibilidade a antibidticos. As amostras entram no servigo apos o registo feito pelos
administrativos do servico de Patologia Clinica, os quais etiquetam as amostras e as suas
respetivas requisicoes. O técnico verifica se nao ha qualquer troca na identificagao de
amostra e analisa os pedidos efetuados pelo médico, preparando assim todo o material

necessario para a sementeira.

5.1 Inoculacao em meios de cultura

A inoculagao é um processo de isolamento de microrganismos em cultura, em que se retira
o microrganismo do local de infecao pelos meios de colheita apropriados e inocula-se num

ambiente artificial, como um meio de cultura (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Essa transicao do ambiente in vivo para o ambiente in vitro requere necessidades ambientais e
nutrientes favoraveis para o crescimento dos microrganismos (Forbes, Sahm e Weissfeld,

2007).

Os meios de crescimento podem apresentar-se em estado liquido (caldo nutritivo) e/ou fase

solida (agar) (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Nos meios com caldo nutritivo, os nutrientes encontram-se dissolvidos em agua e o
crescimento microbiano apresenta-se através da turvacio do meio, quanto maior for o

crescimento microbiano maior sera a turvagao (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Num meio sélido encontra-se presente um agente solidificante que aguenta temperaturas

altas de esterilizagao sem que se liquidifique (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Os meios de cultura, no diagnostico laboratorial, sao divididos em quatro categoriais:

enriquecimento, nao seletivos, seletivos e diferenciais (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Meios de enriquecimento contém nutrientes especificos que permitem o crescimento

de um determinado microrganismo patogénico que pode estar presente
isoladamente ou com outros microrganismos comensais, sem valor clinico (Forbes,

Sahm e Weissfeld, 2007).
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e Meios nao seletivos contém nutrientes que suportam o crescimento da maioria de

microrganismos nao fastidiosos sem que seja dada uma vantagem no crescimento
isolado de um microrganismo (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Meios seletivos contém agentes que inibem o crescimento de varios microrganismos

.....

biliares, alcoois, acidos e antibidticos (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Meios diferenciais apresentam fatores que permitem distinguir colonias de bactérias

consoante as suas caracteristicas metabdlicas (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Meios de Cultura liquidos

e Caldo Tioglicolato

O caldo de Tioglicolato € um meio de enriquecimento que contém nutrientes como
caseina, extrato de levedura e de carne. Apresenta 0,075% de agar prevenindo que o
oxigénio atmosférico seja transportado até a base do caldo. Com a adigao de um agente
redutor é criado um ambiente anaerdbico na base do tubo do caldo de Tioglicolato
permitindo um crescimento de bactérias anaerobicas. Sendo assim, o crescimento de
bactérias gram-negativas e gram-positivas aerobicas facultativas crescem ao longo do
tubo e bactérias anaerobicas estritas crescem no fundo do tubo (Forbes, Sahm e

Weissfeld, 2007).

e Caldo Brain Heart Infusion — BHI

O caldo BHI é um meio de enriquecimento para varios microrganismos, que inclui
infusdes de varios tecidos de animais, peptonas, tampao de fosfato e dextrose (Forbes,

Sahm e Weissfeld, 2007).

e Caldo Schaedler

7

E um meio nao seletivo para recuperar bactérias anaerdbias e aerdbias e contém um
agar com peptona e extrato de levedura com adicio de hemina, L-cisteina e 5% de
sangue para enriquecer o meio para o crescimento de anaerdbios (Forbes, Sahm e

Weissfeld, 2007).
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e Caldo Granada

O caldo Granada permite a identificagado presuntiva do Streptococcus agalactiae.
Apresenta um pigmento alaranjado na sua presenca, devido a auséncia de hemodlise,
podendo assim ser visualmente confirmatério da presenca de Streptococcus agalactiae

(Rosa-Fraile, Manuel de la Camacho-Munoz, 2005).

¢ Caldo GN

Meio seletivo para bactérias gram-negativas, utilizado para o isolamento de patogénicos
gastrointestinais, como Salmonella spp. e Shigella spp. a partir de amostras de fezes. O
caldo contém citrato de sédio e desoxicolato de sodio, um sal biliar que inibe bactérias
gram-positivas e gram-negativas de crescimento rapido, bactérias gram-negativas

comensais do trato gastrointestinal (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

Meios de cultura solidos

¢ Gelose Chocolate PoliVitex = PVX

E um meio nutritivo com presenga de sangue hemolisado. Com esta hemdlise sao
libertados nutrientes como hemoglobina, hemina ou fator X e NAD ou fator V. Sao
estes fatores que permitem o crescimento de microrganismos fastidiosos, como por

exemplo, Neisseria gonorrhoeae e Haemophilus spp (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

¢ Gelose CLED

Gelose de CLED é um meio diferencial utilizado para a quantificagao bacteriana na urina.
Permite o crescimento de patogénicos urinarios e previne o swarming de Proteus spp.
devido a deficiéncia de eletrolitos. A lactose permite diferenciar microrganismos
fermentadores da lactose dos nao-fermentadores. O azul de bromotimol é um indicador
de pH que altera a cor do meio quando os microrganismos fermentadores diminuem o

pH do meio, alterando de verde para amarelo (BioMérieux, 2003).

¢ Gelose Sabouraud Gentamicina e Cloranfenicol - SGC

E um meio de isolamento de fungos leveduriformes e filamentosos.
A presenca de Gentamicina e Cloranfenicol inibe o crescimento de bactérias gram-
negativas e gram-positivas. A presenga de um pH baixo auxilia na inibicao do crescimento

de bactérias (BioMérieux, 2003).
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o Coletsos

Meio de isolamento de micobactérias, mais enriquecido que o meio Lowenstein-Jensen

devido a presenga de gemas de ovo (BioMérieux, 2003).

e Gelose Esculina

Meio que permite diferenciar Enterococcus spp. e Streptococcus bovis de outros
estreptococos. O Enterococcus spp. hidrolisa a esculina e glucose do meio. A reacao da
hidrolise cria a esculetina que ira reagir com o citrato férrico presente no meio

formando um complexo negro (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Gelose Kligler

A gelose de Kligler é utilizada para a diferenciagaio de bactérias do grupo
Enterobacteriaceae, em caracteristicas como fermentagao da glucose e lactose, e

libertagao de sulfitos (BioMérieux, 2003).

e Gelose Lowenstein-Jensen

Meio de isolamento de micobactérias. A presenca de glicerol e ovo fornece nutrientes
necessarios para o crescimento de micobactérias e a presenca de verde malaquite

juntamente com varios antibidticos inibem o crescimento de varias bactérias

(BioMérieux, 2003).

e Gelose Gardnerella

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Gardnerella vaginalis. O meio contém
colistina e acido nalidixico inibindo o crescimento de bactérias gram negativas. E também
suplementado com anfotericina B para reduzir o crescimento de leveduras que se

encontram frequentemente na mucosa vaginal (BioMérieux, 2003).

¢ Gelose Columbia + 5% sangue carneiro — COS

O COS é um meio nutritivo para o isolamento de microrganismos fastidiosos e nao
fastidiosos. E constituido por peptonas, caseina e extrato de carne. O sangue de carneiro

permite a detegao de reagoes hemoliticas (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).
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Beta Hemolysis Alpha Hemolysis Gamma Hemolysis

Figura 12 - Tipos de hemdlise presentes no meio de cultura gelose de sangue.

e Gelose SS

Meio seletivo e diferencial para o isolamento de microrganismos entéricos gram-
negativos, como Salmonella spp. e Shigella spp.. A presenga de sais biliares permite a
inibicio do crescimento de bactérias gram-positivas. A presenca de lactose permite a
diferenciacao de bactérias fermentadoras de lactose, apresentando as coldnias de
vermelho. A presenca de citrato férrico e de tiossulfato de sédio permite a detegao de
bactérias produtoras de H,S. Estas colonias apresentam um precipitado negro (Forbes,

Sahm e Weissfeld, 2007).

e Gelose Hektoen - HKT

E um meio seletivo que contém sais biliares e corantes como azul de bromotimol e
fucsina acida inibindo bactérias gram-negativas de crescimento rapido, permitindo o
crescimento de Salmonella spp. e Shigella spp., bactérias patogénicas do trato
gastrointestinal. O meio é também diferencial, devido a presenca de lactose que é
fermentada pelas bactérias gram-negativas comensais, dando uma cor laranja as suas
coldnias. Salmonella spp. e Shigella spp. nao fermentam a lactose apresentando as suas
colénias com as cores neutras do meio. Para as diferenciar, o meio contém citrato
férrico para detetar a presenca de H,S para que apareca um precipitado negro nas

coldnias produtoras de H,S, como a Salmonella spp (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

¢ Gelose MacConkey - MCK

A gelose MCK ¢ diferencial e seletiva. O meio contém cristal de violeta que inibe o

crescimento de bactérias gram-positivas e fungos. O indicador de pH, vermelho neutro
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permite diferenciar bactérias que fermentam a lactose. Com a diminuigao do pH do meio

as coldnias apresentam uma cor rosa (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Gelose Yersinia - CIN

O meio CIN ¢ seletivo e diferencial para o isolamento de Yersinia enterocolitica. A
fermentagao do manitol na presenga do vermelho neutro, indicador de pH, resulta na
formacao de coldnias com caracteristica denominada “olho de boi”. A presenga de cristal
violeta, desoxicolato de sodio e novobiocina permitem a inibicio do crescimento de

bactérias gram negativas e gram positivas (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

e Gelose Mueller Hinton 2

Este meio é utilizado para a determinagao da suscetibilidade de bactérias a antibioticos

pelo método de difusao em disco e tiras E-Test (BioMérieux, 2003).

