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Resumo

O estagio, inserido no Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, tem como objetivos principais a formagao em contexto real de um
Laboratério Clinico com a aplicagao e a consolidagao de conhecimentos adquiridos nas areas
curriculares.

O local escolhido para o desenvolvimento do estagio foi o Servigo de Patologia Clinica
na Unidade Local de Saude do Alto Minho (ULSAM)-Hospital Santa Luzia em Viana do Castelo,
que decorreu num periodo de 6 meses, sendo este dividido entre Hematologia, Microbiologia
e Imunoquimica. Este estdgio permitiu-me integrar as equipas do trabalho didrio, de rotina,
tanto no processamento das amostras e controlos de qualidade interno, como também no
acompanhamento e na validagao de resultados e no Controlo de Qualidade Externo.

Deste modo, com a elaboragao do relatério pretende-se descrever as atividades
desenvolvidas e, concomitantemente, os conhecimentos teoricos subjacentes, dando mais

enfoque as areas de Hematologia e de Microbiologia.

Palavras-chave: Patologia Clinica, Hematologia, Microbiologia, Imunoquimica, diagnodstico

laboratorial, ULSAM.






Abstract

The main goal of the curricular internship of the Master degree in Clinical Analysis of
the Faculty of Pharmacy at the University of Coimbra, is to gain experience in a real work
place in the scope of the main clinical laboratory areas, applying previous acquired knowledge
and developing basic skills for working in a Clinical Laboratory.

The internship was accomplished at the Clinical Pathology Service of the “Unidade
Local de Saude do Alto Minho” (ULSAM) - Hospital Santa Luzia, along 6 months, and included
mainly 3 laboratory services, namely Hematology, Microbiology and Immunobiochemistry.
This internship allowed me to integrate in the laboratory routine daily work, both in the
processing of samples and Internal Quality Control, as well as monitoring the validation of
results and the External Quality Control.

Thus, in this report, the performed activities and concomitantly the underlying
theoretical knowledge are described, giving a greater focus to the areas of Hematology and

Microbiology.

Keywords: Clinical Pathology, Hematology, Microbiology, Imunochemistry, laboratorial

diagnosis, ULSAM.
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Introducao

A historia das analises clinicas comegou no inicio do século XIX devido nao s6 ao
interesse cada vez maior pelos fluidos biologicos e em perceber o estado de doenga, como
também a quimica das reagoes analiticas nesses fluidos. O seu maior desenvolvimento foi no
inicio do século XX gragas a aplicagao de métodos com determinagoes mais precisas. Nos
anos 60, houve uma maior utilizacdo de técnicas quimicas executadas maioritariamente ao
sangue e urina que levaram a que a pratica clinica fosse cada vez mais dependente das analises
clinicas (Rosenfeld, 2002).

De facto, € inegavel a relevancia dos testes realizados num Laboratério Clinico, pois
permitem muitas vezes a confirmagao de uma suspeita clinica de um possivel diagnostico;
auxilio na selegao, na otimizagao e na monitorizagao do tratamento; rastreio de uma doenga
na auséncia de sinais ou sintomas clinicos, entre muitas outras fungdes (Bruns, Rousseau,
Burtis, 2016). Neste sentido, ¢ crucial que o Laboratorio de Analises Clinicas possua recursos,
nomeadamente instalagoes adequadas, equipamento e pessoal com conhecimentos médicos,
cientificos e técnicos capaz de utilizar corretamente os recursos supracitados (Carreiro-
Lewandowski, 2010; Kurek, Lifshitz, 2012).

O Mestrado de Andlises Clinicas proporciona um estagio de caracter profissional, em
contexto de trabalho real num Laboratorio Clinico, com a participagao na rotina de trabalho.
Este estagio permite a aplicagcao e consolidagio dos conhecimentos adquiridos nas diversas
unidades curriculares e a obtencao de competéncias cientificas e técnicas de um Técnico
Superior na area do diagnéstico laboratorial.

O local escolhido para o desenvolvimento do estagio foi o Servigo de Patologia Clinica
na Unidade Local de Saude do Alto Minho (ULSAM)-Hospital Santa Luzia em Viana do Castelo.
Este Servico, integrado no Departamento de Meios Complementares de Diagnéstico e
Terapéutica estd organizado em 3 secgoes distintas: Hematologia, Imunoquimica e
Microbiologia. A nivel laboratorial esta unidade de saide conta ainda com o Laboratério de
Imunohemoterapia e o Laboratorio de Saide Ambiental. O estagio decorreu num periodo de
6 meses sendo este dividido entre Hematologia, Microbiologia e Imunoquimica.

Assim, com a elaboragio deste relatorio pretende-se descrever as atividades
desenvolvidas e concomitantemente os conhecimentos teoricos subjacentes, dando mais

enfoque as areas de Hematologia e Microbiologia.



Caracterizacao do Laboratorio de Analises Clinicas

O servigo de Patologia Clinica integra o departamento de Meios Complementares de
Diagnostico e Terapéutica da Unidade Local de Saude Alto Minho (ULSAM). A nivel hospitalar,
a ULSAM é constituida por dois polos, Hospital de Santa Luzia em Viana do Castelo e Hospital
Conde de Bertiandos em Ponte de Lima, sendo constituido ainda por 12 Centros de Saude,
uma Unidade de Salde Publica e duas Unidades de Convalescenga prestando assim servigos
em todo o distrito de Viana do Castelo.

A direcao do Servigo de Patologia Clinica é assumida pelo Dr. Mota Freitas, médico
patologista. Encontra-se em integragao um novo médico patologista, o Dr. Yuriy Shevchenko.
Como ja foi referido, o servigo encontra-se subdividido na segao de Hematologia, sob
responsabilidade clinica da Dr.* Maria José Gaiao; secgao de Microbiologia da responsabilidade
da Dr.* Sandra Vieira e Imunoquimica da responsabilidade da Dr.* Cristina Maldonado. O
Laboratério de Saude Ambiental, da responsabilidade da Dr.* Ana Queirds, realiza anilises
quimica (acreditadas, em transicao, pela NP EN ISO/IEC 17025:2018) e microbiologicas a aguas
destinadas a consumo e de piscinas e o Servico de Imunohemoterapia, sob direcao do Dr.
Miguel Jorreto, servigo este que assegura a colheita, estudo, processamento e armazenamento
das dadivas de sangue, assim como o diagndstico e tratamento de coagulopatias,
hipercoagulabilidade e trombofilia.

O laboratoério, com o Sistema de Gestao de Qualidade (SGQ), certificado pela NP EN
ISO 9001:2015, tem como fungao realizar as analises clinicas requisitadas pelos clinicos,
apresentando resultados exatos e precisos em tempo oportuno e esclarecer o clinico quanto
aos resultados obtidos. A margem do dmbito do SGQ, o laboratério participa ainda em Ensaios
Clinicos a decorrer no Hospital (intermediados pela BlueClinical) prestando apoio laboratorial
na preparagao e envio de amostras para os Laboratoérios envolvidos nos distintos ensaios
clinicos.

Os clinicos requisitam as analises através do sistema de apoio ao Médico SClinico. E
possivel analisar diferentes tipos de amostras, sangue, urina, fezes, outros liquidos biolégicos,
sendo alguns mais ou menos invasivos. A flebotomia é a principal técnica de colheita e é
realizada por enfermeiros quando inserida em contexto de internamento ou Unidade de Dia
e por Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica na Central de Colheitas, quando
solicitada em contexto de Consulta Externa. A fase pré-analitica envolve a fase pré-pré-
analitica, na qual o clinico decide quais as analises a requisitar, sendo que este pedido pode ser
apoiado pelo laboratério sempre que solicitado. Esta fase do processo inclui a selecao e

identificagao dos tubos/contentores de colheita, validagao da identidade do utente, transporte



e preparagao das amostras (centrifugacao, preparacao de aliquotas, entre outros). As etiquetas
utilizadas para identificagao das amostras comportam diferentes informagoes: nome completo
do utente, idade e género, servigo requisitante, e niumero de tubo. A maioria dos erros ocorre
nesta fase, por isso € importante ter consciéncia das suas principais fontes, no sentido de os
minimizar (Neogi, et al., 2016).

As amostras colhidas/recebidas na central de colheita chegam ao Servico por
intermédio de auxiliares que distribuem as amostras pelas distintas secgoes executantes. As
amostras com origem no Internamento, Urgéncia e Hospital de Dia, sao recebidas pelo
secretariado que as distribui pelas sec¢oes. No momento de recegao do produto o pedido do
clinico é integrado no Clinidada XXI, sistema de Gestao Laboratorial. Este Sistema esta ligado
bidireccionalmente a maioria dos autoanalisadores (Tabela 1), assim, estes recebem
automaticamente os pedidos e apos processamento das amostras enviam os resultados para

o Clinidata XXI, onde se procede a validagao dos resultados.

Tabela | - Equipamentos de Servico de Patologia da ULSAM.

Hemograma

Sysmex XN-2000 Fluidos biologicos

VES-MATIC 30 Velocidade de Sedimentagao

ADAMS AlIC HA-8160
GEM Premier 3500 e 4000
Hematek Slide Stainer
PREVI Color Gram

Bactec 9240

Bactec MGIT 960

GeneXpert IV
Phoenix 100
Vitek 2 Compact

Genesis FE500 TECAN

Architect (c8000 + i2000)

Mago 4
Cobas e41 |
ImmunoCAP 250

MINICAP

Combinado UC MAX e
SediMAX

Hemoglobina Glicada/ Fragoes hemoglobina
Gasometria/Ca®* ionizado/Co-oximetria
Coloragao de esfregacos sanguineos
Coloracao Gram das amostras

Incubagao e leitura dos frascos de hemoculturas

Incubagao e leitura dos frascos de cultura do
complexo Mycobacterium tuberculosis

Detecao MRSA/KPC/Influenza A e B
Identificagao e antibiograma de microrganismos
Identificacdo e antibiograma de microrganismos

Triagem, centrifugacao e preparagao de
aliquotas

Pardmetros de bioquimica, marcadores
cardiacos, marcadores viricos, marcadores
tumorais, endocrinologia

Autoimunidade em lamina/ serologia infeciosa
PAPP-A, B-HCG, ACTH, calcitonina, TSH

Alergologia/Autoimunidade

Eletroforese das proteinas do soro e
imunofixacoes

Urina tipo Il e sedimento urinario



Relativamente a fase pds-analitica, destacam-se o servico de Consultoria ao clinico, a
comunicagao de resultados criticos, a vigilincia epidemioldgica, a participagio em programas
de Avaliagao Externa da Qualidade e o acompanhamento de servico realizado no exterior. O
protocolo de comunicagao de resultados criticos e/ou de emergéncia clinica é transversal ao
Servico, neste, o laboratorio compromete-se a comunicar com a maior brevidade os
resultados ao clinico. Os resultados que despoletam este protocolo devem ser
contextualizados de acordo com a origem do utente: internamento, urgéncia, Hospital de dia
ou Consulta externa e o seu historico. A participagio em programas de avaliagao externa de
qualidade - Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS) e External Quality Assessment
Services (NEQAS) é um meio independente de garantia de qualidade dos resultados laboratoriais
e permite ao servigo avaliar a precisao, a exatidao e a comparabilidade dos seus resultados
com outros ao longo do tempo, identificar desempenho insatisfatorio, detetar erros analiticos
e, consequentemente, tomar agoes corretivas assim como assegurar a confianga dos clientes,

clinicos e utentes (Kristensen, Meijer, 2017).



HEMATOLOGIA

A Hematologia Clinica ¢ a especialidade que estuda o sangue e os seus componentes,
sobretudo as células sanguineas (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) e os oérgaos
hematopoiéticos (medula ossea, bagco e ganglios linfaticos) nas vertentes clinica e de
laboratoério. Esta, apoiada por anilises laboratoriais, estuda varias doengas, nomeadamente
anemias, leucemias, linfomas, e alteragoes da coagulacao. (Vajpayee et al., 2012).

A equipa de trabalho da seccao de Hematologia Laboratorial € composta por duas
Técnicas Superiores de Saude (TSS), Farmacéuticas Especialistas em Analises Clinicas e duas
Técnicas Superiores de Diagnostico e Terapéutica (TSDT). As duas Técnicas Superiores de
Saude tém como funcao a coordenacao, assim como verificagao do Controlo de Qualidade
Interno (CQI), responsabilidade pelo Controlo de Qualidade Externo e validagao técnica dos
resultados, assim como a visualizagao das laminas dos esfregagos de sangue periférico e
citoesfregacos. As TSDT certificam-se que todas as amostras sao analisadas assim como o
CQI, preparam esfregagos sanguineos e citoesfregacos podendo também fazer a sua
visualizagao.

Nesta secgao realizam-se Hemogramas, Esfregacos de Sangue Periférico, Velocidades
de Sedimentagao FEritrocitaria (VS), Gasometrias arteriais e venosas, a determinagao de
Hemoglobina Glicada (HbA c) e de Fragoes de Hemoglobina, a contagem total e diferencial
de células de liquidos bioldgicos, que nao o sangue e seus derivados, e Espermogramas.

Esta seccao participa em dois programas internacionais de avaliagao de qualidade: o
RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme) que permite avaliar as determinagoes
do hemograma, VS, HgA,c e as gasometrias enquanto que o NEQAS (External Quality
Assessment Services) possibilita a avaliagao de esfregagos de sangue periférico, tanto no que diz
respeito a morfologia celular como a contagem diferencial leucocitaria. Este processo de
revisao por pares, atesta a capacidade que o laboratorio tem no processamento de resultados
precisos e exatos e fornece assim o reconhecimento da competéncia do laboratério em
relacao aos restantes.

O sangue é colhido para um tubo contendo o sal tripotassico de acido etilenodiamino
tetra-acético (K;EDTA) quando as andlises pretendidas sio o Hemograma, a VS e a HbAIlc
visto que este leva a completa anti-coagulagao do sangue, formando um complexo estavel com
o calcio, sem comprometer as estruturas celulares sanguineas (McNamara,2017). Para as
andlises de gasometrias arterial ou venosa, o sangue arterial ou venoso é colhido em seringas
com Heparina-Litio.

As etiquetas utilizadas para identificacao das amostras incluem diferentes informagoes.

No caso particular da Hematologia, possuem ainda informagoes adicionais, “H” corresponde

-5.-



a Hemograma; “VS” a velocidade de sedimentagao; “CBC” que significa complete blood count,
uma andlise que nao disponibiliza as subpopulagdes leucocitarias, solicitado em casos
especificos por ser mais célere, muitas vezes utilizado pelo Hospital de Dia e durante ou apés
uma cirurgia quando so6 se necessita de um parametro como é exemplo a hemoglobina; “E”
que corresponde a pedido de esfregaco. Em situagoes criticas/emergentes (Via Verde
coronaria, Via verde sépsis, bloco operatério), em contexto de Hospital de Dia
(quimioterapia) as amostras sao sinalizadas com uma etiqueta laranja para que sejam
processadas de forma prioritaria.

No decorrer do estagio neste setor tive a oportunidade de integrar a equipa de
trabalho de rotina, tanto no processamento das amostras e controlos de qualidade interno
nos diferentes equipamentos, como na realizagao das andlises e observagao de esfregacos de
sangue periférico e citoesfregagos. De referir que no setor de Hematologia, para além das
andlises hematologicas, sao realizadas outras relacionadas com analise de células nao

sanguineas que também sao abordadas neste Relatorio.

I. Hemograma
I.1. Parametros incluidos e principio de funcionamento do autoanalisador

O hemograma inclui o seguinte conjunto de parametros: i) contagem de eritrocitos,
hematocrito, Volume Corpuscular Médio (MCV), concentragao de hemoglobina, Hemoglobina
Corpuscular Média (MCH), Concentragao Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC),
dispersao do Volume Eritrocitario (RDW [%]), contagem e percentagem de eritroblastos e o
pedido de reticulocitos inclui a sua contagem e percentagem, fragao de reticulocitos imaturos
e Equivalente de hemoglobina reticulocitaria; ii) determinagao do numero de leucocitos e
contagem diferencial em neutrofilos, linfécitos, monocitos, eosindfilos e baséfilos ou ainda
células precursoras linfociticas ou granulociticas e iii) contagem de plaquetas, determinagao do
Volume Plaquetar Médio (MPV) e da Dispersao do Volume Plaquetar (PDW).

O equipamento utilizado neste setor para a realizagao do hemograma é o XN-2000 da
Sysmex Corporation, constituido por duas subunidades acopladas, sendo que ambos realizam o
hemograma. A subunidade | esta configurada com um canal préprio para o processamento de
liquidos biologicos e a subunidade 2 tem um canal dirigido para a contagem de reticulocitos e
de plaquetas por fluorescéncia.

A contagem dos eritroécitos, das plaquetas e a determinagao do hematocrito fazem-se
pelo método da impedancia com focagem hidrodinamica, pela medicao da alteragao da
resisténcia durante a passagem de uma célula através de uma pequena abertura definida entre

dois elétrodos. A focagem hidrodinamica permite diminuir fenomenos de coincidéncia
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(passagem de duas células ao mesmo tempo), uma vez que o fluxo de amostra é revestido
com um fluido de fluxo de revestimento (sheat stream) que reduz o diametro de fluxo para o
tamanho da célula e faz assim o isolamento de células individuais. As células passam através do
campo elétrico sempre alinhadas devido a turbuléncia entre os elétrodos. Os impulsos
elétricos resultantes sao proporcionais ao volume das células e sao exibidos em histogramas
(Lehner et al, 2007). Este método permite uma boa discriminacdo entre eritrécitos de
tamanho reduzido e plaquetas e detetar mudangas subtis nas curvas de distribuicao dos
eritrocitos e o reconhecimento de varias populagoes eritrocitarias em utentes com anemias
por deficiéncia de ferro, por exemplo (Fujimoto, 1999). O hematocrito é a soma de todos os
impulsos gerados pelos eritrécitos. O indice de Dispersio do volume eritrocitirio (RDW) é
calculado a partir do grafico e expresso como desvio padrao (SD) em fL ou como coeficiente
de variagao (CV), em percentagem, sendo esta ultima a mais utilizada. Os indices

hematimétricos sao calculados automaticamente e sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Equagoes para o célculo dos indices hematimétricos.

indice Equacao
Volume Corpuscular médio (MCV) MCV (fL) = HCT O%) X 10
RBC(x106 /uL)
Hemoglobina Corpuscular Média (MCH) MCH (pg) = HGB(g/dL) x 10
RBC(x106 /uL)
HGB(g/dL)

Concentracao Hemoglobina Corpuscular MCHC dl) =
Média (MCHC) (g/dD) HCT (%)

x 100

A concentragao em hemoglobina é obtida pelo método do Lauril Sulfato de Sédio (SLS),
um método alternativo ao tradicional método da cianometahemoglobina, livre de cianeto. O
SLS é um detergente que lisa os eritrocitos e forma um complexo com a hemoglobina,
convertendo-a a metahemoglobina, sendo esta uma conversao rapida e o produto final
relativamente estavel. Este complexo é medido por espectrofotometria, pela leitura da
absorbancia a 539 nm, proporcional a concentragao de hemoglobina da amostra. A principal
vantagem deste método € que o reagente nao é toxico e é biodegradavel (Karsan et al., 1992).

A citometria de fluxo por fluorescéncia aliada a focagem hidrodindmica é usada para
fazer a contagem diferencial de leucocitos, eritroblastos (nucleated red blood cells-NRBC),
reticulocitos e a contagem de plaquetas por fluorescéncia. A marcagao das células ocorre apés
permeabilizacio da sua membrana e de um marcador de fluorescéncia que se liga
especificamente aos acidos nucleicos e proteinas nos organelos citoplasmaticos. Um feixe de

luz semicondutor é direcionado para as células que passam pela unidade de fluxo. A luz
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dispersa para a frente, a luz dispersa lateral e a luz fluorescente lateral sio captadas pelo
fotodiodo e convertidas em impulsos elétricos (Briggs et al., 2012). A luz dispersa para a frente
fornece informagoes sobre o tamanho das células, a luz dispersa lateral fornece informagao
sobre a estrutura intracelular e a luz fluorescente lateral fornece informagoes sobre o
conteiudo de DNA/RNA. Células com propriedades fisicas e quimicas semelhantes formam
grupos nos diagramas de dispersao dos diferentes canais.

O autoanalisador Syxmex XN-2000 tem 5 canais para fazer a avaliagao dos multiplos
parametros. O canal WNR ¢ dedicado a leucocitos e eritroblastos. O canal WDF faz a
contagem diferencial de leucdcitos em neutrdfilos e basdfilos, linfocitos, monodcitos e
eosinofilos. O canal WPC deteta células anormais, como leucocitos imaturos ou linfocitos
atipicos. O canal PLT-F faz a determinacao de plaquetas com maior precisao, especialmente
em baixas contagens, assim como da fragao de plaquetas imaturas (IPF). O canal RET determina
reticulocitos, reticulocitos imaturos e o parametro “Equivalente de Hemoglobina
Reticulocitaria” (Schoorl et al,, 2015; Lehner et al., 2007; Briggs et al., 2012).

