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Resumo

O presente relatéorio tem como objetivo relatar as atividades desenvolvidas durante
o estagio realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas (MAC) da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio decorreu nos meses de Janeiro e Fevereiro
no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
(LAC-FFUC) e durante os meses de marc¢o, abril e maio no Coimbralab, em Coimbra.

O relatorio aborda em particular as areas de Hematologia e Microbiologia, no
entanto serao referidas as atividades desenvolvidas nas areas de Imunologia, Endocrinologia e
Bioquimica, realgando a importancia dos diferentes exames realizados, os equipamentos e
respetivas metodologias utilizadas, interpretagao e validagao dos resultados e referindo a

importancia do controlo de Qualidade.

Palavras-Chave: Hematologia, Microbiologia, Clinica, Diagnostico, Saude.
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Abstract

This report aims to describe the activities developed during the internship held in the
field of a Master of Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra.
The internship was in the months of January and February on the Laboratory of Analyses of
the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra, and in the months of March, April and
May on Coimbra Lab in Coimbra.

The report covers the areas of Haematology and Microbiology however, the
activities developed in the areas of Immunology, Endocrinology and Biochemistry will also be
mentioned, highlighting the importance of the different tests performed, the equipment and
respective methodologies, evaluation and validation of the results with special attention paid

to the importance of performing quality control.

Key words: Hematology, Microbiology, Clinic, Diagnosis, Health.
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I. Introducao

No ambito do Mestrado em Andlises Clinicas (MAC) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra realizei o estagio curricular profissionalizante que visou o
desenvolvimento de competéncias na area das analises clinicas. O estagio teve lugar no
Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra sob
orientacao da Dr® Ana Donato e no Coimbralab sob orientacao da Dr® Helena Cunha Leal.

O estagio foi crucial para eu adquirir novos conhecimentos, aprofundar conceitos ja
adquiridos e integrar-me na rotina laboratorial nas areas de Hematologia, Imunologia e
Endocrinologia, Bioquimica e Microbiologia. O presente relatério aborda em particular as
areas de Hematologia e Microbiologia realgando as analises realizadas e as atividades
desenvolvidas.

Apds tomar conhecimento da parte organizacional dos laboratorios, pude
acompanhar as diferentes fases do processamento das amostras: pré-analitica, analitica e
pos-analitica.

Algumas andlises sao pedidas com menos frequéncia e, por isso, nao se justifica que
os laboratoérios tenham os equipamentos necessarios para as realizar. Desta forma, ambos os
laboratérios em que realizei o estagio possuem acordos com laboratérios subcontratados
que executam essas analises com beneficios tanto de custo como de confiabilidade de
resultados.

As analises clinicas assumem elevada importancia no diagnoéstico clinico bem como na
monitorizagao da terapéutica, pelo que é fundamental exigéncia e rigor na pratica

laboratorial por parte de todos os profissionais envolvidos.



2. Caracterizacao dos laboratorios de estagio

2.1. Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia

O laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra (LAC-FFUC) foi criado em Outubro de 1983 e funciona nas instalagoes da
faculdade. Dispoe de um posto de colheitas nos Servigos de Saude da Universidade, situado
no edificio antigo da Faculdade de Medicina, no Polo |. O laboratério presta servico a
comunidade universitaria bem como a comunidade em geral tendo em média |5 utentes por
dia.

O LAC-FFUC tem também uma fortissima componente pedagogica funcionando
como local de ensino na area das analises clinicas. Os estudantes do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF) e os estudantes do MAC tém algumas aulas praticas
laboratoriais das unidades curriculares de Hematologia, Imunologia Complementar e
Bioquimica Clinica I.

O laboratéorio tem como diretora técnica a Dr® Ana Donato, Farmacéutica
especialista em analises clinicas, uma Diretora técnica-adjunta, um técnico de analises clinicas
e duas funcionarias administrativas.

O laboratdrio € constituido por varias areas como sala de espera, secretaria, sala de
colheitas, dois gabinetes, casas de banho, armazém e laboratério.

As amostras, consoante as requisigoes clinicas, sao distribuidas nos diferentes setores
do laboratério: Hematologia, Endocrinologia e Imunologia, Bioquimica e Microbiologia.

O processamento das andlises € realizado com recurso a varios equipamentos
automatizados (Anexo l). Os equipamentos sao preparados diariamente, no que respeita a
reagentes, calibradores e controlos, tendo em conta as recomendagoes do fabricante para

cada aparelho.

2.2. Coimbralab, Laboratério de Analises Clinicas

O Laboratorio Cruz de Celas — Coimbralab (LCC) é um laboratério que se encontra
certificado pelas Normas para Laboratério Clinico da Ordem dos Farmacéuticos e pela
Norma ISO 9001:2015. A sede do laboratério situa-se no Vale das Flores em Coimbra. A
Dr® Helena Cunha Leal é a diretora técnica, sendo Especialista em Analises Clinicas pela
Ordem dos Farmacéuticos.

Para além destas instalagoes, o laboratério possui também varios postos de colheita
de amostras que se localizam em Coimbra e nos arredores: Vila Nova de Poiares, Brasfemes,
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Lousa, Penacova, Celas, Sao Martinho do Bispo, Santa Clara, Gois e Taveiro. Possui, também,
acordos com varios lares e empresas de medicina no trabalho para a realizagao de analises
clinicas aos seus utentes. Paralelamente, o LCC possui também um servico de colheita de
amostras ao domicilio de forma a facilitar a realizagao de analises clinicas a pessoas que nao
conseguem deslocar-se as instalagoes.

O Coimbralab tem em média cerca de 180 utentes por dia.

O laboratério central é dividido em trés grandes areas: recegao e atendimento, area
administrativa e area laboratorial. A area laboratorial, onde realizei o estagio, é dividida em
quatro setores: Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia.

As analises sao realizadas com recurso a varios equipamentos automatizados (Anexo
II). Os equipamentos sao preparados diariamente, no que respeita a reagentes, calibradores

e controlos, tendo em conta as recomendagoes do fabricante para cada aparelho.



3. Atividades desenvolvidas

Como ja foi referido, as areas que vao ser mais desenvolvidas no presente relatério
serao Hematologia e Microbiologia. No entanto, desenvolvi atividades noutras areas,
nomeadamente em Imunologia/Endocrinologia e Bioquimica.

Na area de Imunologia/endocrinologia foi possivel realizar a dete¢ao/doseamento de
diversos parametros nomeadamente hormonas (Progesterona, Testosterona, Estradiol,
Hormona Foliculo-Estimulante, Hormona Luteo-Estimulante, Prolactina, Insulina,
Paratormona, etc.), marcadores tumorais (Ca 19-9, Ca 125, Ca 15-3, Alfa-Fetoproteina,
Antigénio Carcinoembrionario, Antigénio especifico da prostata nas fragoes total e livre,
etc.) e marcadores virais (Antigénio de superficie do Virus da Hepatite B, Antigénio do core
do Virus da Hepatite B, etc.).

Na drea da Bioquimica realizei determinagoes de Glucose, Albumina, Bilirubina total,
Bilirubina direta, Calcio, Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL, Triglicéridos,
Creatinina, Lactato desidrogenase, Ferro, Magnésio, Fosfato, Proteinas totais, Ureia, Acido

urico, Gama GT, Fosfatase alcalina, lonograma, Hemoglonia glicada, Proteinograma, etc.



4. Fase pré-analitica

As Andlises Clinicas sao fundamentais como meios complementares de diagnostico e
na monitorizagao da terapéutica fornecendo uma grande variedade de informagoes sobre o
estado de salde do individuo. O objetivo do laboratorio é dar informagao analitica sobre as
amostras biologicas, em tempo Util e com a melhor qualidade possivel. O bom desempenho
do ciclo laboratorial, compreendido pelas fases pré-analitica, analitica e pos analitica é crucial
para que o objetivo do laboratério seja cumprido com rigor e rapidez.

A fase pré-analitica compreende os processos desde o pedido do clinico, incluindo a
requisicao analitica, a preparagao do doente, a colheita da amostra, armazenamento e
transporte para o laboratorio, e, se for o caso, preparacao para a andlise através de
centrifugacio, descongelamento, etc.'

Os avancos tecnologicos e os processos de garantia de qualidade reduziram
significativamente os erros analiticos pelo que a fase pré-analitica se tornou a maior fonte de
erro que pode afetar os resultados. Assim, é de extrema importancia a padronizagao de
procedimentos nesta fase de modo a garantir a qualidade do resultado final.'

A requisicao analitica deve conter a identificagao do utente bem como do prescritor
autorizado, dados clinicos pertinentes que devem incluir no minimo género e data de
nascimento, exames requisitados e por fim deve ser indicada a hora e data da colheita e da
chegada das amostras ao laboratério.”

Ha determinadas amostras que podem ser colhidas pelo utente, como por exemplo
as fezes e a urina entre outros, pelo que é de grande importancia a preparagao do utente no
que diz respeito a forma como a colheita deve ser realizada. Assim, aquando do
fornecimento dos recipientes de colheita da amostra (Figura |) deve ser indicado o
procedimento para a colheita e se necessario recorrer a ilustragoes. Em relagao a urina, ha
varios métodos de colheita de urina mas para analise de rotina geralmente é feita a colheita
da |I? urina da manha. Deve ser feita a lavagem das maos e dos orgaos genitais com agua e
sabao da frente para tras recorrendo a uma gaze. Durante a micgao deve ser desprezado o
primeiro jato e colher o jato intermédio para recipiente esterilizado e de boca larga. A
colheita de fezes deve ser feita para um recipiente limpo e seco e nao deve ter mais do
tamanho de uma noz. Devem ser colhidas trés amostras em dias consecutivos, tendo o

cuidado de nio serem misturadas com urina ou papel higiénico.’



Figura |. Recipientes para colheita de fezes (A) e de urina (B) (foto LAC-FFUC).

Durante a colheita de amostra, os profissionais de saide devem usar luvas adequadas
e realizar a higiene das maos antes e depois de cada procedimento com o utente. A colheita
deve ser realizada num local dedicado a esse fim e como prevengao de risco de
contaminagao com agentes patogeénicos, as superficies de trabalho devem ser limpas com
desinfetante com regularidade.* No que diz respeito a colheita de sangue é importante ter
em conta que consoante os exames requisitados, diferentes sao os tubos para os quais a
amostra é colhida (Tabela |): sangue total se é pedido por exemplo o hemograma; plasma se
sao pedidas provas de avaliagado da hemostase; soro para testes bioquimicos. Quando a
andlise é realizada em soro, a colheita é feita em tubo sem anticoagulante, quando se
pretende fazer a andlise no plasma, a amostra deve ser colhida em tubo com anticoagulante

especifico.’

Tabela I. Tubos para colheita de sangue, respetiva constituicio e utilizagio na pratica laboratorial.®

Tubos de colheita Anticoagulante Utilizacdo

EDTA K; Hemograma e HbA,C
(1,5 +/- 0,25 mg por ml sangue)

Bioquimica (creatinina, glicose,
Sem anticoagulante ureia, colesterol, etc.)

Imunologia (pesquisa de

antigénios ou anticorpos, etc.)