¢ Gelose Campylosel

O meio Campylosel € um meio seletivo para o isolamento de Campylobacter spp. a partir
de amostras de fezes. A seletividade é assegurada pelos antibidticos e antiflingicos
presentes, inibindo a maioria das bactérias comensais do trato gastrointestinal (Forbes,

Sahm e Weissfeld, 2007).
e Gelose SCS

Meio nutritivo para isolamento de microrganismos anaerobios, composto por peptonas e
extrato de leveduras, com 5% de sangue, enriquecendo o meio para os microrganismos

anaerobios (Forbes, Sahm e Weissfeld, 2007).

5.2 Colheita e Sementeira Primaria de Produtos Biologicos

Apesar de todo o empenho dos técnicos de laboratorio, do seu melhor conhecimento das
técnicas de trabalho e do seu esforgo, a qualidade da amostra que lhes é entregue é decisiva
na qualidade do resultado obtido. E de notar que uma ma amostra nio pode conduzir a um

bom resultado (Fonseca, 2001).

Existem varios critérios de rejeicio de amostras tais como requisicoes incompletas ou mal
preenchidas, produtos nao identificados, acondicionamento em recipientes nao estéreis e/ou

mal fechados, tempo de transporte nao respeitado, amostras contaminadas, como por
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exemplo, urinas contaminadas com fezes e, por Ultimo, amostras improprias como saliva em
vez de expetoragao, urina de 24 horas, pontas de cateter de Foley, tubos endotraqueais,

entre outros (Fonseca, 2001).

Neste capitulo pretendo apresentar os varios tipos de amostras que dao entrada no servigo

de Microbiologia, realgando a colheita e a sua sementeira (Fonseca, 2001).

Tabela 12 - Meios de cultura utilizados em cada tipo de amostra.

Amostra Meios de Cultura

Urina CLED
Fezes MCK, SS, HK, GN e Campylosel
Expectoragoes
MCK, GS, GC

Lavados Bronquicos Sabouraud (caso o doente seja HIV+)

Lavados Broncoalveolares
Liquidos Asciticos

MCK, GS, GC, Tioglicolato

Liquidos Pleural

Liquido Cefalo Raquideo GC, GC, BHI e prova de esterilidade ao BHI

Pls (Zaragatoa) MCK, GS, GC

Pus Frascos e biopsias MCK, GS, GC, Tioglicolato

Pus (Seringa) MCK, GS, GC, Tioglicolato, Schaedler

Catéter GS (semeada por rolamento)

Exsudado Cervico Vaginal GS, GC, Gardenerella, VCAT, Sabouraud
Exsudado Uretral

5.2.1 Urina

Num individuo saudavel o trato urinario superior encontra-se isento de microrganismos. Em
condigoes normais a urina na bexiga € estéril. No entanto, na porgao distal da uretra, existe
uma flora microbiana comensal que passa para a urina quando esta é excretada. Esta flora é
constituida por bactérias Gram positivas como Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis, Corynebacterium sp. podendo também existir Neisseria sp. e alguns membros de

enterobactérias (Ferreira e Sousa, 1998).

No trato genital feminino adulto ha uma flora normal mais complexa que varia ao longo do
ciclo menstrual. O grupo principal pertence ao género Lactobacillus sp. sendo bactérias acido-

tolerantes que fermentam o glicogénio produzido pelo epitélio vaginal dando origem ao
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acido latico. Como consequéncia, o pH vaginal baixa para valores entre 4,4 e 4,6 sendo
reduzido o nimero de microrganismos que conseguem crescer neste ambiente, como por

exemplo Enterococcus sp., Corinebacterium sp. e leveduras (Ferreira e Sousa, 1998).
e Colheita

A colheita de urina deve ser efetuada com técnica adequada, de modo a evitar a
contaminagao da amostra com a flora saprofita da regiao. O doente deve lavar-se bem com
agua e sabao e posteriormente rejeitar o |° jato, recolhendo o 2° jato representativo da

flora da bexiga (Fonseca, 2001).
Nos doentes algaliados a colheita é feita diretamente do tubo da algalia (Fonseca, 2001).

Em doentes com sintomatologia, | amostra é adequada ao diagnodstico. Em doentes

assintomaticos podem ser necessarias 2 a 3 amostras (Fonseca, 2001).

Uma urina de 24 horas nao é aceite para exame microbiologico, assim como mais de uma

amostra em 24 horas (Fonseca, 2001).

As urinas podem ser colhidas em tubos que contém acido bérico. Assegura a qualidade da

urina durante 72 horas sem refrigeragao.
e Sementeira

As urinas sao semeadas em meio CLED, homogeneizando a amostra, mergulha-se a ansa de
Iul na vertical e faz-se uma estria central no meio CLED com varias estrias perpendiculares
a estria central, sendo um processo quantitativo, incubando a placa em meio aerobiose a

35°C durante 24 horas.

E fixada uma gota da urina em lamina para uma visualizagdo microscépica dos patogénicos

através da coloracao de Gram.

Tabela 13 - Avdliagdo quantitativa da amostra de urina em meio CLED.

Contagem Conclusdo
<10’ UFC/mL Auséncia de infegao urinaria.
Auséncia de sintomatologia: Pedido de nova amostra, recontagem.
10°-10° UFC/mL | Presenca de sintomatologia: Envio da contagem de UFC e identificacio
bacteriana.
>10° UFC/mL Sugestivo de infegao urinaria.
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Se no meio de CLED ha presenga de mais de dois tipos de colonias, deve-se reportar como

amostra contaminada, pedindo nova amostra.

5.2.2 Hemoculturas

Em muitas situagoes clinicas, a detegao de microrganismos no sangue do doente tem grande
importancia para o diagndstico e para o prognostico. Por vezes, o resultado de uma
hemocultura é a Unica fonte imediata de conhecimento do agente etioldgico de infegoes
graves, sendo que o diagnostico e o tratamento do doente dependem dele. Em outros casos

€ um indicador da gravidade, da extensao e da disseminagao de uma infegao (Fonseca, 2001).

e Colheita

O volume a colher pode variar, dependendo do estado do doente e do numero de
hemoculturas. No caso das criangas deve-se colher uma hemocultura de | a 3ml, ja nos

adultos podem ser colhidas até 5 hemoculturas de 8 a 10ml cada (Fonseca, 2001).

Os frascos de hemoculturas contém resinas que permitem a inibicao de antibioticos,
possibilitando o crescimento de microrganismos. Sao enriquecidos com meio liquido de soja-
caseina digerida para enriquecer o meio para o crescimento de microrganismos aerdébios,

anaerobios e fungos (Fonseca, 2001).

ApOos a colheita as hemoculturas sao transportadas para o servigo de Microbiologia onde sao

colocadas num aparelho de incubagao, o BACTEC 9240.

e |Incubacao

As hemoculturas sao incubadas num equipamento, o BACTEC 9240 que monitoriza em
tempo real através de um detetor de fluorescéncia, a concentragio de CO, existente no
frasco de hemocultura. Cada frasco apresenta na sua base um sensor de fluorescéncia de
CO, que é monitorizado em intervalos de 10 minutos. Se a fluorescéncia aumentar ao longo
do tempo significa que ha consumo de O, por parte de microrganismos presentes nas
hemoculturas. O BACTEC sinaliza a posigao da hemocultura positiva para ser semeada

(Schwabe et al., 1995).
e Sementeira

As hemoculturas apos incubagao, caso haja crescimento de microrganismos, sio semeadas

em meios proprios dependendo do tipo de Hemocultura:
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e Hemocultura aerébia — COS agar.

e Hemocultura anaerobia — COS agar e SCS agar.

e Hemocultura pediatrica — PVX agar ou COS agar.

e Hemocultura micolégica — COS e Sabouraud agar.

Tabela 14 - Causas comuns de bacteriémia e funginémia (Vandepitte et al., 2003).

Escherichia coli

Klebsiella spp.
Enterobacter spp.
Proteus spp.

Salmonella typhi
Salmonella spp.
Pseudomonas aeruginosa
Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae
Bacteroides fragilis
Brucella spp.

Burkholderia pseudomallei

5.2.3 Liquido Cefalorraquidiano

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis (grupo D)
Streptococcus pyogenes (grupo A)

Streptococcus agalactiae (grupo B)

Listeria monocytogenes

Clostridium perfringens

Peptostreptococcus spp.

Liquido normalmente estéril que caso se suspeite de meningite permite ajudar no

diagnostico do microrganismo patogénico. As bactérias mais comuns responsaveis pela

meningite sao a Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenza tipo b.

A observagao do gram no LCR é importante no diagndstico da meningite e deve ser logo

realizado apos a recegao da amostra.
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A sementeira é realizada em gota, em gelose de chocolate, gelose de sangue, em caldo de
enriquecimento BHI e incubada a 35°C com 5 a 10% de CO,,. E também feito no laboratério,

a pesquisa de antigénios soluveis bacterianos.

Tabela 15 - Exemplos de microrganismos que causam meningite (Vandepitte et al., 2003).

Microrganismos

Neonatais (até os 2 meses)

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Salmonella spp.

Citrobacter spp.

Streptococcus agalactiae (grupo B)
Criangas e Adultos

Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Streptococcus pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Listeria monocytogenes
Cryptococcus neoformans
Staphylococcus spp.

e Colheita

A amostra é colhida por pungao lombar e deve ter um volume entre 5 a 10mL sendo
realizada por um médico. A area da pungao é desinfetada previamente. A amostra é separada
em trés tubos estéreis, num tubo sao feitos exames citologicos, bioquimicos, e, por ultimo
sao realizados exames microbiologicos. A amostra deve ser enviada e processada o mais
rapido possivel, devido a desintegragao das células, qualquer atraso provoca uma contagem

celular errénea que nao reflete a situagao clinica do paciente (Vandepitte et al., 2003).
e Sementeira

O LCR deve ser analisado macroscopicamente com o registo da presenga ou auséncia de
varios aspetos: Turbidez, puruléncia, cor, presenca de sangue ou de fibrina.