Associado ao autoanalisador encontra-se a Unidade de Processamento de
Informagdes, que processa e apresenta dados gerados pelo equipamento. Este software integra
um conjunto de regras pré-definidas, previamente validadas pela responsavel da secgao, por
exemplo, microcitose e macrocitose, anemia, agregacao de eritrocitos por suspeita de
existéncia de aglutininas frias, trombocitose ou trombocitopenia, agregados plaquetarios,
linfocitose, linfocitos atipicos, granulocitos imaturos ou células blasticas. Isto permite uma
padronizagao e diminuicao de erros, pois independentemente do utilizador, as normas sao
aplicadas. Esta ferramenta possibilita a validagao automatica de hemogramas que sao enviados
diretamente para o Clinidata XXI, ou retém aqueles que precisam de analise prévia (consulta
de historico, verificagao de coagulo, homogeneizagao, estufa, observagao de esfregaco) antes
de serem validados. Visto que um Unico tubo de sangue colhido em K;EDTA permite realizar
nao s6 hemograma como também VS, HbA c e andlise do peptideo natriurético do tipo B
(BNP) a referida Unidade de Processamento de Informagoes tem também um alerta para a
realizagao destas anadlises facilitando assim a sua triagem. Esta mesma Unidade, gragas as
caracteristicas supracitadas, permite uma maior gestao de recursos tanto materiais como
pessoais, visto que devido ao nimero elevado de utentes seria incomportavel fazer a validagao
técnica de todos os hemogramas individualmente.

Relativamente ao Controlo de Qualidade Interno, é processado em 3 niveis: nivel
| (baixo), nivel Il (normal) e nivel Il (alto) para sangue periférico colhido com K;EDTA e
também ha controlo de fluidos bioldgicos que nao o sangue, para a subunidade | tanto nivel |

como nivel Il. No sentido de rentabilizar recursos, estes controlos sio realizados em dias
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alternados e o controlo de qualidade interno referente aos fluidos bioldgicos é efetuado
sempre que existem amostras. Os tubos com as amostras do Controlo de Qualidade
encontram-se no frigorifico, deve-se permitir que estabilizem a temperatura ambiente durante
30 minutos, agitam-se durante 5 minutos e colocam-se num rack com as demais amostras. O
autoanalisador dara um sinal se algum dos parametros das amostras de controlo nao se

encontrar no intervalo entre o limite superior e inferior, definidos pelas cartas de controlo.

1.2. Interpretacio do hemograma

[.2.1. Eritrocitos

As determinagoes relacionadas com os eritrocitos sao a sua contagem, o hematocrito,
o Volume Corpuscular Médio (MCV), a concentracao de hemoglobina, a Hemoglobina
Corpuscular Média (MCH), a Concentragao Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC), a
dispersao do Volume Eritrocitario (RDW [%]), a contagem e a percentagem de eritroblastos.
Quanto a requisicao de reticuldcitos, esta inclui a sua contagem e percentagem, a fragao de
reticuldcitos imaturos e o “Equivalente de hemoglobina reticulocitaria”.

Os eritrocitos sao produzidos na medula éssea num processo altamente regulado por
fatores de crescimento, denominado eritropoiese. O proeritroblasto, a primeira célula da linha
eritroide identificavel na medula 6ssea, apresenta nidcleo central com nucléolos e basofilia
citoplasmatica que se deve aos ribossomas e sofre quatro mitoses dando origem ao
eritroblasto basofilo. As mitoses do eritroblasto basofilo dao origem ao eritroblasto
policromatofilo, assim denominado pois apresenta policromatofilia devido a crescente
produgao de hemoglobina acidéfila e a presenga de acido ribonucleico. No final da mitose do
eritroblasto basofilo, o nucleo torna-se picnético, originando o eritroblasto ortocromatico.
Apos a expulsao do nucleo, a célula denomina-se reticulécito, que é policromatdfilo devido a
presenca de acido ribonucleico (Mathur et al,, 2012).

Os reticulocitos permanecem na medula 6ssea entre 24 a 48 horas antes de serem
libertados na corrente sanguinea e fornecem uma medida quantitativa da eritropoiese em caso
de anemia, embora niao fornecam informagoes quanto a sua qualidade, permitindo a
diferenciagao entre anemias hipoproliferativas e anemias hiperproliferativas (Briggs, Bain,
2017).

A percentagem de reticulocitos pode ser afetada pelo seu tempo de maturagao, que
ocorre tanto na medula éssea como no sangue periférico e pelo nimero de eritrocitos
circulantes. A diminui¢do na contagem de eritrocitos causa um aumento na contagem

percentual de reticulécitos. Hemolise ou anemia levam a estimulagao da eritropoiese e os
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reticulédcitos sao libertados da medula prematuramente, resultando num maior tempo de
circulagao destes e elevada contagem. No sentido de evitar uma estimativa elevada do nimero
de reticulocitos, o indice de Produgao de Reticulocitos é utilizado, sendo baseado no tempo
de maturagao de reticulocitos no sangue (Mathur et al., 2012; Pierre, 2002).

A hemoglobina reticulocitaria é a medida do teor médio de hemoglobina da fragao
reticulocitaria dos eritrocitos na circulagio periférica. E um reflexo da hemoglobinizacio dos
eritrocitos que foram produzidos pela medula 6ssea nos ultimos dois dias, permitindo, assim,
avaliar a qualidade dos eritrécitos em desenvolvimento. A fragao de reticulécitos imaturos
(FRI) pode ser utilizada na monitorizagao da eritropoiese.

Estas determinagoes permitem o despiste de varias patologias, nomeadamente anemias
e hemoglobinopatias. As anemias podem ser causadas por perda de sangue, diminuicao da
produgao de eritrocitos e aumento da destruigao dos mesmos e sao detetadas pela diminuigao
da concentragao de hemoglobina e dos eritrocitos de acordo com os valores de referéncia
para idade e sexo (Elghetany, Banki, 2012).

O MCV indica o volume médio de cada eritrocito e permite classificar os tipos de
anemias em microciticas se o valor for menor do que 80 fL, normociticas se for entre 80 e 97
fL e macrocicicas se o mesmo exceder os 97 fL. E relativamente estavel, por isso, quando ha
uma variacao consideravel, a Unidade de Processamento de Informagdes anexada ao
autoanalisador retém a amostra para validagao manual, no sentido de se avaliar, por exemplo,
se ha a possibilidade de troca de identificagao.

O MCH simboliza a hemoglobina existente em cada eritrécito e o MCHC é calculado
a partir da concentragao de hemoglobina e do hematdcrito e expressa a concentragao de
hemoglobina média em cada eritrécito. Estes dois indices definem as anemias quanto a
concentragao em hemoglobina. Anemias hipocromicas (MCH inferior a 27 pg) e microciticas
estao associadas a deficiéncias em ferro, talassémias, doencga cronica, sideroblastica congénita,
deficiéncia em cobre ou intoxicagao por chumbo. Anemias normocrémicas (MCH entre 26 e
34 pg) e normociticas indicam perda aguda de sangue, doencas renais ou faléncia medular. As
anemias normocromicas e macrociticas estao associadas a anemias hemoliticas visto que os
reticulécitos sao maiores do que os eritrécitos, contudo o MCV depende nao sé do grau de
reticulocitose, como da presenga de esferocitos ou outras formas anormais de eritrocitos
(Win, Richards, 2017). As anemias macrociticas dividem-se em megaloblasticas, devido a
deficiéncia em vitamina B, ou acido folico e nao-megaloblasticas, quando se devem a
hepatopatias mielodisplasicas, farmacos citotoxicos ou alcoolismo cronico (Hoffbrand, Moss,

201 I2).
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Um valor elevado de MCV isolado, despoleta o flag “Aquecer amostra a 37°C”, pois
pode dever-se a presenga de aglutininas frias, anticorpos que aglutinam os eritrocitos a baixas
temperaturas e levam a hemaglutinacio. E competéncia do técnico avaliar se esta agio é ou
nao benéfica, pois se a contagem de eritrocitos se encontrar normal, descarta-se a
possibilidade de aglutininas frias.

O valor de RDW expressa o grau de anisocitose e é inversamente proporcional a
homogeneidade da populagao de eritrocitos. Auxilia no diagnostico diferencial de anemias,
particularmente na distingao entre a talassémia minor, com populagao eritrocitaria homogénea,
e a anemia ferropénica, caracterizada por populagao heterogénica. O RDWV é também elevado
apos transfusoes sanguineas ou apos terapéutica para a anemia devido a populagoes dimorficas
(Matos et al.,, 2008).

Um numero elevado de eritroblastos pode ser encontrado em casos de anemias
abruptas e é caracteristico de disfungdes hemoliticas do recém-nascido. Pode encontrar-se
associado a presenga de precursores granulociticos e leucocitose e denominar-se reagao
leucoeritroblastica, causada por corticosteroides e infegdo generalizada, por exemplo. A
presenca de mais de 20% de eritroblastos indica anemia hemolitica, sindrome mielodisplasica

ou mielofibrose (Bain, 2017).

[.2.1.1.  Morfologia e alteragoes morfologicas dos eritrocitos

No estudo da morfologia dos eritrocitos e das suas alteragoes € importante ter em
ateng¢ao nao sé o numero, como o tamanho, cor e a sua forma, assim como ter em conta as
formas imaturas presentes. Assim, a diminuicao da contagem de eritrocitos associa-se a anemia
e ao aumento associa-se poliglobulia. Para o diagndstico diferencial de anemia ou de outras
patologias é importante a identificagao de variagoes na forma e de inclusées (Bain, Path, 2005).
Para a observacao dos eritrécitos deve escolher-se uma zona da lamina fina o suficiente para
que estes estejam individualizados mesmo que um pouco sobrepostos. Na Tabela 3
encontram-se descritas a morfologia dos eritrocitos assim como algumas alteragoes associadas
a determinadas patologias que tive oportunidade de observar aquando da passagem pela

valéncia de Hematologia.



Tabela 3 - Morfologia e alteragées morfoldgicas dos eritrocitos.

Descricdo e possiveis causas

Eritrocitos - células de cor rosa, em forma de
disco biconcavo do tamanho do nlcleo de um
pequeno linfocito.

Eritroblastos picnoéticos - nicleo pequeno e
citoplasma levemente policromatofilico.

Reticulocitos - policromatofilia, correspondente
aos granulos de RNA, que originam cinzento-
azulado.

Macrécitos e neutréfilo hipersegmentado -
alcoolismo crénico.

Esferécitos - podem ser causados por
esferocitose hereditaria ou queimaduras graves

Células em alvo - anemias ferropénicas,
talassémia.

a2

W {
0o}
Q

NoYo

2P

Pontuado basofilo(setas), fragmentos de

~& @ RNA desnaturados - Em talassémias, infecoes
graves, anemia sideroblastica e anemia
megaloblastica.

Corpos de Howell-Jolly - remanescentes de
DNA normalmente observados em pacientes
esplectomizados, anemia megaloblastica ou

3 anemia hemolitica.

Adewoyin, Nwogoh, 2014; Hoffbrand, Green, 2005; Bain, 2017. Imagens adaptadas de Rodak, Carr (2017)
ou fotografadas no Servigo de Patologia.



1.2.2. Leucdcitos

A andlise de leucécitos consiste na determinagao do seu numero e na sua contagem
diferencial em neutroéfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basoéfilos ou, ainda, em células
precursoras linfociticas ou granulociticas.

Esta andlise é de grande relevancia em algumas situagdes, como por exemplo em
utentes com cancro sujeitos a quimioterapia. De facto, os utentes que vao ser submetidos a
quimioterapia no Hospital de Dia da ULSAM devem ter, no minimo, um valor de 1,5x10’
neutrdfilos por litro, um valor que é relativamente elevado, tendo em conta que a tendéncia
€ ocorrer a sua diminuigao apos o procedimento (Goller et al., 201 1).

Como se sabe, a leucopenia, principalmente devida a neutropenia leva a um maior risco
de infecao bacterianas oportunistas ou por fungos. Uma vez que estes valores sao um fator
decisivo para se realizar quimioterapia ou nao, pode-se justificar fazer a observagao de um
esfregaco de sangue periférico quando o utente tem mais de 1,4 x10°/I de neutréfilos e uma
grande percentagem de granulocitos imaturos, nomeadamente metamielocitos que estao na
fase final de maturagao.

Recém-nascidos, gravidas e pessoas que foram submetidas a cirurgia tém granulocitos
imaturos no sangue periférico. A presenga de granulocitos no sangue periférico pode significar

uma resposta precoce a uma infegao ou inflamagao.

1.2.2.1.  Morfologia e alteragoes morfologicas dos leucocitos

No sangue periférico a propor¢ao dos diferentes leucocitos varia com a idade,
podendo também variar devido a patologias associadas. Nos adultos, os neutrofilos sao os
mais abundantes, perfazendo cerca de 40 a 75% de leucocitos, os linfocitos estao entre 20 a
45%, monocitos 2 a 10%, eosindfilos de | a 6%, e basofilos menos de 1% (Adewoyin, Nwogoh,
2014). A avaliagao do esfregagco de sangue auxilia ainda em diagnosticos especificos, como sao
os casos da sindrome mielodisplasica, leucemia ou linfoma quando estes tém expressao no
sangue periférico (Bain, Path, 2005). A Tabela 4 apresenta a descri¢ao e imagens de leucocitos
e alguns dos seus percursores, assim como de alteragdes morfologicas e patologias a si

associadas com as quais tive oportunidade de contactar.
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Tabela 4 - Morfologia e alteragées morfoldgicas dos leucédcitos.

-14-
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Mieloblasto - alta relagao nicleo/citoplasma, contendo
nucléolos (sinal de imaturidade) e cromatina fina. Citoplasma
escasso e baséfilo ndo contém granulos.

Promielocito - granulos primarios dispersos, ainda com
nucléolos visiveis, mas a cromatina mais condensada e com
citoplasma mais abundante.

Miel6cito neutrofilo - nlcleo redondo e excéntrico, sem
nucléolos e possui granulos secundarios.

Metamieldcitos - niucleo em forma de rim.

Forma em bastdo - sem divisao filamentosa entre os
I6bulos nucleares. Um aumento destas formas ocorre em
situagoes de infecao e inflamagao assim como na gravidez.

Neutrofilos - trés a cinco segmentos nucleares conectados
por filamentos de cromatina e citoplasma com granulos
primarios e secundarios.

Neutroéfilos com granulagdes toxicas - infegao
bacteriana, administracdo do fator estimulante de colonias de
granulécitos e anemia aplastica. Granulagoes toxicas e
vacuolizagdo sdo caracteristicas de sepsis.

Eosinéfilo - Eosinofilia observa-se principalmente em
parasitoses, alergias, leucemia aguda ou doengas
mieloproliferativas.

Basofilo - nicleo bilobado e granulos que contém histamina,
serotonina e leucotrienos que cobrem toda a superficie da
célula. A basofilia é frequente em pacientes com mielofibrose
e policitemia vera e particularmente na leucemia mieloide
cronica.

Monécitos - sio as maiores células maduras encontradas no
sangue periférico, com citoplasma abundante azul-
acinzentado, podem conter granulos ou vacuolos e nicleo
indentado com a cromatina levemente condensada.



Linfocitos - nicleo redondo com cromatina condensada e
citoplasma azul podendo também ser possivel visualizar

Q linfocitos maiores apresentando maior contetudo
citoplasmatico e granulos azurofilicos.

Patologias associadas a altera¢6es morfologicas
e o Tt

Leucemia linfocitica cronica - linfocitose persistente.
Afeta principalmente a populagdo idosa. Setas azuis- linfécitos
com prolongamentos citoplasmaticos e cromatina laxa Setas
laranja- manchas de Gumprecht.

Q. Mononucleose infeciosa (virus Epstein-Barr) - Linfécitos
atipicos, grandes, com abundante citoplasma hiperbaséfilo e
vacuolos e a cromatina é laxa. A membrana citoplasmatica

l“ ‘\ parece indentada, caso os linfocitos atipicos entrem em
' ] -
®

contacto com outras células.

Mieloma multiplo - rouleaux eritrocitario associado a uma
< velocidade de sedimentacao muito aumentada e elevado
0 nimero de plasmocitos (seta azul) com citoplasma
hiperbasofilo e nucleo excéntrico.

Linfoma do Manto - linfoma dos linfécitos B e
morfologicamente é caracterizado por pequenos linfocitos
irregulares com nucleo clivado, “centrdcito-like”.

Mielofibrose Primaria - proliferacio clonal de mdltiplas
linhagens celulares e fibrose da medula 6ssea devido a
hiperplasia de megacariocitos, com estimulagao de
fibroblastos, e esplenomegalia devia a hematopoiese extra-
medular. O esfregago de sangue periférico revela
anisopoiquilociose com dacriécitos e ovaldcitos e reagao
leucoeritroblastica.

Bain, 2017; Jamieson, Hays, 2008; Ravandi, Hoffman, 2005; Mathur et al., 2007; Jamieson, Hays, 2008; Hutchison,
Abraham Jr, 2012; Avivi, Goldstone, 2005; Vassiliou, Green, 201 |. Imagens adaptadas de Rodak & Carr (2017)
ou captadas no Servigo de Patologia.
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[.2.3. Plaguetas

Como ja foi referido, a andlise as plaquetas envolve a sua contagem e as determinagoes
do Volume Plaquetar Médio (MPV) e da Dispersao do Volume Plaquetar (PDW).

Existem alguns fatores passiveis de induzir pseudotrombocitopenia, diminui¢ao na
contagem de plaquetas in vitro, pela formagao de agregados plaquetares. Estes agregados
podem formar-se devido nao sé6 a uma colheita incorreta, sendo esta situagao irreversivel, mas
pode também ocorrer devido ao anticoagulante. Neste caso pode-se tentar repetir a analise
ap6s submeter a amostra a vortex durante cerca de 2 minutos, contudo esta agao apenas €
eficiente em 2/3 dos casos (Prates et al., 2017). E sempre necessario voltar a confirmar por
lamina se a corregao da contagem foi total. Caso seja necessario convoca-se o utente para
nova colheita e esta sera realizada noutro tubo que o servico da ULSAM tem disponivel para
o estudo de possiveis pseudotrombocitopenias, o Tromboexact da Sarsted. Se existirem
plaquetas macrociticas ou eritrécitos microciticos pode haver um erro nas contagens e os
graficos apresentam anomalias. O autoanalisador Sysmex XN-2000 faz essas determinagoes
por fluorescéncia, diminuindo as interferéncias de fragmentos de eritrocitos e leucocitos assim
como eritrécitos microciticos. E também fornecida a fragio de plaquetas imaturas, que traduz
a eficacia da megacariopoiese, auxiliando assim o diagnostico diferencial de trombocitopenias

diferenciando entre destruigao periférica ou hemorragias e faléncia ou supressao medular.

[.2.3.1. Morfologia e alteragoes morfologicas das plaquetas

A fragmentagao do citoplasma do megacaridcito origina entre mil a cinco mil plaquetas,
células anucleadas com formas irregulares entre | a 3 pm de didametro (Hoffbrand, Moss,
201 Ib). Quando a Unidade de Processamento de Informagoes alerta para trombocitopenia, o
esfregaco deve ser observado, tanto para a sua confirmagao como para a sua possivel causa.
Pelo contrario, a trombocitose pode dever-se a inflamagao ou hemorragia se nao exceder
1000 x 10°/I. Se o aumento for muito elevado e associado a anisocitose plaquetdria, com
observagao de algumas plaquetas tao grandes como eritrocitos e hipogranulares e se o utente
nao se encontra em estado critico ou com hipersplenia, tal situagao pode estar associada a
doenga mieloproliferativa (Bain, 2017). A Tabela 5 apresenta a morfologia normal assim como

alteragoes na morfologia plaquetaria com as quais contactei.
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Tabela 5 - Morfologia e alteragées morfologicas das plaquetas

Plaquetas apresentam um formato irregular,
contendo granulos de cor roxa e tamanho
A reduzido entre | a 3 pm.

¥ Plaquetas grandes ou gigantes (do tamanho de
¢ eritrocitos) podem estar presentes em algumas
4 situagoes, nomeadamente trombocitopenia
imune ou sindromes mieloproliferativas.

N Agregados plaquetares. Se a Unidade de

b % '~%‘5) Processamento de InformagGes alerta para
possivel coagulacao devido a trombocitopenia,
sem historico apreciavel deve procurar-se por
agregados plaquetares, principalmente na franja
: o e : do esfregaco periférico ja que é aqui que se vao
T ettt s, depositar.

