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“..we can’t understand everything at once, we can’t
Start right out with perfection. To achieve perfection,
one must first begin by not understanding many
things! And if we understand too quickly, we may not
l.”

understand wel

Fiodor Dostoiévski — The idiot (1869)
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CFU — Colony-forming units

CNA — Colistina e Acido nalidixico
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Resumo

O presente relatorio tem como objetivo apresentar uma reflexao de parte do
conhecimento adquirido e consolidado durante o estagio curricular, integrado no Mestrado
de Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, realizado no
Laboratorio Sao José.

Mais do que uma mera descrigao dos procedimentos e técnicas essenciais a area das
analises clinicas, este relatorio pretende enaltecer esta especialidade como uma ferramenta
essencial, e a0 mesmo tempo complementar ao diagnéstico, valorizando acima de tudo o
dialogo entre o laboratodrio e o clinico como um instrumento essencial na contextualizagao
e subsequente valorizagao dos resultados apresentados.

A tecnologia podera e ira avangar cada vez mais permitindo resultados mais sensiveis
e especificos, mas o papel do especialista continuara a ser determinante para a correta

contextualizagao e valorizagao dos resultados.

Palavras-chave: Anilises Clinicas; Microbiologia; Hematologia; Hemocultura; Urocultura.



Abstract

This report aims to present a reflection of part of the knowledge acquired and
consolidated during the curricular internship, integrated in the Master of Clinical Analysis
of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra, held in the Sao José Laboratory.

More than a mere description of the essential procedures and techniques in the area
of laboratory medicine, this report aims to praise clinical pathology as an essential and
complementary tool to diagnosis, valuing above all the dialogue between the laboratory and
the physician as an essential tool in the contextualization and subsequent valorisation of the
results.

Technology can and will advance further allowing more sensitive and specific results,
but the role of the pathologist will continue to be crucial for the correct contextualization

and valuation of the results.

Keywords: Clinical Pathology; Microbiology; Haemathology; Blood Culture; Uroculture.
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Introducao

O presente relatorio visa descrever as atividades desenvolvidas durante o decorrer
do estagio curricular integrado no mestrado de andlises clinicas.

O estagio é apoiado por profissionais da area do diagnostico laboratorial,
geralmente, especialistas em Analises Clinicas ou em Patologia Clinica e engloba as quatro
areas principais do diagnostico clinico-laboratorial, Bioquimica, Microbiologia, Hematologia
e Imunologia. Sendo que neste relatério em concreto apenas serao abordadas as areas da
Hematologia e Microbiologia.

Ao longo do relatério sera abordada a organizacao do laboratorio e sera feita uma

descrigao dos sectores abordados, contemplando as atividades neles desenvolvidas.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

O presente relatério pretende descrever o estagio realizado no Laboratorio S. José
no periodo de janeiro a junho de 2019, sob a orientagao do Dr. Paulo Joao Soares, Diretor
Técnico do laboratério, incluindo os setores da Bioquimica, Hematologia, Imunologia e
Microbiologia. Foram escolhidas as valéncias de hematologia e microbiologia para abordar
com maior énfase neste relatorio (Figura I).

O Laboratorio S. José é dirigido pelo Dr. Paulo Jodao Soares, especialista em Analises
Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos. O quadro técnico do laboratério é constituido por
farmacéuticos, bioquimicos, técnicos de andlises, pessoal administrativo e auxiliares. O
Laboratério é composto por oito unidades de atendimento. O laboratério central,
localizado no Hospital da Luz — Coimbra, funciona de uma maneira completamente
independente e auténoma, sendo o Unico responsavel pela valéncia de Analises Clinicas; 3
outras unidades em Coimbra (R. Combatentes, CLIMAG e Pedrulha) e 4 no exterior da
cidade de Coimbra (Ceira, Semide, Miranda do Corvo e Lourigal).

O Servigo conta em média com cerca de 200 utentes por dia, sendo que estes em
primeiro lugar sao atendidos e registados no sistema, sendo-lhes atribuido um nimero de
utente Unico, o que torna possivel um facil acesso a todos os tipos de analises e historico
do utente. O doente é encaminhado para as salas de colheitas e as amostras (sangue, urina,
fezes, ..) serao posteriormente transferidas para o laboratério central e uma vez la
distribuidas/ processadas nos diferentes sectores consoante as analises requisitadas.

Todo o processo analitico é suportado por avangados sistemas de controlo de

qualidade interna e avaliagoes externas da qualidade, permitindo uma constante qualidade

dos resultados.