Como indicado anteriormente, o LCR é semeado em meios de cultura como GC, GS e BHI.
No meio de gelose de sangue é possivel encontrar colénias de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, entre as quais Streptococcus agalactiae, que produz [-hemolise, e

Streptococcus pneumoniae que produz a-hemdlise.
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O meio de gelose de chocolate permite o crescimento de colénias de Haemophilus
influenzae, e visto ser um meio PVX, ja contém os fatores de crescimento necessarios para

que esta bactéria se desenvolva no meio.

Caso o médico suspeite de micobactérias € necessario inocular a amostra no meio Coletsos.

5.2.4 Exsudados purulentos, feridas ou abcessos

O numero de agentes responsaveis por infecoes da pele e dos tecidos moles é muito
elevado. Deve ser tomada especial atengao a necessidade de usar meio de transporte
adequado de modo a evitar a distor¢ao quantitativa dos microrganismos existentes no local
infetado e a técnica de colheita pois a possibilidade de contaminagao da amostra com flora

comensal da pele é enorme (Fonseca, 2001).

e Colheita

E preferivel obter a amostra por aspiragao, bidpsia ou raspagem do que por zaragatoa,
muitas vezes a quantidade da amostra que é possivel colher é muito pequena (Fonseca,

2001).

Os exsudados purulentos podem ser colhidos a partir de varios processos infeciosos como
lesoes superficiais, Ulceras, queimaduras, lesdes profundas (abcesso fechado e lesao fistulada)

e lesoes do tipo “rash” (Fonseca, 2001).

Num processo fechado, deve-se desinfetar a pele e puncionar através de uma agulha
esterilizada e aspirar o produto, expulsando o ar. S6 caso nao seja possivel fazer a colheita

por aspiragao deve-se colher por zaragatoa (Fonseca, 2001).

Num processo aberto, infecao superficial, deve-se lavar o local com detergente suave,
retirando o excesso com soro fisiologico e realizar o procedimento de aspiragao semelhante

ao processo fechado (Fonseca, 2001).

e Sementeira

Os exsudados sao inoculados em gelose de chocolate, gelose de sangue e MacConkey agar,
estriando as placas em 3 a 5 quadrantes com uma ansa esterilizada. Adicionalmente inocula-
se num meio liquido, meio de tioglicolato com | a 2 gotas da amostra, para pesquisa de

microrganismos fastidiosos.
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As placas de gelose de sangue e chocolate sao incubadas a 35°C, em atmosfera com 5 a 10%
de CO,. A placa de MacConkey agar e o caldo de tioglicolato sao incubados a 35°C em

aerobiose.

525 Fezes

Infe¢cOes entéricas bacterianas que causam disenteria, diarreia e febre sao problemas comuns
mundiais. As criangas sao o alvo frequente deste tipo de infecaio por multiplos
microrganismos patogénicos. O numero de pessoas infetadas tem vindo a aumentar devido a

prevaléncia de imunodeprimidos (Vandepitte et al., 2003).

As bactérias mais comuns responsaveis pela infecao entérica sao Salmonella sp, Shigella sp.,

Campylobacter sp. e Yersinia enterocolitica.
Sao varios os mecanismos patogénicos destes agentes:

- Produgao de toxinas que afectam a secregao de fluidos, fungao celular, fungao

neurologica. (Ex. Clostridium sp.)

- Crescimento dentro das células da mucosa do intestino, danificando as células. (Ex.

rotavirus e adenovirus)
-Por invasao da mucosa do intestino. (Ex. Shigella dysenteriae)
-Por invasao sistémica. (Ex. Salmonella sp.)

-Por adesao a mucosa intestinal, alterando as fungoes de absorgao e secregao. (Ex.

Giardia lamblia e Cryptosporidium sp.).
e Colheita

A amostra de fezes deve ser colhida numa embalagem estéril e deve ser enviada no prazo de
uma hora. As amostras de fezes devem ter um tamanho aproximado de uma noz ou colhidas
em zaragatoas rectais, isto porque amostras de grandes quantidades sao improéprias para o
processamento laboratorial visto que as bactérias da flora intestinal crescem rapidamente
podendo eliminar a presenga de bactérias patogénicas.

As amostras devem estar isentas de contaminagao urinaria.

Em casos de amostras de fezes para exame a fresco, pesquisa de toxinas, detegao de
parasitas e técnicas de aglutinagao em latex, devem ser enviadas sem adigao de conservantes.
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As amostras primarias podem ser refrigeradas até 3 horas, ha exce¢ao de pesquisa de
microrganismos termosenssiveis, sem qualquer perda apreciavel de microrganismos

patogénicos.
e Sementeira

A sementeira primaria é realizada em meios seletivos e diferenciais — meio de MacConkey,
meio de Hektoen e meio de SS. Com uma ansa inocula-se a amostra para um caldo de Gram
negativos, o caldo GN, permitindo uma maior seletividade devido a contribuir para o
crescimento de Shigella sp. e Salmonella sp..

Em casos mais raros é pedido pelo médico a pesquisa de Yersinia enterocolitica e
Campylobacter spp..

Nestas situagoes sao utilizados meios especificos para cada uma das bactérias.

No caso da Yersinia enterocolitica, o meio utilizado é o meio Yersinia que contém antibioticos
que inibem o crescimento de qualquer outro patogénico entérico. As suas colonias
apresentam-se com centro vermelho e margem transparente devido a presen¢a de manitol,
fermentado pela Yersinia enterocolitica. A sua incubagao é feita a uma temperatura de 25°C a
32°C.

Para o isolamento de Campylobacter sp. € utilizado o meio Campylosel, um meio seletivo que
utiliza antibioticos e antifungicos inibindo qualquer crescimento de outros contaminantes. A
incubagao deste meio € feita em ambiente microaerofilico a uma temperatura de 42°C.

As suas coldnias apresentam-se no meio com tamanho pequeno e cinzento.

5.2.6 Trato Respiratorio Superior

O trato respiratorio superior pode sofrer varios tipos de infecgao como faringites,

nasofaringites, otites médias, sinusites e epiglotites (Vandepitte et al., 2003).

De todas estas infegoes, a faringite é a mais frequente. A maioria dos casos provém de uma

etiologia virica (Vandepitte et al., 2003).

O diagnéstico de faringite bacteriologica € complicado devido a existéncia de uma flora
complexa de bactérias aerodbias e anaerobias na orofaringe. O microbiologista tem o papel
de distinguir quais sao as bactérias comensais e as bactérias patogénicas (Vandepitte et al.,

2003).
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e Colheita

A colheita é realizada com a utilizagdo de uma zaragatoa estéril. O médico tem de ter
atenc¢ao para que nao haja contacto entre a zaragatoa e a area superficial da boca e lingua.
Recolhe-se assim uma amostra da area inflamada, como amigdalas e orofaringe (Vandepitte
et al., 2003).

A zaragatoa é transportada para o laboratério num meio de transporte, o meio Amies

(Vandepitte et al., 2003).

e Sementeira

Os meios utilizados para diagnostico de infegoes do trato respiratorio superior sao GS, GC
e MCK.

Os microrganismos mais comuns de se apresentarem como patogénicos sao bactérias
Gram-positivas, principalmente Streptococcus spp. Outro microrganismo que causa
complicagoes a imunodeprimidos é o Staphylococcus aureus.

Pacientes malnutridos, imunodeprimidos ou com idade avangada tendem a ser colonizados
por enterobacteridiceas como Escherichia coli, e por bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras, como Pseudomonas spp.. O meio de MCK permite isolar estas bactérias

gram-negativas.

O meio de gelose de sangue permite diferenciar através da hemolise os varios grupos de

Streptococcus spp e ainda permite o crescimento de Staphylococcus aureus.

O meio de gelose de chocolate permite que haja nutrientes para o crescimento de Neisseria
meningitidis, uma bactéria gram-negativa fastidiosa que se encontra presente em

complicagoes como faringites (Vandepitte et al., 2003).

5.2.7 Trato Respiratorio Inferior

As infegoes do trato respiratorio inferior ocorrem abaixo da laringe, envolvendo a traqueia,
bronquios ou tecido pulmonar. Em situagées de pneumonia, ha ocorréncia de pleurisia,
diminuicao da elasticidade pulmonar, e, por vezes, produciao de fluido na cavidade pleural

(Vandepitte et al., 2003).

Uma das infecoes mais graves no trato respiratério inferior é a tuberculose pulmonar. A
transmissao através de aerossois com presenca de Mycobacterium tuberculosis torna numa

doenca de contagio facilitado (Vandepitte et al., 2003).
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Tabela 16 - Infecoes mais comuns do trato respiratorio inferior (Vandepitte et al., 2003).
Infecoes Microrganismos

Bronquite aguda e cronica | Haemophilus influenzae; Streptococcus pneumoniae; Moraxella

catarrhalis.
Abcesso pulmonar Peptostreptococcus spp.
Pneumonia e Streptococcus pneumoniae; Klebsiella pneumoniae;
Broncopneumonia Staphylococcus aureus; Escherichia coli.
Tuberculose pulmonar Mycobacterium tuberculosis.

e Colheita

A colheita deve ser feita por expetoracio. E necessirio que a secrecio esteja livre de saliva
ou bactérias presentes na flora da boca. Caso o doente nao consiga expetorar recorre-se a
um aparelho de sucgao, apenas um médico pode realizar este procedimento.

As amostras siao constituidas por secregoes bronquicas, lavados bronquicos e lavados
broncoalveolares.

e Sementeira

Com uma ansa esterilizada é recolhida uma porgao da amostra purulenta e inocula-se em

gelose de sangue, gelose de chocolate e MacConkey.

5.2.8 Exsudado Cervico Vaginal

A flora vaginal de uma mulher, pré-menopausa, consiste predominantemente em Lactobacillus

spp. e numa variedade de bactérias aerdbias e anaerobias facultativas (Vandepitte et al.,

2003).

Tabela 17 - Microrganismos que provocam infe¢ées vaginais (Vandepitte et al., 2003).

Infecao Causa/Microrganismos

Vaginite Gardnerella vaginalis; Candida albicans

. . Aumento de crescimento de anaerobios ou presenga de
Vaginose bacteriana .