Bain, 2017. Imagens adaptadas de Rodak & Carr (2017) e do site (em 03/03/2019:
https://imagebank.hematology.org/image/ | 7753/platelet-clump-in-peripheral-blood-smear

1.3. Esfregacos de sangue periférico

Esfregagos de sangue periférico sao efetuados sempre que ha um pedido inicial pelo
clinico ou perante determinados valores ou alteragées no A) i
hemograma. A titulo de exemplo, a presenca de

granulocitos imaturos de novo, possivel presenga de

eritroblastos, trombocitopenia, linfocitose, linfocitos

*

atipicos, inversao da féormula leucocitaria, eosinofilia ou =
monocitose requerem a sua realizagio. O objetivo de

executar um esfregaco de sangue é este ser examinado

0000U

microscopicamente para verificar a contagem ou confirmar ®)

a presenga de células anormais, sendo que a decisao final é

] Figura 1. (A) Adaptador
do técnico que esteja a validar os hemogramas, visto que Heamo-Diff dispensa uma gota
na lamina e permite a sua
extensao. (B) O esfregaco
deve ter dois tercos do
comprimento da ldmina deve

tem de se ter em conta a situagao clinica do utente e do seu

historico. Os esfregacos de sangue periférico sao

preparados a partir do tubo de K,EDTA devidamente ter uma extremidade oval.
(http://vitaros.ru/content/vakuum/
homogeneizado, ao qual se coloca um adaptador Heamo- sarstedt/s-monovet)

Diff, que permite dispensar uma gota na lamina de vidro e
fazer a sua extensao, diminuindo assim o contacto com o sangue (Figura 1A). O esfregago

deve ter dois ter¢os do comprimento da lamina deve ter uma extremidade oval (Figura |B).
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A espessura ideal permite que, ao observar ao microscépio, exista alguma sobreposicao de
eritrocitos ao longo de grande parte do comprimento da lamina e os leucécitos devem ser
facilmente reconheciveis durante a maior parte do esfregago (Bain, 2017; Adewoyin, Nwogoh,
2014). Deve-se entao identificar o esfregago com o nimero do tubo na zona fosca da lamina
e deixar secar.

A coloragao das laminas é automatizada pelo Hematek Slide Stainer, pela coloragao de
Wright-Giemsa. Esta é uma coloragao de Romanowsky modificada constituida por uma
combinagao de corantes basicos, o azul de metileno e seus produtos oxidativos, azure A e
azure B e um corante acido, eosina. O equipamento possui trés reagentes, o corante, a
solugao-tampao e a solugao de lavagem. O corante é dissolvido em metanol, excipiente e
fixador, a solugao-tampao ioniza os sais para que haja a ligagao com as estruturas celulares e
a solugdo de lavagem elimina o excedente. Acidos nucleicos e nucleoproteinas sio corados
por corantes basicos e, por conseguinte, designados basofilicos. Estruturas que fixam com
corantes acidos sao acidofilas ou eosinofilicas, sendo o exemplo a hemoglobina e outros
componentes citoplasmaticos como granulos de eosindfilos (Vajpayee et al, 2012). Esta
coloragao permite visualizar eritrocitos de cor rosa, nucleos de leucécitos que sio com tons
de azul a roxo e plaquetas com citoplasma lilas escuro contendo granulos vermelho arroxeado

(Dunning, Safo,201 I).

2. Velocidade de Sedimentacao Eritrocitaria (VS)

A velocidade de sedimentagao é determinada pelo autoanalisador Ves-Matic 30. Este,
utiliza um método que pode ser comparado ao método de referéncia Westergreen, que mede
a sedimentagao dos eritrécitos em sangue diluido apos | hora num tubo de vidro de 30 cm
de comprimento e 2,55 mm de didmetro, montado verticalmente num suporte, sendo que a
duragao da analise por este sistema apenas € de 28 minutos devido ao facto dos tubos estarem
inclinados 18° em relagdo ao eixo vertical e a analise é feita por leitura otica. A sedimentagao
dos eritrocitos ocorre em trés fases, a primeira com a formagao de rouleaux e agregagao
seguindo-se da acumulagao dos agregados no tubo a uma velocidade estavel e, por Gltimo, a
diminuicao dessa velocidade a medida que mais agregados se acumulam (Osei-Bimpong,
Burthem, 2017).

Como controlo de qualidade interno, o laboratoério utiliza o sangue controlo com nivel
| e nivel 2. Os valores de referéncia para homens siao entre | mm e 10 mm e para mulheres
entre | mm e |5 mm, na primeira hora. Embora seja considerada um parametro analitico nao

especifico, € bastante sensivel e indicador de resposta inflamatéoria aguda de doengas
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inflamatorias sistémicas, neoplasias e gravidez e diminuir devido a policitemia vera, por
exemplo.

Uma resposta inflamatéria devido a danos tecidulares, também denominada resposta
aguda, leva a alteragoes nas concentragoes de determinadas proteinas, homeadamente ao
aumento nao sé das proteinas de fase aguda positivas, tais como a de proteina C reativa (PCR),
fibrinogénio, haptoglobina e ferritina como também de imunoglobulinas e ainda ha a diminuigao
da concentragao de albumina e transferrina o que contribui para um aumento na velocidade
de sedimentagdo. O mieloma multiplo pela expressao excessiva de imunoglobulinas e a
gravidez pelo aumento de fibrinogénio, assim como contracegao oral também levam a VS
aumentada (Hoffbrand, Moss, 201 Ic). A VS também é utilizada para a monitorizagao da artrite
reumatoide e tuberculose e pode ser um indicador de progressao para sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida em portadores do virus da imunodeficiéncia Humana (Osei-

Bimpong, Burthe, 2017; Vajpayee et al., 2012).

3. Curva de fragilidade osmética

A curva de fragilidade osmética analisa a capacidade dos eritrocitos absorverem agua,
sem que ocorra a sua lise, dependendo isto da relagao entre volume e superficie. A sua maior
utilidade é no diagnostico de Esferocitose
Hereditaria. A Esferocitose Hereditaria deve-se
a mutagoes nas proteinas da membrana do
eritrécito, nomeadamente na anquirina, a-
espectrina, B-espectrina, banda 3 ou proteina 4.2
e o suporte do citoesqueleto nao é adequado,

alterando a forma biconcava para esférica.

Assim, os esferocitos tém uma relacio de

Figura 2. Curva de fragilidade osmotica. A amostra
é submetida a doze solugdes hipoténicas de
concentragoes cada vez menores de NaCl. Os tubos
sdo numerados de | a 12 (da esquerda para a capacidade para acumular a 4gua é mais reduzida
direita), sendo que o tubo nimero | tem a maior

concentragio e o 12 a menor. [Foto captada no levando a fragilidade osmotica aumentada

volume e superficie aumentada e a sua

Servigo de Patologia.]

(Layton, Roper, 2017).

O teste implica que a amostra seja submetida a doze solugdes hipotonicas de
concentragoes cada vez menores de cloreto de sédio (NaCl) (Figura 5). Numa amostra de
pessoa saudavel, a hemdlise inicial comega no tubo com 0,44% de NaCl e a hemélise completa
acontece com 0,32% de NaCl. Em utentes portadores de Esferocitose Hereditaria, a hemolise

inicial acontece com uma percentagem de 0,68% de NaCl e a hemdlise completa acontece
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com 0,46% de NaCl. Visto que a leitura deste teste nao se faz com espectrofotometro, mas
sim visualmente, a amostra é também enviada para o exterior para a realizagao do teste da

eosina-5-maleimida, protocolo com os Hospitais da Universidade de Coimbra.

4. Hemoglobina Glicada

A Diabetes Mellitus ¢ uma doenga metabdlica, caracterizada por hiperglicemia e
perturbagdes no metabolismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono, em consequéncia
da deficiente secrecao e/ou agao da insulina. A hemoglobina glicada Alc (HbAlc) é
principalmente determinada por rotina em todas as pessoas com Diabetes Mellitus, para avaliar
o grau de controlo glicémico (WHO, 1999; DGS, 201 1).

A glicagcao da hemoglobina consiste numa ligagao nao enzimatica espontianea do grupo
aldeido da glicose com a valina livre da hemoglobina, formando assim a base de Schiff’s que é
reversivel, podendo dissociar-se ou formar uma cetamina estavel, a hemoglobina glicada (Bem,
Kunde, 2006). A formacao da HbAIc é proporcional a concentragao plasmatica de glicose e a
duragao da hiperglicemia, visto que a vida média dos eritrdcitos é de cerca de 120 dias, esta
indica a concentragao de glicose sanguinea nos 120 dias anteriores.

O autoanalisador Menarini Arkray HA-8160, através do Método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) de troca ionica com fase inversa, permite realizar a separagao
da hemoglobina, determinando a hemoglobina glicada assim como as fragdes de Hemoglobina
A2, Hemoglobina Al e hemoglobina F — Modo Diabetes e Talassemia (Braconnier, 2004). O
sistema hemolisa 4 pl de sangue total e as diferentes fragoes de hemoglobina, carregadas
negativamente, ligam-se a coluna que é composta por uma resina de natureza catidnica. A
hemoglobina glicada é eluida em primeiro lugar, uma vez que tem maior densidade de cargas
negativas. Os resultados sao calculados a partir das areas dos picos das diferentes fragoes e
apresentados como percentagem da hemoglobina total (Thevarajah et al., 2008).

Uma pessoa nao diabética tem uma percentagem de HbA I c entre 4 a 6% enquanto que
uma pessoa diabética descompensada pode ter esse valor muito maior, sabendo-se que a partir
de 7% leva a hiperglicémia nao controlada, o que pode levar a problemas croénicos e
complicagoes a longo prazo. Na determinagao da hemoglobina glicada existem varias situagoes
que afetam o seu doseamento entre elas: i) a presenca de variantes de hemoglobina ,
hemoglobinopatias ou anemia hemolitica que diminuem a vida média dos eritrocitos e levam
a resultados diminuidos falsos; ii) anemia ferropénica ou megaloblastica que aumenta a vida
média dos eritrocitos e leva a resultados falsamente aumentados; iii) toma de acido
acetilsalicilico, alcoolismo cronico ou hipertrigliceridémia que levam a resultados elevados

falsos (Grupo Interdisciplinar de Padronizagao da Hemoglobina Glicada, 2009).
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5. Fracdes de Hemoglobina

Como ja foi referido, para além da Hemoglobina Glicada, determina-se ainda
Hemoglobina A,, Hemoglobina A, e Hemoglobina F sendo ainda possivel detetar a presenca
de variantes da hemoglobina.

A molécula de hemoglobina é um tetramero constituido por dois pares de cadeias
polipeptidicas (a, B, § e y) ligadas nao covalentemente, cada uma fortemente ligada a um grupo
heme. A hemoglobina A (ou Al) é composta por duas cadeias a e duas cadeias B e constituiu
cerca de 97% do total das hemoglobinas no adulto, a hemoglobina A2 é composta por duas
cadeias a e duas cadeias § e representa entre |,5% a 3,5% do total de hemoglobina e a
hemoglobina F é formada por duas cadeias a e duas cadeias y constituindo menos de % num
individuo adulto (Elghetany, Banki, 2012; Wild, Bain, 2017). Defeitos na estrutura da
hemoglobina sao chamados hemoglobinopatias, como ¢é exemplo a hemoglobina S
caracteristica da anemia falciforme.

Defeitos na quantidade de produgao levam a talassémia. Os sinais e sintomas
associados a talassémia surgem como consequéncia da produgao inadequada de uma das
cadeias de hemoglobina e da acumulagao de outra cadeia, levando a anemia microcitica e
hipocromica, a eritropoiese ineficaz e hemolise (Wild, Bain, 2017). O tipo mais comum é a p-
talassémia, havendo uma producao diminuida de cadeia B. A classificagao clinica da B-talassémia
baseia-se nos genes mutados e se a mutagao é hétero ou homozigoética. A B-talassémia major
deve-se a mutagoes homozigoticas e leva a anemias hemoliticas severas com necessidade de
transfusoes de suporte, a P-talassémia intermédia revela sintomas menos graves e a (-
talassémia minor deve-se a uma mutagao heterozigotica provocando anemia ligeira (Elghetany,
Banki, 2012). Com a diminui¢ao da produgao da cadeia B, aumenta a producao de cadeias f3-
like, principalmente da cadeia 6 o que leva ao aumento da hemoglobina A, até 8%, sendo este

um dos principais métodos de diagnostico (Elghetany, Banki, 2012).

6. Analise de células de outros Fluidos Biolégicos
Sempre que se recebem outros fluidos biologicos, que nao o sangue ou seus derivados,
esses sao processados pelo autoanalisador Sysmex XN-2000 subunidade |. No entanto, o
equipamento tem de ser preparado, para que este faga limpeza ao sistema e uma analise de
fundo, visto que o nimero de células nos outros fluidos biologicos é muito inferior ao do
sangue periférico. Depois da analise, que inclui a contagem total de células (eritrocitos,
leucocitos e outras células) e a sua contagem diferencial (polimorfonucleadas, monocleadas,

eosinodfilos e de elevada fluorescéncia) e se a contagem total for superior a 100 células/ pl no
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caso de Liquidos Pleurais, Sinoviais, Pericardiais ou Peritoniais deve-se realizar citoesfrecago

para proceder a contagem diferencial em microscopio.

6.1. Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O Liquido Cefalorraquidiano é essencialmente formado nos plexos coroides através
de ultrafiltragdo do plasma e transporte ativo, circula no espago subaracnoide entre as
membranas aracnoide e pia-mater. As principais fungoes do LCR sao a protegao mecanica do
Sistema Nervoso Central, regulacio da pressiao intracraneana, circulagio de nutrientes e
excrecao de residuos, mantendo a homeostasia (Ringsrud, Linné, 1995). As principais
indicagoes para a recolha de LCR, por pungao lombar, siao infegdo das meninges, hemorragia
intracraniana, patologias do sistema nervoso central e patologias desmielinizantes. Um LCR
normal é limpido, incolor e estéril (Ringsrud, Linné, 1995). A sua colheita é feita
sequencialmente em 3 tubos separados, o primeiro tubo destina-se a andlise bioquimica, o
segundo a analise microbiolégica e o terceiro a contagem e diferenciagao celular. A contagem
do nimero total de células do LCR faz-se em cdmara de Neubauer melhorada.

E primordial distinguir entre uma hemorragia subaracnoide e uma pungio traumatica.
Enquanto que se for devido a pungao traumatica o LCR vai ficando cada vez mais limpido a
medida que se recolhem os 3 tubos para andlise e o sobrenadante apos centrifugagao ¢ limpido,
numa hemorragia os 3 tubos mostram-se idénticos quanto a sua turvagao e o sobrenadante é
xantocromico devido a hemolise dos eritrocitos (a lise dos eritrocitos apos a recolha inicia-
se entre uma a duas horas, por isso, deve-se fazer esta andlise o mais rapidamente possivel).
A presenga de eritrocitos crenados na amostra também pode ser indicativa de uma hemorragia
subaracnoide.

A zona quadriculada do hemocitémetro é composta por nove quadrados de | mm?.
Estes nove quadrados encontram-se subdivididos em trés zonas distintas; quadrados de 0,25
x 0,25 mm, quadrados de 0,25 x 0,20 mm e quadrados de 0,20 x 0,20 mm. O quadrado central
é segmentado em quadrados de 0,05 x 0,05 mm. A profundidade da zona quadriculada é 0,
mm (Figura 2). No servico de Hematologia as contagens de eritrocitos e leucocitos realizam-
se nos quatro quadrados compostos por quadrados de 0,0625 mm?® i.e., nos quadrados dos
cantos superior e inferior, esquerdo e direito. O resultado é dividido por 0,4 para se obter o

namero de células por mm’.
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Figura 3. Ciamara de Neubauer Melhorada. A zona
quadriculada do hemocitometro é composta por nove
quadrados de | mm2. Estes nove quadrados encontram-se
subdivididos em trés zonas distintas; quadrados de 0,25 x 0,25
mm (1,3,7 e 9 na imagem), quadrados de 0,25 x 0,20. [Adaptada
de WHO (2010).]

Se a contagem de leucocitos e outras células exceder 10 células / pl, deve-se fazer a
contagem diferencial apos citocentrifugacao. A citocentrifugagao, devido as baixas rotagoes,
permite preservar a morfologia celular. Apos o citoesfregago estar preparado deve executar-
se a coloragao de Wright-Giemsa, tratando-se do método recomendado para a realizagao das
contagens celulares diferenciais de todos os fluidos bioldgicos (Ringsrud, Linné, 1995;
Strasinger, Di Llorenzo, 2008a).

Numa infecao viral ha predominancia de células mononucleares (linfocitos e
monocitos) e numa infecao de origem bacteriana predominam células polimorfonucleares
(neutrdfilos) (Ringsrud, Linné, 1995). Se se observarem outro tipo de células, como células

tumorais ou anormais, estas também devem ser reportadas.

6.2. Liquido Sinovial

As articulagoes moveis encontram-se encapsuladas e o seu revestimento interno € a
membrana sinovial sendo que o liquido sinovial se encontra no seu interior. A amostra de
liquido sinovial colhe-se por artrocentese. O liquido sinovial é resultado da ultrafiltragao do
plasma dos capilares que irrigam a membrana sinovial e da secrecao pelas células desta
membrana, de um mucopolissacarideo denominado acido hialurénico que confere viscosidade
ao liquido, tendo como fungao a lubrificagao (Strasinger, Di Llorenzo, 2008b). A presenca de
acido hialurénico dificulta a sua observagao ao microscopio, e no caso do liquido estar muito
viscoso pode-se realizar um pré-tratamento com hialuronidase (Ringsrud, Linné, 1995) ou
pipetar com Pipeta Microman®, adequada para pipetagem de liquidos volateis, viscosos, densos
ou com alta tensao superficial, como sao exemplo o liquido sinovial e o sémen.

De acordo com o volume, cor, limpidez, viscosidade, quantidade total de leucécitos e
de polimorfonucleares e a presenga de cristais, podem-se dividir as patologias em nao-
inflamatorias, inflamatérias, infeciosas, hemorragicas ou induzidas pela formagao de cristais,

embora possam existir varias situagoes em simultaneo (Strasinger, Di Llorenzo, 2008b).
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Um dos mais importantes exames microscopicos de um liquido sinovial é a avaliagao
da presenca e identificagao de cristais. A deposicao destes cristais denomina-se gota. A
deposicao de cristais mais frequente é de urato monossédico (vulgarmente conhecido como
gota), podendo ainda ocorrer deposi¢oes de pirofosfato de calcio di-hidratado (pseudo-gota),
oxalato de calcio e lipidos.

Estes cristais sao identificados através das suas caracteristicas de birrefringéncia,
utilizando um microscopio de contraste de fase com um filtro de luz polarizada compensada.
Os cristais de urato monossédico encontram-se sob a forma de agulhas muito birrefringentes
e podem ser intracelulares ou extracelulares, tendo cor amarela quando o eixo do cristal se
encontra paralelo ao eixo do compensador e azul quando estd perpendicular - elongacao
negativa. Cristais de pirofosfato de calcio tém forma romboide ou retangular, sao fracamente
birrefringentes tendo cor azul quando o eixo do cristal se encontra paralelo ao eixo do

compensador e amarelo quando esta perpendicular - elongagao positiva (Figura 4).

(A) (B)

Figura 4. Cristais no liquido sinovial apds coloragio Wright-Giemsa e utilizagio de luz
microscopio de contraste de fase com um filtro de luz polarizada compensada. (A) Cristais de
urato monossodico encontram-se sob a forma de agulhas muito birrefringentes e podem ser
intracelulares ou extracelulares, tendo cor amarela quando o eixo do cristal se encontra paralelo
ao eixo do compensador e azul quando esta perpendicular — elongagao negativa. (B) Cristais de
pirofosfato de calcio tém forma romboide ou retangular sdo fracamente birrefringentes tendo cor
azul quando o eixo do cristal se encontra paralelo ao eixo do compensador e amarelo quando esta
perpendicular — elongagao positiva. [Fotos captadas no servigo de Patologia]
6.3. Fluido Pleural e Fluido Peritoneal

Os fluidos pleural e peritoneal fazem parte dos denominados fluidos serosos e
preenchem o espaco potencial entre a membrana visceral e a membrana parietal, funcionando
como lubrificante entre estas e os pulmoes e a cavidade peritoneal, respetivamente (Ringsrud,
Linné, 1995).

Os fluidos serosos sao um ultrafiltrado de plasma e a sua constituicio depende
principalmente da pressio hidrostatica sanguinea, pressio oncotica do plasma e
permeabilidade capilar. Se, por exemplo, a pressao hidrostatica aumentar, a pressao oncotica
diminuir ou a permeabilidade capilar aumentar em resposta a infegao ou inflamagao, ha
acumulagao de liquido no espaco potencial, denominada efusao (Ringsrud, Linné, 1995). As

efusdes podem ser classificadas como transudatos ou exsudados. Os transudatos originam-se

a partir do desequilibrio entre as referidas presses em consequéncia de diversas situagoes,
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nomeadamente insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica ou sindrome nefrotica,
tendo um aspeto limpido, baixa contagem de leucdcitos, eritrocitos e proteinas. Exsudados
decorrem de uma situagao mais localizada, que levam a danos nos capilares, nas membranas
serosas ou diminuicao da reabsorgao pelo sistema linfatico, nomeadamente infegoes,
inflamagoes, hemorragias e tumores e consequentemente sao turvos, purulentos, hematicos,
com formacao de codgulos, a contagem de leucocitos, eritrocitos e proteinas elevada, assim
como a concentragao de lactato desidrogenase (Mundt, Shanahan, 201 1).