Figura I: Laboratorio S. José, sala onde sao realizados as determinagoes referentes aos

sectores de bioquimica e hematologia
12



CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade tem como objetivo garantir a maxima qualidade,
reprodutibilidade e eficacia das analises clinicas realizadas, permitindo desta maneira a
transmissao de informagao o mais fidvel possivel e resultando em melhores diagnosticos e
terapéuticas mais adaptadas a situagao do utente.

Assim o controlo de qualidade tem de estar presente nas trés fases analiticas, pré-
analitica, analitica e pods-analitica. A fase pré-analitica inclui os eventos anteriores ao
processamento da amostra, a fase analitica inclui o processamento propriamente dito e a
pos analitica assenta na validagao e interpretagao dos resultados de modo a que possam ser
fornecidos aos clinicos/utentes.

Apesar disto, verifica-se através de diferentes estudos que a distribuigao dos erros
ocorre em maior proporgao nas fases extra analitica, ou seja, nas fases pré e pos-analiticas,
em particular na fase pré-analitica, o que pode constituir até 70% de todos os erros do
diagnéstico laboratorial.' A quantidade de erros na fase analitica tem vindo a diminuir devido
a um melhor controlo do processo proporcionado pelos avangos na automatizagao,
programas informaticos e implementagao de programas de avaliagao de qualidade. Por
outro lado, os erros na fase pré-analitica dependem por vezes de fatores externos ao
laboratorio e por isso sao mais dificeis de controlar; para além disso envolvem diversos
profissionais e varias etapas sendo mais complicado controlar as diversas variaveis nesta
fase. Os erros nesta fase podem ser caracterizados como extra-laboratério em que os
procedimentos nao se realizam no laboratério clinico nem no controlo deste ou como
intra-laboratorio em que o contrario sucedeu.

Os erros mais comuns estao associados a qualidade da amostra recebida no
laboratério, hemolisada, insuficiente ou coagulada, ou ao transporte da mesma (demasiado
tempo no transporte, exposicao a luz e a temperaturas inadequadas). No caso de um
laboratério hospitalar estes erros sao extra-laboratério.

Os erros intra-laboratério incluem o registo administrativo das amostras, podendo haver
uma identificagao incorreta ou insuficiente do utente e/ou da preparagao da amostra para
analise que engloba o tempo de espera desde a colheita até a sua manipulagao, centrifugagao

e distribuicdo pelas diferentes valéncias.'

No controlo de qualidade interno sao analisados os diferentes parametros, segundo

um plano de controlo de qualidade pré-estabelecido. Este procedimento é realizado de
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manha antes do servigo iniciar. Os parametros sao calibrados sempre que o controlo sai
fora dos limites aceitaveis quando ocorre mudanca de lote dos reagentes. E analisada a
variagao de cada parametro (graficos de Levey-Jennings) e interpretadas de acordo com as
regras de Westgard, sendo analisados os controlos externos das diferentes técnicas, em
simultaneo.

O controlo de qualidade externo permite aferir a exatidio dos resultados do
proprio laboratorio. Os controlos sao enviados pela entidade avaliadora e processados
como se fossem amostras de rotina, depois de obtidos os resultados, estes sao enviados de
volta para a respetiva entidade avaliadora onde é comparado o valor obtido com o valor

real determinado pela entidade.
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Hematologia

Neste sector sao determinados os parametros referentes ao hemograma,
reticulocitos, velocidade de sedimentagao e coagulagao, pelo que serao abordadas as
determinagoes e os aparelhos utilizados nesta valéncia.

Neste sector trabalha-se com sangue total, recolhido para tubos com EDTA de

modo a evitar a coagulagao. Na coagulagao trabalha-se com plasma citratado como amostra.

Hemograma

O hemograma é uma das andlises mais solicitadas e torna possivel o estudo da
morfologia das células e a sua contagem, para além da quantificagao de hemoglobina. Esta
analise é realizada no analisador de diagnéstico automatizado Cell Dyn 3700%® que tem
capacidade para determinar |7 parametros simultaneamente incluindo os que constituem o
hemograma propriamente dito (eritrécitos, leucocitos, hemoglobina, plaquetas) e a
determinagio de reticulécitos quando necessario.” Este analisador trabalha segundo dois
principios, a impedancia elétrica (principio de Coulter) e a dispersao da luz laser
(difragao/scattering da luz), sendo o primeiro usado para contagem de células (eritrocitos,
leucécitos e plaquetas) e o segundo para contagem e diferenciagao de leucécitos (Figura 2).