Citrato de sodio 32 g/L
(na proporgao de 9 partes de sangue
para | de anticoagulante) hemostase

Provas de avaliagcao da

Citrato trissodico . . .
Velocidade de sedimentacao

(na proporgao de 4 partes de sangue ] o
% para | de anticoagulante) eritrocitaria
P -




A fase pré-analitica concentra a maior parte dos erros que podem gerar resultados
nao consistentes com o quadro clinico do utente. Estima-se que problemas nesta etapa
sejam responsaveis por cerca de 60% do erro total. Entre eles destacam-se os aspetos
relacionados com a preparagao do paciente, a necessidade ou nao do jejum, identificagao
incorreta do utente, utilizagao de um recipiente inapropriado para a colheita, preparagao
incorreta da amostra ou mesmo colheita de um volume inadequado de amostra.*”®

De forma a minimizar a ocorréncia de erros, todas as fases, sobretudo a pré-analitica,
devem ser conduzidas seguindo o rigor técnico necessario para garantir a seguran¢a do
utente e a obtencao de resultados exatos. Nesse sentido, no inicio do trabalho procede-se a
avaliagao dos resultados do Controle de Qualidade Interno e caso haja algum problema de
carater técnico sao contactados os fornecedores para a sua resolugao.

A implementacao e execugao do Controlo Interno de Qualidade é de extrema
importancia de forma a assegurar um funcionamento eficiente dos procedimentos
laboratoriais garantindo a repetibilidade e uniformidade dos resultados que sao obtidos. Para

tal sao analisadas amostras com valor conhecido e os resultados sao analisados em cartas de

controlo.



5. Hematologia

A hematologia € um exame laboratorial que faz a analise quantitativa (contagem) e
qualitativa (morfoldgico) das células sanguineas e dos indices hematolégicos como VCM,
HCM, CHCM e RDW.?

No LAC-FFUC, durante o meu estagio, foram dois os aparelhos utilizados no setor
de Hematologia, o Coulter HMX Hematology Analyzer e o Beckman Coulter DXH500. Ha
algumas diferencas entre estes dois aparelhos, nomeadamente o volume de amostra
utilizado, o Beckman Coulter DXH500 utiliza 12 pl de amostra enquanto que o HMX utiliza
85 pl, a metodologia para o doseamento de hemoglobina em que o primeiro faz uma
medicao fotométrica de oxihemoglobina e o segundo mede fotometricamente a
cianometahemoglobina. O DXH500 apresenta vantagens no que diz respeito a produgao de
residuos menos toxicos e a utilizagao de menos quantidade de amostra, mas s6 estava ho
LAC-FFUC em processo de validagio.'

Os dois aparelhos baseiam-se no principio de Coulter para a contagem de Globulos
vermelhos (GV), Glébulos brancos (GB) e Plaquetas (PLT) utilizando o método de
impedancia. Neste método as células passam, uma a uma, através de uma abertura com uma
corrente elétrica, introduzindo uma alteragao da impedancia determinada pelo seu tamanho
e é com base na amplitude do impulso elétrico que é gerado um histograma (Figura 2)."

Para fazer a contagem diferencial dos leucdcitos, formula leucocitaria, as células
passam por trés canais em que sdo avaliados dos parametros: Volume, Condutividade e
Dispersao (“Scattering”) (VCS).

Os GB, os GV e as PLT sao medidos segundo o principio de Coulter, a hemoglobina
(Hb) é medida por espetrofotometria e os indices eritrocitarios (o hematocrito, Ht; a
hemoglobina corpuscular média, HCM e a concentragao de hemoglobina corpuscular média,

CHCM) sao calculados (Tabela 2).
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Figura 2. Histograma dos Globulos vermelhos (GV) obtido no Coulter HMX Hematology Analizer (foto LAC-
FFUC).



Tabela 2. Métodos utilizados pelo Coulter HMX Hematology Analyzer para a determinagao dos diferentes
parimetros e respetivas defini¢oes.''

Parametro Definicao Determinacao
Contagem de eritrécitos
GV Diminuigdo na contagem - eritropenia Principio de Coulter
Aumento na contagem - eritrocitose
. ) Medigao fotométrica da
Hb Concentragao de hemoglobina ) )
cianometahemoglobina
Hematocrito Calculado
Ht Volume de massa eritroide. Correlaciona-se com a (GV*VCM/ 10, em %)
viscosidade sanguinea.
VCM Volume corpuscular medio Derivado do histograma (Fl)
Determina o volume médio de cada eritrécito
HCM Hemoglobina corpuscular média Calculado (Hb/GV, em pg)
Contelldo médio de hemoglobina por eritrocito.
Concentragao de hemoglobina corpuscular
CHCM média Calculado
Traduz a percentagem de hemoglobina que esta contida (Hb/Ht, em g/dl)
em cada eritrécito.
RDW Dispersao de volume eritrocitario Derivado do histograma
Expressao numérica da anisocitose
Contagem de leucocitos
WBC Aumento da contagem - leucocitose Principio de Coulter
Diminuigao da contagem - leucopenia
NE, LY, MO, Contagem de neutrdfilos, linfocitos,
EO, BA (%) mondocitos, eosinodfilos, basofilos em % Tecnologia VCS
NE, LY, MO, Contagem absoluta de neutrdfilos, linfocitos, Calculado (valor da populagao
EO, BA (#) monacitos, eosinofilos, basofilos em %*GB/100)
Contagem de plaquetas
PLT Aumento na contagem - trobocitose Principio de Coulter
Diminuigao na contagem - trombocitopenia
VPM Volume plaquetar medio Derivado do histograma
Util na avaliagdo do tamanho e morfologia das plaquetas
PDW Dispersao do volume plaquetar Derivado do histograma
Traduz o indice de variagdo no tamanho das plaquetas




5.1. Hemograma

O hemograma é uma andlise que é composta pela contagem das diferentes células
maduras sanguineas e pela determinagdo de varias constantes como o hematocrito, a
concentragao de hemoglobina corpuscular média, entre outros.

A prescricio deve obrigatoriamente conter dados sobre diagnostico/informagao
clinica, sexo do utente e data. Sao usadas amostras de sangue total colhido em tubo com
EDTA e avaliados véarios parametros nomeadamente globulos vermelhos, hemoglobina,
glébulos brancos, plaquetas, etc. (Tabela 2)."

O hemograma é a andlise mais requisitadas no LAC-FFUC e os resultados sao
analisados de acordo com os valores de referéncia do laboratério (Anexo ).

O hemograma é muito importante para avaliagao de diversas situagdes, como no
diagnostico e evolugao de doengas hematoldgicas, detegao de quadros infeciosos e na
monitorizagao terapéutica. A associagao dos dados quantitativos, aspetos morfologicos e
conhecimento fisiopatologico das alteragoes da hematopoiese sao importantes para um
diagnéstico preciso da patologia.'?

No que diz respeito ao hemograma, diariamente sao realizados dois niveis de
controlo (alto, baixo ou normal alternadamente) antes de proceder as andlises dos utentes

de modo a garantir que os resultados obtidos sao de confianga.

5.1.1. Anemias

A palavra anemia é originaria do Grego e significa “sem sangue”. Nos tempos atuais a
definicado de anemia surge como ‘“qualquer condigao caracterizada pela diminuigao da
concentragio de hemoglobina”."

A hemoglobina é uma proteina de estrutura quaternaria constituida por uma parte
globinica que é dividida em 4 cadeias proteicas e uma parte nao proteica (grupo prostético)
constituida por 4 grupos heme que tém capacidade para transportar 4 ides de ferro na sua
forma de ferro ferroso (Fe**) que permitem a ligagio da hemoglobina ao oxigénio."

As principais hemoglobinas no adulto siao a Hb A (02p2), 96 % a 98 %, Hb A,
(@,9,), 1,5 % a 2,3 %eHbF (a2y2), 0,5 %a 0,8 %. A sua principal fungao é a oxigenagao dos
tecidos pelo que a sua diminuico vai ter efeitos nefastos nos mesmos. "

Os sintomas que surgem em casos de anemia sao inespecificos e dependem do ritmo
de descida da Hb. Se a anemia se instala rapidamente, como acontece em casos de

hemorragia aguda o doente pode entrar em choque ainda que apresente um Ht normal. Se a

hemoglobina descer para a mesma concentragao de uma forma insidiosa, a anemia é tolerada
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de uma forma melhor porque ha um aumento compensatério dos ritmos cardiaco e
respiratorio e uma diminuicio da afinidade da Hb para o oxigénio (O,)."

Em termos fisiopatoldgicos as anemias podem ser devidas a alteragao da producao
dos GV, destruicio aumentada dos GV ou aumento da perda de GV."

Com base nas constantes eritrocitarias (HCM e VCM) a anemia pode ser classificada

em hipocréomica, normocromica e hipercromica, microcitica, normocitica e macrocitica

(Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizagio dos tipos de anemia.'

Anemia Constantes Causas
M.lcrom’tlca.l VCM < 80 fl Anemias S|derope,n|cas
Hipocrémica Anemias sideroblasticas

HCM < 27 pg Talassémias
Normocitica 80 <VGM <96 fL Anemias das doencas cronicas
Normocrémica 27 <HCM <33 pg Anemias hemoliticas

Deficiéncias em vitamina B2 e acido folico
Macrocitica VCM > 96 FI Anemia perniciosa

Medicamentos

Alcool
Hipercréomica HCM > 33 pg Esferocitose hereditaria

5.1.1.1 Anemia hipocromica e microcitica

A hemoglobina é formada por dois pares de cadeias globinicas e um grupo heme
constituido por um iao de ferro num anel de protoporfirina. Quando ha falta de ferro para a
formagao do grupo heme ou ha poucas cadeias globinicas disponiveis, a sintese da
hemoglobina é afetada, os glébulos vermelhos sao mais pequenos (microcitose) e menos
corados (hipocromia). Entre as causas de hipocromia estao a sideropenia, talassemia,

alteragdes congénitas do metabolismo do heme, etc."

Anemia sideropénica:

A anemia sideropénica é a forma de anemia mais comum. Nestes casos ¢ iniciado um
tratamento com ferro oral em dose adequada, caso nao se verifiquem melhorias é porque ha
perdas abundantes ou ma absor¢ao. Quando nao ha resposta a este tratamento a avaliagao
de outro parametro mostra-se vantajosa. Se a ferritina for normal ou elevada deve-se
suspeitar de uma talassemia ou de uma anemia das doencas inflamatérias, se ferritina esta

reduzida a suspeita incide na possivel ma absorcio do ferro."



Talassémias

As talassémias denominam-se a ou 3 e surgem quando ha redugdo ou auséncia de
sintese de uma das cadeias globinicas que constituem a Hb."

B-Talassemias: A sintese de cadeias globinicas 3 depende da expressio de um gene
localizado no cromossoma | |. Este gene pode sofrer mutagoes que impossibilitem a sintese
de cadeias ou que reduzam a quantidade de cadeias sintetizadas. Na [3-talassémia minor sé
um dos alelos do gene esta mutado (heterozigotia), Hb A, aumenta (> 3,5 %) e a Hb F
mantem-se normal ou aumenta ligeiramente. Na [-talassémia intermédia os dois alelos do
gene estao mutados (homozigotia) mas ainda sintetizam algumas cadeias globinicas 3, a Hb
A, e Hb F estao elevadas, o VCM e a HCM estao baixos, o RDW e taxa de reticulécitos
elevados. Se nao houver sintese destas cadeias, nao ha Hb A (ou ha uma quantidade muito
escassa), a Hb F estd elevada e a anemia é grave, dependente de transfusoes desde o
primeiro ano de vida."

a-Talassemias: Para a sintese das cadeias globinicas a ha dois genes homodlogos, Q, e
0,, no cromossoma |6. As O-talassemias resultam, mais frequentemente, da delegao de um

ou dos dois genes num dos alelos."

Alteracoes no metabolismo do heme

As alteragdes no metabolismo do heme levam ao aparecimento de doengas
caracterizadas por anemia hipocromica e microcitica com RDW elevado, dimorfismo
acentuado a nivel dos GV, ferritina e saturagao de transferrina elevadas. As principais
complicagoes estao associadas a sobrecarga de ferro, o que obriga a monitorizagao regular e

tratamento quelante."