Os fluidos pleurais normais sao claros e amarelo-palido. Se o fluido se encontra turvo
indica presenca de leucocitos e um fluido hematico pode dever-se a hemotérax ou uma
aspiragao traumatica. Os leucécitos encontrados com mais frequéncia no fluido pleural sao os

neutrdfilos, linfocitos e eosindfilos, podendo encontrar-se

também células mesoteliais ou com caracteristicas de -
@ . “
%‘K.‘

malignidade. A presenca de neutrofilos é indicativa de infegao “
bacteriana, linfocitos podem dever-se a tuberculose, infegoes

virais, doengas autoimunes ou tumores (Strasinger, Di Lorenzo,

2008c). Células com caracteristicas de malignidade apresentam &5«’ ®

nucleo e citoplasma anormais, nucléolos hipercromaticos, P

aglomerados celulares e relagao nucleo/citoplasma alterada S

(Figura 5). Figura 5. Células de fluido pleural
com caracteristicas de

citoplasmaticos, células em mitose.
[Fotos captadas no servico de
Patologia Clinica.]

ascite. Os transudatos peritoniais devem-se principalmente a
cirrose hepatica. O fluido peritoneal é amarelo palido, podendo
apresentar-se hematico, devido a pungao traumatica ou infegao, com cor verde a castanho, o
que aponta para a presenca de bilis e leitoso em consequéncia de ma drenagem linfatica. As
principais células que se podem encontram no fluido ascitico sao leucocitos, abundantes células
mesoteliais e macrofagos (Mundt, Shanahan, 201 |; Strasinger, Di Lorenzo, 2008c).
7. Espermograma

O sémen ¢é constituido por espermatozoides diluidos em secregoes fluidas dos orgaos
sexuais acessoérios, principalmente prostata e vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais e
epididimos. Para a realizacao da andlise, a ejaculagao é coletada para um recipiente estéril, os
espermatozoides ficam aprisionados num coagulo formado por proteinas das vesiculas
seminais, sendo que este coagulo é liquefeito, devido a proteases com origem na proéstata,
num periodo entre |5 a 60 minutos. Numa liquefagdo completa a amostra torna-se mais

homogénea e fluida com algumas zonas mais grumosas (WHO, 2010).
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No sentido de permitir a completa liquefagio da amostra, aguardam-se 20 minutos
antes de medir a quantidade de amostra com uma pipeta graduada e de observar as suas
caracteristicas. Um sémen normal apresenta uma cor esbranquicada, cheiro sui-generis,
volume a partir de 1,5 mililitros e viscosidade tal que caia de gota em gota numa pipeta de
deslocamento positivo. O pH é uma determinagao importante ja que influencia a motilidade e
a viabilidade dos espermatozoides e deve encontrar-se num intervalo entre 7,2 e 8 (Ringsrud,
Linng, 1995). Apds o exame macroscopico fazem-se as determinagoes da motilidade,
vitalidade, contagem total, e morfologia.

Para a avaliagao da motilidade sao pipetados 10 pl de amostra de sémen para uma
lamina e cobre-se com uma lamela de aresta 22 mm. Observa-se entao ao microscépio e faz-
se uma contagem dos espermatozoides com progressao rapida (regularidade e direcao),
progressao lenta (erraticos), nao progressivos (in situ) ou imoveis. Pelo menos 200
espermatozoides devem ser contados e numa amostra normal pelo menos metade destes sao
moveis. Deve-se também avaliar a existéncia de agregados e caracterizar a sua formagao, pois
isto pode indicar uma causa imunolégica para a infertilidade.

A contagem total realiza-se em Hemocitdmetro
Neubauer, em duas camaras, e deve-se contar, pelo menos, 200
espermatozoides em cada uma, contabilizando apenas os
espermatozoides completos, ou, caso existam duas cabecas ou
duas caudas, apenas se contabiliza um espermatozoide.
O estudo da vitalidade espermatica requer o uso de uma
Figura 6. Espermatozoides solu¢ao de eosina, que vai corar os espermatozoides com

com coloragao de eosina: com ] ) .
membrana destruida coram de membrana destruida e que por isso se encontram mortos e nao

rosa, encontrando-se mortos e
nao viaveis; com membrana
intacta, nao sao corados. [Foto
captada no Servico de Patologia.]

viaveis, em contrapartida células com membrana intacta nao sao
coradas (Figura 6). Esta técnica permite validar a avaliagao da
motilidade, uma vez que o niumero de espermatozoides mortos
nao deve ultrapassar o nimero de espermatozoides imoveis permitindo ainda distinguir células
imoveis de nao viaveis (WHO, 2010).

A avaliacido das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides realiza-se apos
coloragao de Papanicolau ao esfregaco de sémen (Figura 7). O espermatozoide pode ser
dividido em cabega, colo, pega intermédia e cauda. A coloragao de Papanicolau permite corar
o acrossoma e o nucleo da cabeca, o excesso de citoplasma residual, a pega intermédia e a
peca principal, células germinativas imaturas e células nao espermaticas, tais como leucocitos
(WHO, 2010). Segundo as linhas orientadoras da WHO (2010), a cabega deve ser lisa e oval

e o acrossoma deve ocupar menos de 70% e ter menos de dois vaclolos, o colo deve ser
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delgado e ter o tamanho da cabega sendo alinhado com esta e a cauda deve ter um calibre

Y

Figura 7. Esfregaco de sémen corado por Papanicolaou.
Consegue visualizar-se cabega, a pega intermédia e a pega
principal dos espermatozoides. [Foto captada no Servigo de
Patologia.]

uniforme e ser dez vezes o comprimento da

cabeca. E também preciso contabilizar

leucocitos e células germinativas
diferenciando-os, ja que estas apresentam
uma  coloracao rosa e leucocitos
polimorfonucleares possuem uma cor mais

azulada.

-27 -



MICROBIOLOGIA

A microbiologia clinica estuda a prevengao, o diagnostico e o tratamento de doengas
infeciosas que podem ser causadas por virus, bactérias, fungos ou parasitas. Nesta sec¢cao do
servigo de Patologia Clinica da ULSAM realizam-se diversas analises a urinas, fezes, secregoes
e lavados bronquicos, lavados broncoalvelolares, hemoculturas, liquidos estéreis, exsudados
purulentos, auriculares, oculares, cervico-vaginais e cateteres, de forma a fazer a identificacao
do(s) agente(s) infecioso(s) envolvido(s) numa dada patologia e a determinagao da
suscetibilidade deste(s) agente(s) a antibioticos ou antifungicos quando aplicavel.

Neste sector, aquando do meu estagio, faziam parte da equipa de trabalho duas TSS,
um Médico Patologista e cinco TSDT. As TSDT tém como fungdes a triagem e sementeira
das amostras, realizagao dos testes imunocromatograficos, coloragao das laminas, repicagens
e incubagao nos painéis para o processamento da identificagdo e o antibiograma dos
microrganismos, assim como a limpeza da camara de fluxo laminar tipo Il e organizagao do
espaco de trabalho e manutengao dos equipamentos. As fungoes principais das TSS englobam
a observagao das placas de cultura, valorizagao dos possiveis microrganismos, observagao das
laminas coradas e a fresco, assim como a validacao de todos os resultados.

O Controlo de Qualidade Interno realiza-se semanalmente com estirpes de referéncia
ATCC de Escherichia coli (E. coli), Enterococcus faecalis (E. faecalis), Staphylococcus aureus (S.
aureus), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae),
sendo que os respetivos discos tém de ser incubados em Caldo de Tioglicolato para
posteriormente se proceder a inoculagio e incubagio para posterior identificagio e
suscetibilidade aos antibioticos. O setor de Microbiologia participa também no programa de
Controlo de Qualidade Externo NEQAS para bacteriologia mensalmente, micobacteriologia
realiza-se de seis em seis meses e parasitologia de dois em dois meses.

Durante o estagio nesta valéncia tive a oportunidade de integrar a equipa de trabalho,
tendo a oportunidade de realizar diversos trabalhos laboratoriais, nomeadamente semear
produtos biologicos, executar diversos testes imunocromatograficos, assim como assistir e
participar na valorizagao e identificagao dos diversos microrganismos a partir de testes
bioquimicos, painéis de identificagao e galerias e, ainda, observar coloragées de Gram, Kinyoun

e Auramina.

I. Colheita e transporte das amostras
A colheita e o transporte de amostras sao de extrema importancia, dado que os
resultados sao diretamente influenciados pela sua qualidade, devendo ser tomadas todas as

precaugoes de forma a excluir ou minimizar os microrganismos contaminantes que podem
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interferir no crescimento do agente patogénico (Tille, 2017). Todos os produtos devem ser
colhidos para um tubo ou frasco apropriados e estéreis. No Anexo | encontram-se descritos
os procedimentos para colheita e transporte das diversas amostras que chegam ao laboratorio

de Patologia Clinica, a secgao de Microbiologia.

2. Exame bacteriolégico

Apos a recegao das amostras, deve confirmar-se a identificagao com a requisicao para
depois realizar o seu processamento. O exame bacterioldgico inicia-se nao s6 com a
sementeira primaria em diferentes meios de cultura (Anexo 2), em camara de fluxo laminar
tipo Il, tendo em conta o tipo de amostra e o tipo de colheita a que esta foi sujeita, como
também com a realizagao de um esfregago numa lamina para posterior coloragao, exceto no
caso de cateteres e fezes. Existe um protocolo de sementeira afixado, no sentido da
uniformizagao e diminuicao dos erros cometidos (Tabela 6). Todos os dias se realiza uma

placa de controlo da camara de fluxo laminar, para verificar a sua assepsia.

Tabela 6 - Meios de cultura e técnicas de sementeira utilizados para as diferentes amostras.

Urina CLED Técnica da ansa calibrada
MCK, Hektoen, SS e caldo para Gram- Técnica do esgotamento do
Fezes Negativos (GN-apds 24h incubagio é produto por extensdo a superficie
inoculado nos meios Hektoen e SS) do meio solido
Amostras do trato Técnica do esgotamento do
respiratério superior MCK, COS e PVX produto por extensao a superficie
| inferior do meio sélido
Hemoculturas Técnica do esgotamento do
positivas PVX e SCS (anaerobios) produto por extensao a superficie
/ imunodeprimidos do meio solido
Cateter vascular PVX Técnica de Maki (rolamento)

COS e PVX, caldo BHI (prova de

LCR esterilidade BHI)

Técnica da concentragao (3 gotas)

Técnica do esgotamento do
MCK, COS, PVX e caldo TG produto por extensdo a superficie

do meio solido

Técnica do esgotamento do

Outrs fluidos em
frasco

Exsudados em

zaragatoa MCK, COS e PVX produto por extensao a superficie

do meio sdlido
Técnica do esgotamento do

Exsudado / liquidos MCK, COS, PVX, caldo TG e caldo s -
produto por extensao a superficie

em seringa Schaedler do meio sélido

Exsudado cervico- Técnica do esgotamento do
vaginal / uretral e COS, PVX, Gardnerella, VCAT, SGC produto por extensdo a superficie
esperma do meio solido
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2.1. Exame bacterioldgico em diferentes amostras biologicas
A seguir, seguindo a ordem das amostras indicada na Tabela 6, sio abordados os
principais organismos subjacentes a maioria das infegoes, o exame bacteriolégico e a sua

interpretagao.

2.1.1. Urina

As infegoes do trato urinario (ITU) sao muito frequentes e levam os doentes a recorrer
a cuidados de saude primarios ou de urgéncia, perfazendo as amostras de urina a maior parte
das amostras que dao entrada no laboratoério de microbiologia clinica.

Os microrganismos responsaveis por estas infe¢oes sao, na sua generalidade, bactérias,
originarias da uretra distal ou de origem entérica, sendo esta via denominada ascendente.
Devido a uretra feminina ser relativamente curta e ficar mais préxima do perineo as ITU sao
mais frequentes em mulheres. Os Bacilos Gram-negativos sao responsaveis pela maioria destas
infecoes, mais especificamente E. coli uropatogénica, Proteus mirabilis (P. mirabilis) associado a
pacientes mais velhos, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) e P. aeruginosa em utentes
internados. Entre os Cocos Gram-positivos, Enterococcus spp., Staphylococcus saprophyticus (S.
saprophyticus) e Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) sao os principais agentes etiologicos. S.
saprophyticus € a espécie mais comum de estafilococos coagulase-negativos em adolescentes e
mulheres jovens sexualmente ativas e Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) em gravidas
(McCarter, Burd, Hall, Zervos, 2009).

Bactérias podem ainda causar infecao por via hematoldgica ou linfatica, em
consequéncia do aumento da pressao na bexiga. A invasao por via hematologica é resultado
de bacteriémia sendo normalmente S. aureus, Salmonella spp., Leptospira spp e a levedura
Candida albicans os agentes etiologicos principais (Tille, 2017; McCarter et al., 2009).

Para a interpretagao do resultado da cultura de urina, deve ter-se em atengao se o
utente tem sintomas de infegao, os resultados do sedimento urinario (em particular se tem
piuria), a idade e sexo, assim como o estado de gravidez, o tipo de colheita efetuada ou a toma
de antibioticos. O nimero de coldnias isoladas relaciona-se com o nimero de bactérias, sendo
que | colénia representa 10’ unidades formadoras de colénias (UFC)/ml, 10 coldnias
representam 10* UFC/ml e 100 representam 10° UFC/ml. 10° UFC/ml geralmente implica
infecdo, embora varios estudos apontem para que uma contagem entre 10’ e 10* UCF também
possam implicar uma ITU (McCarter et al., 2009). Em amostras obtidas por pungao supra-
pubica, todas as colonias se devem valorizar, excluindo os comensais da pele (Fonseca et dl,
2004). Se apenas se encontrar um ou dois tipos de colonias, o resultado deve ser reportado

relativamente a UFC, com identificagao e antibiograma. Apds observacao ao microscopio e
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observagao das placas (colonias mais pequenas e compactas sao indicativas de bactérias gram-
positivas, enquanto que colénias com maior volume normalmente correspondem a Gram-
negativas), pode fazer-se a repicagem para isolamento quando ha um predominio claro de um
tipo de coldnia. Mais de trés tipos de colonias sem nenhum predominio indica contaminagao
e deve-se pedir uma nova amostra.

A lamina com coloragao por Gram ¢ analisada ao microscopio com oleo de imersao
na objetiva de 100X. Um nimero superior a |10 piocitos (leucocitos) por campo indica piuria,
embora a coloragio de Gram nao seja uma coloragao primaria para a morfologia celular, a
presenca de muitas células epiteliais escamosas e varias morfologias bacterianas sugere
contaminagao.

Ao setor de Microbiologia, para além das uroculturas, sio também requisitados a
pesquisa de Leptospira spp., de Polissacarideos Capsulares de S. penumoniae antigenos

lipopolissacaridicos de Legionella pneumophila serogrupo.

2.1.1.1.  Pesquisa de Leptospira spp. em amostras de urina

As leptospiras sio espiroquetas finas e enroladas com extremidades em forma de
gancho, sao moveis gragas a dois flagelos periplasmaticos e aerobios obrigatorios com
crescimento 6timo entre 28°C a 30°C. Leptospira interrogans é a principal espécie associada a
leptospirose humana. A leptospirose possui varias manifestagoes clinicas e deve ser
considerada em pacientes com possivel exposicao ocupacional ou recreativa ou apos
inundagoes, principalmente em paises em vias de desenvolvimento (McCarter et al., 2009;
Murray et al., 2016).

As amostras de urina devem ser colhidas a partir da segunda semana da doenga e até
30 dias apos o inicio dos sintomas. Estas nao devem ser colocadas em conservantes, devem
ser transportadas a temperatura ambiente e processadas dentro de | hora apos colheita para
aumentar as probabilidades de sobrevivéncia da Leptospira spp.

A urina deve ser rapidamente inoculada, devido a sua acidez, que prejudica a viabilidade
e o crescimento da bactéria. Uma ou duas gotas de urina sao adicionadas ao meio de Fletcher
e realiza-se uma diluicao de |:10 para outro tubo com o mesmo meio. Ambos os meios sao
incubados a temperatura ambiente, no escuro, até 6 semanas. Uma vez que sao aerdbios
estritos, crescem logo abaixo da superficie, formando um anel cinza (anel de Dinger). Deve
colher-se uma gota do anel todas as semanas, para avaliar se ha ou nao presenca de Lepstospira
(Tille, 2017).

Visto que sao espiroquetas muito finas, nao sao detetadas em microscopio otico, nem

coradas pela coloragao de Gram. A urina deve entio ser observada diretamente por
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microscopia de campo escuro apoés centrifugagao a 3500 rpm durante 30 minutos procurando-
se as espiroquetas através de “movimentos em saca-rolhas”, embora esta metodologia

também seja relativamente insensivel, levando a descobertas inespecificas (Murray et al., 2016).

2.1.1.2. Detecao de antigénios lipopolissacaridicos de Legionella pneumophila serogrupo
| em amostras de urina

Legionella spp. sao bactérias Gram-negativas, finas, pleomorficas, com forma de
cocobacilos curtos quando observados nos tecidos. As infegoes sintomaticas sao
principalmente causadas por Legionella pneumophila (L. pneumophila), sendo que os serotipos |
e 6 sao mais comumente isolados. Afetam principalmente os pulmoes e podem causar uma
doenga semelhante a gripe (febre de Pontiac) ou uma forma grave de pneumonia (Doenga do
Legionario). Um teste de imunocromatografia é wusado para detetar antigenos
lipopolissacaridicos soluveis especificos para L. pneumophila do serogrupo | excretados na
urina. A sensibilidade destes ensaios para L. pneumophila do serogrupo | é relativamente alta,
particularmente com urina concentrada, mas os ensaios nao detetam com fiabilidade outros

serogrupos ou espécies de Legionella (Murray et al., 2016).

2.1.1.3. Detegao de Polissacarideos Capsulares de Streptococcus pneumoniae em amostras
de urina

S. penumoniae é uma bactéria Gram-positiva cujas espécies virulentas possuem uma
capsula constituida por polissacarideos. E o agente mais comum de pneumonia adquirida na
comunidade, resultando na hospitalizagao principalmente de criancas, idosos e adultos
imunodeprimidos, podendo também levar a meningite em consequéncia de bacteriémia,
sinusites, otites ou traumatismos cranio-encefalicos. Bacteriémia em consequéncia de
pneumonia ocorre em 25% a 30% dos pacientes (Murray et al., 2016). Os polissacarideos de
S. pneumoniae sao excretados na urina e podem ser detetados a partir de um teste
imunocromatografico. A sensibilidade deste foi relatada como sendo de 70% em pacientes
com pneumonia pneumococica bacteriémica, embora, a especificidade pode ser baixa,

particularmente em criangas. Por esse motivo, associa-se outras analises, tais como

hemoculturas (Murray et al.,2016).

2.1.2. Fezes
As infegcoes gastrointestinais encontram-se difundidas mundialmente e afetam
principalmente criangas e idosos, embora afetem também outras faixas etarias devido a uma

maior mobilidade entre paises e ao aumento do nimero de pessoas imunocomprometidas. A
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maior parte das infegoes gastrointestinais € de origem bacteriana ou virica e autolimitada, nao
necessitando de antibioterapia ou coprocultura. A realizagao de cultura de fezes é apenas
indicada para utentes com diarreia grave ou prolongada, sintomas consistentes com doenga
invasiva ou antecedentes (Humphries, Linscott, 2015).

A via de transmissao mais comum ¢ a fecal-oral e os microrganismos podem provocar
infecdo através da alteragao do equilibrio de agua e eletrélitos no intestino delgado,
normalmente pela produgao de enterotoxinas, o que leva a uma excregao acentuada dos
fluidos. Este € um processo nao inflamatério e os principais agentes responsaveis por este tipo
de infegao sao Vibrio cholerae, E. coli enterotoxigénica, Bacillus cereus, Rotavirus e Adenovirus
(principalmente em criangas) e Norovirus (Tille, 2017).

Shigella spp., E. coli Enteroinvasiva, Salmonella spp., Campylobacter jejuni subsp. jejuni,
Campylobacter coli e o parasita Entamoeba histolytica causam a destruicao celular ou uma
resposta inflamatoria exacerbada, levando a disenteria, diarreia com muco, sangue e leucécitos
(Tille, 2017).