O principio de Coulter estabelece que a passagem de células através de uma
abertura num liquido condutor ira provocar um aumento da resisténcia elétrica (diminuindo
a condutividade) do liquido; esse aumento por sua vez € proporcional ao volume da particula
e o nimero de impulsos correspondente ao nimero de particulas/células.’

Neste equipamento ha 4 determinagoes independentes: contagem e diferenciagao
de leucocitos realizada por difragao da luz, contagem de leucocitos através do principio da
impedancia elétrica no canal de impedancia, contagem de eritrocitos e plaquetas efetuadas
num canal independente e determinagao da hemoglobina por espectrofotometria.
Leucocitos (WBC), eritrocitos (RBC), hemoglobina (HGB) e plaquetas (PLT) sao medidos
diretamente, mas outros parametros (hematocrito, hemoglobina globular média,
concentragao de hemoglobina corpuscular média) sao calculados automaticamente a partir
dos dados fornecidos pelas determinagoes anteriores. A hemoglobina é medida por
espectrofotometria a 540nm através do método de cianometehemoglobina, no qual, os
eritrocitos sao lisados para ocorrer libertagao da Hb, em seguida o ferro no grupo heme é

oxidado passando do estado ferroso para o férrico e em conjunto com o cianeto presente
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no reagente leva a formagao de um complexo que € lido a 540nm, sendo a absorvancia
proporcional a concentracio de hemoglobina na amostra.” *

A contagem e diferenciagao em cinco populagoes leucocitarias por sua vez é feita
através da lise dos eritrocitos com reagentes hemolisantes e a separagao dos leucocitos é
feita de acordo com o seu tamanho e complexidade celular. Este processo denominado por
leucograma permite a determinagao do numero de leucécitos seguida pela diferenciacao

dos varios tipos de leucécitos (neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos)

(Figura 4).

T

|
|
|
‘Ll S B 10

Relative frequency
Relative frequency

e

RBC (size) (b) PLT (size)

Figura 3: Histogramas de distribuicao de volume dos eritrocitos e plaquetas.

(Retirado da referéncia 4)
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Figura 4: Grificos de dispersao da populagao leucocitaria. (Retirado da referéncia 4)

A dispersao da luz a 0° fornece informagdes acerca do tamanho celular, dispersio da luz a 10° fornece
informagdes acerca da complexidade celular, dispersio da luz a 90° fornece informagées acerca da
lobularidade.

A identificagao de células com caracteristicas irregulares na circulagao sanguinea
permite emitir “alarmes” para blastos, linfocitos atipicos, eritroblastos e granulocitos
imaturos.

A determinagao de leucécitos por duas tecnologias serve como mecanismo interno
de controlo de qualidade. A contagem leucocitdria no canal de impedancia (WIC) é
falsamente elevada quando existem eritrocitos nucleados, enquanto a contagem leucocitaria
no canal optico (WOC) exclui esses eritrocitos através da analise da dispersao da luz laser,
contudo como o canal éptico emprega um agente litico menos potente, o valor pode ser
falsamente elevado quando houver eritrécitos osmoticamente resistentes, como acontece
em algumas amostras de sangue neonatal.

Os reticulécitos sao formas imaturas eritrocitarias que ainda possuem algum RNA.
Esse RNA ¢é submetido a coloragao supra-vital com azul de metileno que causa a sua

precipitagdo e sio detectados de seguida por difragio/scattering da luz.*
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Parametros

Contagem do numero total de eritrocitos (RBC): consiste na contagem do
numero de eritrocitos por unidade de volume. Este pardmetro nao deve ser usado para
chegar a um possivel diagndstico de anemia visto que existem casos de anemia com valores
elevados de gldbulos vermelhos como as talassemias e outros casos em que o numero de

eritrocitos é baixo sem ser indicativo de anemia.

Contagem do nimero total de leucécitos (WBC): consiste na contagem do
numero de leucocitos por unidade de volume. Leucocitoses estio normalmente associadas

a infe¢oes bacterianas e inflamagoes.

Contagem do numero total de Plaquetas (PLT): consiste em definir o

numero de plaquetas por unidade de volume.

Hemoglobina (Hb): a determinagao da hemoglobina é por sua vez o parametro
que deve ser usado para o diagnodstico da anemia. Esta determinagao varia principalmente

com o sexo, idade e altitude em que se encontra o utente.

Hematocrito (Hct): E a proporcio entre o volume ocupado pelos eritrécitos e o

volume total de sangue.