5.1.1.2. Anemia macrocitica

As anemias macrociticas podem ser megaloblasticas (deficiéncias de vitamina B, ou

de 4cido félico) ou nio megaloblasticas."

Anemia megaloblastica

Os défices de vitamina B, e de acido folico afetam a sintese do ADN, com
repercussao nos precursores eritroides, mieldides e megacariociticos, de que resulta anemia.
No sangue periférico observam-se macrocitos, pontuado basofilo e neutrofilos

hipersegmentados."



As causas mais frequentes sao a deficiéncia nutricional de folatos e a ma absorc¢ao da
vitamina B, por défice de fator intrinseco (Fl). Em casos de auséncia completa de Fl a

anemia denomina-se Anemia perniciosa."

Anemia nao- megaloblastica

Uma macrocitose, com ou sem anemia, pode ocorrer no decurso de doenga
hepatica, em casos de alcoolismo, displasia da medula 6ssea, etc.

Ao contrario das anemias megaloblasticas, nestas patologias nao sao evidentes
alteragoes megaloblasticas na medula, nem neutrofilos hipersegmentados no sangue

periférico.

5.1.1.3. Anemia normocitica

Algumas das causas de anemia normocitica sao hemorragia aguda, doenca inflamatoria
crénica, doencga renal, etc. Uma anemia pode ser normocitica no estadio inicial, e evoluir
para micro ou, menos frequentemente, para macrocitica. Quando ha associagao de varios
fatores etiologicos, por exemplo nas patologias do tubo digestivo com ma absor¢ao de acido
folico e/ ou da vitamina B, e caréncia de ferro a anemia pode ser normocitica com RDW

elevado."

5.2. Esfregaco de sangue periférico (ESP)

Com o desenvolvimento de instrumentos automatizados sofisticados para contar e
caracterizar as células sanguineas, os esfregagos de sangue periférico (ESP) corados sao
realizados em menor numero. No entanto, a realizagao de um esfregago sanguineo ¢é
importante para esclarecer alguns resultados do hemograma obtidos instrumentalmente. A
Direcao Geral de Saude (DGS) recomenda a observagao morfologica das células sanguineas
em varias situagoes, nomeadamente diminuicao da concentragao de hemoglobina (anemia),
aumento ou diminuicao do volume globular médio eritrocitario (macrocitose e microcitose,
respetivamente), alteragoes na férmula leucocitaria, aumento ou diminuicao na contagem de
plaquetas (trombocitose e trombocitopenia, respetivamente).'®

No LAC-FFUC os esfregacos sao realizados manualmente. Depois de seco o
esfregaco é fixado com metanol e corado por May-Griinwald-Giemsa.

O azul de metileno, corante basico, cora apenas estruturas basofilas (acidos
nucleicos, basofilos neutréfilos), a eosina, corante acido, cora estruturas acidofilas

(hemoglobina e granulagdes dos eosindfilos)."
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No ESP podem ser observados Glébulos Vermelhos, Glébulos Brancos e Plaquetas.

Glébulos Vermelhos

Os globulos vermelhos sao células anucleadas, possuem um citoplasma acidofilo
devido a presenca de hemoglobina. A membrana é constituida por actina, anquirina,
proteinas de banda 3, banda 4.1, banda 4.2 e espectrina o que lhes confere a forma
biconcava. Em situagoes patoldgicas podem ocorrer variagdes no tamanho (anisocitose),
forma (poiquilocitose), coloragio, presenca de inclusdes, etc. (Figura 3). '’

Os eritrocitos apresentam varias formas que estao associadas a patologias especificas
ou a situagoes de infegdo ou inflamagao. Durante o estagio aquelas com que mais tive
contato foram acantocitos, esferdcitos, drepandcitos, dacriocitos, células em alvo e

estomatocitos (Figura 3).

A B C

Figura 3. Alteracoes morfoldgicas dos eritrocitos onde estio representados Acantocitos (A), Esferdcitos (B),
Drepanécitos (C), Dacriécitos (D), Células em alvo (E) e Estomatocitos (F).'®

Os acantocitos sao eritrocitos com espiculas e que geralmente estao associados a
patologias hepdticas em que ha alteragao no metabolismo do colesterol, importante na
manutencio da estabilidade da membrana celular.'®

Os esferocitos resultam de alteragoes genéticas nas proteinas de banda 3, banda 4.1,
anquirina ou espectrina, ou da sensibilizagao dos eritrocitos por anticorpos especificos para
as proteinas de superficie. Perdem a maleabilidade e diminuem o seu tamanho devido a

forma esférica que adquirem.'®
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Os drepandcitos, células em foice, resultam de uma alteragao qualitativa da
hemoglobina, pela substituicio de um aminoacido nas cadeias 3 da hemoglobina, levando a
formagao de hemoglobina S. Os eritrécitos sio mais rigidos e, por isso, ndo conseguem
exercer a sua fungdo. Sio caracteristicos da drepanocitose ou anemia falciforme.'®

Os dacriécitos sao células em forma de lagrima que aparecem devido a deformagoes
na membrana do glébulo vermelho e que estio associadas a situagdes de anemia.'®

As células em charuto sao células muito caracteristicas de formato comprido e
achatado, que aparecem frequentemente nas anemias sideropénicas e permitem ajudar no
diagnéstico das mesmas.'®

As células em alvo sao células que possuem uma zona descorada em redor de um
ponto corado e concentrado a nivel central, que resultam principalmente de problemas
hepéticos.'®

Os estomatocitos sao células que apresentam uma depressao descorada e central e o
seu aparecimento pode resultar de alteragoes da permeabilidade membranar aos ices. Estas
células estao frequentemente associadas ao consumo cronico de alcool ou de problemas

renais.'®

As plaquetas

As plaquetas resultam da fragmentacao do megacaridcito, sao de tamanho muito
reduzido, forma irregular e possuem granulos. Na corrente sanguinea assumem uma
relevante importancia na hemostase. Relativamente a populagao plaquetar no ESP, podemos
encontrar diferentes tipos de populagao, sendo que a anisocitose plaquetar é bastante

comum, seguida pela presenca de plaquetas gigantes."”

Os leucocitos

Os leucocitos sao responsaveis pela defesa do nosso organismo contra
microrganismos estranhos ou moléculas toxicas. Classificam-se em cinco tipos: neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos. Enquanto determinadas células sao
responsaveis por processos de fagocitose (neutrofilos e mondcitos), outras estao mais
envolvidas na libertacio de moléculas citotoxicas e no reconhecimento de antigénios ou na

producio de anticorpos (linfocitos).'”



Os Neutrofilos atuam na defesa do
organismo contra processos infeciosos,
através de algumas propriedades que lhes

sao proprias como motilidade,

quimiotaxia, fagocitose e acao

bactericida.”® Sio células com citoplasma

acidofilo, com nucleo lobulado com

cromatina densa (3 a 5 lobulos) (Figura

4).'

Os Eosindfilos aumentam em

resposta a estimulos imunolégicos como
processos alérgicos e infegoes parasitarias.

Sao células com citoplasma aciddfilo,

nucleo habitualmente bilobado e com
cromatina densa. E frequente a presenca

da granulos acidofilos por todo o

citoplasma (Figura 5).">"*

Os Basofilos sao responsaveis pela

regulagio da resposta a processos

locais.?!

inflamatorios Tém geralmente
tamanho semelhante a um neutrofilo.”
Sao células com citoplasma

acidofilo, com nlcleo lobulado (2 a 3
|6bulos) e cromatina densa. Estao também
presentes varios granulos grosseiros
distribuidos por todo o citoplasma sendo
que por vezes sobrepoem-se ao nucleo

(Figura 6)."

Figura 4. Observagio ao microscopio otico de
neutrofilos em esfregago de sangue periférico apos
coloragao May Grunwald Giemsa (ampliagao 1000x)
(foto LAC-FFUC).

Figura 5. Observacio ao microscopio otico de
eosindfilos em esfregaco de sangue periférico apoés
coloragio May Grunwald Giemsa (ampliagio [1000x)
(foto LAC-FFUC).

Figura 6. Observagao ao microscopio 6tico de um
basofilo em esfregaco de sangue periférico apos
coloragao May Grunwald Giemsa (ampliagao 1000x).



Os Mondécitos sao os percursores
dos macrofagos. Integram a imunidade
tanto humoral quanto a celular.”

Sao responsaveis pela fagocitose de
bactérias, parasitas e fungos.”

Sao células com citoplasma basofilo
de tamanho e forma variaveis, com nucleo
habitualmente em forma de U e com
malha cromatinica aberta, podendo existir

vactolos na célula (Figura 7)."

Os Linfocitos  sao  células
normalmente pequenas, com citoplasma
basofilo, nucleo sem Idbulos e com
cromatina densa. Tém elevada relacao
nucleo/citoplasma e nao  possuem
granulos especificos (Figura 8)."

Linfocitos B maturam e originam

plasmécitos — células produtoras de
anticorpos. Linfocitos T atuam na defesa
estranhos e

B e T

contra virus, antigénios

tumores.?’ Os linfocitos sio

morfologicamente iguais.

Os Linfocitos ativados tém uma
relagao nucleo/citoplasma menor do que
os linfocitos normais, malha cromatinica
aberta e com uma organizagao mais
irregular. O citoplasma é basofilico e
surgem com frequéncia a envolver os

eritrocitos (Figura 9).%'

Figura 7. Observagio ao microscépio otico de
monoécito em esfregago de sangue periférico apos

coloragdo May Grunwald Giemsa (ampliagdo

1000x)

(foto LAC-FFUC).
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Figura 8. Observagiao ao microscopio 6tico de um
linfécito em esfregaco de sangue periférico apds
coloraggio May Grunwald Giemsa (ampliagao
1000x) (foto LAC-FFUC.

Figura 9. Observagio ao microscépio de linfécitos
ativados em esfregago de sangue periférico, coloragao
May Grunwald Giemsa (ampliagao 1000x) (foto LAC-
FFUC).



5.3. Contagem de Reticulocitos

A contagem de reticulocitos permite avaliar a eficacia da medula na produgiao dos
eritrécitos.'®

Os reticulécitos sdo percursores dos globulos vermelhos. A medida que se da a
maturagao dos eritrocitos, o nucleo vai ficando mais condensado até que desaparece. Apos a
perda do nucleo, estes percursores permanecem na medula éssea durante 2 a 3 dias antes
de entrarem na circulagao periférica. Durante este periodo de permanéncia na medula e o
primeiro dia em circulagao estes eritrocitos imaturos sao denominados reticulocitos. Apesar
destas células ja nao conterem nucleo contém ribossomas com RNA que se torna visivel ao
microscopio otico quando corado com coloragao especifica. A coloragao utilizada no LAC-
FFUC para fazer a observagao e contagem dos reticulocitos utiliza azul-de-metileno NOVO
mas pode também ser usado o azul brilhante de cresil. A mistura do corante com o sangue é
incubada a 37 °C, precipitando o RNA ribossomal. (Figura 10). Sao contados 1000
eritrécitos e respetivo nimero de reticulécitos.'’

Sob estimulo da eritropoietina, que pode ocorrer em casos de perda sanguinea, a
medula aumenta o nimero de reticulécitos que sio langados na corrente sanguinea.'”