Outro mecanismo que leva a infegao é a penetragao da mucosa intestinal pelo agente
infecioso, disseminagao e multiplicagao nas células linfaticas ou reticuloendoteliais fora do
intestino, podendo ocorrer infe¢oes sistémicas, provocadas por Salmonella enterica serotipo
Typhi, Yersinia enterocolitica (Tille, 2017).

Previamente a andlise bacterioldgica das fezes deve-se examinadar para avaliar a
presenca de sangue e muco, pois neste meio vai-se encontrar um maior nimero de patdgenos
(Humphries, Linscott, 2015). Caso o utente seja imunocomprometido, uma crianga ou as fezes
apresentem sangue deve também inocular-se em meio Campylobacter, meio seletivo que
permite isolar Campylobacter spp. e este deve ser incubado em atmosfera microaerofilica e
42°C para otimizar a recuperagio e evitar o crescimento excessivo de outros microrganismos
entéricos (Humphries, Linscott, 2015).

Apos os tempos de incubagiao estabelecidos, os meios MCK, Hektoen, e SS sao
examinados e procuram-se coldnias com caracteristicas de patdgenos entéricos. Nos meios
MCK e SS deve haver crescimento de nao fermentadores da lactose (colonias incolores) com
ou sem produgao de H,S (centro negro). Em meio Hektoen as coldnias deverao ser verdes a
verde-azulado, com ou sem centro negro. Caso sejam encontradas estas colonias tipicas
procede-se a sua identificacao e realiza-se o antibiograma.

Para além da andlise bacteriologica referenciada dirigida a detecao de Enterobactérias,
referem-se ainda, pela sua relevancia, as seguintes determinagoes nas fezes: detegao de

antigénio e toxinas A e B de Clostridium dificil e Pesquisa de Carbapenemases.

-33.



2.1.2.1. Detegao do antigénio e das toxinas A e B de Clostridium difficile (C. difficile) em
amostras de fezes

C. difficile € um bacilo Gram-positivo, anaerdbio obrigatério e formador de esporos,
resistentes a acidez do estomago, ao calor e a muitos desinfetantes usados em hospitais. Para
além disso é produtor de duas toxinas, toxina A, uma enterotoxina e toxina B, uma citotoxina
(Humphries, Linscott, 2015). A infecao desenvolve-se quer em utentes sob antibioterapia,
uma vez que estas podem alterar a microbiota e proporcionar o crescimento de C. difficile
quer sujeitos a internamento prolongado. C. difficile pode causar diarreia leve a moderada ou
colite pseudomembranosa (Murray et al, 2016). O antigénio glutamato desidrogenase,
produzido em grandes quantidades por todas as estripes e as toxinas A e B podem ser
detetados em amostras de fezes através de um teste imunocromatografico. Este teste permite
avaliar a presenga ou nao de C. difficile e se esta é ou nao toxigénica. Para além de requisitado
pelo clinico, nas amostras de fezes em que nao se desenvolve crescimento em nenhum dos

meios de sementeira, também se procede a pesquisa do antigénio e toxinas A e B de C. difficile.

2.1.2.2. Pesquisa de Carbapenemase em zaragatoas retais

Nos ultimos anos, a resisténcia aos carbapenemos, antibioticos B-lactimicos usados
para tratar um largo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tornou-se
generalizada. As Enterobacterias Resistentes aos Carbapenemos possuem dois mecanismos
de resisténcia relacionados com a produgio quer de uma betalactamase quer de
carbapenemases, estas Ultimas enzimas capazes de hidrolisar os carbapenemos. A
Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae (KPC) € a principal em Portugal e a que possui maior
transmissibilidade, através de plasmideo, para as restantes bactérias. Para alem desta, existem
outras, designadamente Nova Deli Metalo-betalactamase (NDM), Verona Integron-encoded
Metalo-betalactamase (VIM), Oxacilinase tipo 48 (Oxa-48) e Imipenemase Metalo
betalactamase (IMP) (PPCIRA, 2017). Assim, para utentes que vao ser internados é importante
realizar uma pesquisa por zaragatoa retal, para detegao por biologia molecular (PCR em tempo

real). O teste Xpert Carba-R deteta as principais familias de genes das carbapenemases.

2.1.3. Trato Respiratéorio Superior (Exsudados nasais)

O aparelho respiratorio superior inclui os seios nasais, faringe (dividida em nasofaringe,
orofaringe e laringofaringe), cavidade nasal, epiglote e laringe. A maioria das infegoes neste
sistema € autolimitada e de origem viral (Tille, 2017). O trato respiratério é colonizado por
varios microrganismos, alguns potencialmente patogénicos, tais como o S. pneumoniae,

Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), S. aureus (MRSA p.e.), Haemophilus influenzae (H.
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influenzae), Neisseria meningitidis (N. meningitidis), leveduras como Candida spp. e familia
Enterobacteriaceae bem como Corynebacterium diphteriae, Bordetella pertussis e Moraxella
catarrhalis (Vandepitte et al, 2003; Tille, 2017). O diagndstico bacteriologico torna-se
complicado devido a microbiota habitual de bactérias aerdbias e anaerdbias, sendo importante
distinguir entre os comensais e os patogenos (Vandepitte et al., 2003).

Para além do exame bacteriologico aos exsudados nasais, realiza-se ainda a pesquisa de

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) em zaragatoas nasais.

2.1.3.1. Pesquisa de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) em zaragatoas
nasais

S. aureus é uma bactéria Gram-Positiva que coloniza as narinas (reservatorio primario)
e a pele de individuos saudaveis. A resisténcia bacteriana a meticilina é mediada pela aquisicao
de um gene (mecA) que codifica uma proteina que nao se liga a meticilina ou a outros
antibidticos B-lactamicos. Infegoes por S. aureus sao frequentemente associadas nao s6 a
cuidados de saude hospitalares aumentando a morbilidade e mortalidade de infe¢oes
nosocomiais, como também adquiridas na comunidade (DGS, 2015). Por isto, é importante a
identificagao por biologia molecular (Xpert MRSA- PCR em tempo real) e proceder-se a

descolonizagao dos utentes portadores.

2.1.4. Amostras de Trato Respiratorio Inferior

As Infecoes do trato respiratorio inferior ocorrem na traqueia, nos bronquios,
bronquiolos e alvéolos, originando bronquites, bronquiolites e pneumonias. Estas infe¢oes
podem ser por colonizagdo ou infecao das vias aéreas superiores que se estende
posteriormente para o pulmao, por aspiragao, por inalagao de goticulas infeciosas ou por via
sanguinea.

Bordetella pertussis esta frequentemente associada a bronquite em bebés e criangas. A
pneumonia, caracterizada pela inflamagao e acumulagao de liquido nos alvéolos e estruturas
de suporte, € uma das principais causas de morbilidade e mortalidade, podendo ter como
origem a comunidade ou serem infegoes nosocomiais (Tille, 2017). As bactérias mais
frequentemente responsaveis pela pneumonia adquirida na comunidade incluem S. pneumoniae,
H. influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Moraxella catarrhalis e Legionella
spp. As pneumonias nosocomiais estao associadas a ventilagado mecanica, criangas ou idosos,
doenga subjacente grave, imunodepressao, doenga cardiopulmonar, pods-operatério de
cirurgia abdominal e sao principalmente devido a MRSA, P. aeruginosa, bactérias da familia

Enterobacteriaceae e Acinetobacter spp (Sharp et al., 2004; Tille, 2017).
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As amostras que siao recebidas no laboratério incluem lavados bronquicos e
boncoalveolares e expetoragao. A preparacao do esfregaco de expetoragao é primordial para
o prosseguimento para exame cultural. O esfregaco deve ser preparado a partir de partes
mais mucopurulentas da amostra (Sharp et al., 2004). Uma amostra propria para cultura tem
menos de 10 células epiteliais por campo (objetiva 10X) e embora o niumero de leucocitos
possa nao ser relevante, uma vez que muitos utentes podem encontrar-se neutropénicos, a
presenga de 25 ou mais neutrdfilos associado a menos de |0 células epiteliais indica uma
amostra propria. A presenca de bactérias e fungos deve também ser reportado. Amostras
com mais de 25 células epiteliais por campo devem ser consideradas improprias e pedir uma
nova amostra corretamente colhida. Para a detegao de Legionella spp., a expetoragao pode ser
escassa e aguada, por isso nao deve ser submetida a esta avaliagao (Tille, 2017).

Apos o tempo de incubagao, as placas sao avaliadas e se possuirem mais de 2 tipos
diferentes de coldnias é considerada contaminagao e pedida nova amostra. Menos de 2 tipos

de coldnias tém de ser isolados para se proceder a identificagao e antibiograma.

2.1.5. Sangue

A invasao da corrente sanguinea por microrganismos constitui uma das situagoes mais
graves das doengas infeciosas e é denominada bacteriémia, no caso das bactérias.

As infecoes podem ter origem intravascular, a partir de endocardite ou cateteres
intravenosos; ou origem extravascular, pela entrada de bactérias na circulagao sanguinea
provenientes de outro local de infegao (Tille, 2017; Baron et al., 2005).

As principais causas de endocardite sio os Streptococcus do grupo Vviridans,
Streptococcus sanguis e Streptococcus mutans e grupo de Bacilos Gram-negativos fastidiosos,
HAECK (Haemophilus aphrophilus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens,
Cardiobacterium hominis, e Kingella kingae). A maioria destas infe¢oes sao causadas pelo uso de
cateteres intravasculares. Streptococcus epidermidis (S. epidermidis) e outros estafilococos
coagulase-negativo assim como S. aureus, capazes de formar um biofilme, sao as principais
causas.

Os organismos mais comumente isolados do sangue de origem extravascular incluem
microrganismos do ambiente hospitalar e que colonizam a pele, a orofaringe e o trato
gastrointestinal dos doentes, tais como bactérias da familia Enterobacteriaceae, assim como
pseudomonas spp., S. pneumoniae, S. aureus, Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) e N.
meningitidis, H. influenzae e cocos anaerodbicos, Bacteroides e Clostridium spp (Tille, 2017).

As hemoculturas sio o método de diagndstico de infecao da corrente sanguinea, a

partir do qual se faz a identificacao e o antibiograma do agente patogénico. A recuperacao de
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microrganismos verdadeiramente patogénicos do sangue depende de muitos fatores,
particularmente do grau de bacteriemia, do método de colheita, que inclui o momento, o
volume de sangue e o numero das hemoculturas. As hemoculturas sao requisitadas pelo clinico
quando o paciente tem febre, leucocitose, choque séptico, suspeita de endocardite ou antes
de comegar antibioterapia a pacientes idosos ou imunodeprimidos (Lamy et al., 2016).

Idealmente, as amostras de sangue para hemoculturas devem ser colhidas antes de um
pico de febre pois € nesta altura que a bacteriémia atinge o seu maximo, mas nao se pode
determinar quando isso vai ocorrer. De facto, o sangue deve ser colhido ap6s o inicio da febre,
no entanto, o grau de bacteriemia pode ser menor devido a esta e sendo assim, as
hemoculturas devem ser colhidas quando o paciente sente calafrios ou o mais cedo possivel
apos o inicio da febre (Baron et al.,2005).

A colheita de sangue para hemocultura faz-se por pungao venosa periférica, sendo que
a desinfecao da pele é de extrema importancia para evitar a contaminagao com a microbiota
da pele, como os estafilococos coagulase-negativos ou Corynebacterium spp., pois estes podem
também ser potenciais patogenos (Baron et al., 2005).

No sentido de aumentar a probabilidade de recuperagao do patogeno e para a
interpretagio de uma hemocultura positiva, € recomendado a colheita de mais de uma
hemocultura, dependendo da situagao clinica (Tille, 2017). Normalmente sio colhidas 2
hemoculturas em locais diferentes para recuperagao de aerobios e uma para anaerobios.

Depois de receber as hemoculturas, de confirmar o numero e o nome do doente, estas
sao incubadas no BD BACTEC™ 9240. Os frascos, com meio liquido de Soja-Caseina digerida,
para além de conterem resinas que permitem a neutralizacao de antibidticos, contém um
sensor colorimétrico no fundo de cada garrafa permeavel ao CO,. Se existir crescimento
microbiano, ha aumento de CO, que se difunde através da membrana e leva a uma alteracao
de cor que é detetada po um sensor no sistema. A agitacao dos frascos promove o
crescimento da maioria das bactérias aerodbicas (Tille, 2017).

As hemoculturas sao incubadas a 35°C durante 5 dias, a nao ser que haja suspeita de
HAECK ou outros fastidiosos e durante 14 dias para detegao de fungos.

Diferenciar contaminantes de verdadeiros agentes patogénicos é dificil, especialmente
porque a mesma espécie pode ser contaminante ou patogénica. Crescimento de Bacillus spp.
(que nao Bacillus anthracis) Corynebacterium spp., Propionibacterium; estafilococos coagulase-
negativos apenas numa das culturas ou crescimento polimicrobiano podem sem considerados
contaminantes. No entanto, se sé houver um frasco de hemocultura positiva tem de se
reportar esse facto, assim como se o utente for imunodeprimido (Tille, 2017). Apos a

valorizagao das culturas deve proceder-se a sua identificagao e antibiograma.
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2.1.6. Cateter vascular

Os cateteres sao as principais fontes de infecao da corrente sanguinea, mesmo quando
ha desinfecao do local tanto na sua inser¢gao como na sua manutencao. Estes sao propensos a
ser colonizados pela microbiota da pele ou por agentes patogénicos primarios (Baron et al,
2005). Assim, apos a retirada do cateter (Anexo |) e o seu envio para o laboratério, a técnica
usada para diagnosticar uma infecao relacionada com cateter quantifica o crescimento
bacteriano, seguindo a técnica de Maki (Tille, 2017).

Apos a incubagao, o nimero de colonias é contado. A valorizacao faz-se a partir de 15
coldnias em circunstancias normais, embora em alguns casos possa ser reduzido a 5 com vista
a aumentar a sensibilidade (Baron et al,, 2005). Deve também ter-se em atengao o resultado

das hemoculturas, se for o caso.

2.1.7. Liquido cefalorraquidiano

As infegoes do sistema nervoso central, em particular meningites, infe¢oes no espago
subaracnoide, na pia-mater ou na membrana aracnoide, sao uma emergéncia médica e devem
ser tratadas com celeridade (Tille, 2017).

Dependendo da idade do doente, existem agentes patoldgicos mais provaveis de causar
meningite. Os recém-nascidos devido ao sistema imunoldgico imaturo, a barreira
hematoencefilica mais permeavel e ao contacto com a microbiota do trato vaginal no parto
sao mais suscetiveis ao seu desenvolvimento, nomeadamente por S. agalactiae, E.coli ou outros
bacilos gram-negativos e Listeria monocytogenes (L. monocytogenes).

Em criangas, H. influenzae é uma causa comum de meningite assim como nos idosos,
bem como S. pneumoniae, que muitas vezes se desenvolve a partir de uma infegao dos seios
nasais ou do ouvido médio. Nos adultos jovens, N. meningitidis &, frequentemente, o agente
etiologico para além de S. pneumoniae, L. monocytogenes e, menos comumente, S. aureus e
bacilos gram-negativos como E. coli, Klebsiella spp., e P.aeruginosa (Tille, 2017; Vandepitte et al,
2003).

Apos a recegao do tubo de uma amostra de LCR deve analisar-se o seu aspeto que
pode ser limpido, turvo, purulento, amarelado (devido a hemdlise ou ictericia) ou hematico,
por exemplo. No exame microscopio da lamina corada por Gram deve-se analisar toda a gota
na lamina, procurando bactérias caracteristicas, por exemplo diplococos Gram-negativos
intracelulares caracteristicos de N. meningites, diplococos Gram-positivos com halo a volta
caracteristica de capsula polisacaridica de algumas estirpes de S. pneumoniae ou cocobacilos

Gram-negativos, sugestivos de H. influenzae.
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Para além do exame cultural bacteriologico realiza-se ainda a pesquisa de antigénios
soltveis (PAS) de S. pneumoniae; H. influenzae de tipo b; N. meningitidis do grupo A, C, Y e

W 135; E. coli K| e Streptococcus do grupo B.

2.1.7.1.Pesquisa de antigénios soltveis (PAS) em amostras de LCR

Devido a gravidade da meningite bacteriana, um diagnoéstico rapido é importante para
o inicio da terapéutica. Os exames diretos culturais sio demorados e, por isso, a pesquisa de
antigénios bacterianos soluveis nos liquidos biologicos, nomeadamente no LCR, permite um
diagndstico mais célere, embora nao substitua a andlise cultural. Os antigénios sollveis
detetados neste teste sao referentes a S. pneumoniae; H. influenzae de tipo b; N. meningitidis
do grupo A, C, Y e WI35; E. coli KI e Streptococcus do grupo B. O teste usa o principio de
uma particula revestida de anticorpo capaz de se ligar ao antigeno especifico, resultando em

aglutinagao visivel macroscopicamente, se este se encontrar presente no LCR.

2.1.8. Fluido pleural, fluido peritoneal e fluido sinovial

Estes liquidos organicos sao estéreis, por isso, o isolamento de uma colénia indica um
potencial agente patogénico.

Um aumento da quantidade de liquido pleural purulento é designado empiema,
complicagao comum da pneumonia ou de infegoes subdiafragmaticas. Os microrganismos
responsaveis por estas infegoes vao-se acumular e podem ser isolados a partir desta amostra.
Os principais isolados em individuos imunocompetentes sao S. aureus, Streptococcus B-
hemoliticos e anaerdbios facultativos e em individuos imunodeprimidos sao P. aeruginosa e
familia Enterobacteriaceae (Monteiro et al., 201 1).

A peritonite resulta da inflamagao da membrana peritoneal. A peritonite primaria é
rara e ocorre quando uma infecao se dissemina. Os agentes etioldgicos mais comuns nas
criangas sao S. pneumoniae e estreptococos do grupo A, familia Enterobacteriaceae, outros
Bacilos Gram-negativos e estafilococos. Nos adultos, os principais agentes sao E. coli, S.
pneumoniae e estreptococos do grupo A e nas mulheres jovens sexualmente ativas, N.
gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis (C. trachomatis). A peritonite secundaria surge a partir da
perfuracao de um orgao, lesao traumatica ou perda da integridade da parede intestinal e as
bactérias mais frequentemente isoladas sao E. coli e anaerdbios, tais como Bacteroides fragilis,
Bilophila spp. e Clostridium spp. (Tille, 2017).

A inflamagao das articulagoes de origem microbiolégica, artrite infeciosa, geralmente é
um processo secundario a disseminagao de bactérias pelo sangue ou, menos frequentemente,

fungos, podendo também ocorrer apos a injegao de corticosteroides ou apos a insergao de
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material prostético. S. aureus é o agente etiologico mais comum, mas podem também ser
isolados H. influenzae, N. gonorrhoeae, Streptococcus spp., assim como bactérias anaerobicas,

Bacteroides fragilis, Fusobacterium necrophorum (Tille, 2017).

2.1.9. Exsudados purulentos derivados de feridas

Alguns exsudado podem ter origem em feridas, abcessos ou fistulas, por exemplo,
sendo ricos em leucocitos, microrganismos e fibrina. Os agentes etiologicos variam com o
local e o tipo de infegao. S. aureus é o agente etiologico mais comum para abscessos localizados
nos foliculos capilares, assim como a familia Enterobacteriaceae (Vandepitte et al, 2003).
Aeromomas spp., Enterococcus spp., Streptococcus B- hemoliticos e do grupo viridans sao alguns
dos exemplos de bactérias presentes em feridas ou queimaduras.

Nestas amostras devem valorizar-se Bacilos Gram-negativos, Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. Os comensais da pele devem valorizar-se em frasco e seringa porque se
pressupoe que a colheita foi feita de forma asséptica. Em seringa, valorizam-se ainda os

anaerobios. Apos valorizagao das colonias procede-se a identificagao e antibiograma.

2.1.10. Exsudados oculares e auriculares

A microbiota ocular esta presente no saco conjuntival sendo que S. epidermidis,
Lactobacillus spp. e Propionibacterium acnes sao os microrganismos mais comuns, mas esta
composicao é variavel entre individuos. Entre outros fatores deve ter-se em conta a idade e
o estado imunitario do utente, pois, os recém-nascidos, por exemplo, sao mais propensos a
desenvolver conjuntivite devido a C. trachomatis, N. gonorrhoeae, S. aureus e Bacilos Gram-
negativo (Tille, 2017).

As infecoes auriculares dividem-se em otites médias e otites externas. As otites médias
sao muito vulgares em bebés e criangas pois a trompa de Eustdquio é mais curta e mais
propensa a infecao de S. pneumoniae, H. influenzae e Moraxella catarrhalis. Uma otite externa é
uma infecao semelhante a da pele ou tecidos moles. E é causada principalmente por S. aureus,
S. pyogenes, P. aeruginosa e outros Bacilos Gram-Negativos (Tille, 2017). Apds incubagao das
placas, faz-se a valorizagao das colénias seguida de identificagdo dos agentes patogénicos e

antibiograma.