Plaquetécrito (PCT): E a proporcio entre o volume ocupado pelas plaquetas e

o volume total de sangue.

Volume Globular Médio (MCV): Traduz o volume médio dos globulos
vermelhos, permitindo assim analisar variagdes no tamanho dos mesmos e categorizar a

populagao eritrocitaria em normocitica, macrocitica ou microcitica.

Volume Plaquetar Médio (MPV): Traduz o volume médio das plaquetas e pode
estar associado a trombocitose, trombocitopenia ou a uma contagem de plaquetas dentro

dos valores padrao.
Hemoglobina Globular Média (MCH): Indica a quantidade média de
hemoglobina por eritrécito.

Hb (g/dl) x 10
RBC (células/L) x 10712

MCH (pg) =

Concentrac¢io de Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC): E definida pela
quantidade de hemoglobina existente no volume ocupado pelos globulos vermelhos em vez

daquele ocupado pela totalidade do sangue, dai dividir-se a concentragao de Hb pelo Hct.

18



Este é o parametro que deve ser utilizado para analisar a quantidade de Hb por eritrécito

e categoriza-los em hipocrémicos, normocrémicos ou hipercrémicos

MCHC (g/dl) = 229/4)

Hct

Amplitude de distribuicdo eritrocitaria (RDW): E usado como um indice de
anisocitose, pelo que reflete a variagdo de volume numa determinada populagao
eritrocitaria, sendo que quanto maior for a severidade da anisocitose mais elevado sera o
RDW. Analisado em paralelo com o histograma sendo que por norma devem ser
concordantes um com o outro. Um histograma llustra a variagao em volume e no tamanho
das células de forma grafica, com dois eixos X e Y, no qual o X traduz o tamanho/volume

das células e o Y o nimero delas (Figura 3).

Amplitude de distribuicao plaquetar (PDW): Semelhante ao RDW diferindo
no facto que reflete a variacao volumétrica numa determinada populagao plaquetar em vez

de eritrocitaria.* °

Reticulocitos

Os reticulécitos sao formas imaturas eritrocitarias que ainda possuem algum RNA.
A sua medida é importante para avaliar a resposta da medula, por exemplo em casos de
anemia hemolitica, um valor alto demonstra um mecanismo compensatorio por parte da
medula que é o que é fisiologicamente normal. Por sua vez um valor baixo de reticulécitos
concomitante com um baixo valor de eritrocitos indica uma auséncia de resposta/uma
supressao da medula éssea, visto que nao ha um aumento dos reticulocitos para compensar

a perda de eritrocitos.

Esfregago de Sangue Periférico

O esfregaco de sangue periférico é usado para investigar/confirmar anormalidades
no hemograma, tais como agregados plaquetares, trombocitopenias, impossibilidade do
calculo da férmula leucocitaria pelo autoanalisador, monocitose entre outras, e nio como
andlise de rotina. Desta maneira é possivel confirmar os resultados do hemograma
fornecidos pelo autoanalisador e analisar a morfologia das diferentes células conseguindo
verificar situagoes de poiquilocitose, anisocitose, presenga de formas atipicas ou imaturas,
sombras nucleares, hipersegmentacio entre outras. Estes esfregacos sio corados pela

técnica de May-Griinwald—-Giemsa.*
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Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao é a medida em milimetros da deposicao dos
eritrocitos por hora num tubo de vidro montado verticalmente num apoio.®

Esta sedimentagao progressiva ocorre, pois, os eritrocitos tém uma carga negativa
pelo que quando se juntam e formam aglomerados repelem-se mutuamente contrariando a
forga gravitica e diminuindo a velocidade a que se depositam. Fatores como o aumento de
proteinas de fase aguda, viscosidade do plasma, o racio entre RBC e plasma e o fenébmeno
de rouleaux alteram este equilibrio de for¢as aumentando a VS.

O método consiste em colocar sangue venoso anticoagulado com citrato de sédio
a 3,8% (relagao 4:1). O teste deve ser realizado a temperatura ambiente pois o aumento da
temperatura leva ao aumento da sedimentagao.

Os valores da VS sao influenciados pela resposta inflamatéria que inclui alteragoes
séricas de diversas proteinas, como aumentos no fibrinogénio, haptoglobina,
ceruloplasmina, imunoglobulinas (Ig) e da Proteina C reativa (CRP) e diminuigdes na
albumina. Por isso, a VS é utilizada como um indicador sensivel da presenga de inflamagao
e lesao tecidular, embora seja inespecifico. Por vezes determina-se também a CRP em
conjunto com a VS visto que esta € um marcador sensivel de inflamagao.