Quando se estuda uma anemia e a sua provavel etiologia, a contagem de reticulocitos
€ um exame de |° linha, a par das constantes globulares e do estudo morfologico dos
eritrocitos. Permite diagnosticar se se trata de uma anemia regenerativa, em que ha
estimulacao da medula e ha uma resposta medular com aumento do numero de reticulocitos
e consequente aumento da producao de eritrécitos, ou de uma anemia arregenerativa, em
que ha um defeito na produgao dos eritrocitos e nao ha um aumento do numero de
reticulécitos.'®

O resultado é dado em percentagem e em valor absoluto tendo como gama de

referéncia 0,5 a 1,5 % ou 25 x 10°/L a 90 x 10°/L em adultos.'®'"*

Figura 10. Observacio ao microscopio de reticulécitos corados com brilhante de cresil.'®



5.4. Provas de avaliacio da hemostase

A hemostase é a sequéncia de eventos fisiologicos que culmina com o término da
hemorragia vascular. Depende do fluxo e vasos sanguineos, sistema procoagulante,
anticoagulantes naturais e sistema fibrinolitico.”

O crescente numero de indicagdes para anticoagulagao, bem como o aumento do
nimero de anticoagulantes terapéuticos disponibilizados, torna imperativa a compreensao
dos testes de coagulagao como forma de monitorizagao destes farmacos.

O Sistema Hemostatico protege o sistema vascular e permite que, em caso de lesao,
os tecidos sejam reparados e as suas fungdes restabelecidas.*

Hemostase primaria: Consiste na formagao de um codgulo sanguineo ou trombo
plaquetar e tem por objetivo parar a hemorragia que ocorre quando a parede de um vaso é
danificada. Este trombo consiste num aglomerado de plaquetas que se forma em torno do
local da lesio.”?

Hemostase secundaria: A coagulagao sanguinea € um processo auto-catalitico e
auto-limitado que culmina na formagao de trombina em quantidades suficientes para a
conversao do fibrinogénio em fibrina. Resulta da ativacao sequencial dos fatores da
coagulagio que circulam no plasma na forma inativa (Figura | 1).2%

A cascata da coagulagao pode ser ativada por duas vias: a via Intinsecal/de
contacto e a via Extrinsecal/tecidular convergindo depois para uma via comum. Esta
separacao so se verifica in vitro, uma vez que, na realidade as duas vias nao sao independentes
uma da outra.”?*

A via comum inicia-se com a ativacao do fator X pelo fator IXa e pelo fator Vllla
provenientes da via intrinseca, e pelo fator Vlla da via extrinseca. Esta cascata culmina, entao,
na conversao de pro - trombina em trombina pelo fator Xa, na presenca de célcio, do fator
Va e de fosfolipidos pro - coagulantes (Figura |1).2%

Apos a degradacao do fibrinogénio pela trombina, libertam-se dois fibrinopeptideos A
e dois fibrinopeptideos B, dando origem a fibrina soltvel.”

A fibrindlise é o processo fisioldgico pelo qual a fibrina é dissolvida. De modo
andlogo a coagulagao, o sistema fibrinolitico plasmatico é constituido por uma série de
proteinas (ativadoras e inibidoras) produzidas essencialmente pelo figado, endotélio vascular
e plaquetas, nomeadamente a antitrombina, a proteina C, a proteina S etc.*?

No LAC-FFUC, as provas de coagulagio sao realizadas no OPTION 4 PLUS

Coagulation Analyzer. E um aparelho semi-automatico com quatro canais e tem como



principio a detecao do coagulo através das variagoes de densidade otica do meio reacional

com agitagao magnética constante.

Via Intrinseca

X
HAMWEK
Calicreina l Yia Extrinseca
XIa
Plaquetas Facztfr Tecidual
Colagénio l Ca
& VIIa % VII
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FPro-trombina E mmhm; + Fragmento 1+2
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Fibrinogénio
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Figura I 1. Cascata de coagulagdo.”

5.4.1. Tempo de protrombina (TP) e International Normalized Ratio (INR)

O tempo de protrombina avalia a via extrinseca/tecidular. Esta prova é utilizada como
prova classica de avaliagio hemostatica, de monitorizagio de terapéutica com
anticoagulantes orais do tipo cumarinico e para avaliagao da fungao hepatica.

O plasma é incubado a 37 °C e posteriormente é adicionado reagente (fator tecidular
com lipidos e calcio). A precisao do PT foi questionada, uma vez que existe uma grande
variabilidade na sensibilidade dos reagentes de protrombina utilizados na sua determinagao.
Portanto, para normalizar os efeitos dessa variabilidade e apresentar um valor standard foi
desenvolvido o International Normalized Ratio (INR).”

PT (paciente)

ISI
PT (padréo)) onde [SI significa

O valor do INR ¢ obtido pela seguinte férmula:(

indice de sensibilidade internacional do reagente e o PT (padrio) é o valor de PT do
controlo com 100 % de atividade. Os valores de INR para doentes sob medicagido com

anticoagulantes orais devem situar-se entre 2 e 3. Abaixo do valor minimo ha a possibilidade
20



de ocorrer a formacao de trombos mais facilmente e acima do valor maximo ha o risco de
hemorragia. Para individuos saudaveis os valores de INR situam-se entre 0,9 e 1,2."”

O valor do INR aumenta em casos de défice dos fatores |, II, V, VIl e X, deficiéncia de
vitamina K, terapéutica com anticoagulantes ou com heparina em doses elevadas, doenga
hepatica grave, etc. O INR pode estar diminuido em estados pré-tromboticos (como nos

periodos pés-parto ou pos-cirurgico).”*

5.4.2. aPTT: Tempo de tromboplastina parcial ativada

O Tempo de tromboplastina parcial ativada é uma prova também realizada no LAC-
FFUC e avalia a via intrinseca ou de contato. O reagente utilizado é a cefalina caulino que é
adicionado ao plasma e a mistura ¢ incubada, posteriormente é adicionado o Ca*>" de forma a
desencadear a cascata da coagulagao e regista-se o tempo que o plasma demora a coagular.
O tempo de referéncia varia entre 30 a 40 segundos.”

O aPTT pode estar prolongado em situagdes como deficiéncia dos fatores |, I, V,
VI, X, X, XIl, Xll, pré-calicreina e cicinogénio de alto peso molecular (HMWK), doenca
hepatica, coagulacdao intravascular disseminada e transfusdes sanguineas, terapéutica com
heparina, anticoagulantes orais (doses altas) e tromboliticos. O aPTT pode estar diminuido

em qualquer estado de hipercoaguabilidade.”

5.5. Velocidade de sedimentacido

A velocidade de sedimentagao corresponde a velocidade a que ocorre separagao
entre os globulos vermelhos e o plasma, que é a parte liquida do sangue, pela agao da

gravidade.

A determinagao da VS foi realizada recorrendo a uma pipeta de Westergren com
uma graduagao de 0 a 200 mm, com diametro interno de 20.5 mm e capacidade de | ml. A
pipeta é cheia com sangue total, colocada no suporte na vertical e é feita a leitura apos uma
hora através da medicao da altura da coluna correspondente ao plasma livre de células. O

resultado é dado em mm / 1% hora.”®

Interferéncias: Por exemplo, em casos de anemia que alterem a forma das
hemacias e a sua capacidade de agregagao, este teste pode apresentar um valor abaixo do
que seria o esperado.

A inclinagao do tubo, variagdes na temperatura e presenga de microcoagulos alteram

a os valores normais de hemossedimentagao (Tabela 4).
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Este parametro esta aumentado nos processos inflamatorios, infeciosos e
neoplasicos. Altera-se também nas doengas autoimunes, enfarto de miocardio, gravidez e
hipotiroidismo, sendo, portanto, um exame inespecifico.

Tabela 4. Valores de referéncia da Velocidade de sedimentagio (método de Westergren).”

Masculino Feminino
Grupos estarios
Recem-nascidos <2 mm <2mm
Adultos < 10 mm <20 mm
Idosos <40 mm < 50 mm

5.6. Casos clinicos
Casol

O hemograma de uma mulher de 47 anos, consumidora cronica de alcool, indicou
um valor de plaquetas de 31 x 10°/L. Segundo a Diregio Geral de Saude (DGS) a existéncia
de trombocitopenia é uma indicagao para a realizagao de um ESP.

A observagao microscopica do ESP permitiu verificar que a baixa contagem de
plaquetas nao era real devida a presenca de plaquetas gigantes e agregados plaquetares

(Figura 12).
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Figura 12. Observagao ao microscépio otico de um esfregago de sangue periférico realizado apos
Coloragao May Griinwald Giemsa. Observaram-se plaquetas gigantes (A) e agregados plaquetares (B). (foto
LAC-FFUC)
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As plaquetas resultam da fragmentagao do megacariocito e tém como fungao
principal a intervengio no processo hemostatico do organismo."

A anisocitose plaquetar resulta da deficiente produgao a nivel medular das plaquetas
o que pode ser causado por um défice de fator estimulador da trombopoiese
(trombopoietina que é produzida nos rins e no figado), situagao que esta associada a estados

de faléncia hepatica que se verifica em certos individuos alcodlicos."

Caso 2

Homem de 21 anos, sem dados clinicos na sua ficha clinica, revelou no hemograma
um baixo nimero de GV e uma anemia (Hb de 103 g/L) classificada como hipocrémica e
normocitica (HCM de 26,1 pg e VCM de 26,1 pg) (Tabela 6). Numa primeira analise
podiamos suspeitar de uma anemia sideropénica uma vez que o RDW esta também bastante
aumentado (18,5 %, caracteristico a estas situagoes). Observou-se também um elevado grau

de anisocitose e a contagem de plaquetas foi indicou trombocitose (476 x 10°/L) (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados do hemograma de um homem de 21 anos obtidos apds andlise no equipamentos HMX
Hematology Analyzer.

GB 10,3x10°/L GV 3,95x10"/L
#NE  6,50x10°/L Hb 103 g/L
#LI 2,90x10°/L Ht 0,317 LL
#MO  0,70xI0°/L VCM 8031
#EO  0,20xI0°IL HCM  26,ipg
#BA  OxI0'/L CHCM 324 gL

RDW 185 %
PLT  476xI0°IL
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Tendo em conta este quadro de anemia e trombocitose, apos repeticao do
hemograma, confirmaram-se os resultados no ESP (Figura 13).

No ESP foi possivel confirmar a anemia pela presenga de glébulos vermelhos com
hipocromia. Foram, ainda, encontradas “Target cells” (Figura 13). A trombocitose foi também

confirmada pelo elevado numero de plaquetas presentes por campo.

./1

Figura 13. Observagido ao microscopio 6tico de esfregago de sangue periférico de um homem de 21 anos
apo6s Coloragao May Griinwald Giemsa. Confirmou-se a anemia hipocréomica e normocitica e a trombocitose
com presenca de anisocitose eritrocitaria. Destaca-se a observagao de uma Target cell (1) (foto LAC-FFUC).
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6. Microbiologia

Ao setor da Microbiologia do Coimbralab chegam varios tipos de produtos
biologicos (urina, fezes, exsudados, expetoragao, etc.) para proceder a respetiva analise. Este
setor é isolado das restantes areas, com equipamento proprio, homeadamente estufa de
incubagao com estudo de verificagao de temperatura a 37 °C, dispositivos para obtengao de
atmosfera pobre em oxigénio, bico de Bunsen, microscépio otico, etc.

As técnicas utilizadas para o diagnostico etiologico das infe¢oes dependem, em
grande medida, das caracteristicas bioquimicas dos microrganismos que se pretendem
identificar. Desta forma, o diagndstico das infegoes bacterianas é efetuado mediante exame
microscopico e cultura da amostra biologica. Estes procedimentos permitem isolar as
espécies bacterianas que estao a causar infecao para depois serem identificadas e estudada a
sua sensibilidade a antibiéticos. Para se efetuar o estudo microbiologico adequado é
fundamental a realizagio de uma colheita, transporte e conservagio adequados.”