2.1.11. Exsudado cervico-vaginal e uretral

Varias espécies de bactérias colonizam a zona genital feminina e masculina, constituindo
assim uma barreira biolégica que impede a aderéncia de patégenos e normalmente nao causam

doenga, exceto em circunstancias anormais, nomeadamente quando uma espécie esta em
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predominio. A microbiota uretral normal inclui estafilococos coagulase-negativos,
corinebactérias e anaerdbios. A vulva e o pénis (especialmente a area sob o prepulcio de
homens nao circuncidados) podem ser colonizados com bactérias gram-positivas e
Mycobacterium smegmatis (Tille, 2017).

A microbiota do trato genital feminino varia com a idade e com o pH. Pré-adolescentes
e mulheres em pos-menopausa sao colonizadas principalmente por estafilococos e
corinebactérias. Mulheres em idade reprodutiva tém uma microbiota constituida
maioritariamente por lactobacilos seguido de Bacilos Gram-positivos, estafilococos,
estreptococos assim como bactérias da familia Enterobacteriaceae e de entre os anaerdbios
destacam-se Prevotella spp. (Tille, 2017; Rampersaud et al., 2012).

As infecoes do trato genital feminino podem ser devidas a microbiota apos
desequilibrio da flora normal ou serem doengas sexualmente transmissiveis (DST). C
trachomatis, N. gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis ou outros micoplasmas, Haemophilus ducreyi e Klebsiella granulomatis sao
os principais responsaveis por DST (Tille, 2017; Vandepitte et al, 2003).

A vaginite é uma inflamagdo da mucosa vaginal relativamente comum causada
principalmente por Candida albicans, uma levedura, assim como por Trichomonas vaginalis,
protozoario flagelado e por S. agalactiae, E. coli e Enterococcus spp..

Outra infecao relativamente comum em mulheres é a vaginose bacteriana, com
etiologia polimicrobiana. O mecanismo exato para o desenvolvimento de vaginose nao esta
inteiramente esclarecido, mas sabe-se que esta associado a uma redugao de Lactobacillus spp.
com um consequente aumento no pH vaginal e ao crescimento excessivo de Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp., Peptostreptococcus
spp., € Mycoplasma spp. (Tille, 2017; Rampersaud et al.,, 2012).

A partir das 35 semanas de gravidez, o clinico requisita a pesquisa de S. agalactiae, uma
das principais causas infeciosas de morbidade e mortalidade entre os recém-nascidos, através
de exposicao direta durante a passagem através da vagina. Esta pesquisa realiza-se em meio
Granada, que permite a identificagao, facilitada pelo facto das coldnias de S. agalactiae serem
cor-de-laranja a salmao.

Para além da inoculagao em meios de cultura, faz-se também esfregaco em lamina para
coloragao de Gram. Deve avaliar-se a presenga, por exemplo de diplococos Gram-negativos
intracelulares ou extracelulares, indicativos de N. gonorrhoeae. Mais de quatro leucocitos por
campo de imersao em 6leo (100x) sao indicagao de uretrite/vaginite. A vaginose para além de
ser caracterizada por uma secregao com cheiro fétido, também pode ser diagnosticada a partir

de “clue cells”, células epiteliais escamosas cercadas por bacilos e cocobacilos gram-variaveis.
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Para além do exame cultural em exsudado cervico-vaginal, o clinico pode ainda
requisitar a pesquisa de antigénio de C. trachomatis em zaragatoa do endocervix e pesquisa de

micoplasma urogenitais.

2.1.11.1. Pesquisa de antigénio de C. trachomatis em zaragatoa do endocervix

C. trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatodria e tal como as restantes bactérias
da familia Chlamydiaceae tém um ciclo de vida Unico com formas infeciosas metabolicamente
inativas (corpos elementares) e formas nao infeciosas, metabolicamente ativas (corpos
reticulados). Infe¢coes por C. trachomatis sao DST e estao associadas cervicite, uretrite,
endometrite, a infertilidade e gravidez ectdpica nas mulheres; uretrite e epididimite em
homens e pneumonia e conjuntivite de inclusao em recém-nascidos infetados durante o parto.
Muitas vezes a infecao é assintomatica, resultando na transmissao inadvertida e altas taxas de
prevaléncia (Tille, 2017).

A pesquisa de antigénio de C. trachomatis faz-se através de um teste
imunocromatografico, que deteta todos os serotipos, apos extragao a partir de uma zaragatoa

inserida no endocervix.

2.1.11.2. Diagnostico de micoplasma urogenitais

Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. sao as menores bactérias de vida livre, ao contrario
das restantes nao tém parede celular e sua membrana celular contém esterdis. A colonizagao
vaginal com Ureaplasma spp. assim como por Mycoplasma hominis (M. hominis) ocorre numa
grande percentagem de mulheres. A transmissao para o feto pode ocorrer apos infegao
ascendente ou disseminagao através da placenta ou aquando o parto levando a colonizagao da
pele, mucosas e trato respiratorio (Rampersaud et al,, 2012). Ureaplasma pode causar uretrite,
pielonefrite, parto prematuro ou aborto espontaneo e M. hominis pode causar pielonefrite,
febres pos-parto e infegoes sistémicas em pacientes imunodeprimidos. Ureaplasma spp. sao
uma causa frequente de corioamnionite e infegao fetal, nomeadamente pneumonia, sepsis e
meningite (Rampersaud et al., 2012; Murray et al., 2016).

Para a pesquisa de micoplasma urogenitais utiliza-se um kit constituido por um caldo
de cultura seletivo com elementos nutritivos e elimina as principais bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas e fungos; um caldo com Ureia e Arginina e uma galeria que permite a
identificacao de Ureaplasma urealyticum, identificagao de M. hominis, contagem indicativa e teste

de sensibilidade a 9 antibioticos.
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2.2. Identificacado dos microrganismos e provas de suscetibilidade aos
antibioticos

Apos a inoculagao, incubagao e valorizagao das amostras procede-se a identificagao e

as provas de suscetibilidade aos antibioticos. A identificacao tem em conta a coloragao de

Gram e a morfologia das bactérias; aspeto macroscopico das colénias, nomeadamente a sua

forma, dimensao, elevagao, margem, producao de pigmentos ou tipo de hemdlise que

apresentam e provas bioquimicas.

2.2.1. Coloracao de Gram e visualizacido ao microscopio

A coloragao de Gram é realizada em esfregacos de amostras ou a partir de colonias
isoladas nas placas, no sistema de coloragao automatico PREVI Color Gram, que ja as fixa
previamente. Esta coloragao utiliza cristal violeta como corante, iodo como mordente, mistura
safranina-acetona como descorante (acetona) e corante de contraste (safranina).

Bactérias gram-positivas possuem parede celular de camada espessa, constituida
principalmente por peptidoglicano, que retém o corante primario, conferindo as bactérias a

cor tipica roxa ao microscopio (Figura 8).
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lipopolissacarideos, fosfolipidos e proteinas. A acetona consegue
extrair o complexo de cristal violeta-iodo devido a fina camada de peptidoglicano e a
membrana externa rica em lipidos, descorando-as e o corante de contraste cora-as de rosa
(Figura 9) (Murray et al., 2016). Assim, este método de coloragao baseia-se na capacidade das
bactérias Gram-positivas reterem o corante cristal violeta no citoplasma durante a
descoloragao, ao contrario das bactérias Gram-negativas, devido as caracteristicas das suas
paredes celulares.
Para além desta coloragao, avalia-se também a morfologia celular (cocos, bacilos, coco-
bacilos, fusiformes, curvas ou espirais) e arranjos celulares (individuais, ou agrupadas aos pares,

em cacho ou em cadeia) que podem ser indicativos do tipo de bactéria se isolado a partir da

amostra biologica.
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2.2.2. Exame cultural, provas de identificacao e sensibilidade a antibidticos

Primeiramente, identifica-se a morfologia e a coloragao Gram a partir do esfregago da
amostra em lamina ou de coldnias isoladas, normalmente repicadas da placa-mae, onde
também sao realizados os testes de identificagdo presuntiva para depois se proceder a
identificagao e antibiograma no sistema automatizado Phoenix 100 da Becton e Dickinson (Anexo

3) ou, em alternativa a este pelo Vitek 2 da Biomérieux (Anexo 4).

2.2.2.1. Gram-positivos

Apos identificagao de cocos Gram-positivos deve fazer-se o teste da catalase (Anexo
5). de modo a diferenciar Micrococcus spp. e Staphylococcus spp., que sao catalase positivos, de
Enterococcus spp. e Streptococcus spp., catdlase negativos. Para além disto, deve avaliar-se a
forma do seu agrupamento se a lamina foi realizada a partir da amostra, por exemplo cocos
em cacho sao indicativos de Staphylococcus spp., aos pares indicam S. pneumoniae, em cadeia
sao indicativos de Streptococcus spp.; a forma e a cor da colonia, assim como o tipo de hemdélise
apresentado em meio COS.

Se o teste da catalase for positivo, em coldnias indicativas de Staphylococcus spp., devem
diferenciar-se as bactérias coagulase positivas (S. aureus) das coagulase negativas (normalmente
S. epidermidis ou S. saprophyticus) pelo teste PAXTOREX STAPH-PLUS (Anexo 6). Apos estes
testes, realiza-se a identificacao definitiva e concomitantemente a sensibilidade a antibioticos
pelo painel para bactérias Gram-Positivas (PMIC/ID) do BD Phoenix™. Pode ainda realizar-se
o antibiograma a partir de discos impregnados com Oxacilina, Teicoplanina e Vancomicina,
utilizando a técnica de Kirby-Bauer (Anexo 7).

Se o teste for negativo para catalase, presume-
se que seja Enterococcus spp. ou Streptococcus spp.
Deve entao ter-se em conta o tipo de hemdlise que
as coldénias apresentam (Figura 10). Para
microrganismos o-hemoliticos, realiza-se o teste de
resisténcia a Optoquina (Anexo 8), podendo avaliar-

se ainda se o tipo de agrupamento em amostra é em

pares (diplococos ¢ indicativo de S. pneumoniae). Para -
) Figura 10. Diferentes tipos de hemdlise.
microrganismos [B-hemoliticos, faz-se o teste de (A)B- Hemdlise. (B) a- Hemolise. (C) y-

. . Hemolise. [Imagem (A) e (B) adaptadas de
aglutlnagao PAXTOREX STREP que permite a sua Tije (2017) e foto (C) captada no Servigo de

. Patologia.
diferenciagao nos grupos A, B, C, D, F, G, de Lancefield. g
ApoOs estes testes, realiza-se a identificagao definitiva e a sensibilidade a antibioticos

pelo painel para Streptococcus do BD Phoenix™(SMIC/ID). Para microrganismos com y
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hemodlise, i.e., sem hemolise, realiza-se o teste da Hidrdlise da Esculina em meio BEA e realiza-
se identificagao definitiva e a sensibilidade a antibiéticos pelo painel para bactérias Gram-
Positivas do BD Phoenix™.

Frequentemente, a detecao de bacilos Gram-positivos, tais como Corynebacterium spp.,
na maior parte das amostras em utentes imunocompetentes € considerada como

contaminagao.

2.2.2.2. Gram Negativos

Depois de se identificar um bacilo Gram-negativo, deve ter-se em conta o meio em
que este se encontra e a situagao clinica, alidss como em todas as amostras.

No caso das coproculturas, pesquisa-se Salmonella spp. e Shigella spp., caso o clinico
nao dé outra informagao, logo, no meio de MacConkey as coldonias devem ser incolores,
indicador de nao-fermentadores de lactose e nos meios SS e Hektoen, semeados com a
amostra ou repicados do caldo GN devem identificar-se as colonias incolores com ou sem
centro negro (indicativo de producao de H,S por Salmonella spp.) e a partir dai fazer a sua
identificacao definitiva e antibiograma pelo painel para bactérias Gram-negativas (NMIC/ID)
do BD Phoenix™.

Para colonias em meio Campylobacter, deve fazer-se uma coloragao de Gram a partir
de colonia isolada, para pesquisar bacilos Gram-negativos curvos, para além de realizar o teste
da catalase (cujo resultado € variavel) e da oxidase (Anexo 9), que tem de ser positivo para o
resultado ser dado como positivo para Campylobacter spp..

No caso de outras amostras inoculadas em McConkey, colonias rosa dao indicagao de
bactérias da familia Enterobacteriaceae e colonias incolores apontam para Proteus spp. (possui
cheiro sui generis e swarming), Acinetobacter spp. ou P. aeruginosa (cheiro sui generis, diferencia-
se por ter citocromo c oxidase e produzir piocianina e pioverdina, que da um tom
esverdeado).

Organismos Gram-negativos em meio CLED sao identificados e avalia-se a sua
suscetibilidade aos antibidticos pelo painel bactérias Gram-negativas (UNMIC/ID) do BD
Phoenix™.

Quando so6 se observa crescimento em PVX e nao ha crescimento em MacConkey,
isto pode indicar a presen¢a de Haemophilus spp., por isso, deve fazer-se o teste dos fatores
V, X e VX (Anexo 10), identificagao pela carta NH do Vitek 2 e antibiograma pela galeria ATB™
HAEMO EU.

Em amostras suspeitas, em que se observarem diplococos Gram-negativos

intracelulares ou nao, pode suspeitar-se de Neisseria spp.. Em PVX/VCAT, N. gonorrhoeae
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aparece em colonias pequenas, branco-acinzentadas, convexas, translicidas e brilhantes, com
margens lisas ou irregulares. Em relagao a N. meningitidis e Moraxella catarrhalis, em PVX
apresentam, respetivamente, colonias lisas, redondas, com aspeto himido, branco/cinza e
mucoides e colonias rosa a castanho, convexas e que se destacam intactas do meio. Deve

realizar-se o teste da Oxidase, positivo para Neisseria e carta NH do Vitek 2.

2.2.2.3. Anaerobios
Se um microrganismo consegue crescer em Gelose SCS em anaerobiose e nao cresce
em Gelose de Chocolate ou Gelose de Sangue em aerobiose, indica que é um anaerdbio
obrigatério. Neste caso, deve-se fazer a identificagdo presuntiva pelo disco An-Ident Ther-
Scientific ™, baseado na sua resisténcia ou sensibilidade aos antibiéticos e utilizar a carta ANC
do Vitek 2, que necessita como informagoes adicionais a morfologia, coloragao Gram e

aerotolerancia.

3. Exame micobacteriologico

Na seccio de Microbiologia realiza-se também a pesquisa de micobactérias,
nomeadamente do complexo Mycobacterium tuberculosis, responsaveis pela tuberculose. Estes
microrganismos sao bacilos que podem ser levemente curvos e aerdbios. A sua parede celular
€ composta por acido N-glicolilmuramico, e tem um conteudo em acidos micélicos muito alto,
por isso sao denominados bacilos acido-alcool resistentes (BAAR), dificeis de corar por Gram,
sao resistentes a detergentes, a antibioticos comuns e apresentam crescimento lento (Tille,
2017; Murray et al., 2016).

As amostras mais comuns para pesquisa de micobactérias sao secregoes bronquicas,
mas também se pode fazer a partir de urina, fezes, pus, LCR e outros liquidos biologicos
estéreis, sangue e medula 6ssea. A emissao de micobactérias nao é continua, por isso devem
colher-se secre¢es bronquicas, urina e fezes, em trés dias consecutivos.

Visto que a transmissao se faz por goticulas (aerossois infeciosos que sao produzidos
quando as pessoas doentes tossem, espirram ou falam, por manipulagao de lesdes ou
processamento de amostras clinicas em laboratério) sio tomadas algumas medidas de
segurancga. Existe uma sala propria, camara de fluxo laminar nivel Il sem ligagao ao exterior,
centrifugas com retengao de aerossois e cuidados especificos com as amostras no sentido de
reduzir aerossois, reté-los ou destrui-los se a amostra vazar (Tille, 2017).

Na maioria das amostras, a mucina e as células confinam as micobactérias e ha também
contaminagao com outros organismos, que vao dificultar o seu crescimento em cultura, por

isso é necessario fazer a descontaminagao das bactérias contaminantes, liquefagao,
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homogeneizacao e concentragao das micobactérias (Tille, 2017). A secregoes bronquicas,
urina, fezes em agua destilada e pus aplica-se o método de descontaminagao do N-acetil-L-
cisteina com 2% hidréxido de soédio (NALC - NaOH) (Anexo | 1).

ApOs este tratamento das amostras, € colocada uma gota numa lamina para posterior
coloragao por fluorescéncia (Auramina) e os meios sao inoculados. Os meios que se utilizam
sao o meio sélido de Lowenstein-Jensen ou Coletsos (no caso de LCR) e o meio liquido MGIT
(Middlebrook 7H9), colocado no sistema BD BACTEC MGIT 960. Esta combinagao de
diferentes meios é necessaria para otimizar a recuperagao de micobactérias (Tille, 201 7).

Os meios solidos sao incubados em aerobiose a 35° durante os dois primeiros dias
deitados, para que a amostra impregne bem e com a tampa desapertada. Posteriormente
aperta-se a tampa e sao examinados semanalmente até se perfazerem 8 semanas. A alteragao
de cor do meio de Lowenstein-Jensen e a presenga de colénias com aparéncia de “couve-flor”
indicam positividade.

Os frascos com meio liquido contém um composto fluorescente sensivel a presenga
do oxigénio e sao monitorizados a cada 60 minutos durante 42 dias. Em caso de positividade
ou de suspeita realiza-se uma lamina para coloragao de Kinyoun, para confirmagao e contagem
do numero de BAAR.

O método de coloragao por fluorescéncia de Auramina utiliza fenol de forma a
solubilizar a parede lipidica para o corante conseguir penetrar, depois aplica-se o agente de
descoloragao acido-alcool de modo a que os restantes microrganismos nao o retenham,
adicionando-se por fim o permanganato de potassio
como contra coloragao. Este método € o mais sensivel,
ja que a lamina pode ser vista com baixa ampliagao para

a procura dos bacilos fluorescentes amarelo

Figura I1. Bacilos fluorescentes amarelo esverdeado que se destacam do fundo escuro (Figura
esverdeado em fundo escuro sugestivo de
Mycobacterium spp. (coloragio Auramina).
[Foto captada na secgdo de Microbiologia do
servigo de Patologia Clinica.]

I'1) para depois se analisar com uma maior ampliagao
e pode também ser corada pelo método de Kinyoun,
posteriormente.

O método de Kinyoun é similar ao da coloragao de Ziehl-Neelsen, mas sem aplicagao
de calor, o que a torna mais pratica e diminui a produgao de aerossois. A solugao de
carbolfucsina de Kinyoun é aplicada em primeiro lugar, seguindo-se a mistura de acido-alcool

e, por fim, azul de metileno.
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Os bacilos acido-resistentes vao ter uma cor purpura a vermelho, levemente curvados,
curtos ou longos e pode ainda ver-se o aspeto em
“cordao”, em laminas a partir de culturas (Figura
12) (Tille, 2017).

Quando se suspeita de uma amostra

positiva e esta cresce nos meios de cultura, enviam-

se os mesmo para um laboratorio exterior, para ai

Figura 12. Agrupamento dos bacilos em
ramos alongados e tortuosos (em corddo)  se realizar a identificagdo definitiva e antibiograma
bactéria do Complexo M. tuberculosis, apos

cultura e coloragio Kinyoun. [Foto captadano  da micobactéria.

Servigo de Patologia Clinica.]

4. Exame micoldgico

Os fungos sao causas cada vez mais importantes de infegoes devido ao numero
crescente de individuos imunodeprimidos, assim como sujeitos a cirurgias e a terapia
antibacteriana de longa duragao. O isolamento e identificagado de fungos saprofitas e
potencialmente patogénicos constitui um desafio pois, ao contrario dos patogenos primarios,
tem de saber quando os valorizar (Tille, 2017).

Os fungos podem ser divididos em dois grupos distintos as leveduras e os fungos
filamentosos. As leveduras, unicelulares, reproduzem-se por brotamento ou fissao e formam
coldnias redondas, pastosas ou mucosas. Os fungos filamentosos/bolores, multicelulares sao
compostos por estruturas tubulares denominadas hifas, com colonias bastante caracteristicas
que podem ser descritas como algodoadas, lanosas, aveludadas, entre outros. Existem ainda
alguns fungos dimérficos e patogénicos que alterem a sua forma conforme a temperatura, teor
de CO, e condigoes nutricionais (Tille, 2017).

As leveduras Candida spp., nomeadamente Candida albicans, Candida glabrata, Candida
dubliniensis, Candida parapsilosis e Candida krusei sao as principais causas de infegoes fungicas,
sendo que Cryptococcus neoformans, Rhodotorula spp. e Trichosporon spp. também podem estar
implicados.