Mobiluncus sp.

Cervicite Neisseria gonorrhoeae; Chlamydia trachomatis
Complicacoes na .

. Streptococcus agalactiae
gravidez

44



Relatorio de Estagio — Mestrado Analises Clinicas

e Colheita

O procedimento ¢ realizado pelo médico. A amostra deve ser retirada através de uma
zaragatoa com o auxilio de um espéculo, tendo o cuidado de eliminar o muco cervical para
nao haver contaminagao da amostra.

A zaragatoa deve ser transportada em meio de Amies.

e Sementeira

O exsudado cervico vaginal é semeado em meio de gelose de sangue, gelose de chocolate,

sabouraud, VCAT e Gardnerella.

O meio VCAT é um meio seletivo para o isolamento de Neisseria gonorrhoeae. Apresenta
nos seus constituintes vancomicina, colistina, anfotericina e trimetropim. A vancomicina e a
colistina permitem inibir microrganismos contaminantes de grande variedade que nao
apresentam importancia clinica. O trimetropim permite reduzir swarming do Proteus sp. e a

anfotericina inibe leveduras. A Neisseria gonorrhoeae apresenta-se com colodnias cinzentas.

O meio Gardnerella € um meio seletivo para o isolamento de Gardnerella vaginalis. Contém
colistina e acido nalidixico que inibem bactérias Gram negativas. Para reduzir a presenga de
leveduras é utilizada anfotericina B. O meio também apresenta sangue para a detegao de
hemolise. A Gardnerella vaginalis apresenta coldnias brancas pequenas rodeada por uma [-

hemolise. A sua incubagao é feita a 36°C com 2% de CO, durante 48 a 72 horas.

O meio Granada possibilita uma identificagao rapida de Streptococcus agalactiae, causador de
infegoes urindrias, infegoes intra-amniodticas e bacteriémia na altura do parto. A sua

incubacgao é feita a 36°C durante 24 a 48 horas.

5.2.9 Pontas de Cateter

Por vezes os cateteres intravenosos sao a causa de septicémia devido a uma fraca desinfegao
da area da pele que entra em contacto com o cateter. A bactéria comensal da pele que se

identifica nestes casos frequentemente é o Staphylococcus epidermidis.

° Colheita

O cateter deve ser enviado para o laboratério em frasco estéril dividido em trés partes

(proximal, médio, distal).
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) Sementeira

Para a realizacao da sementeira do cateter é necessario a utilizagio de material estéril, como
uma pinga, que permita realizar a técnica de Maki, uma técnica de rolamento do cateter
sobre a placa de gelose de sangue, cobrindo a area da placa por completo.

A incubagao é feita a 35°C com 5 a 10% de CO, durante 72 horas. A cultura é considerada

positiva sempre que o nimero de coldnias € maior ou igual a |5.

5.3 Observacao Microscopica — Aspeto Morfoldgico

5.3.1 Coloracao de Gram

A morfologia do agente isolado permite na maioria dos casos, orientar os passos seguintes
da identificagao microbiologica. No caso das bactérias a coloragao de Gram assume grande

interesse para o diagnostico (Ferreira e Sousa, 1998).

Na secgao de Microbiologia, as laminas sao coradas através de um aparelho automatico, o

Previ-color Gram.

A coloragao de Gram permite classificar e diferenciar os microrganismos através do seu
tamanho, forma e arranjo celular. A reagao de coloragao é dependente da parede celular do
microrganismo. A presen¢a de uma camada grossa de peptidoglicanos e acido teicoico
existentes nos microrganismos Gram positivos levam a uma resisténcia a descoloragao pelo
alcool. Retém o corante primario, o cristal violeta, e apresentam-se roxas. A parede celular
dos microrganismos Gram negativos, constituida por lipopolissacarideos é destruida pelo
alcool e o cristal violeta € libertado. O corante secundario, a Safranina, é absorvida e cora os

microrganismos gram-negativos de rosa (Maza, Pezzlo e Baron, 1997).

A morfologia das bactérias é descrita geralmente como cocos, bacilos ou cocobacilos e os
seus agrupamentos variam consoante a sua morfologia como diplococos, estafilococos,

diplobacilos, estreptobacilos, cocobacilos, entre outros (Maza, Pezzlo e Baron, 1997).

5.3.2 Auramina

A fixagao de uma lamina corada com auramina tem como objetivo visualizar a presenga de

micobactérias. Um corante fluorescente é utilizado para se ligar ao acido micoélico da parede
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celular das micobactérias. Apos esta ligagao as micobactérias emitem uma cor amarela
fluorescente. Para que haja um maior contraste, adiciona-se permanganato de potassio, um
corante que torna todo o fundo negro. Permite assim detetar rapidamente a presenga de
micobactéria numa lamina utilizando uma objetiva inferior, x25, que das restantes

coloragoes, x100 com oleo de imersao (Maza, Pezzlo e Baron, 1997).

5.3.3 Kinyoun

A coloragao Kinyoun utiliza a fucsina como corante que fixa ao acido micélico da parede
celular das micobactérias, a qual nao é removida pelo alcool. Como contraste é utilizado o
azul de metileno. Assim sendo, os bacilos acido-alcool resistentes coram de vermelho e o

fundo fica azul (Maza, Pezzlo e Baron, 1997).

54  Testes Bioquimicos

Os testes bioquimicos sao utilizados como auxilio ao microbiologista apos o exame cultural.

Cocos Gram Positivos

5.4.1 Prova da Catalase

Na rotina laboratorial, a prova da catalase permite diferenciar entre os grupos Staphylococcus
spp., catalase positiva, e os grupos Streptococcus spp. e Enterococcus spp., ambos catalase

negativa.

O teste consiste na pesquisa da presenca de catalase, uma enzima que catalisa o peroxido de
hidrogénio em oxigénio e agua. O procedimento é simples, com uma gota de perdxido de
hidrogénio numa lamina de vidro, é adicionado uma colonia suspeita de pertencer aos
grupos descritos anteriormente. Caso haja libertagao de bolhas de ar significa que a enzima

se encontra presente.
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5.4.2 Prova da Coagulase

A prova da coagulase permite diferenciar Staphylococcus aureus de outros Staphylococcus spp.

O PASTOREX™ STAPH-PLUS, é um teste de aglutinagiao rapido que permite detetar em
simultaneo o fator de afinidade de fibrinogénio também conhecido como “clumping factor”,
proteina A que possui afinidade as imunoglobulinas 1gG e, por Uultimo, deteta os

polissacarideos da membrana celular do Staphylococcus aureus.

O reagente ¢é feito de particulas de latex que permite uma aglutinacao eficaz na presenga de

Staphylococcus aureus.

5.4.3 Testes presuntivos de estreptococos

Os testes presuntivos de estreptococos sao utilizados apds a visualizagao da hemolise na

gelose de sangue.

Tabela 18 - Teste presuntivo apos visualizagdo da hemdlise.

Hemolise | Teste presuntivo a realizar
a-hemodlise  Optoquina

B-hemolise | ldentificagao do grupo por serologia.
v-hemolise  Bile-esculina

5.4.4 Teste da Optoquina

O teste da optoquina permite diferenciar Streptococcus pneumoniae de outros estreptococos
a-hemoliticos. O procedimento é realizado através da recolha de duas a trés coldnias
isoladas com uma ansa de |0pL estéril para o meio de gelose de sangue, fazendo um

espalhamento por toalha, inserindo o disco de optoquina no centro da placa.

Caso haja um halo de sensibilidade ao antibiotico acima de 14mm de didmetro indica que

pode estar presente Streptococcus pneumoniae.
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5.4.5 |dentificacao do grupo de Lancefield

Os estreptococos B-hemoliticos possuem antigénios especificos que identificam o grupo a

partir de anti-soros (Teixeira et al., 201 I).

Para tal é utilizado o SLIDEX Strepto Plus, um teste de aglutinagao de particulas de latex que

permite agrupar os estreptococos em A,B,C,D,F e G segundo a classificagao de Lancefield.

Apos a cultura, sao colhidas colonias isoladas para um tubo que contém o reagente de
extragao. O antigénio especifico do grupo que se encontra na parede é extraido por uma
enzima. O antigénio extraido é identificado por particulas de latex sensibilizadas por um
anticorpo especifico. Se o antigénio estiver presente ocorrera aglutinagao determinando o

grupo correspondente ao microrganismo.

5.4.6 Meio Bile-esculina

O meio Bile-Esculina permite diferenciar enterococos de estreptococos do grupo D de
Lancefield. O meio é seletivo devido a presenca de sais biliares, e diferencial devido a
esculina. Tanto os Enterococcus spp. como os estreptococos do grupo D, crescem na
presenca de sais biliares mas apenas Enterococcus sp. hidrolisa a esculina. Os produtos da

hidrolise da esculina reagem com o citrato de ferro presente no agar tornando o meio

escuro (Lindell e Quinn, 1975).

Bacilos e Cocos Gram Negativos

5.4.7 Teste da Oxidase

O teste da oxidase permite identificar bactérias que produzem oxidase, uma enzima
presente na cadeia transportadora de eletroes. E determinada através de um disco banhado
com tetrametil p-fenilenodiamina. Caso esteja presente, ocorrera uma reagao colorimétrica

passando o disco de uma cor azul escura para rosa.
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Tabela 19 - Diferenciagdo entre bacilos e cocos Gram negativos a partir do teste de oxidase.

Oxidase Positiva Negativa
Pseudomonas spp.;

) Enterobacteriaceas
Acinetobacter spp.

Bacilos Gram Negativo

Haemophilus spp.

Cocos Gram Negativo | Neisseria spp. (cocobacilos)
oco 1HO

5.4.8 Prova dos Factores para identificacao de Haemophilus spp.

Haemophilus spp. tém requisitos diferentes para o seu crescimento, podendo necessitar dos
fatores de crescimento X ou V ou ambos. Isto permite diferenciar os Haemophilus spp. pela

necessidade dos fatores.