Apods a rececao no laboratério os produtos siao triados e sao registadas, caso
existam, observagoes relativamente ao exame macroscopico. Posteriormente é feita a
cultura nos meios apropriados e a realizagao de um esfregago numa lamina e coloragao de

Gram para o exame microscopico.

6.1. Coloracio de Gram

A coloragao de Gram é uma coloragao que permite diferenciar as bactérias em dois
grupos, as Gram positivas e as Gram negativas.

O primeiro corante, violeta de genciana, cora todas as bactérias de roxo. Apos
lavagem com o diferenciador, alcool-acetona, algumas bactérias retém o corante e outras
perdem-no. As que conservam a coloragao denominam-se de Gram positivas as que ficam
descoradas sao as Gram negativas. O segundo corante utilizado é a safranina ou a fucsina
diluida que atua como corante de contraste e permite corar de rosa as bactérias que
perderam a cor pela atuacao do diferenciador.

O comportamento das bactérias a coloragao de Gram depende da estrutura da
parede celular das bactérias. As bactérias Gram positivas possuem uma parede celular com
uma camada espessa de peptidoglicano enquanto nas bactérias Gram negativas a parede
celular é constituida por uma camada fina de peptidoglicano e uma membrana externa

sobreposta (Figura 14).2%°
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Figura 14. Composicao da parede de bactérias Gram positivo (A) e Gram negativo (B). Peptidoglicano (I); a
membrana citoplasmatica (2); lipoproteinas (3);membrana externa (4); poro (5).'

Os corantes utilizados na coloragao de Gram sao sujeitos a controlo de qualidade
aquando da mudanga de lote. Para tal realiza-se uma coloragao com corantes do lote novo e
compara-se com coloragao feita com os corantes do lote anterior.

A observagao do esfregago corado é feita ao microscopio (ampliagao de 1000 x) e
possibilita ver a forma das bactérias (cocos e bacilos) e se adotam algum tipo de

agrupamento (pares, em cacho, em cadeia, etc.).

6.2. Culturas

Para identificar uma espécie bacteriana é necessario obter uma cultura pura através
da qual sdo avaliadas caracteristicas macro e microscépicas e as propriedades bioquimicas.”

A observagao macroscépica das coldnias nos meios de cultura inclui avaliagao do seu
tamanho, forma, textura (mucosa, lisa, rugosa), cor, etc.”

Como a maioria das bactérias se duplica a cada 20 a 30 minutos, ao fim de 18 a 24
horas ha desenvolvimento suficiente para identificagao e posterior estudo da sensibilidade a

antimicrobianos.”’

6.3. Meios de cultura

Um meio de cultura é constituido por substancias que permitem o crescimento
bacteriano nomeadamente carbono, azoto, fosforo, potassio, sédio, magnésio entre outros
elementos necessarios a sua nutricao. O desenvolvimento de um microrganismo depende de
diversos fatores entre os quais a disponibilidade de nutrientes, quantidade adequada de

oxigénio, grau de humidade, pH e temperatura.’
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Os meios de cultura podem ser sdlidos ou liquidos. Os meios solidos permitem a
individualizagao das coldnias enquanto que os meios liquidos permitem uma melhor difusao
de metabolitos, mas nao o isolamento de colénias.™

Consoante a sua composicao os meios de cultura consideram-se enriquecidos,
seletivos/de isolamento, diferenciais ou eletivos.”

Os meios enriquecidos contém extratos de carne ou de leveduras e peptona. Os
meios seletivos promovem o crescimento dos microrganismos de interesse suprimindo o
crescimento de outros. A composi¢ao quimica dos meios diferenciais permite evidenciar
caracteristicas bioquimicas de determinadas bactérias. Os meios eletivos também chamados
de caldos de enriquecimento sao meios que pela sua composigao, favorecem o crescimento

de uma espécie em detrimento de outra num determinado tempo.*
Os meios mais usados no Coimbralab durante o meu estagio foram:

Gelose chocolate + PolyViteX: Meio enriquecido, nao seletivo obtido a partir da
gelose Columbia, pelo aquecimento da mistura com sangue a 80 °C levando a hemolise dos
eritrocitos. A hemoglobina e o PolyViteX fornecem os fatores X (hemina) e V (NAD).
Favorece o crescimento de microrganismos fastidiosos como é o caso de Neisseria spp. e
Haemophilus spp.?

Gelose Hektoen: Meio seletivo e diferencial para o isolamento de Salmonella spp. e
Shigella spp. Os sais biliares inibem os Gram positivo e retardam o crescimento de algumas
Enterobacteriaceae.?

Meio de MacConkey: Meio seletivo e diferencial para isolamento de bacilos Gram
negativo (Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., etc.). Os sais biliares e o cristal violeta
inibem o crescimento da maioria das bactérias Gram positivo. A presenca de lactose permite
diferenciar as bactérias fermentadoras das nao fermentadoras. Microrganismos
fermentadores da lactose originam coldnias rosas a vermelhas, por vezes contornadas por
um halo de sais biliares. Os microrganismos que nao fermentam a lactose dao origem a
colénias incolores.?

Caldo Selenito: Meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp. O selenito de
sédio inibe a maioria das Enterobacteriaceae, incluindo algumas estirpes de Shigella spp.’

Columbia agar + 5% sheep blood: Meio de isolamento que facilita o crescimento
de microrganismos mais exigentes. A adigao de sangue de carneiro torna o meio nutritivo
muito rico adaptado ao crescimento da maioria das espécies bacterianas. A presenca de
sangue permite a observacdo da hemolise (0 ou B hemolise) que é um aspeto fundamental
para a orientacdo da identificacio bacteriana.’
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Gelose ChromID CPS- elite: Meio cromogénio que permite a identificagao
imediata de E. coli e uma identificagao presuntiva de algumas bactérias tal como Klebsiella spp,
Enterococcus spp e Proteus spp. A gelose é constituida por uma base muito rica em peptonase
substratos cromogénicos que permite a detecao de atividade enzimatica especifica. A
detecao do indol é feita pela presenca de triptofano na gelose e a elevada concentragao de

agar evita a invasdo por Proteus spp.*’

Gelose ChromID Candida: Meio cromogénio que permite o isolamento e
identificagao direta de Candida albicans. Esta espécie adquire coloragao azul pela hidrolise de
um substrato cromogénico (que é a patente da bioMérieux) especifico da enzima
hexosaminidase. Também faz a identificagao preliminar de outras espécies como Candida
tropicalis, Candida kefyr e Candida lusitaniae, que apresentam coloragao rosa pela hidrolise de
um substrato da B glucosidase.’

Caldo ChromID Granada Biphasic: Meio seletivo utilizado para a detegao e a
identificacio direta de Streptococcus agalactiae.E constituido por uma base nutritiva que
associa peptonas, piruvato e glucose. A presenga de metotrexato, soro de cavalo e amido

permite a producio de um pigmento cor de tijolo especifico de estreptococos do grupo B.’

6.4. Produtos bioldgicos

No Coimbralab os produtos biologicos mais frequentes sao urinas e fezes. As
expetoragoes e o sangue sao raros e durante o meu estagio s6 foi realizada uma
hemocultura.

Dependendo do produto biologico a pesquisa € orientada para determinados
microrganismos tendo em atengao os potenciais agentes patogénicos e a flora comensal

(Tabela 6).
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Tabela 6. Microrganismos mais comuns na flora comensal e potenciais patogénicos no Homem.”

Zona

Trato
respiratério

Trato
gastrointestinal

Trato
genito-urinario

Microrganismos comensais

Nariz e nasofaringe: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis,
Difteroides, Haemophilus parainfluenzae,
Streptococcus spp, etc.

Orofaringe: Staphylococcus aureus,

Strptococcus pneumoniae, Moraxella
catarrhalis, Haemophilus influenzae, etc.

Enterobacteriaceae (Escherichia coli, etc.)
Enterococcus spp,

Bacteroides spp, Fusobacterium,
Clostridium spp, etc.

Lactobacillus spp, Bacteroides spp,
Staphyloccus epidermidis, etc.

Potenciais patogénicos

Nariz e nasofaringe: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Streptococcus spp., Staphylococcus
aureus, etc.

Orofaringe: Estreptococos do grupo
A, Corynebacterium dipheterieae,
Neisseria gonorrhoeae, Bordetella
pertussis, Mycoplasma pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, S. aureus.
Salmonella spp., Shigella spp,.
Escherichia coli, Vibrio cholerae,
Campylobacer jejuni, Clostridium
difficile, Yersinia enterocolitica, etc.
Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella
spp., Staphylococcus aureus, Candida

albicans, Neisseriae gonorrhoea,
Trichomonas vaginalis, etc.

6.4.1. Urina

A urina é o produto mais frequente na area de microbiologia do Coimbralab.

As infecoes do aparelho urinario sao muito frequentes no Homem. Na infegao
urinaria aguda, geralmente as bactérias da flora intestinal saprofita invadem o aparelho
urinario por via ascendente através da uretra. Os agentes etiologicos mais frequentes nas
criangas e adultos, sem outras doencas associadas, sao as Enterobactérias, em particular
Escherichia coli. Em doentes internados e com fatores de risco como algaliagao permanente,
calculos urinarios e outras patologias do aparelho urinario, aumenta a possibilidade de
contrair infegao wurinaria por outros agentes etiologicos como Pseudomonas spp,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Enterococcus spp e fungos. Estes
Gltimos particularmente em doentes que estio sob terapéutica antibiética.?

A urina é colhida em recipiente estéril e a urocultura realizada imediatamente apos a
chegada do produto ao laboratorio. A urina é homogeneizada e semeada em meio
apropriado utilizando uma ansa calibrada de 10 pl que é mergulhada verticalmente na urina
nao centrifugada. No Coimbralab a urina é semeada no meio ChromID CPS-elite que é um
meio sélido cromogénio,. A placa é depois incubada em atmosfera de aerobiose a 37 +/- 0,5
°C durante 18 a 24 horas. O meio permite uma identificagdo imediata de E. coli e uma
identificagdo presuntiva de algumas bactérias tal como Klebsiella spp, Enterococcus spp e

Proteus spp.
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As coldnias de E. coli adquirem coloragao vermelho a carmim devido a producao de
B-glucuronidase e/ou [3-galactosidase, enzimas responsaveis pela hidrélise de hidratos de
carbono. As coldnias de Enterococcus spp adquirem uma coloragao turquesa ou azul claro a
verde pela produgdo de B-glucosidase, enzima responsavel pela hidrolise de hidratos de
carbono. As espécies dos géneros Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter (KESC)
adquirem um tom azul a verde pela produgio de B-glucosidase e sio muito mucosas o que
as permite distinguir de Enterococcus. As espécies dos géneros Proteus, Providencia e
Morganella aduirem um tom castanho difuso pela producao de desaminase, responsavel pela

hidrélise de aminoacidos (Figura 15).

Figura 15. Observagdo macroscopica de coldnias presuntivas de E.coli (A), Enterococcus spp (B), Klebsiella spp
(C) e Proteus spp (D) em ChromID CPS — elite. Cultura de 24 horas a 37 °C (B, C e D: fotos Coimbralab. A:
retirado de http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/9-chromid-cps-elite).

Segundo os critérios de Kass, uma contagem de coldnias > 10° é indicativo de infecio
urinaria. No entanto, a valorizacao deste resultado tem de ter em conta uma série de
parametros tais como o método de colheita da urina (pungao supra - plbica, micgao, pungao
de cateter urinario, etc.), tipo de doente (crianga, idoso, acamado, etc.), sintomatologia,
observagao microscéopica do sedimento urindrio e resultados de exames bacteriologicos
anteriores.’