Quanto aos fungos filamentosos Aspergillus spp., particularmente Aspergillus fumigatus,
Aspergillus terreus, Aspergillus flavus e Aspergillus niger sao os mais implicados em infegoes como
oportunistas e Fusarium sp., Acremonium sp., zigomicetes e dermatofitos também podem ser
isolados (Tille, 2017; Murray et al, 2016).

Quando o clinico solicita exame micologico ou se o utente € imunodeprimido inocula-
se a amostra em meio Sabouraud com Gentamicina e Cloranfenicol (SGC) com incubagao a
30°C entre 5 a 14 dias. Na suspeita de infecao generalizada, sao realizadas hemoculturas nos

frascos Mycosis, que incubam no sistema BACTEC durante |14 dias. Em caso de positividade
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ou em utentes imunodeprimidos estas culturas sao depois passadas para meio SGC e PVX e

é feito um esfregago para posterior coloragao Gram.

4.1. Identificacao de leveduras

As leveduras siao identificadas tendo em conta caracteristicas das colodnias,
caracteristicas morfologicas microscopicas e provas bioquimicas. As colonias normalmente
sao lisas e de cor branca, podendo também ser bege ou salmao (caracteristico de Rhodotorula
Spp.).

O exame microscopico apos coloragao Gram permite observar as leveduras
unicelulares como Gram-positivas (Figura |3), redondas ou ovais (ANVISA, 2013).

Em algumas amostras, como por exemplo LCR ou § ) ;C' .“ —’ ;
apos cultura, se houver suspeita de Cryptococcus spp., pode- D.‘.‘.“ .."5‘ Q‘
se realizar a pesquisa de leveduras capsuladas com tinta da ":'..';“. ~.‘
China. Nesta prova deve-se colocar uma gota de LCR ou g 7

uma por¢ao de coldnia a pesquisar com ansa esterilizada e '.".

uma gota de tinta da china numa lamela, cobrindo com lamela LB NTy -
_ Figura 13. Leveduras (Coloragao de
para observagao ao microscopio. Se houver presenga de Gram). [Foto captada no Servico de
. . \ Patologia].
capsula, ha um halo a volta das leveduras que contrasta com
o fundo preto. Pode ainda fazer-se a pesquisa do antigénio capsular pelo teste Pastorex™ Crypto
Plus, um teste qualitativo/semi-quantitativo que por aglutinagao, deteta o polissacarido capsular
de Cryptococcus neoformans. Além disso, em amostras positivas permite fazer a sua titulagao
que da uma informacao do estado de gravidade da infegao, como também da eficacia do
tratamento. Este resultado s6 é dado como positivo se houver crescimento de Cryptococcus
neoformans em cultura (ANVISA, 2013).
Outra prova que se realiza é a Prova da Blastese, para distinguir Candida albicans das
restantes. Num tubo com 0,5 ml de soro humano, coloca-se uma porgao de coldnia que incuba
a 37°C durante 3 horas no maximo, visto que apds este tempo, outras espécies de Candida

nomeadamente Candida dubliniensis, também podem formar tubo germinativo. Na visualizagao

ao microscopio, o tubo germinativo é pequeno filamento que

RS 1, . - brota da levedura, sem constricio (Figura 14) (Murray et al,
2016). Caso a prova seja positiva faz-se a prova de

- o i R0 ¢ suscetibilidade aos antifungicos pela carta YST AST do Vitek 2.

o
°

¥ Coe i : Caso a prova seja negativa, faz-se a identificagio e
Figura 14. Prova da blastese o L
positiva. [Foto captada no Servico de Suscetibilidade aos antifungicos pelas cartas YST ID e YST AST

Patologia]. do Vitek 2

-49 .



5. Exame parasitologico

A pesquisa de parasitas intestinais € o exame parasitologico mais pedido pelo clinico.
A maioria dos parasitas elimina ovos ou encontra-se nas fezes intermitentemente e, por esta
razao, a colheita das fezes deve ser feita em dias alternados. A concentragao das amostras
também é preponderante devido ao baixo nimero de ovos, trofozoitos, cistos ou larvas. As
amostras fecais devem ser tratadas com formalina a 10% para preservar a morfologia do
parasita e devem ser posteriormente concentradas. A técnica usada no laboratorio é de
sedimentagao, baseada na técnica de Ritchie, usando acetato de etilo para separar ovos,
trofozoitos, cistos ou larvas da matéria organica fecal. Apos centrifugacao e decantagao do
sobrenadante, ressuspende-se o sedimento e observa-se uma gota entre lamina e lamela (Tille,
2017).

Outra pesquisa que se faz sempre que se recebe um pedido de exame a exsudado
cérvico-vaginal é a pesquisa de flagelados, nomeadamente Trichomonas vaginalis. A zaragatoa é
ressuspensa num tubo com | ml de soro fisiolégico e este é incubado a 37°C durante 30
minutos para depois se fazer a pesquisa dos seus trofozoitos a moverem-se em lamina sob

microscopio 6tico, na objetiva de 40x.

6. Exame virologico

As constipagoes, a gripe e sindromes gripais assim como a gastroenterite sao as
infegoes virais mais comuns.

Os principais virus responsaveis por infecoes do trato respiratorio sao Virus
Respiratorio Sincicial (RSV), rhinovirus, virus influenza e parainfluenza, adenovirus e
coronavirus, que se encontram em aerossois, alimentos, agua, saliva, nas maos ou em fomites.
As criangas com menos de 10 anos sao especialmente suscetiveis a infe¢coes graves devido a
virus influenza, virus parainfluenza, RSV e adenovirus, devendo fazer-se a pesquisa de todos
eles. Bebes com menos de 2 anos de idade sao especialmente vulneraveis a bronquiolite devido
a RSV, o que pode exigir hospitalizagao.

O aspirado nasofaringeo é a amostra ideal pois consegue-se recuperar mais células
epiteliais infetadas e deve ser enviado imediatamente ou refrigerado a 4°C até 24 horas.
Quando o clinico solicita a pesquisa de virus respiratérios, realiza-se o RSV-Adenovirus Balea,
um teste imunocromatografico para detegao de antigénios do RSV e do Adenovirus e, se este
der negativo para ambos, realiza-se a pesquisa pelo Respiratory Viral Screening & Identification
MAD da Vircell. Este método de imunofluorescéncia direta é baseado na reagao de anticorpos
especificos (MAb) marcados com Isotiocianato de fluoresceina (FTIC) com antigénios de

adenovirus, influenza A, influenza B, parainfluenza |, parainfluenza 2, parainfluenza 3 e RSV em
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estratos celulares apropriados. Numa amostra positiva, duas ou mais células intactas exibem
um padrao de fluorescéncia “verde-maga” caracteristico enquanto que numa amostra negativa
as células estao vermelhas com um fraco padrao ou sem fluorescéncia (Murray et al., 2016).
Caso o clinico suspeite de gripe realiza-se a pesquisa dos Virus Influenza A e B e RSV por
Xpert® Xpress Flu/RSV, que utilizada métodos moleculares (PCR em tempo real) para fazer a
sua detecao.

As infecoes do trato gastrointestinal por parte de virus podem resultar em
gastroenterite, vomitos ou diarreia. Os principais implicados sao adenovirus e rotavirus assim
como Norwalk, calicivirus e astrovirus. A diarreia em criangas mais velhas e adultos geralmente
¢ autolimitada e pode ser tratada com reidratagao, no entanto, em bebés pode ser mais grave
e levar a hospitalizagdo. Os serotipos A, B e C de rotavirus e adenovirus 40 e 4| sao as
principais causas de gastroenterite infantil (Murray et al., 2016). A pesquisa destes dois virus

é realizada através do teste SD BIOLINE Rota/Adeno, um teste imunocromatografico que

permite detetar antigénios do grupo A de rotavirus e de adenovirus.
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IMUNOQUIMICA

O setor de Imunoquimica compreende as analises de Bioquimica Clinica assim como
de Imunologia. O soro é a principal amostra recebida, permitindo analises bioquimicas no
sentido de avaliar fungoes dos diferentes orgaos, imunologia, marcadores tumorais,
marcadores cardiacos, endocrinologia, eletroforese de proteinas, entre outros. Recebe-se
ainda sangue em tubos com K;EDTA para a determinagio do BNP e hormona
adrenocorticotrofica (ACTH), urina, fezes, LCR e outros fluidos bioldgicos.

Este setor encontra-se organizado em trés divisdes, numa delas realiza-se a recegao
dos tubos, preparagao de aliquotas, a sua triagem e centrifugagao. Os tubos seguem para a
outra divisao onde se encontram os aparelhos para as determinagoes bioquimicas, de
imunologia e eletroforeses. Existe ainda uma divisao especifica para a realizagao da andlise
sumaria de Urina tipo Il, para a extragao de calprotectina das fezes e para a para a realizagao
de técnicas de serologia manual.

Da equipa de trabalho desta seccao, fazem parte cinco Técnicos Superiores de
Diagnéstico e Terapéutica que realizam a manutengao dos aparelhos, assim como calibragoes
e Controlos de Qualidade Interno, fazendo ainda a rece¢ao das amostras, a sua triagem e a
certificacao de que todas as analises sao realizadas, assim como procedem a validagao dos
resultados que necessitam de intervengao. Os dois Técnicos Superiores de Saide tém como
funcao a sua coordenacgao, assim como a verificagdo do Controlo de Qualidade Interno (CQI),
a responsabilidade pelo Controlo de Qualidade Externo, bem como a validagao técnica dos
resultados, podendo ainda assistir nas restantes tarefas.

Visto que este é um setor muito automatizado, a intervengao dos técnicos faz-se
principalmente ao nivel da calibragao, controlos de qualidade e validagao técnica. Antes de se
fazer o processamento das amostras, devem realizar-se as calibragdes necessarias e CQI
respetivos. Uma nova curva de calibragao deve ser realizada sempre que a anterior tenha
expirado, quando um novo reagente de lote diferente do anterior seja colocado no
autoanalisador ou se o valor do reagente do CQI se encontrar fora dos limites definidos como
aceitaveis, mesmo apos repeticao, mostrando um erro sistematico.

O CQ no laboratério permite a monitorizagao das determinagoes analiticas no sentido
da detecao de erros e, assim, evitar resultados incorretos das amostras. O CQI é realizado a
partir de amostras controlo comerciais, analisadas em paralelo, podendo controlo ser
direcionado apenas para um pardmetro ou para varios, comparando-se os valores
determinados com os valores esperados, reportados pela casa comercial. Os valores
esperados sao representados por intervalos de valores com limites superior e inferior, os

limites de controlo. Parimetros com regulagio homeostatica mais apertada e,
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consequentemente, valores muito baixos de variagao biologica, tais como o sédio, cloreto ou
albumina, precisam de limites de controlo mais rigorosos, ao passo que parametros com
grande variagao biologica como, por exemplo, enzimas e triglicéridos nao requerem limites de
controlo tao estreitos (Ricos et al,, 2009). Os resultados sao apresentados num grafico Levey-
Jennings, que representa graficamente os valores observados do controlo ao longo do tempo
com os limites de controlo superior e inferior. Estes graficos sao interpretados tendo em
conta varias regras (Regras de Westgard) que estabelecem um critério para julgar se um
processo analitico estd, ou nao, fora de controlo (McCudden et al., 2010). Quando os valores
observados estao fora dos limites de controlo, devem verificar-se os prazos de validade dos
controlos, calibradores e reagentes, saber se o controlo foi bem reconstituido e o técnico
deve tomar medidas, nomeadamente, voltar a processar o controlo, utilizar um novo controlo
ou recalibrar o parametro em questao.

A secao de Imunoquimica participa dos dois programas de avaliagao externa NEQAS
E RIQAS, para a determinagao de varios parametros laboratoriais, havendo um calendario
organizado por semanas. As amostras, depois de devidamente reconstituidas, sao analisadas
da mesma forma que as amostras de pacientes e os resultados sao reportados. O programa
de avaliagao externa, compila todos resultados dos laboratorios que participam e envia um

relatério de desempenho para cada um.
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Conclusao

O estagio realizado no Servigo de Patologia Clinica da ULSAM foi crucial para a minha
formagao académica e profissional, bem como para o meu desenvolvimento pessoal, visto que
me permitiu comprovar que a area das Analises Clinicas, para além de sempre me ter
despertado grande interesse é também aquela em que quero desempenhar fungées enquanto
profissional na area da saude.

O Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra tem uma forte componente tedrica e obriga a realizagdo de um estagio
profissionalizante nas suas diferentes valéncias. Ao longo do meu estégio fui constatando que
o seu plano de estudos é bastante completo e que prepara o aluno de forma adequada para o
trabalho pretendido e no sentido de aplicar os conhecimentos adquiridos a pratica
laboratorial. Assim, o estagio permitiu-me tanto consolidar como aprofundar os
conhecimentos por mim adquiridos nas diferentes unidades curriculares associadas as diversas
areas de diagnostico laboratorial, como também constatar que todas elas se encontram
interligadas, dando-me uma visao mais holistica desta area profissional.

Todos os profissionais do Servigo de Patologia Clinica me fizeram sentir integrada e
disponibilizaram-se para esclarecer todas as minhas duvidas, assim como me explicaram como
funciona a rotina laboratorial, as metodologias e os principios inerentes as varias
determinagoes laboratoriais. A importancia da Gestao da Qualidade, o Controlo de Qualidade
Interno e o Controlo de Qualidade externo tornou-se clara e evidente. Deste modo, temas
que na unidade curricular se encontravam num plano mais abstrato, em contexto pratico
foram de muito mais facil compreensao.

Considero ainda que a realizagao do estagio me proporcionou o desenvolvimento de
varias competéncias, nomeadamente o trabalho em equipa, coordenagao e organizagao, maior
destreza na realizagao de técnicas manuais e capacidade de pensamento critico em relagao aos

resultados obtidos.
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Anexos

Anexo | - Procedimentos para colheita e transporte de diferentes amostras.

Amostra

Urina

Fezes

Trato
respiratoério

Hemoculturas

Colheita

Jacto intermédio - deve ser colhida a primeira urina da
manh3, apos lavagem das maos e da zona genital (da zona
genital para anal) com sabao neutro. Homens devem fazer a
retracao do prepucio e mulheres os labios vaginais. Deve
rejeitar-se a primeira porg¢ao de urina e colher o jacto
intermédio nao havendo interrupgao da micgao.
Algaliacdo - em utentes algaliados deve-se aspirar a
amostra do cateter. O cateter deve ser clampado e a sua
superficie deve ser limpa com etanol a 70%. Através de uma
agulha e seringa procede-se a aspiragdo. Urina do saco
coletor é inadequada, pois os microrganismos multiplicam-
se e dissimulam os nimeros relativos verdadeiros.
Aspiracdo suprapubica - indicada em criangas ou utentes
em que os resultados sao de dificil interpretagao. A bexiga
deve estar cheia e apés desinfecao a urina é aspirada
diretamente para uma seringa através de uma agulha
inserida por via percutanea garantindo uma amostra sem
contaminagao e a Unica que permite a pesquisa de
anaerobios.

Saco coletor - indicado para bebés. Apés lavagem da zona
genital deve colocar-se o saco e esperar 30 minutos. Se o
bebé ndo urinar deve voltar a lavar-se e a colocar novo
saco.

Visto que os microrganismos podem ser eliminados de
forma intermitente, a colheita de amostra em 3 dias
aumenta a recuperagao e a probabilidade de identificar o
agente patogénico. A amostra deve ser do tamanho de uma
noz, nao deve estar contaminada com urina ou papel
higiénico pois pode conter sais de bario, para um frasco
estéril. Para exsudados retais deve ser introduzida uma
zaragatoa no recto até 2,5 cm, rodando-a e retirando
cuidadosamente. A zaragatoa deve apresentar conteldo
fecal, para assegurar uma boa qualidade de amostra.
Secrecoes bronquicas- nao devem ser ingeridos
alimentos | a 2 horas antes e a cavidade bocal deve ser
enxaguada com solugao salina ou agua imediatamente antes
da expetoragao. Deve-se expetorar com tosse profunda,
preferencialmente de manha, para um recipiente estéril.
Pode-se ainda induzir a expetoragao com nebulizagao de
NaCl 0,85%.

Lavado bronquico e broncoalveolar - infundir solugao
salina estéril na arvore broncoalveolar e aspirar o liquido
assim como células, proteinas e microrganismos.
Exsudado nasal- Inserir uma zaragatoa estéril em cada
narina até encontrar resisténcia e rodar contra a mucosa.
Colocar em meio de transporte.

A colheita faz-se por pungao venosa depois de se desinfetar
o local com alcool 70% de modo circular e do interior para
a periferia e solucao alcodlica iodada a 1%, durante 30
segundos. Desinfetar a borracha do frasco BACTEC com
alcool, inocular o frasco sem mudar de agulha.
Normalmente, para os adultos colher 2 frascos para
aerobios e | para anaerobios com 8 a 10 ml cada um e em
sitios de puncao diferente, ou, se nao for possivel, em

Transporte
Se a urina nao contiver
nenhum tipo de
conservante e nao for
refrigerada o seu
transporte e

processamento deve ser
de no maximo duas
horas. Se for
transportada num tubo
com acido bérico tem
estabilidade de 48 horas.
Se for conservada a 4°C
tem estabilidade de 24
horas. O volume de urina
colocado no tubo deve
ser de 3 ml para garantir
o crescimento da maioria
dos microrganismos, que
podem ser inibidos pelo
acido borico e reduzir o
crescimento de algumas
bactérias,
nomeadamente
Enterococcus spp..

O transporte para o
laboratorio deve ser até
I hora apds colheita.
Evitar refrigeracao

As amostras devem ser
transportadas para o
laboratoério
imediatamente até | hora
apos colheita, se nao for
possivel refrigerar até 24
horas.

Os frascos devem ser
transportados

imediatamente para o
laboratério e colocado
no sistema automatizado

para detetar
microrganismos em
cultura de sangue
BACTEC
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Cateter

LCR

Fluidos:
Pleural,
Peritoneal
e Sinovial

Exsudados
purulentos

Exsudado
endocervical,
Exsudado
uretral

Exsudado
auricular/
ocular

(Tille, 2017)
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tempos de colheita diferentes e para criangas colher um
frasco pediatrico para aerébios.

Desinfetar a pele com Alcool 70%, retirar o cateter, e
cortar assepticamente cerca de 3 a 5 cm e enviar num
frasco estéril.

Colheita por pungao lombar- desinfetar o local da pungao e
colher o LCR para 3 tubos esterilizados, com
encerramento hermético, sendo o dltimo, utilizado para
exame bacterioldgico, pois tem mais probabilidade de ser o
menos contaminado. Deve ter pelo menos| ml para exame
bacteriologico, 2 ml para exame micologico e 3 ml para
micobacteriologico.

Colheita por aspiragao da cavidade peritoneal
(paracentese), da cavidade pleural (toracentese) ou da
articular (artrocentese), apos desinfegao do local
semelhante a hemoculturas. Colocar a amostra num
contentor estéril com tampa. Para pesquisa de anaerobios,
a colheita faz-se em seringa expelindo o ar. Podem também
ser inoculados em frascos para hemocultura.

Exsudados devem ser colhidos para contentor estéril ou ser
enviados diretamente em seringas com tampa. Em
exsudados de leses abertas devem ser colhidos, apos
desbridagao, com zaragatoa com meio de transporte.
Biopsias devem ser colhidas de forma asséptica com cerca
de 0,5 cm e colocadas em frasco estéril.

O exsudado endocervical é colheito apés o colo do Utero
ter sido exposto por um espéculo humedecido com agua
morna e apds o muco ectocervical ter sido eliminado com
uma zaragatoa posteriormente inserida no meio de Amies.
Para a colheita de exsudado uretral, ¢é inserida uma
zaragatoa na uretra e rodada antes de se retirar. Como
Chlamydia trachomatis ¢ intracelular, é importante remover
as células epiteliais da mucosa endocervical. Sio necessarias
zaragatoas separadas para detegao de clamidia, micoplasmae
ureaplasma.

Exsudados oculares - pus da superficie do saco
conjuntival inferior e do canto interno do olho é colhido
com zaragatoa estéril para as culturas.

Exsudados auriculares - no caso de otite média,
timpanocentese realizada pelo clinico. Se for uma otite
externa pode realizar-se a colheita com zaragatoa da pele
do canal auditivo e colocar em meio de transporte.

O frasco deve ser de
imediato transportado e
processado no
laboratorio.

Os frascos devem ser de
imediato transportados
e processados no
laboratério.

O:s frascos, seringas ou
frascos de hemoculturas
devem ser de imediato
transportados e
processados no
laboratorio.

O:s frascos, seringas ou
zaragatoas devem ser
imediatamente
transportados e
processados até 2 horas
apos colheita.

Para pesquisa de
Mycoplasma hominis e
Ureoplasma spp. colocar
a zaragatoa no meio
proprio e enviar logo ao
abrigo da luz. Para
pesquisa de Chlamydia
trachomatis, a zaragota
nao deve estar em meio
de transporte e deve ser
processada o mais
rapido possivel ou ser
refrigerada até 72 h.