Cada fator é apresentado em disco. O disco de fator X esta impregnado com hemina
enquanto o fator V esta impregnado com NAD. Por sua vez, o disco de fator XV esta

impregnado com os dois compostos descritos anteriormente.

O procedimento é realizado a partir de uma suspensao equivalente a 0,5 McFarland de
coldnias isoladas suspeitas. Com uma zaragatoa faz-se uma inoculagao de um meio Mueller-
Hinton, meio nutritivo, em toalha, adicionando os discos para que haja possibilidade de

medir os halos de sensibilidade.

O meio é incubado a 35°C a 5% de CO, durante 18 a 48 horas.

Tabela 20 - Interpretagdo dos resultados na indentificagdo de Haemophilus spp. através de fatores de crescimento.

Crescimento a volta dos discos
X \% XV
Haemobphilus aegyptius - -

Haemophilus aphrophilus - -

Haemophilus spp.

Haemophilus ducreyi + -

Haemophilus haemolyticus - -

Haemophilus influenzae - -

Haemophilus parahaemolyticus - +

+| +| +| | |+ +

Haemophilus parainfluenzae - -
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5.5 Métodos de identificagao e susceptibilidade

e Sistemas automatizados

5.5.1 VITEK ATB EXPRESSION

O VITEK é um equipamento que permite realizar a identificacao e sensibilidade de uma

bactéria a partir de galerias de identificagao e galerias de sensibilidade.

As cartas de identificacdo apresentam cerca de 10 a 32 microtubos que contém um meio
desidratado correspondente a um teste bioquimico. A reagao produzida durante a incubagao
resulta numa alteracao de cor ou turvagao. As reagoes podem ser lidas pelo densitometro

otico ou por introducao manual do perfil da carta.

As cartas de sensibilidade consistem em |6 a 32 cupulas com antibiético desidratado,
podendo conter varias concentragoes do mesmo antibiotico. O densitdmetro otico analisa a
turvagao de cada cupula apresentando os resultados como sensivel, intermédio ou

resistente.

Tabela 21 - Cartas de Identificacdo.
ID32 C: Carta de identificagao de fungos leveduriformes
ID32 GN: Carta de identificagao de bactérias Gram negativas
ID32 STAPH: Carta de identificacao de estafilococos
ID32 A: Carta de identificacao de bactérias anaerdbias
API20 STREP: Carta de identificagao de estreptococos
API NH: Carta de identificacao de Neisseria spp. e Haemophilus spp.
APl CORINE: Carta de identificagao de Corynebacterium spp.
APl CAMPY: Carta de identificagao de Campylobacter spp.
API LISTERIA: Carta de identificagao de Listeria spp.
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Tabela 22 - Cartas de Sensibilidade.
ATB FUNGUS: Carta de sensibilidade para fungos leveduriformes
ATB PSE: Carta de sensibilidade para Pseudomonas spp.
ATB UR: Carta de sensibilidade para Enterobacteriaceas de origem urinaria
ATB G-: Carta de sensibilidade para bactérias Gram negativas
ATB STREP: Carta de sensibilidade para estreptococos
ATB STAPH: Carta de sensibilidade para estafilococos
ATB ANA: Carta de sensibilidade para bactérias anaerobias
ATB HAEMO: Carta de sensibilidade para Haemophilus spp.

5.5.2 BD PHOENIX 100

O BD PHOENIX 100 é um equipamento automatizado que permite uma rapida identificagao

o 7 .

e determinagao quantitativa da suscetibilidade através da concentragao minima inibitoria.

O equipamento permite realizar cerca de cem identificagoes e testes de suscetibilidade num
ciclo de andlise através de painéis combinados de ID/AST. A ID contém substratos
desidratados para identificagao bacteriana e a AST apresenta agentes antimicrobianos com
diferentes concentragoes. O BD PHOENIX 100 utiliza um indicador de colorimetria
otimizada para AST e uma variedade de indicadores colorimétricos e fluorimétricos para o
ID. Os painéis sao inoculados através de uma suspensao standardizada de um inoculo e
incubados a 35°C. Os painéis sao analisados pelo equipamento de 20 em 20 minutos durante

a sua incubagao até um maximo de 16 horas.

5.6 Meétodo de suscetibilidade manual

5.6.1 Método de Kirby-Bauer

O método de Kirby-Bauer é um teste de suscetibilidade por difusdao em disco que determina

a sensibilidade ou resisténcia de um determinado microrganismo a antibioticos.
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O método é processado através de uma suspensao de uma ou mais colonias isoladas em
solucio de NaCl 0,45% a uma densidade de 0,5 McFarland. E inoculada em Mueller Hinton
por sementeira em toalha e siao colocados os respetivos discos impregnados com
antibiotico. A presenca de um halo determina, através de valores de referéncia da CLSI, a

sensibilidade a concentragao de antibidtico libertado no meio pelo disco.

5.6.2 Método E-Test

A tira E-Test apresenta um gradiente de concentragao predefinido para cada antibidtico,
meio de selecao, como por exemplo Mueller Hinton, o antibiético impregnado na tira é
transferido para a matriz do meio, criando um gradiente. O crescimento bacteriano é visivel
apos incubagao e uma elipse de sensibilidade é apresentada com a tira no centro. E possivel

determinar o valor CMI registando o valor pg/mL apresentado na tira, onde a elipse

intercepta a tira.
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5.7 Micobactérias

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium.

Sao bactérias aerobias, imoveis, nao capsuladas e nao formadoras de esporos, apresentando
uma estrutura bacilar ou cocobacilar. A sua parede celular é rica em lipidos e acidos
micolicos o que confere caracteristicas especificas, tornando-as bactérias acido-alcool

resistentes (Ferreira e Sousa, 1998).

As duas micobactérias patogénicas ao Homem que causam mais complicagoes denominam-se
de Mycobacterium tuberculosis, ou bacilo de Koch, agente da tuberculose; e Mycobacterium

leprae, também designado por bacilo de Hansen, agente da lepra (Ferreira e Sousa, 1998).

O material biologico varia embora o mais comum sejam amostras respiratorias e liquidos
pleurais. Contudo pode incluir-se material biologico como LCR, sangue, urina, etc. (Ferreira

e Sousa, 1998).

Na secgao de Microbiologia é utilizada uma sala diferenciada da sala comum, permitindo uma
seguranca adequada, evitando que haja contaminagoes. Na sala encontra-se uma camara de

fluxo de nivel 2, na qual sao feitos todos os processos de isolamento das micobactérias.

Para que ocorra um bom isolamento das micobactérias é necessario eliminar, das amostras,

bactérias provenientes da flora normal do organismo, devido ao seu rapido crescimento.

O tratamento da amostra biolégica inclui homogeneizagao, descontaminagao e
concentragao. A descontaminagao, como indicado anteriormente, serve para eliminar
bactérias que possam estar presentes na amostra a analisar impedindo o crescimento das
micobactérias (Ferreira e Sousa, 1998). Para a descontaminagao é utilizado o BBL MycoPrep,
um kit que adiciona a amostra hidroxido de sédio, agente mucolitico, e N-acetil-L-cisteina
(NALC) que é também um agente mucolitico mas auxilia na descontamina¢ao da amostra. A
adicao dos dois agentes torna a descontaminagao mais eficaz e menos tdxica para as
micobactérias (Vandepitte et al., 2003). Apés a descontaminagao adiciona-se tampao de
fosfato para eliminar a atividade dos dois agentes mucoliticos. O tampao lava a amostra e

neutraliza o pH.

A amostra encontra-se preparada para ser centrifugada e concentrar as micobactérias. Apos
decantacao do sobrenadante é fixada a uma lamina e inocula-se a amostra descontaminada

em meio MGIT e Lowenstein-Jensen.
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Os tubos com meio Lowenstein-Jensen devem ser incubados por 2 a 3 dias a 35°C,
inclinadas numa posi¢ao horizontal para que a inoculagao da amostra ocorra em todo o
meio. A partir dai os tubos devem ficar a incubar a uma temperatura de 37°C durante 8

semanas, sendo inspecionados semanalmente para observar crescimento.

O MGIT é um tubo indicador de crescimento de micobactérias, suplementado com caldo
Middlebrook modificado, que utiliza sistemas como BACTEC MGIT para detetar a presenga

de contaminantes.

O MGIT contém no fundo do tubo um composto fluorescente que é sensivel a presenga de
oxigénio dissolvido no caldo. Inicialmente a grande quantidade de oxigénio dissolvido no
tubo anula as emissoes provenientes do composto sendo apenas detetada uma pequena
quantidade de fluorescéncia. A respiragao ativa dos microrganismos consome o oxigénio e
permite que a fluorescéncia seja detetada. Os tubos introduzidos no sistema BACTEC MGIT
sao incubados a 37°C e monitorizados, a cada 60 minutos, relativamente ao aumento de
fluorescéncia e respetivo consumo de oxigénio. Os frascos de cultura que nao apresentem
um aumento do consumo de oxigénio, ao longo de 6 semanas, sao retirados do sistema

BACTEC MGIT como sendo negativos.

Geralmente, a presenga de coldnias com aparéncia de “flocos de neve” apos duas semanas
de incubagao transmite confianga de que se trata de uma positividade. Por vezes, na primeira
semana o MGIT pode ser encontrado turvo, o que indica uma possivel contaminagao de

outra bactéria indesejada, sendo necessaria uma segunda descontaminagao.

Sempre que existir crescimento no tubo de Lowenstein-Jensen e MGIT é realizada uma
lamina corada pela técnica de Kinyoun. Nos exames diretos positivos, corados por auramina,

sao confirmados também pela técnica de Kinyoun.
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5.8 Micologia

Os fungos sao de momento relevantes para o diagnéstico de muitas infegoes. Sao a causa
mais comum de infecoes em imunodeprimidos, agindo como patogéneos oportunistas
(Forbes, Sahm e Weissfeld, 1998). A infecao pode ocorrer através de inalagao de esporos ou

por contacto com uma lesao traumatica (Forbes, Sahm e Weissfeld, 1998).