A determinagao da VS também pode ser feita por métodos automatizados. Neste
caso a determinagao é feita normalmente por fotometria cinética capilar onde sensores
infravermelhos irao detetar alteragoes na densidade otica do sangue, que depois sao
convertidas em mm através de um algoritmo matematico embutido no analisador, sendo o

resultado fornecido em milimetros.®

Coagulagao

As diversas determinagdes analiticas relativas a coagulagao tém como objetivo o
estudo dos mecanismos de hemostase. A hemostase constitui assim o conjunto de
mecanismos que possibilitam a correta circulagao sanguinea e a integridade vascular gerindo
assim a proporgao entre os mecanismos de coagulagao e os de eliminagao do coagulo para
que nio haja episédios nem de trombose, nem de hemorragia.®

Neste ambito o autoanalisador utilizado é o Sysmex CA — 1500%®. Certos
parametros sao determinados através da difragao da luz laser (difragao/scattering da luz),
onde estao inseridas as determinagoes coagulamétricas, (Tempo de Protrombina (TP);
Fibrinogénio (Fib); Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT). Para estas

determinagoes ¢ adicionado um reagente ao plasma citratado que ira dar inicio ao processo
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de coagulagao, gerando-se um aumento da turvagao devido a formagao do coagulo de
fibrina; este aumento da turvagao é detetado pela diminui¢ao da intensidade da luz refratada
permitindo assim calcular os diferentes parametros e aferir o correto ou nao funcionamento

das vias extrinseca e intrinseca da coagulacao (Figura 5).

Os restantes parametros sao determinados por métodos cromogénicos, que
consistem numa reacao de mudanga ou desenvolvimento de cor que por sua vez esta

associada a uma alteragao da absorvancia.

Carregamento
continuo de
cuvetes

Ecri tactil \

Interruptor
ON/OFF

Sampler para
carregamento
continuo de
amostras

Despejo de cuvetes usadas

Figura 5: Sysmex CA — 1500®.

Adaptado de http://tiny.cc/aBewbz

Tempo de Protrombina (PT):

O tempo de protrombina mede o tempo de coagulagao (em segundos) do plasma
citrato na presenga de calcio e tromboplastina (fator tecidular). O fator tecidular ativa o
fator VIl que por sua vez ativa a via extrinseca indicando desta maneira a eficiéncia da via
extrinseca e refletindo alteragoes nos fatores Il, VIl e X (dependentes da vitamina K), no
fator V e fibrinogénio. Este pardmetro é usado predominantemente para a monitorizagao
terapéutica de utentes que estejam medicados com anticoagulantes orais antagonistas da
vitamina K, como a varfarina.

Como forma de minimizar a disparidade dos resultados do PT, derivados do uso de

diferentes tromboplastinas nos laboratorios, concebeu-se uma razao internacional
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normalizada (INR), que é constituida pela razao entre o PT do paciente e o PT de um plasma

PT paciente)ISI

de referéncia, INR = ( . O objetivo ¢ padronizar os resultados.

PT padrao

O index internacional de sensibilidade (ISI) representa a sensibilidade da
tromboplastina, se o ISI de uma tromboplastina for alto entao uma pequena variagao no
valor de PT representa uma diferenca significativa no poder de anticoagulagao, por isto é
fortemente recomendado que se usem tromboplastinas com um ISl baixo (préximo de I).

Um prolongamento no tempo de protrombina pode ser justificado pela terapéutica
com anticoagulantes orais (varfarina), pela deficiéncia ou presenca de inibidores dos fatores
Il, V, VIl e X, ou do fibrinogénio, pela deficiéncia de vitamina k, pode também ser devido a
doenga hepatica, ou coagulagao intravascular disseminada (CID). O PT pode estar diminuido
caso o individuo tenha recebido um suplemento de vitamina K.

Nota: No caso de deficiéncias nos fatores Il (protrombina), X ou V 0 aPTT também

estara aumentado.®

Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (aPTT):

Também designado por tempo de cefalina caulino. Avalia os fatores da via intrinseca
(XM, XI, IX e VIII) e os da via comum (X, V, Il e fibrinogénio), o resultado é expresso em
segundos também e indica o tempo necessario para a formagao do coagulo.