Transportar em menos
de duas horas para o
laboratorio.



Anexo 2 - Meios de Cultura utilizados na segao de Microbiologia.

Meio

Gelose Cystine
Lactose Electrolyte
Deficient (CLED)

Gelose
MacConkey
(MCK)

Gelose Salmonella
Shigella (SS)

Gelose Hektoen
(HE)

Gelose
Campylosel
(CAM)

Gelose
Tiossulfato,
citrato, bilis e
sacarose (TCBS)

Gelose
Cefsulodina-
Irgasan-
Novobiocina
(CIN)

Gelose Buffered
Charcoal Yeast
Extract (BCYE)

Gelose Columbia
com

sangue de ovelha a
5% (COS)

Descricao

Meio diferencial para microrganismos uropatégenos,
permitindo diferenciar fermentacgao da lactose, através do
azul de bromotimol como um indicador de pH (organismos
que fermentam a lactose irao reduzir o pH e alterar a cor do
meio para amarelo). A cistina permite o crescimento de
bactérias coliformes com colonias anas. A deficiéncia em
eletrdlitos inibe a proliferagao de Proteus spp..

Meio diferencial e seletivo para enterobactérias e outros
bastonetes Gram-negativos. O cristal violeta e sais biliares
inibbem as bactérias Gram-positivas. O indicador de pH,
vermelho neutro, permite diferenciar os fermentadores de
lactose, que apresentam uma cor rosa-vermelho.

Isolamento de Salmonella e Shigella gragas a sais biliares, verde
brilhante e citratos. Devido a presenca vermelho neutro,
bactérias que fermentam lactose formam colénias vermelhas.
O tiosulfato de sodio e o citrato férrico permitem a detecao
da producao de sulfureto de hidrogénio pela Salmonella, como
se pode verificar pelas colonias com centros pretos.

Meio seletivo e diferencial para Salmonella spp. e Shigella spp.
Os sais biliares inibem Gram-positivos e reduzindo o
crescimento Gram-negativos, permitindo crescimento de
Salmonella spp. e Shigella spp.. Os agucares presentes sio
lactose, sacarose e salicina e os indicadores do pH sao fucsina
acida e azul de bromotimol. Microrganismos que fermentam
levam a mudanga de cor para cor-de-laranja. O citrato de
amoénio férrico e tiossulfato de sodio presentes no meio
permitem a detegao da produgao de sulfureto de hidrogénio
pela Salmonella.

Isolamento de Campylobacter coli e C. jejuni gragas antibioticos
e antifingicos, que inibem a maior parte dos restantes
microrganismos. Agentes redutores e sangue de carneiro
permitem o crescimento de coldnias de Campylobacter spp.
pequenas e acinzentadas com crescimento ao longo das
estrias.

Isolamento de Vibrio spp. O tiossulfato e citrato de sédio, bilis
e colato permitem um pH alcalino que inibe Gram-positivos
e coliformes e permite o desenvolvimento de Vibrio cholerae,
sensivel a ambientes acidos. A concentracao elevada de sais
favorece o desenvolvimento de Vibrio cholerae que é
halotolerante e outros Vibrio, halofilos. Os indicadores de pH
sao o azul de bromotimol e o azul de timol.

Isolamento de Yersinia spp.. A fermentagao de manitol na
presenca de vermelho neutro permite a formagao de coldnias
de Y. enterocolitica de "olho de boi" incolor com um centro
vermelho. O cristal violeta, desoxicolato de sodio e agentes
antimicrobianos, cefsulodina, Irgasan e novobiocina,
permitem a inibicao de Gram-negativos e Gram-positivos.
Isolamento de Legionella spp. O extracto de levedura fornece
proteinas e outros nutrientes necessarios ao seu
crescimento, necessitando ainda de L-cisteina e pirofosfato
férrico e alfa-cetoglutarato. O carvao ativado decompoe o
peroxido de hidrogénio, toxico para Legionella spp. e tampao
ACES ¢ adicionado para manter o pH.

Meio nutritivo que permite crescimento da maioria de
bactérias. As peptonas e extracto de levedura sao fonte de
vitaminas, amido de milho absorve substancias toxicas. O
sangue de ovelha permite a diferenciacdo do tipo de hemolise
e fornece o factor X.

Incubacao

Aerobiose, 37° C
durante 24 horas

Aerobiose, 37° C
durante 24 horas

Aerobiose, 37° C
durante 24 horas

Aerobiose, 37° C
durante 24 horas

Microaerofilia, 42°C
durante 48 horas

Aerobiose, 37° C 24-
48 horas

Aerobiose, 37°C
durante 24 horas

Atmosfera
enriquecida com 5 a
10 % de CO2 37°C,
até 14 dias

Atmosfera
enriquecida com 5 a
10 % de CO2 37° C,
24 a 72 horas
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Gelose Chocolate
com mistura
PolyViteX(PVX)

Gelose Chocolate
com mistura
PolyviteX
Vancomicina,
Colistina,
Anfotericina B,
Trimetoprim
(VCAT)

Gelose Gardnerella
com 5% sangue
humano (GAR)

Gelose Granada
(Group B

Streptococcus
Differential Agar)

Gelose Schaedler
com 5% Sangue
Ovelha (SCS)

Gelose Mueller-
Hinton Il (MHII)

Meio Fletcher

Bile Esculina Agar
(BEA)

Meio de
Lowenstein-Jensen

Coletsos
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Permite crescimento de bactérias fastidiosas, nomeadamente
Neisseria spp., Haemophilus spp. e Streptococcus pneumoniae,
O meio base Gelose de Chocolate fornece caseina e peptonas
de carne, tampao de fosfato e mantem o pH, a hemoglobina
fornece o fator X e a mistura PolyViteX fornece o factor V
vitaminas, aminoacidos, coenzimas, dextrose, ido ferro.

Isolamento de Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis.
Vancomicina, Colistina, Anfotericina B, Trimetoprim-
sulfametoxazole inibem as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e leveduras existentes nas  amostras
polimicrobianas, nomeadamente exsudado vaginal.

Isolamento de Gardnerella vaginadlis. Colistina e acido nalidixico
inibbem as bactérias Gram-negativas e anfotericina B inibe
leveduras. O meio é suplementado com Peptona. O sangue
humano permite detetar B-hemolise caracteristica.

Isolamento e identificacdo de estirpes hemoliticas
Streptococcus agalactiae, que formam colonias cor-de-
laranja/salmao, devido ao pigmento granadaene que necessita
de Proteose Peptone no. 3 e amido para a sua estabilizagao.

Meio especialmente para cultura de anaerébios obrigatorios.
A hemina e o heme do sangue de ovelha permitem o
crescimento de anaerobios estritos e outras substancias. A
vitamina K importante para o crescimento de Prevotella
melaninogenica, assim como algumas espécies de Bacteroides
spp. € Gram-positivos ndo formadores de esporos.

Meio utilizado para a realizagao de antibiogramas por difuséo,
permitindo o desenvolvimento de bactérias nao fastidiosas,
enterobacterias, bacilos gram negativos nao fermentadores,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. A composigio em Ca®*
Mg** e a baixa concentragio em timina-timidina permite uma
determinagao mais precisa dos halos de inibi¢ao.

Meio semi-sélido com 5-fluorouracil, peptona e soro de
coelho para o cultivo seletivo de Leptospira spp.. A baixa
percentagem de agar cria um meio semi-sélido auxiliando na
deteciao de motilidade.

Meio inclinado para isolamento e diferenciagio de
Enterococcus spp. e Streptococcus grupo D, que hidrolisam a
esculina em esculetina e glucose. Restantes bactérias Gram-
positivas sao inibidas pelos sais biliares neste meio. A
esculetina reage com citrato férrico e forma um complexo
preto.

Meio inclinado para desenvolvimento de Mycobacterium
tuberculosis e outras espécies de micobactérias. Contem verde
malaquite para inibir bactérias que resistiram a contaminagao,
L-Asparagina e fécula de batata sio fontes de nitrogenio e
vitaminas, Fosfato monopotassico e Sulfato de Magnésio, para
além de tampoes, potenciam o seu crescimento. Os ovos
fornecem acidos gordos e proteinas necessarios para o seu
metabolismo e a a albumina coagula e forma uma superficie
solida e o glicerol serve como fonte de carbono e é favoravel
ao crescimento do bacilo da tuberculose do tipo humano.
Meio inclinado seletivo para o isolamento de micobactérias
fastidiosas ou presentes em pequeno numero, por exemplo
no LCR.

A solucao de sais fornece nitrogénio, vitaminas, minerais e
aminoacidos, verde malaquite inibe as bactérias, a gelatina e

Atmosfera
enriquecida com 5 a
10 % de CO2 37°C,
24 a 72 horas

Atmosfera
enriquecida com 5 a
10 % de CO, 37°C,
24 a 72 horas

Atmosfera
enriquecida com 5 a
10% de CO, 37° C,
48 horas

Anaerobiose, 37°C
48 horas
Anaerobiose, 37°C
48 horas
Atmosfera

enriquecida com 5 a
10 % de
CO;/Aerobiose 37°
C, 48 horas

Aerobiose a
temperatura
ambiente e
protegido do escuro,
6 semanas

Aerobiose, 37°C
durante 24 horas

Aerobiose, 35°C, 8
semanas

Aerobiose, 35°C, 8
semanas



Gelose Sabouraud
Gentamicina
Cloranfenicol 2
(SGO)

Caldo Tioglicolato
(TG)

Caldo Gram-
negativo (GN)

Caldo Brain and
Heart
Infusion (BHI)

Caldo Schaedler
com vitamina K3

MGIT

solugdo oligodinamica favorecem o crescimento de
Mycobacterium spp.

Isolamento de fungos leveduriformes e filamentosos. As
peptonas fornecem nitrogénio, a  alta concentragao de
glucose e pH acido permitem o desenvolvimento dos fungos
enquanto que impedem crescimento de bactérias.
Gentamicina e o cloranfenicol inibem a generalidade de

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Caldo de enriquecimento da maior parte das bactérias, gragas
a peptona de caseina, caldo de soja e glicose. Tioglicolato,
cistina e sulfito de sodio, agentes redutores e a concentragao
de agar reduzem a difusdao de oxigénio no meio por isso
anaerobios, aerdbios e microaerofilicos conseguem
desenvolver-se.

Caldo seletivo para enteropatogéneos, Salmonella spp. e
Shigella spp. O citrato de sodio e desoxicolato de sodio
inibem bactérias Gram-positivas e estimulam crescimento de
patdgenos gram-negativos, o manitol é a fonte de carbono de
patogenos e nao é utilizado por bactérias entéricos nao-
patogénicas.

Caldo de enriquecimento, permitindo crescimento de
microrganismos aerobios fastidiosos. Peptona, extrato de
cérebro e coragao de porco sio fontes de nitrogenio,
carbono, enxofre e vitaminas.

Caldo para desenvolvimento de microrganismos anaerobios
devido ao poder redutor, hemina, extratacto de levedura e
vitamina Ks.

Meio liquido Middlebrook 7H9 enriquecido com meio OADC
(albumina, catalase, glucose cloreto sédio) e uma mistura de
antibioticos (PANTA) para a cultura de micobactérias no
sistema BD BACTEC 960.

(Tille, 2017; Murray et al,, 2016)

Aerobiose, 30°C, 5a
14 dias

Aerobiose, 37° C
durante 48 horas

Aerobiose, 37° C
durante 24 horas

Aerobiose, 37° C
durante 72 horas

Anaerobiose, 37°C
durante 48 horas

Aerobiose, 35°C

durante 42 dias

- 65 -



Anexo 3 - BD Phoenix ™ |00

O autoanalisador BD Phoenix ™ executa a identificagao (ID) e o Teste de Sensibilidade
Antimicrobiana (AST) de bactérias a partir de painéis para Gram-positivas (PMIC/ID), Gram-
negativas (NMIC/ID), especificos para bactérias Gram-negativas uropatogénicas (UNMIC/ID)

e especificos para Streptococcus spp. (SMIC/ID).

Os painéis sao inoculados apos se realizar uma suspensao bacteriana, a partir de meios
nao seletivos e culturas puras com menos de 24 horas, em solugio salina ID com densidade
correspondente a 0,5 McFarland, medida no nefelometro e se inocular o caldo AST com 0,25
pl dessa solugao e com o indicador redox. A identificagao faz-se por testes bioquimicos de
fermentacao, oxidagao, degradagiao e hidrolise de substratos e leitura por colorimetria e
fluorescéncia. O AST realiza-se com concentracoes decrescentes de antibidticos e o indicador
redox para a detegao do crescimento microbiano sendo que, a par com a identificagao o
resultado é dado como suscetivel, intermediario ou resistente, de acordo com o European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Anexo 4 - Vitek 2 Compact.

O sistema VITEK 2 faz a identificagao de bacilos Gram-negativos (carta GN); cocos e
bacilos Gram-positivos (carta GP); anaérobios e corinebactérias (carta ANC); Neisseria spp. e
Haemophilus spp. (carta NH) e leveduras (carta YST) assim como testes de sensibilidade a
diferentes antimicrobianos e antifungicos por diferentes cartas. Sao preparadas suspensoes
bacterianas em solugao estéril de cloreto de sédio a 0,45% e ajustadas a diferentes densidades
consoante a carta utilizada. As cartas sao automaticamente atestadas com a suspensao
bacteriana, seladas e incubadas. Cada carta de identificagdo contem pog¢os com diferentes
substratos para avaliar o uso de fontes de carbono, atividade enzimatica e resisténcias a
antibioticos e cada carta de antibidticos tem pogos com diferentes concentragoes destes. Os
pogos sao lidos por fluorometros e fotometros para registrar sinais de fluorescéncia, turbidez

e colorimétricos (Ligozzi et al., 2002).

Anexo 5 - Teste da Catalase

A enzima catalase converte o H,0, a H,O e O,, libertado sob a forma de bolhas. Numa
lamina de vidro deve colocar-se uma por¢ao de colonia e uma gota de solugao de H,O, e

observar se ha formagao de bolhas. O teste € positivo se a libertagao de bolhas é marcada e
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negativo se houver uma fraca ou nenhuma produgao. Deve-se evitar tocar no meio de cultura
que contenha sangue visto que este possui catalase. Este teste € principalmente usado para

distinguir Staphylococcus spp. de Streptococcus spp. e Enterococcus spp. (Tille, 2017).

Anexo 6 - Teste PAXTOREX STAPH-PLUS

O teste PAXTOREX STAPH-PLUS é um teste de aglutinagao que permite a identificacao
de coagulase ligada (ou “clumping factor”), proteina A e polissacarideo capsular de S. aureus. O
reagente contém particulas de latex com fibrinogénio que reagem com o clumping factor, 1gG
que reage com a proteina A e anticorpos monoclonais especificos para os polissacaridos
capsulares, formando assim agregados. Este teste permite diferenciar S. aureus, principal

estafilococo humano coagulase-positivo, de outros estafilococos (Tille, 2017).

Anexo 7 - Técnica de Kirby-Bauer para realizagao do Antibiograma

A técnica de Kirby-Bauer é um método qualitativo de difusio para realizagao do
antibiograma, com discos de papel de filtro impregnados com um antibiotico. Utiliza-se como
meio a Gelose Mueller-Hinton, tendo em atengao que fatores como pH, espessura do meio e

concentragao em ides podem afetar a precisao do resultado (Tille, 2017).

A partir de uma cultura pura, deve preparar-se uma suspensao em solugao salina
correspondente a 0,5 McFarland, equivalente a 1,5x10® UFC /ml. A gelose deve ser inoculada
com uma zaragatoa que foi imersa nessa suspensao, em trés diregoes diferentes para garantir
uma distribui¢cao uniforme e completa do inoculo sobre toda a placa. Os discos sao colocados

até |5 minutos apos inoculagao e as placas sao invertidas e colocadas a incubar em atmosfera

com 5% a 10% de CO, a 37°C durante 24 horas (Tille, 2017).

Apods o tempo de incubagao, deve avaliar-se se a densidade do inoculo esta correta
para se proceder a medigao dos halos de inibigao em torno dos discos. O antibiotico presente
no disco difunde-se na gelose e estabelece um gradiente de concentragao ao redor deste,
sendo que concentragao mais elevada € a mais proxima deste. As bactérias vao crescer na
superficie da placa, exceto quando a concentragao de antibiotico € suficiente para inibir o seu
crescimento. Apos a incubagao, o diametro da zona de inibicio em torno de cada disco é

medido em milimetros.

Este teste é especialmente usado para Staphylococcus spp. com os discos de oxacilina,

teicoplanina e vancomicina. O disco de oxacilina testa a suscetibilidade as penicilinas
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resistentes a penicilinase ja que é mais resistente a degradagao enquanto esta armazenado e
deteta melhor as estirpes hétero-resistentes (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2006).
Um crescimento percetivel dentro da zona de inibicao ¢ indicativo da resisténcia a oxacilina
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2006). A resisténcia a penicilinas € normalmente
seguida a resisténcia a meticilina, que inclui resisténcia a todos os antimicrobianos B-lactimicos
(Pasticci et al, 2011). A vancomicina vem sendo amplamente utilizada como recurso no
tratamento de infegoes provocadas por estas bactérias e a teicoplanina, outro glicopeptido, é

utilizada como terapia alternativa a vancomicina (Nunes et al., 2007).

Anexo 8 - Teste de susceptibilidade a optoquina.

A optoquina em concentragoes baixas (5 pg) inibe o crescimento de S. peumoniae mas
nao de outros estreptococos a-hemoliticos, sendo Util para fazer a sua identificagao
presuntiva. Para a realizagao deste teste deve-se semear com a ansa cerca de 2 a 3 coldnias
no meio COS, em 3 diregdes e colocar o disco de 6mm de optoquina no centro. A incubagao
faz-se em atmosfera com 5% a 10% de CO, a 37°C durante 24 horas. Se houver crescimento
até ao disco, a sua suscetibilidade para a optoquina é negativa para S. peumoniae. Uma zona
superior a 14 mm de inibicdo é considerada identificagdo presuntiva e inferior é duvidoso,

tendo de ser confirmado com testes adicionais (Tille, 2017).

Anexo 9 - Teste citocromo ¢ -oxidase (método de Kovac).

Este teste determina a presenca de citocromo c oxidase a partir da oxidagao do
substrato tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloreto 1% (reagente de Kovac) que atua como
um aceitador de eletroes artificial para esta e forma o composto corado azul de indofenol.
Numa lamela deve colocar-se um disco impregnado de reagente de Kovac em contacto com
uma gota de agua destilada e com um palito de plastico retirar uma colénia do meio e coloca-
la no disco. Um teste positivo € indicado pelo desenvolvimento da cor roxa em poucos
segundos. Este é um teste presuntivo de identificagdo de Pseudomonas spp., Neisseria spp.

sendo também positivo para Campylobacter spp. (Tille, 2017).
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Anexo 10 - Teste dos fatores V e/ou X.

O teste do fator X e V é usado para identificar e diferenciar Haemophilus spp. que
precisam de fator X (hemina), fator V (nicotinamida adenina dinucleotideo ou NAD) ou uma
combinagao de ambos. O procedimento é o mesmo para a realizagio de antibiograma
(ANEXO 6). Os discos impregnados com X e V tém de ser colocados suficientemente perto
para se poder avaliar se ha crescimento entre eles e o disco XV deve ser colocado mais
afastado. O teste € positivo para H.influenzae se sé ha crescimento em torno do disco XV e
no meio dos discos V e X. E positivo para Haemophilus parainfluenza se houver um halo de
crescimento em torno dos discos XV e V. Haemophilus ducreyi forma um halo de crescimento
em torno dos discos XV e X. O teste é negativo se houver crescimento em todo o meio

indicando que nao ha necessidade de fatores (Tille, 2017).

Anexo || - Descontaminagao de bactérias: Método de N-acetil-L-cisteina com 2% hidroxido
de sédio (NALC-NaOH).

A maioria dos espécimes de cultura de micobactérias contém detritos organicos e
bactérias contaminantes, por isso € necessario proceder-se a sua liquefagao e
descontaminagao, pelo método de N-acetil-L-cisteina com 2% hidroxido de sédio (NALC-
NaOH). Este processo de descontaminagao elimina os contaminantes, permitindo a
recuperacao das micobactérias que, devido a grande percentagem em lipidos sao mais
resistentes aos agentes acidos e alcalinos. O NaOH atua como agente mucolitico e
descontaminante e o NALC atua como um agente mucolitico diminuindo ainda a concentragao
do NaOH que é toxico para algumas micobactérias. O citrato de sodio liga-se a ides de metais
pesados que podem estar presentes na solugao e inativam o NALC. O tampao de fosfato é
usado para diluir a solugao apos a descontaminagao e diminui a gravidade especifica para tornar

a sedimentagao das micobactérias mais eficaz.
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