Os fungos podem ser separados em dois grandes grupos, as leveduras e os filamentosos. As
leveduras apresentam colonias cremosas e opacas enquanto os fungos filamentosos
apresentam colonias que comumente se designam de bolores, colonias esporuladas que se

assemelham a algodao (Forbes, Sahm e Weissfeld, 1998).

° Sementeira

Como meio seletivo é selecionado o meio de SGC, que incuba em aerobiose a 30°C ou
temperatura ambiente durante | a 5 dias, a excecao de produtos de pele, incluindo unhas e

cabelos, que sao incubados durante 30 dias.

° Fungos Leveduriformes

Para a identificagao de fungos leveduriformes é realizado um teste classico, a prova da

filamentagao ou prova da blastése.

Consiste em retirar uma colénia isolada do meio de SGC e suspendé-la com cerca de 0,5
mL de plasma. Apos incubagao de 3 horas a 37C° é realizado um exame microscopico a
fresco registando se ha presenca de pseudohifas. Caso haja presenga de pseudohifas, é
validada a identificagao como Candida albicans. Se o resultado é negativo, realiza-se a
identificacao a partir do equipamento Vitek ATB System Expression, com a carta de

identificagao ID32 C para pesquisa de fungos leveduriformes.

Apos identificagao é feito o teste de suscetibilidade a antifungicos a partir de ATB Fungus,

uma carta de sensibilidade que pode ser lida por Vitek ATB System Expression.

. FUNGITEST

O teste de suscetibilidade a antifiungicos também pode ser feito a partir de um FUNGITEST,
um teste que apresenta 6 antifungicos em duas concentragoes diferentes. O crescimento é
avaliado a partir de um indicador de cor. Caso haja crescimento num dos antifingicos, a cor

do meio € alterada de azul para rosa. Caso nao haja crescimento o meio mantém-se azul.
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O inoculo é preparado através de coldnias isoladas numa suspensao de agua destilada estéril,
com uma densidade de | McFarland, a qual sofre uma diluicao de 1:10. Dessa diluicao é
inoculado 20puL para uma suspensio com meio especifico para o teste. A partir desta
suspensao distribui-se em cada pogo 100puL. O tempo de incubagao é de 37°C durante 48
horas, a excecao de Cryptococcus neoformans em que a incubagao é feita 32C° durante 72

horas.

o Fungos Filamentosos

Nos fungos filamentosos faz-se um registo do aspeto macroscopico das colonias no qual se
verifica a pigmentagao produzida no meio, tanto na frente da placa como no verso, e o

aspeto macroscopico das hifas e o seu tempo de crescimento.

No registo microscopico € avaliada a septagao das hifas, presenca de corpos de frutificagao e

morfologia dos esporos.

. Técnica da Fita-Cola

Esta técnica permite visualizar as estruturas dos fungos filamentosos ao microscopico sem

que haja destruicao dessas estruturas.

O processo desta técnica resume-se a colocar um pedago de fita-cola em contacto com o
micélio, entre a parte mais nova e a parte mais velha do fungo, entre a periferia e o centro
da cultura, respetivamente. Apds o contacto, a fita-cola é colocada numa lamina adicionando
azul de lactofenol e uma lamela e encontra-se apta para a visualizagao das estruturas dos

fungos filamentosos.
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5.9 Parasitologia

A luta contra as parasitoses tem sido um sucesso nos paises desenvolvidos devido a
implementagao de medidas sanitarias pessoais e comunitarias, tais como tratamento de

aguas, melhor processamento de alimentos e campanhas de higiene pessoal (Ferreira e

Sousa, 2002).

A facilidade de deslocagoes das pessoas a grandes distancias tornou mais vulgar o
aparecimento de qualquer tipo de parasitose em regidoes geograficas nao endémicas. E
frequente em Portugal o aparecimento de parasitoses cuja transmissao classica esta

confinada a paises tropicais, como a schistosomose e a malaria (Ferreira e Sousa, 2002).

As parasitoses mais frequentes no nosso pais sao causadas por parasitas intestinais, como
nematodes intestinais e Giardia lamblia. O quisto hidatico é também frequente no centro e

sul do pais (Ferreira e Sousa, 2002).

A Toxoplasmose e a infegao por Cryptosporidium, viram o nimero de casos aumentar nos
ultimos anos em fungao do aumento do numero de doentes imunodeprimidos (Ferreira e

Sousa, 2002).

e Malaria
A malaria é uma doenga parasitaria do Homem, causada por protozoarios do género
Plasmodium, parasitas intracelulares afetando particularmente os eritrocitos e transmitidos

pela picada da fémea do mosquito do género Anopheles (Ferreira e Sousa, 2002).

Apds um periodo de incubagao de duas semanas aparecem sintomas como febre, calafrios e
outros sintomas mais agressivos como edema pulmonar, maldria cerebral ou insuficiéncia

renal aguda (Ferreira e Sousa, 2002).

Em geral o Plasmodium é o agente mais temido devido a sua agressiva patogenia e alto indice

de resisténcia a terapéutica (Ferreira e Sousa, 2002).
Diagnostico Laboratorial

Na secgao de Microbiologia recorre-se ao método de esfregagco de sangue periférico com
coloragao de Wright para observagao microscopica das estruturas parasitarias e contagem

dos parasitas para uma quantificagao da parasitémia.
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Tabela 23 - Estruturas possiveis de observar em esfregago sanguineo periférico com coloragdo Wright (Maza, Pezzlo e

Baron, 1997).
Plasmodium Plasmodium vivax Plasmodium ovale Plasmodium malariae
falciparum (trofozoito) (trofozoito) (trofozoito em banda)
(trofozoito)
~— . .‘ ) .\,‘:
4
z, K "IQ o
wl
(gametocito) (esquizonte) (esquizonte) (esquizonte)
- ,
4 - €. o
S
| ' |

e Trichomonas vaginalis

A Trichomonas vaginalis € um parasita flagelado urogenital que causa a tricomoniose, causando
vaginites e uretrites. E das parasitoses mais frequentes e tem distribuicao mundial sendo esta

uma doenga de transmissao sexual (Ferreira e Sousa, 2002).

Diagnostico Laboratorial

O diagndstico laboratorial é realizado a partir de uma suspensao da zaragatoa, com amostra
de exsudado cervico vaginal, com soro fisioldgico. A incubagao é de 30 minutos a uma

temperatura de 37°C.

Observa-se ao microscépio, através de um exame a fresco, os movimentos tipicos deste

parasita.

e Trichuris trichiura

Trichuris trichiura € um parasita comum, de distribuicato mundial. Os vermes adultos
apresentam uma extremidade mais grossa que lhes confere uma forma comparada a um

chicote.

Estes vermes adultos vivem geralmente no cego e a sua infecao pode ser assintomatica ou

causar disenteria.
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Os seus ovos apresentam-se numa forma de limdo com uma parede muito espessa,
resistentes aos fatores ambientais. A sua contaminagao é feita através da agua ou alimentos
contaminados. A sua prevengao e controlo é feita através de higienizacao alimentar e higiene

individual.

O diagnostico laboratorial realiza-se através da pesquisa dos ovos nas fezes (Ferreira e

Sousa, 2002)

Figura 13 - Ovo de Trichuris trichiura (Maza, Pezzlo e Baron, 1997).

e Parasitas Intestinais

Em casos de suspeita clinica de parasitose intestinal, o exame parasitologico de fezes é
fundamental, como forma de proceder a identificagio de ovos de helmintas, quistos ou

trofozoitos de protozoarios (Ferreira e Sousa, 2002).

A técnica mais utilizada nos exames parasitologicos € a de concentragao permitindo
aumentar o numero de estruturas visiveis na preparagao, eliminar qualquer residuo organico

fecal e apresentarem os organismos num estado inalterado de forma a serem identificados.

O método utilizado é o método de Ritchie modificado. E adicionada a amostra numa
suspensao de formalina e éter que permitem estabilidade estrutural dos parasitas. A amostra
é centrifugada a 1500rpm durante |0 minutos separando os lipidos, o formol e o éter do
sedimento que contém os parasitas. Apos decantagao € realizado um exame a fresco

observando-se microscopicamente as estruturas parasitarias.

5.10 Testes imunocromatograficos

Os testes imunocromatograficos permitem uma resposta rapida através da detecao de um
microrganismo a partir de uma reagao antigénio-anticorpo numa matriz porosa que permite

a migragao da amostra. Quando o complexo antigénio-anticorpo fica retido nas tiras que
60



Relatorio de Estagio — Mestrado Analises Clinicas

contém uma molécula especifica que se liga ao complexo, apresenta cor, tornando visivel a
presenc¢a do antigénio do microrganismo na amostra. Geralmente estes testes apresentam
uma tira de controlo na matriz que retém qualquer molécula que flui sobre a tira,

demonstrando que a técnica foi realizada com sucesso.

e Binax NOWV Streptococcus pneumoniae Antigsen Card

Este teste é um ensaio imunocromatografico rapido in vitro para a deteg¢ao do antigénio
Streptococcus pneumoniae na urina de doentes com pneumonia e no liquido cefalorraquidiano

de doentes com meningite.

A matriz contém o anticorpo-Streptococcus pneumoniae de coelho na tira da amostra
adsorvido sobre uma membrana de nitrocelulose. O controlo é apresentado na mesma

membrana numa tira diferente.

Para realizar o teste € mergulhada uma zaragatoa na amostra e inserida no cartao de teste,
sendo adicionadas gotas de uma solugao tampao. O cartao é fechado permitindo o contacto
da amostra com a tira de teste. O antigénio pneumococico presente na amostra reage para
ligar o anticorpo do conjugado anti-Streptococcus pneumoniae. Os resultados do teste sao
interpretados pela presenga ou auséncia de linhas visualmente detectaveis de cor rosa. Um
resultado de teste positivo, lido em |5 minutos, incluird a detegao da linha de amostra e de

uma linha de controlo.

e Binax NOW Legionella Urinary Antigen Card

O ensaio imunocromatografico serve para detetar qualitativamente o antigénio soluvel de
Legionella pneumophila serogrupo | na urina de doentes com sintomas de pneumonia. Auxilia

no diagnoéstico presuntivo da Doenca do Legionario.