Se a colheita tiver sido por mic¢ao e se ha crescimento de duas ou mais estirpes

bacterianas, considera-se que houve contaminagao durante a colheita da urina ou um atraso
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no transporte e/ou no processamento laboratorial da mesma. Nesta situagao é requisitada
nova colheita de urina.’

Numa amostra de urina colhida por pungao supra - pubica deverao ser valorizadas
quaisquer espécies de bactérias isoladas, independentemente da sua quantificagio.’

No Coimbralab é sempre feita a analise bioquimica da urina. Esta andlise é realizada
num aparelho automatico, o Aution Max AX-4280 Arkray, que utiliza uma tira teste que é
emergida na urina. A leitura é feita automaticamente e siao avaliados os seguintes
parametros: aspeto, densidade, turbidez, leucocitos, eritrocitos, nitritos, acido ascorbico,
glucose, proteinas, bilirrubina, urobilinogénio, corpos ceténicos e pH.

Por ultimo deve ser observado ao microscopio o sedimento urinario, apos
centrifugagao da urina, de modo a avaliar a presenga de células epiteliais, eritrocitos,

leucocitos, cristais, cilindros, parasitas e leveduras (Figura 16).

Figura 16. Observacio microscopica de leveduras num sedimento urinario (ampliagio de 400x) (foto
Coimbralab).

No LCC, quando se observam leveduras no sedimento é feita sempre cultura em
gelose ChromID Candida (CAN). Neste meio as colonias de Candida albicans adquirem a cor

azul (Figura 17).

Figura 17. Observagiao de colonias azuis caracteristicas de Candida albicans em Gelose ChromID Candida.
Cultura de 24 horas a 37 °C (foto Coimbralab).
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No sedimento urinario sao também pesquisadas as formas vegetativas de Trichomonas
vaginalis. Este parasita € um protozoario flagelado pelo que o exame a fresco ¢ util para
avaliagao da sua forma e mobilidade. A presenca deste flagelado na urina é devido a

contaminagio uma vez que normalmente aparece nos exsudados vaginais.”
6.4.2. Fezes

As infegoes do aparelho gastrointestinal tém uma elevada incidéncia na populagao em
geral e apresentam grande morbilidade em determinados grupos etdrios nhomeadamente
criangas e idosos.

Nas fezes as bactérias mais pesquisadas sao Salmonella spp., Shigella spp. e
Campylobacter spp.

Pesquisa de Campylobacter spp: Campyloacter jejuni € uma causa frequente de
diarreia. Possui um mecanismo de agao invasivo e produz uma toxina termoestavel. A
bactéria atravessa o epitélio intestinal, causa inflamagao na lamina propria e pode ser
responsavel por bacteriémias. Na infecao gastrointestinal é frequente a diarreia com a
duragao de uma semana e raramente provoca febre, mialgias e dor abdominal. Pode ser
transmitida pessoa a pessoa mas as fontes habituais sdo a 4gua e alimentos contaminados.”

Para pesquisar esta bactéria a amostra € cultivada em Meio Campylobacter e
incubada 48 horas a 42 °C, em microaerofilia. A identificagao presuntiva de Campylobacter
spp. baseia-se no crescimento em condigoes seletivas (atmosfera e temperatura), morfologia
microscopica das bactérias (bacilos finos em forma de “s”) e positividade nos testes de
oxidase e catalase.*

Pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp: SO é reconhecida uma espécie de
Salmonela, a Salmonella enterica mas sao conhecidos mais de 2500 serotipos. Esta bactéria
pode ser dividida em dois grupos salmonelas entéricas que originam quadros de
gastroenterite e salmonelas tificas que ddo origem a quadros febris.”

As salmonelas entéricas sao a causa mais frequente de diarreia infeciosa em todo o
mundo e sao transmitidas ao homem por alimentos e agua contaminados. A dose infetante é
entre 10.000 a 100.000 bactérias. A diarreia é provocada devido a invasio da mucosa do
intestino delgado com consequente lesio do epitélio e associada a produgao de uma
enterotoxina. A intensidade do quadro clinico é proporcional a quantidade de bactérias
ingeridas. A infecao é caracterizada por um periodo de incubacao de 12 a 48 horas, diarreia

durante 2 a 6 dias e um quadro com dores abdominais, vomitos, febre e cefaleias.®
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As quatro espécies de Shigella spp. (S. dysentariae, S. flexneri, S. boydii e S. sonnei) sao
responsaveis pelo desenvolvimento da desenteria bacilar. A espécie S. sonnei é a mais comum
e a transmissao pode ocorrer pessoa a pessoa, através de agua, alimentos e fomites. A dose
infeciosa é bastante baixa, 100 bactérias. Estas bactérias invadem a parede intestinal e
produzem uma enterotoxina que origina a perda de agua e eletrolitos, originando diarreia
aquosa com muco e sangue. O quadro clinico é caracterizado por febre, dor abdominal e
diarreia.”

Para pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp nas fezes é feita a sementeira em gelose
Hektoen e caldo Selenito. Este é um caldo de enriquecimento e apos 4 horas de incubagao é
repicado para gelose Hektoen que é incubada em aerobiose a 37 °C, durante 18 a 24 horas.

As coldnias de Salmonella spp. aparecem verdes com ou sem centro negro devido a
producao de sulfureto de hidrogénio (Figura 18). As coldnias de Shigella spp. ficam
incolores.*

Se o médico pedir a pesquisa de Escherichia coli enteropatogénica é feita também a

sementeira em MacConkey.

Figura 18. Observagio macroscoépica de coldnias de Salmonella spp. em Hecktoen. Cultura de 24 horas a 37
°C (foto Coimbralab).

Nas fezes é também realizado o exame parasitoldgico para pesquisa de ovos, larvas e
parasitas intestinais. As fezes sao o produto mais comum em pedidos de exames
parasitologicos. Existem duas etapas essenciais associadas a este procedimento: o exame
macroscopico e o exame microscopico da amostra fecal.”

No exame macroscopico € avaliada a consisténcia, a cor e verifica-se a presenca de
elementos anormais como é o caso de muco, sangue, vermes adultos ou parte deles.”

Assim como em todas as areas laboratoriais, a qualidade dos resultados depende da

colheita adequada da amostra. Como as formas parasitirias sao eliminados de forma
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intermitente, recomenda-se a colheita de multiplas amostras fecais (trés amostras colhidas
em dias alternados).”

No Coimbralab é utilizado um kit para preparagao de fezes que associa o método de
sedimentacao e o método de concentracao de Ritchie. Esta técnica consiste em dissolver a
amostra fecal numa solugao de formalina 10 %. Apos obter a suspensao ¢ adicionado éter e a
mistura € filtrada para um tubo cénico e centrifugada. O sobrenadante é desprezado e o
sedimento homogeneizado e observado ao microscépio. No Coimbralab é sempre

adicionado lugol uma vez que ajuda a ver os quistos dos parasitas (Figura 19).

v
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Figura 19. Observacao ao microscopio otico de um parasitolégico de fezes. Ascaris lumbricoides (A), ovo de
Hymenolepis nana (B) e ovo de Trichuris trichiura (C). Preparagdo corada com lugol (ampliagio 400x). (f oto
Coimbralab).

6.4.3. Exsudados nasais e faringeos

A flora comensal do aparelho respiratério superior € abundante e constituida por
microrganismos aerdbios e anaerdbios. Microrganismos como S. pneumoniae, S. pyogenes, H.
influenzae, N. meningitidis, leveduras e algumas enterobactérias podem constituir uma flora
transitoria ou estar presente em pequeno numero na orofaringe de individuos saudaveis
passando a ter um papel patogénico quando o seu nimero aumenta.’

Para avaliacio de infegcoes no trato respiratorio superior chegam ao laboratorio
exsudados nasais e exsudados faringeos.

Estes produtos sao cultivados em gelose de sangue (COS), gelose chocolate (PVX) e
MacConkey. A gelose PVX é incubada em atmosfera 5 % CO, a 37 °C durante 24 horas, a
gelose COS e MacConkey sao incubadas em aerofilia a 37 °C durante 24 horas. Para
pesquisar fungos é feita a sementeira em gelose CAN. Apos incubagao avalia-se o
crescimento de colonias caracteristicas e a existéncia de hemodlise em gelose COS. O
desenvolvimento de 3-hemdlise é sugestivo de S. pyogenes que é o responsavel por mais de

90 % das faringites bacterianas.”’
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Nos exsudados nasais € importante ter em conta a presenga de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. A meticilina € um antibiético muito usado para o tratamento das
infegoes hospitalares, pertence ao grupo das penicilinas (B-lactdmicos) e atua na parede
celular bacteriana. Devido ao grande potencial de disseminagao e alta mortalidade, a espécie
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) é uma bactéria considerada um problema

de sadde publica.*®

6.4.4. Expetoracao

O grande problema no diagnéstico das infegoes respiratorias inferiores é a
contaminagao das amostras por bactérias da flora comensal da orofaringe durante a colheita.
O laboratorio deve processar apenas as amostras de boa qualidade.

Sao varios os produtos que podem ser utilizados nomeadamente, secregoes
brénquicas, lavado bronquico, lavado bronco-alveolar, aspirado pulmonar, expetoragao etc.
No entanto, o mais comum no Coimbralab é a expetoragao e o unico que acompanhei
durante o meu estagio.

A expetoragao deve ser a primeira da manha, obtida por tosse profunda e colhida em
recipiente estéril.’

De forma a avaliar a qualidade da amostra é efetuado um esfregaco e corado pelo
método de Gram. A observagao ao microscépio otico é feita com objetiva 10 x (cerca de 10
campos). A expetoragao € classificada segundo o critério de Murray e Washington (Tabela
7). Segundo este critério sé sio processadas as amostras que se englobem nos grupos 4 e 5.

A expetoragao é cultivada em COS, gelose chocolate seletiva para Haemophilus spp. e

MacConkey e incubada em atmosfera de 5 % de CO, a 35 °C durante 18 a 24 horas.

Tabela 7. Classificagio da expetoragio segundo o critério de Murray e Washington.*

Células epiteliais / (ampliacdo 100 x) Leucécitos / (ampliacio 100 x)
Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25
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6.4.5. Exsudado vaginal ou uretral

Algumas infecoes do aparelho genital feminino sao devidas a microrganismos
endogenos cuja patogenicidade € ativada por fatores do hospedeiro ou por desequilibrio da
flora saprofita.’

Os exsudados vaginais ou uretrais sio colhidos com zaragatoa e transportados em
meio nio nutritivo (amies ou stuart’s).’

O processamento da amostra compreende sempre um exame a fresco e um apos
coloragao de Gram.

O exame a fresco permite avaliar a presenga de Trichomonas vaginalis e de elementos
leveduriformes. Na coloragao de Gram ¢é possivel visualizar células epiteliais e bacilos Gram
positivo (flora comensal) (Figura 20). Deve ser feita a pesquisa de leveduras, diplococos
Gram negativo com a forma caracteristica de graos de café, sugestivo de Neisseriae spp. e

bacilos de Gram negativo intracelulares sugestivos de Gardnerella vaginalis.

Figura 20. Observagao ao microscépio ético do exsudado vaginal corado pelo Gram: observagao de células
epiteliais e bacilos Gram positivo (ampliagdo de 1000x). (foto Coimbralab).

Os exsudados vaginais ou uretrais sao cultivados em gelose COS, gelose PVX,
MacConkey e gelose CAN. A gelose COS e o MacConkey sao incubados em aerofilia a 37
°C durante 24 horas. A gelose PVX é incubada em atmosfera com 5 % CO, a 37 °C durante
24 horas. A gelose CAN ¢ incubada a 37 °C, durante 24 horas mas apés este periodo se nao
se observar crescimento prolonga-se a incubagao até as 48 horas.