O seu procedimento ¢ idéntico ao descrito no capitulo 8.1.

e TECHLAB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE

Apdés o tratamento com antibidticos, muitos doentes desenvolvem problemas
gastrointestinais, que vao desde diarreia leve a colite pseudomembranosa grave. Muitos
casos das formas mais leves da doenga gastrointestinal e a maioria dos casos de colite
pseudomembranosa sao causadas por estirpes de Clostridium difficile, uma bactéria anaerdbia
oportunista que produz toxina no intestino quando a microflora sofre alteragoes devido ao

uso de antibioticos.
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O teste TECHLAB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE é um ensaio imunoenzimatico de
membrana para a detegao simultanea do antigénio glutamato desidrogenase e das toxinas A
e B do Clostridium difficile num Unico pogo de reagao. O dispositivo contém uma janela de
reacao com trés linhas verticais de anticorpos imobilizados, uma com anticorpos contra
glutamato desidrogenase, outra que contém anticorpos contra as toxinas A e B e por ultimo
uma linha de controlo que contém anticorpos de antiperoxidase de rabano. Para executar o
teste, a amostra € adicionada num tubo que contém uma amostra de diluente e conjugado. A
mistura € adicionada ao pogo de amostras e incubada a temperatura ambiente durante |5
minutos para que ocorra a reagao antigénio-anticorpo enquanto migram para a janela da

reacao. Nessa janela é adicionado um substrato que ird apresentar visualmente as reagoes.

C
Ag \II Tox

C. DIFF COMPLETE

Figura 14 - Dispositivo do C. DIFF COMPLETE.

e COMBI-STRIP

As diarreias e as gastroenterites humanas podem ser causadas por virus e bactérias. Cerca

de 45% das diarreias nas criangas sao causadas por virus.

O Rotavirus é a principal causa de gastroenterites nas criangas. Transmite-se por contacto
oral e fecal e com um periodo de incubagao de mais ou menos 3 dias, causa febres, vémitos

e diarreias que podem durar até 10 dias.

Em segundo lugar encontra-se o Adenovirus. A sua contaminagao segue por via oral e fecal,
mas pode também contaminar por inalagao. A incubagao dura cerca de 5 a 8 dias e causa
inflamagcdo no estdmago e intestino provocando diarreia, vomitos, febre e colicas

abdominais.

O Combi-Strip € um teste rapido de diagnostico in vitro para a detegao de Rotavirus e

Adenovirus em amostras fecais. Dois anticorpos monoclonais conjugados com particulas de
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ouro contra proteinas especificas de Adenovirus e Rotavirus garantem a especificidade do

teste.

O teste apresenta uma tira que é mergulhada na suspensao da amostra fecal, na qual os
conjugados solubilizados migram por difusao passiva com a amostra que ira passar por trés
tipos de anticorpos monoclonais em faixas diferentes de Adenovirus, Rotavirus e o controlo.
Caso os antigénios especificos estejam presentes havera a formagao do complexo antigénio-

anticorpo produzindo uma cor.

e RSV RESPI-STRIP

O virus sincicial respiratorio (RSV) é a maior causa de doengas respiratorias em todas as
idades, embora cause infecoes do trato respiratério severas em criangas com menos de 4

7

anos. E um virus altamente contagioso a partir de secre¢oes respiratorias.

O RSV afeta tanto o trato respiratorio superior como o inferior, embora afete com mais

frequéncia o trato respiratorio inferior causando pneumonia e bronquiolite.

Este teste permite fazer a detecao de RSV em secregdes nasofaringeas. Quando a amostra
entra em contacto com a tira de teste, o conjugado solubilizado migra com a amostra por
difusao passiva e entram em contacto com o anticorpo anti-RSV que é adsorvido na matriz
de nitrocelulose. Apos incubagdo a temperatura ambiente durante |5 minutos, aparecera
duas linhas caso seja uma amostra positiva. As duas linhas representam a presenga de RSV e

do controlo do teste.
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6. Conclusées

A realizagdo do estigio no hospital de Santa Luzia em Viana do Castelo proporcionou um
aprofundamento dos conhecimentos teoricos transmitidos ao longo do Mestrado em

Analises Clinicas, aplicando-os a uma rotina pratica laboratorial didria.

A aplicabilidade do controlo de qualidade interno e a avaliagao de qualidade externa foram

demonstradas ao longo do estagio apresentado uma maior confianga no resultado obtido.

Tendo como base de licenciatura Microbiologia direcionada para a area alimentar e
ambiental, foi de extremo interesse poder estagiar na area clinica. A passagem na secgao de
Microbiologia permitiu desenvolver competéncias praticas na sementeira de produtos
biologicos, tendo sempre em conta a base teérica. E de notar que durante a minha passagem
na seccao surgiram situagoes que afetaram a estrutura de trabalho. Apesar destas
dificuldades, toda a equipa da secgao de Microbiologia continuou a demonstrar
disponibilidade para me orientar e explicar todo o processo de identificagao e suscetibilidade

de agentes patogénicos.

As secgoes de Hematologia, Imunoquimica e Imunohemoterapia proporcionaram uma
experiéncia de grande valor, tanto tedrico como pratico. Foi possivel, como componente

pratica, utilizar varios analisadores, com fundamentos e metodologias diferentes.

Sendo um estagio dirigido para Técnicos Superiores, foi possivel interpretar os resultados

obtidos e avaliar esses mesmos resultados, comparando com o historial clinico do utente.

Numa nota pessoal, foi de extrema importancia a avaliagdo microscépica de esfregagos de
sangue periféricos, efetuados na sec¢ao de Hematologia, visto ser uma area que me trouxe
maior interesse ao longo do estagio. Essa avaliagdo microscopica permitiu-me ganhar
experiéncia visual, para interpretar os dados obtidos pelos analisadores hematologicos
automaticos, observagao e avaliagdo da maturidade das células sanguineas e patologias

associadas.

O estagio contribuiu para a transigao mais importante da vida, a passagem de estudante para
trabalhador. Colaborou também para que tivesse uma visao global das analises clinicas e o

valor que os métodos complementares de diagndstico apresentam.
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ANEXOS

Tabela 1 - ParGmetros avaliados pelo Sysmex XE-5000.

Parametro Designagao

RBC Eritrocitos (n°/L)

PLT Plaquetas (n°/L)

Hb Hemoglobina (g/dL)

Hct Hematocrito (%)

MCV Volume corpuscular médio (fL)

MCHC Concentragao de Hb corpuscular média (g/dL)
MCH Hemoglobina corpuscular média (pg)

WBC Leucécitos (n°/L)

%Neut e #Neut

Neutrofilos (% e valor absoluto)

%Mono e #Mono

Mondécitos (% e valor absoluto)

%Lymph e #Lymph

Linfécitos (% e valor absoluto)

%Eos e #Eos

Eosindfilos (% e valor absoluto)

%Baso e #Baso

Basofilos (% e valor absoluto)

%1G e #IG Granulécitos Imaturos (% e valor absoluto)
RDW Distribuicao do tamanho das células eritrocitarias
HDW Distribuicao da hemoglobina pelas células

MPV Volume médio plaquetario

IRF Fracao de reticulécitos imaturos

IPF Fracao de plaquetas imaturas

%NRBC e #NRBC

Eritroblastos (% e valor absoluto)

PLT-O

Plaquetas contadas pelo método otico

%Retic e #Retic

Reticulocitos (% e valor absoluto)

Retic-He Hb dos reticulocitos

HPC Células progenitoras hematopoiéticas
%Hypo % Células hipocromicas

%Hyper % Células hipercromicas

%Macro % Células macrociticas

%Micro

% Células microciticas







Anexo 2.

Tabela 2 - Valores de referéncia hematoldgicos segundo a Dire¢do Geral da Saude.

Parametro Sexo | ldade Valor de Valores criticos
(Unidades) referéncia
Baixo Alto
M/F | 0-6 meses 3.90-5.90 Nao Nao ha
M/F | 6 meses- 3.80-540 ha
RBC (x10'%/L) M | lanos 431 -6.40
F >| | anos 3.85-5.20
>| | anos
M/F | 0-6 meses 14.0-18.0 <10.0 | >199
M/F | 6 meses- 11.0-14.0 <6.0
HGB (g/dL) M | lanos 13.6 - 18.0 <6.0
F >| 1 anos I1.5-16.0 <6.0
>| | anos
M/F | 0-2 semanas 42.0 - 68.0 <300 |>61.0
M/F | 2sem—6 35.0-50.0 <18.0
M/F | meses 30.0-40.0 <18.0
o M/F | 2 meses — | 32.0-42.0 <18.0
HTC(%) M | ano 39.8 - 52.0 <180
F | — 5 anos 34.7 - 46.0 <18.0
>5 anos
>5 anos
M/F | 0-2 semanas 88.0-114.0 Nao Nao ha
M/F | 2sem -6 85.0-97.0 ha
M/F | meses 72.0 — 86.6
MEVELD) I MF [6mes—11 | 80.0-97.0
anos
>| | anos
M/F | 0-2 semanas 34.0-37.0 Nao Nao ha
M/F | 2sem — 6 31.0-36.0 ha
M/F | meses 25.0-31.0
MCH (P8 | MF | 6mes—5 260340
anos
>5 anos
M/F | 0-2 semanas 31.0-35.0 Nao Nao ha
M/F | 2sem — 6 32.0-35.0 ha
MCHC @dL) | MF | meses 32.0-36.0
>6 meses
o M/F | 0-2 dias 149 - 18.7 Nao Nao ha
ROW(®) | MF | >2 dias 15— 15.0 ha
9 M/F | 0-2 meses 140 — 440 <100 |>1000
PLTOAOTD) I MiF | 52 meses 140 — 440 <25 | >1000
MPV (fL) M/F S:CTlequer 65-124 L\;ao Nao ha
M/F | 0-2 meses 5.0-20.0 <l.0 >30.0
M/F | 2 meses—5 45-17.0 <l.0 >30.0
WBC (x10°/L) M/F | anos 45-13.0 <l.0 >30.0
M/F | 5— 11 anos 40-10.0 <l.0 >30.0
>| | anos