Na gelose de COS a pesquisa é direcionada para estreptococos [3-hemolitico (S.
agalactiae). Na gelose PVX é pesquisada Neisseriae spp., no MacConkey enterobactérias e na
gelose CAN a levedura Candida albicans.”

Em mulheres gravidas é efetuado o rastreio para pesquisa de Streptococcus agalactiae.

Neste caso, a pesquisa € feita através da inoculagao da amostra em caldo chromID Granada
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que é um meio seletivo para o isolamento de S. agalactiae. E constituido por uma base
nutritiva que associa uma peptona, piruvato e glucose. A presenga de metotrexato, soro de
cavalo e amido permite a producao de um pigmento laranja avermelhado especifico de

estreptococos hemoliticos do grupo B (Figura 21).
\V ‘

Figura 21. Caldo chromID Granada positivo para a pesquisa de Streptococcus agalactiae (foto Coimbralab).

6.4.6. Exsudado purulento

Os exsudados purulentos podem ser provocados por varios os microrganismos
devido a varias situagoes clinicas.

Tendo em conta as multiplas variaveis envolvidas, a metodologia adotada para o
estudo microbiologico do exsudado purulento tem de ter em consideragao o local
anatomico da infegao, a historia clinica e o modo de colheita. No presente relatorio apenas
vai ser abordado o processamento laboratorial para exsudados de lesdes fechadas e
exsudados de lesdes abertas pois foram com os que eu trabalhei durante o estagio.’

A amostra é colhida com uma seringa estéril e depois é transferida para recipiente
esterilizado. No entanto o produto pode ser enviado ao laboratorio na prépria seringa com
que foi colhido desde que exista forma de fechar a seringa com tampa estéril nao perfurante
ou cortante.’

Exsudados de lesoes fechadas: A colheita dos exsudados profundos deve ser
realizada por puncio e aspiracio com agulha e seringa.’

Exsudados de lesGes abertas: Quando nao ha alternativa o exsudado pode ser
colhido com zaragatoa humedecida e deve ser colocada em meio de transporte (Stuart ou

Amies).?
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No Coimbralab as amostras sao cultivadas em COS, MacConkey e PVX. A gelose
COS e o MacConkey sao incubados em aerofilia a 37 °C durante 24 horas. A gelose PVX é
incubada em atmosfera com 5 % CO, a 37 °C durante 24 horas. Na gelose PVX sé feita a
pesquisa de Haemophilus spp. e Neisseriae spp., no MacConkey sio pesquisadas bactérias

Gram negativo e na gelose COS é valorizada a hemdlise.

6.4.7. Sangue

O sangue é um produto bioldgico estéril pelo que o isolamento de um determinado
microrganismo a partir duma hemocultura é, geralmente, o agente etiologico da infegio.’

A colheita do sangue para hemocultura é efetuada por pungiao venosa de uma das
veias periféricas. Quando é realizada mais do que uma hemocultura devem efetuar-se
sequencialmente colheitas de diferentes veias periféricas. Nao é recomendada a colheita de
sangue por puncao de cateter intravenoso (l.V) exceto quando nao é possivel a pungao de
veia periférica. Nestes casos o laboratério tem de ser informado desta situagao, essencial
para a interpretagio do resultado.’

O volume de sangue colhido por frasco de cultura deve respeitar a proporg¢ao
recomendada pelo fabricante em relagao ao meio de cultura. Nas criangas a concentragao
dos microrganismos durante o periodo de bacteriémia é muito mais alta do que nos adultos
e por isso sao necessarios volumes menores de sangue. Os volumes recomendados sao de |
a 5 ml para criangas e 10 a 30 ml para adultos.?

O meio de cultura contém polianetolsulfato de sodio (SPS) que é um inibidor quimico
e anticoagulante. Inibe a atividade bactericida do soro e a fagocitose, inativa o complemento
e neutraliza lisozimas. A detegao do crescimento bacteriano na hemocultura é efetuada pela
medi¢do do CO, produzido.?

A confirmagao de microrganismos ¢ feita através da coloragio de Gram e pela
cultura em gelose de sangue (COS) que é realizada caso haja produgao de CO,. O
patologista valoriza estes resultados de acordo com o histérico clinico do doente. Caso
existam duvidas deve esperar-se pelo resultado da segunda hemocultura, colhida a partir de
uma segunda pungao num brago diferente da primeira. As bactérias mais frequentemente
isoladas no laboratério foram S. aureus, S. agalactiae, E. coli e Klebsiella spp.

A anilise parasitolégica em amostras de sangue é realizada em sangue total com
anticoagulante e é efetuada apds a realizagio de um esfregaco numa lamina seguido de

coloragao May Griinwald Giemsa.
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O esfregago de sangue periférico é observado ao microscopio 6tico (ampliagao 1000
x) de forma a detetar a presenga ou auséncia de parasitas (Figura 22) bem como o grau de

parasitémia, no caso da infegao pelo Plasmodium spp.
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Figura 22. Observacio microscédpica de alguns parasitas sanguineos. Trofozoito de Plasmodium malariae (A),
trofozoito de Plasmodium vivax (B), esquizonte de Plasmodium ovale (C), gametocito de Plasmodium falciparum
(D), forma tripomastigota de Trypanosoma brucei (E), forma amastigota de Leishmania spp (F), Loa loa (G),
trofozoitos de Plasmodium falciparum (H).*’

6.5. Identificacdo dos microrganismos

A identificacao de microrganismos é realizada sempre que se observe crescimento
microbiano, de valorizar, nos meios de cultura. Baseia-se em caracteristicas fenotipicas,
tendo em conta aspetos macroscopicos e microscopicos, caracteristicas de crescimento e
propriedades metabolicas. A identificagdo correta dos microrganismos tem enorme

importancia no diagnostico da infecao e na escolha do tratamento adequado.

6.5.1. Métodos automatizados

No Coimbralab é utilizado o Vitek Il Compact para identificagio de bactérias e
realizacao dos respetivos testes de sensibilidade a antimicrobianos.

A identificagao baseia-se em caracteristicas metabolicas e no perfil bioquimico dos
microrganismos. Todas as etapas como a inoculagao, a leitura e a gravagao de resultados sao

automatizadas no Vitek Il Compact.®
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Para cada microrganismo isolado nos meios de cultura (gelose CPS-elite, gelose COS,
MacConkey, gelose PVX, etc.) é necessdrio preparar previamente duas suspensoes. A
primeira é feita colocando o inoculo em solugao salina, com a densidade variavel consoante a
bactéria: Gram negativo 0.60-0.63 McFarland e Gram positivo 0.65-0.68 McFarland. A
segunda é feita a partir de uma diluicdo, em 3 ml de solugao salina, da primeira suspensao.
No caso de bactérias Gram negativo sao usados 145 pl da primeira suspensao, para bactérias
Gram positivo sao usados 280 pl. A primeira suspensao ¢ utilizada para a identificagao e a
segunda para a realizagao do antibiograma.

As cartas de identificagao e de sensibilidade e as suspensoes microbianas sao
introduzidas no equipamento e no interior sao transportadas para uma camara de vacuo que
permite a aspiracdo da suspensao e a inoculagao nos pocos das cartas respetivas. Se o
microrganismo a isolar for Gram negativo sao utilizadas cartas GN, se se tratar de um Gram
positivo sao utilizadas cartas GP.

O controlo da solugao salina utilizada, para realizagao das suspensoes, é realizado
semanalmente e sempre que se muda o lote da solucdo. Para tal é feita a sementeira em
gelose Columbia + 5 % sangue de carneiro. A auséncia de crescimento indica que a solugao
salina é estéril.

Contudo, os testes automatizados dependem, em parte, de procedimentos manuais

que orientam a identificagdo do microrganismo.

6.5.2. Testes manuais

Prova da oxidase

A prova da oxidase pesquisa as citocromo-oxidases bacterianas. Estas enzimas atuam
no final da cadeia respiratéria transferindo ides hidrogénio (H') para o oxigénio (O,). O
teste permite distinguir os bacilos nao fermentadores, oxidase positiva, das enterobactérias,
oxidase negativa.”’

O teste utiliza como reagente de leitura o p-fenilenodiamina. A oxidagao deste
composto leva ao aparecimento de cor azul escuro a roxo, segundo as reagoes:

Nesta prova nao devem ser usadas ansas de metal ou coldnias provenientes de

gelose de sangue levando a falsos positivos.*'

Citocromo oxidase

Citocromo c reduzido » Citocromo ¢ oxidado

Citocromo ¢ oxidado + p-fenilenodiamina —citocromoc reduzido + p-fenilenodiamina oxidado

(incolor) (azul escuro a roxo)
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Pesquisa da Catalase

A prova da catalase baseia-se na hidroélise do peroxido de hidrogénio pela catalase.
Esta prova ¢ utilizada na diferenciagao de estafilococos e estreptococos. Os primeiros sao
positivos para esta prova enquanto que os segundos sio negativos. »

Uma colodnia proveniente de uma cultura de 18 a 24 horas é colocada sobre uma
placa de Petri ou uma lamina e é adicionada uma gota de peroxido de hidrogénio. Se a
bactéria possuir a enzima catalase ocorre a libertagao de oxigénio que é observada pelo

aparecimento de bolhas, segundo a reagio:

catalase
2H,0, » H,O+O,

Slidex Staph Plus

O Slidex Staph Plus é um teste rapido de aglutinagao e é utilizado para identificar
Staphylococcus aureus.’

O reagente "Slidex Staph Plus" engloba particulas de latex sensibilizadas com
fibrinogénio humano e anticorpos monoclonais que permite a detegao do fator de afinidade
para o fibrinogénio, da proteina A e de um antigénio de superficie de S. aureus. Quando se
verifica aglutinagao, o teste € dado como positivo e indica que estamos na presenga de S.

aureus (Figura 23).%®

Figura 23. ldentificacao de Staphylococcus aureus através do teste de aglutinagdo Slidex Staph Plus. (foto
Coimbralab).

Teste Rapido de Detecao de Antigénios (TDAR)

O teste rapido de detecio de antigénios (TDAR) é utilizado para pesquisa de

Streptococcus. Pyogenes que é Streptococos do grupo A de Lancefield.

4]



S. pyogenes é o agente bacteriano mais frequentemente encontrado na amigdalite
aguda. A amigdalite aguda ocorre predominantemente em idade escolar e tem como
sintomas inicio subito de odinofagia, febre (> 38 °C), vomitos, dor abdominal e cefaleia. O
TDAR ¢é uma boa alternativa ao exame cultural uma vez que se obtém os resultados em
menos tempo.*

No CoimbraLab o TDAR utilizado baseia-se na extracao acida ou enzimatica do
antigénio da parede celular de S. pyogenes (hidrato de carbono especifico) e sua detegao

posterior por imunocromotografia.

6.6. Suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos é determinada pela capacidade de um agente
antimicrobiano inibir, in vitro, o crescimento microbiano.

Os resultados dos testes de suscetibilidade antimicrobiana in vitro sao importantes
para selecionar o tratamento adequado contra o microrganismo infetante.

No Coimbralab a avaliacio da suscetibilidade a antimicrobianos é realizado no
mesmo equipamento onde sao realizadas as identificagoes, o Vitek Il Compact. O
equipamento mede a atividade antimicrobiana por métodos quantitativos (Concentragao
Minima Inibitéria, CMI) e qualitativos (Resistente, Intermédio, Sensivel). Utilizam-se cartas de
sensibilidade cujos pogos contém antimicrobianos em concentragoes conhecidas e
direcionadas para um grupo especifico de microrganismos. A inibicio do crescimento é
evidenciada pela auséncia de turvagdo no meio. O software do Vitek faz uma comparagao
dos resultados obtidos com uma base de dados e faz corregdes se surgir algum resultado
discrepante. (Tabela 8).