M/F | 0-6 dias [.5-16.0 <0.50 | Nao ha
M/F | 6 dias—2 0.8-9.0 <0.50
M/F | meses 0.7-7.6 <0.50
9 M/F | 2 meses — | I.5-11.0 <0.50
NEUGAOh) 1 MF | ano 15-85 <0.50
M/F | | —5 anos 1.5-8.0 <0.50
5-11 anos
>| | anos
M/F | 0 — 6 dias 0.5-10.0 Nao Nao ha
M/F | 6 dias— 5 anos | 2.0 — 14.0 ha
LYM (x10%/L) M/F | 5anos— |11 1.0-7.8
M/F | anos 0.8-4.0
>| | anos
M/F | 0 — 2 meses 00-24 Nao Nao ha
M/F | 2 meses—5 0.0-2.0 ha
MONO (x10°’/L) | M/F | anos 00-1.6
M/F | 5— 11 anos 00-1.2
>| | anos
M/F | 0 — 2 meses 00-14 Nao Nao ha
M/F | 2 meses—5 00-1.2 ha
EOS (x10°/L) M/F | anos 0.0-0.9
M/F | 5— 11 anos 0.0-0.3
>| | anos
M/F | 0 — 2 meses 0.0-0.6 Nao Nao ha
M/F | 2 meses—5 0.0-0.5 ha
BASO (x10°/L) M/F | anos 0.0-04
M/F | 5— 11 anos 0.0-0.3

>|1| anos




Anexo 3.

Casos clinicos relevantes durante o Estagio no Hospital de Santa Luzia:

» Caso |

Sintomatologia:

O utente, de 37 anos, do sexo feminino, foi avaliado no Hospital de Santa Luzia e observou-

se hipertermia, mialgias, dores de garganta e dor na perna esquerda.

Foram requisitados como métodos complementares de diagnostico: Hemograma na secgao

de Hematologia e Quimica Clinica na secgao de Imunoquimica.

Métodos Complementares de Diagnostico:

GERAL IMUNOQUIMICA
ERGENO. - QUIMICA CLINICA
1.59 4.2-5.4 I 130 ng 70 - 110
523 11.8-15.8
15.5 36.0-46.0 24 mg/dl 17 - 43
97.5 80.4-96.4 Al
33.3 26.7-30.7 0:06 mg/dl B
34.2 g 31.7-35.7 0 S 36
13.9 & < 15
TA mmol/L
3.94 1079/L 4.0-10.0
4] L E ; I1/L 24 = 8
LIRRUBINA TOTAL 2 mg/d
26.0 %  1.02 10%9/ 55.0-75.0 FOSFATASE ALCALINA (ALP I - 12
0.0 & 0.00 1.0-3.0
0.0 % ).00 < 2.0 GAMA G.TRANSPEPTI 2 UI/L <
60.0 % 2.36 17.0-33.0
1.0 & .04 -9 ASPRRTAT-AMINOTRANSFERASE (AST) 17 UI/L 8 - 35
10.0 $ ALANINA-AMINOTRANSFERASE (ALT) 10 UI/L 7 - 45
2.0
1.0 TE E 3.89 mg/dL 0.01 - 0.82
MARCADORES CARDIACOS
56 10°9/L 150-400 SIOSOE T ;e
astos/100 Leucocitos 10.00 & R it o §

O Hemograma indicou que o utente se encontrava com anemia € um numero inferior de
eritrocitos que os indicados nos valores de referéncia. Apresentava também uma inversao na
formula leucocitdria, em que os leucocitos se encontravam em maior quantidade que os

neutrofilos.
A nivel plaquetar ¢ assinalada uma possivel trombocitopenia.

Na quimica clinica, o parametro que chama mais a atengao é a Proteina C Reativa, que se

encontra muito elevada, indicando um processo de inflamagao aguda.

Apos a avaliagio dos resultados registados pelos sistemas automaticos hematologicos, foi

realizado um esfregaco sanguineo periférico.



Esfregaco Sanguineo Periférico:
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No ESP foi possivel observar Rouleaux eritrocitario.

Confirmou-se a trombocitopenia, nao havendo presenca de aglomerados plaquetares.

A inversao de formula leucocitaria foi confirmada, havendo presenga de corpos de Auer no

citoplasma das células blasticas. A sua presenca indica que a utente pode estar perante uma

leucemia mieloide aguda.

» Caso |

Sintomatologia:

O utente, de 18 anos, do sexo masculino, entrou no Servigco de Urgéncia com Hipertermia,

acessos de tosse, palidez acentuada e dor toracica posterior.

Foi requisitado ao Servico de Patologia Clinica um Hemograma e um estudo bioquimico.

Métodos Complementares de Diagnostico:

HEMOGRAMA

Eritrocitos
Hemcglobina
Hematocrito
MCV

MCH

MCHC

RDW

Leucocitos
FORMULA LEUCOCITARIA

Neutrofilos
Eosinofilos
Basofilos
Linfocitos
Monocitos

Células Bléasticas

PLAQUETAS

orooR
coooo

9 o0 0p o8 oe

GERAL

2.12

17.4
82.1
27.4
33.3
20.5

woroor
Y
o)

10712/L
g/dL

3

L

1)

g/dL

1079/L

1049/L
10"9/L
10°9/L
1079/L
10"8/L
$

10"8/1

150-400

UREIA

CREATININA

SODIO

POTASSIO

PROTEINA C REACTIVA
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O Hemograma deu a indicagao de que o utente se encontrava com anemia, leucocitose e

possivel trombocitopenia.

O autoanalisador nao realizou a férmula leucocitaria, embora registou 98% de células

blasticas.

No estudo bioquimico, é possivel verificar um valor muito elevado de Proteina C reativa,

demonstrando que o utente se encontra num processo inflamatorio.

Esfregaco Sanguineo Periférico:
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No ESP foi possivel confirmar a formula leucocitaria, estando presentes 98% de células

blasticas.

O utente foi transportado para o Hospital de Sao Joao. O diagnodstico final foi registado

como reagao leucemoide, anemia e trombocitopenia.

» Caso lll

Sintomatologia:

Utente de 49 anos, apresentou-se no Servigo de Urgéncias, com febre que perdura por duas

horas, durante trés dias. A sua temperatura corporal chegou aos 40°C.

O utente referiu que chegou de Angola, pais onde trabalha a tempo inteiro. Queixou-se de

cefaleias e nauseas.

Foram requisitadas andlises hematologicas, microbiologicas e bioquimicas ao Servico de

Patologia Clinica.



Métodos Complementares de Diagnostico:

TOLOGIA
HEMATOLOGIA MICROBI
GERAL Parasitologia
PESQUISA DE PLASMODIO .
Pesquisa de Parasitas Posilive regativo
N° Parasitas por XBC 195
Obervagdes P. laluiparun
IMUNOQUIMICA
QUIMICA CLINICA
B87.3 %
1.5 ¢ GLICOSE 184 mg/dL 70 - 110
0.2 %
Sy UREIA 40 mg/dl 17 - 43
1A
CREATININA 1.08 mg/dL IR SR
PLAQUETAS 31 107871 150-400 SODIO 126 mmol/L 136 - 145
Q CACLINIGA POTASSIO 3.9 mmol/L 3251 =51
URINA TIPO IT =
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS AMILASE 50 UL/L 22 - 80
Censicade 1.017 BILIRRUBINA TCTAL 3.73 mg/dl 0431=-1.2
pH 5.0
POSFATASE ALCALINA  (ALP} 118 UI/L 30 - 129
ELEMENTOS ANORMAIS
Proteinas 75.0 mg/dL 5 G TRBNS PR DT BRI TG 17
Glaceze e GAMA G.TRANSPEPTIDASE (GGT) 342 Ui/t <55
Corpos cetonicos 5.0 mg/dL
Urobilinogenio 8.0 mg/dL ASPARTAT-EMINCTRANSFERASE (EST) 105 UI/L 8 - 35
Bilirrubina 3.0 mg/dL
Eritrocitos 25.00 /uL ALANINA-AMINOTRANSTERASE (ALT) 80 UI/L 10 - 45
Nitritos NEG
Tiencocitos 25.0 /uL FROTEINA C REACTIVA 17.79 mg/dL 0.01 - 0.82
CONTAGEM DE ELEMENTOS FIGURADOS
Metodo: Citomelria de Fluxo
Céls cpiteliais de cdescamacgic 7.5 /uL 0-10
Células epiteliais tubulares 3.7 /uL 0-5
Leucocitos 21.2 /ul 0-15
Eritrocitos 108.5 /uL 0-15
Eritrocitos nac lisados 108.5 /uL
Leveduras 70.7 /uL
Cilindros hialinogranulcsos Raros
Bactérias Nurerosas

O Hemograma apresentou um aumento de neutrofilos e diminuicao de plaquetas.

O estudo bioquimico revelou aumento da bilirrubina livre, e valores hepaticos aumentados
como a AST, ALT e GGT.

Na Urina Tipo Il foi possivel verificar uma libertagao excessiva de leucocitos e eritrocitos.
Com estas alteragoes registadas e o pais de origem, o clinico sugeriu fazer uma pesquisa de

Plasmodium spp. o que veio a confirmar-se num esfregago sanguineo periférico.

Esfregaco Sanguineo Periférico:

No ESP foi possivel confirmar a presenca de trofozoitos de Plasmodium falciparum com um

registo de |9 eritrdcitos parasitados a cada cem observados.