Os perfis de suscetibilidade enviados ao clinico dependem do microrganismo, do

produto biolégico bem como da idade do hospedeiro (Anexo V).

Tabela 8. Cartas de Sensibilidade aos Antimicrobianos utilizados no VITEK Il Compact pelo Coimbralab.

AST - 359: Carta utilizada para Enterobacterias e outos Gram negativos

AST - 354: Carta utilizada para Pseudomonas spp.

AST - 586: Carta utilizada para Streptococcus spp.

AST - 648: Carta utilizada para Staphylococcus spp.
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6.7. Serologia Infeciosa

6.7.1. Venereal Disease Research Laboratory (VDRL)

A sifilis € uma infegao sexualmente transmissivel provocada pelo Treponema pallidum.
A morbilidade e a mortalidade sao elevadas.

Habitualmente utiliza-se uma prova serologica nao treponémica do tipo Venereal
Disease Research Laboratory (VDRL) como primeiro teste diagnostico. Trata-se de uma
prova de microaglutinagdo nao treponémica, sendo um teste qualitativo, que utiliza como
antigénio uma solugao de cardiolipina, lecitina e colesterol.

A VDRL torna-se, em geral, reativa 4 a 6 semanas apos a infegdo ou | a 3 semanas
apos o aparecimento da lesao primaria. Se a VDRL for reativa, a prova devera ser
quantificada (titulagao de reaginas) e confirmada por uma prova serologica treponémica
como por exemplo a prova de absorgao dos anticorpos treponémicos fluorescentes (FTA-

ABS).?

6.7.2. Wright

O teste Wright € um teste de aglutinagao lenta para a detegao dos anticorpos do
tipo IgM (fase aguda da doenga) com reagao contra Brucella spp. A brucelose é uma zoonose
€ causada por bactérias do género Brucella e surgem sintomas como febre alta, dor de
cabega e dores musculares. A bactéria é transmitida de animais para o homem através da
ingestao de carne mal cozinhada ou alimentos lacteos nao pasteurizados, da inalagao da

. . . . 43
bactéria ou pelo contato direto com o animal infetado.

Os anticorpos pesquisados surgem estas por volta do 10° dia da doenga, tendo um
pico maximo entre as 3 a 4 semanas, atenuando-se depois por volta dos 6 a 7 meses, razao
porque pode ser negativa, nos casos de infegao cronica. Considera-se positiva com um titulo

de 2 1/160.*

6.7.3. Reacdo de Rosa Bengala

A reagao de Rosa Bengala é muito utilizada para rastreio, devido a sua sensibilidade e
especificidade A reagao de Rosa Bengala tem por base um teste de aglutinagao rapido para a
detecao dos anticorpos do tipo IgM e IgG com reagao contra Brucella spp.

Neste teste utiliza-se um antigénio tamponado, corado pelo Rosa Bengala, que
deteta, precocemente, aglutininas especificas de Brucella spp., embora um pouco mais

tardiamente que a reacao de Wright. Habitualmente a reagao é negativa até ao final da
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primeira semana e, em alguns casos, até ao final da segunda semana, permanecendo depois

positiva durante um longo periodo de tempo.*

6.7.4. Reacidao de Widal

A reacao de Widal é utilizada para detegao de anticorpos no decurso da febre tiféide.
Utilizam-se antigénios tificos (O e H) e paratificos (A e B) que permitem por em evidéncia
no soro as aglutininas O (mais precoces) que surgem pelo 8° dia e as aglutininas H pelo 10° -
12° dia. No periodo de doenga aumentam tanto as aglutininas O como as H, declinando as
primeiras mais rapidamente que as Ultimas.

Trata-se de uma aglutinagdo que é considerada positiva com um titulo = 1/160.*

6.7.5. Reacao de Weil-Félix

A reagao de Weil-Felix baseia-se no fato das riquétsias possuirem um componente
antigénico idéntico ao antigénio de superficie das estirpes OX - 2, OX - 19 e OX - K de
Proteus vulgaris; por essa razao trata-se de uma reagao pouco especifica, podendo ocorrer
falsos positivos quando esta presente infecio por Proteus vulgaris. E uma reacio tardia, sendo
os anticorpos detetados so no final da segunda semana de doenga em que o titulo minimo

aceitavel é = 1/160.*

6.7.6. Reacao de Paul Bunnel

A reagao de Paul Bunnel é realizada para diagnostico da mononucluose infeciosa.
Durante a infegao pelo virus Epstein-Barr (EBV) sao produzidos anticorpos que sao
pesquisados neste teste. Os anticorpos detetados podem ser causados por outras condigoes

que nio a mononucleose infeciosa, sendo portanto, um teste pouco especifico.*

6.7.7. Marcadores virais

O diagnostico viral foi realizado no Coimbralab através da detegao de anticorpos no
soro com recurso ao equipamento Architect i2000 SR (Anexo II).
Os anticorpos que foram pesquisados durante o estagio foram anti-Citomegalovirus, anti-

Hepatite C, anti-HIV, anti-Hepatite A e anti - virus da Rubéola.
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7. Avaliacao externa de qualidade

A necessidade de transmitir informagao correta, assim como de obter resultados
fiaveis e comparaveis enfatizam a importancia da Garantia da Qualidade. A participagao em
processos de Avaliagao Externa da Qualidade constitui uma ferramenta imprescindivel no
ambito do Controlo de Qualidade analitica implementado no laboratério.

Os dois laboratérios em que realizei estagio participam em programas de Avaliagao
Externa de Qualidade em todas as areas das Analises Clinicas: Hematologia, Bioquimica,
Imunologia e Microbiologia.

O LAC-FFUC e o Coimbralab participam num programa desenvolvido pelo
Instituto Ricardo Jorge (PNAEQ). Paralelamente o Coimbralab participa também Avaliagao
Externa da Sociedade Espanhola de Quimica Clinica (SEQC).

O programa conta com a colaboragao de peritos nacionais e internacionais, que
selecionam amostras controlo e casos-estudo. No laboratério estas amostras sao
processadas em conjunto com as amostras dos utentes e os resultados sao enviados para
serem avaliados. As entidades responsaveis pelos programas elaboram relatérios que

incluem pareceres técnicos/cientificos de peritos que sao enviados ao laboratorio.
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8. Fase poés-analitica

A validagado dos resultados compreende a validagio analitica e a validagao
biopatoldgica.

A validagao analitica é realizada pelos técnicos que executaram a analise sobre
supervisao de um especialista e é feita segundo procedimentos escritos (tendo em conta o
historico do utente e dados clinicos relevantes) e tendo em conta o bom funcionamento dos
instrumentos e o conhecimento dos resultados do controlo da qualidade interno.

A validagao biopatologica é da competéncia exclusiva do especialista que assegura,
sempre que possivel, a compatibilidade dos resultados no mesmo doente, ao longo do
tempo, e tem em atengao as variagoes no seu estado clinico e a terapéutica efetuada. A ficha
do utente constitui um dado fundamental para a correta interpretagio dos seus dados e

estudo posterior.
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9. Conclusoes

O estagio que realizei no LAC-FFUC no Coimbralab foi crucial na aquisicio de
novos conhecimentos e no aprofundar de outros que foram adquiridos durante o MAC.

A elevada automatizagao esta presente em todas as areas, mas € sem duvida, crucial
para disponibilizar os resultados laboratoriais ao utente em tempo Uutil e permite reduzir os
erros laboratoriais

No periodo em que decorreu o estagio tive a oportunidade de contactar com varios
produtos biologicos e acompanhar o seu percurso laboratorial desde a triagem até a
validagao biopatologica e emissao dos resultados. A interpretagao dos resultados de exames
laboratoriais € muito mais complexa que a simples comparagao com os valores de
referéncia, requer a avaliagdo do processo geral do doente, incluindo o histérico e algumas
caracteristicas do seu estado de salde. O controlo de qualidade interno (C.Q.l) e a
avaliacao externa da qualidade (A.E.Q.) sao essenciais para o bom funcionamento de um
laboratorio de andlises clinicas.

A realizacao deste estagio permitiu-me assim adquirir uma visao global e
compreender a aplicabilidade clinica de um laboratorio de analises clinicas. Considero que os
objetivos propostos para o estagio foram atingidos, nomeadamente a aplicagao dos
conhecimentos adquiridos num contexto de trabalho, a integragao no meio profissional e o
contato com os outros profissionais de saude. Sem duvida que foi um privilégio partilhar este
tempo com profissionais qualificados sempre disponiveis para clarificar as duvidas que iam
surgindo.

O estagio foi, sem duvida, uma experiéncia enriquecedora que, contribuiu para fazer

de mim uma melhor profissional de saude, no futuro.
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Anexo |.
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Equipamentos utilizados no Laboratério de Analises
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Anexo Il. Equipamentos utilizados no Coimbralab

Area Equipamento Observacdes
Pentra 80
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Bioquimica

Arkray Adams Alc HA-8160

=
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P — |

Hemoglobina glicada

Imunologia

Architect i2000 SR

Imunologia

Microbiologia

Vitek Il Compact

=5

Identificagao bacteriana e suscetibilidade a
antibioticos
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Anexo Ill. Valores de referéncia do hemograma utilizados no LAC-FFUC

Parametros Valores de referéncia
Eritrocitos Homens 45-59x 1012/L

Mulheres 4,1 - 5,1 x 10'2/L
Hemoglobina Homens 140 — 175 g/L

Mulheres 120 — 153 g/L
Hematocrito Homens 0,42 — 0,50 L/L

Mulheres 0,36 — 0,45 L/L
VCM Adultos 80 -96 fL
HCM Adultos 27 —33 pg
CHCM Adultos 300 - 350 g/L
RDW Adultos 11,6-14%
Leucocitos Adultos 40— 11,0x 10°%/L

Adultos # %
Neutrofilos 2,7-7,0x 10%L (40 —80 %)
Linfocitos 1,0-3,0x 10%L (20 —40 %)
Mondécitos 02-1,0x10L (2-10%)
Eosindfilos 0,02-05x 10 (1 -6%)
Basofilos 0,02- 0,1 x 10%/L (<l %)
Plaquetas Adultos 150 — 400 x 10°/L
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Anexo IV - Lista de antibiéticos utilizados para valida¢ao dos antibiogramas no
CoimbralLab

Carta N359 — Gram negativos

Carta N354 — Pseudomonas spp.

Ampicilina
Amoxicilina/Acido clavulinico
Cefuroxima axetil *
Cefotaxima
Ciprofloxacina
Fosfomicina **
Nitrofurantuina®™**
Trimetoprim / Sulfametoxazol

Ticarcilina
Piperacilina / Tazobactam
Ciprofloxacina
Levofloxacina
Trimetoprim / Sulfametoxazol

Carta P586 — Streptococcus spp.

Carta P648 — Staphylococcus spp.

Ampicilina
Ampicilina / Sulfabactam
Levofloxacina
Eritromicina
Trimetoprim / Sulfametoxazol
Nitrofurantuina®**

Penicilina
Oxacilina
Levofloxacina
Eritromicina
Nitrofurantuina®**
Trimetoprim / Sulfametoxazol

*Se crianga substituir Cefuroxima Axetil por Cefuroxima Sédio

**Usar unicamente em infeg¢des urinarias provocadas por E.coli

*k Usar unicamente em infecdes urinarias

XX