Neste teste utiliza-se substitutos de fosfolipidos plaquetarios, como a cefalina que,
sendo uma tromboplastina parcial, é incapaz de ativar a via extrinseca, que requer
tromboplastina completa. Por esta razao este teste nao ¢ afetado pela deficiéncia de fator
VII.

O aPTT encontra-se normalmente elevado em situa¢oes de coagulacao intravascular
disseminada, doenga hepatica, administragao ou contaminagao com heparina ou outros
anticoagulantes, presenca de um anticoagulante nao especifico como o anticoagulante
lupico, a presenca de medicamentos anticoagulantes orais directos como o rivaroxabano e
o dabigatran (agentes anti fator lla ou anti-Xa) ou deficiéncia num fator de coagulagao com

excegio do fator VIl (via extrinseca).®

Fibrinogénio:

O fibrinogénio ¢€ sintetizado no figado e constitui uma proteina de fase aguda positiva,
pelo que aumenta na presenca de um processo inflamatorio. Ao ser ativado, o fibrinogénio
é convertido no final da cascata da coagulagao em fibrina pela agao da trombina. Pelo que

um valor elevado de fibrinogénio implica a formagao de muita fibrina, o que gera um maior
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risco trombdtico. No caso de um valor baixo de fibrinogénio pode indicar afibrinogenemia,
hipofibrinogenemia, doenga hepatica ou coagulagao intravascular disseminada. O teste
consiste em medir os segundos necessarios a formagao do coagulo de fibrina apods a adigao

de trombina a um tubo de plasma citrato (técnica de Clauss).®

D-Dimeros:

Os D-Dimeros constituem um dos produtos finais de degradagao da fibrina;
encontram-se normalmente aumentados no caso de haver uma formacao aumentada de
coagulos de fibrina, pelo que, normalmente, sao utilizados para julgar quadros trombéticos
e ajudar no diagnodstico da coagulagao intravascular disseminada e da trombose venosa

profunda.®

Anticoagulante Lupico (Autoanticorpos anti-fosfolipidos):

A presenga de anticoagulante lupico (LA) implica a produgao de autoanticorpos
pelo sistema imunoldgico, anticorpos esses que inadvertidamente atacam o organismo,
especialmente os fosfolipidos e as proteinas associadas a eles nas membranas celulares.
Clinicamente, ha uma clara associagao entre a presenga de LA e tromboembolismo venoso
recorrente, Acidente Vascular Cerebral, e nas mulheres esta ainda relacionado com abortos
sucessivos durante os periodos de gravidez (morbilidade na gravidez). Por isso os testes
para detetar a presenga de um anticoagulante lupico devem ser efetuados em todos os
individuos com episddios de trombose venosa ou arterial por explicar, na presenga de um
aPTT aumentado sem razao aparente e também nas mulheres com abortos espontaneos
recorrentes.

O LA nao se consegue medir diretamente, nem existe nenhum teste ou
procedimento standardizado para o detectar no sangue. Dai se utilizar dois testes para
confirmar ou excluir a presenga dos autoanticorpos, o aPTT e o Russell’s viper venom time
(dRVVT). Este ultimo teste ajuda a confirmar se a elevagao do aPTT se deve a um inibidor
especifico como um anticorpo contra um dos fatores de coagulagao, um inibidor
inespecifico como o LA ou ainda devido a uma deficiéncia num dos fatores de coagulagao.

Durante o dRVVT, o Russell’s viper venom (RVV) ativa o fator X levando a formagao
de um coagulo de fibrina na presenga do fator V, protrombina, fosfolipidos e ides calcio. O
LA prolonga o tempo de coagulagao devido ao facto de se ligar aos fosfolipidos e impedir a
acao do RVV. Como o RVYV ativa diretamente o fator X, deficiéncias nos fatores VIII, IX e

Xl nao influenciam o teste.
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No caso de um resultado positivo, o teste devera ser repetido dentro de |12 semanas
(para evidenciar a persisténcia dos autoanticorpos e minimizar falsos positivos) e €
recomendado que outros testes como os anticorpos anti-cardiolipinas (Ig G/lg M) e
anticorpos anti-B2-glicoproteina | (Anti- B2GPI) (Ig G/Ig M) sejam realizados. Todos devem
ser repetidos dentro de |2 semanas caso sejam positivos como evidenciado na Figura 6.

Estas trés determinagoes (LA, Anti- B2GPl e Ac anti-cardiolipinas) constituem o
diagnostico serologico do sindrome anti-fosfolipidico (APS), designagao dada ao sindrome
em que autoanticorpos se ligam a fosfolipidos que se encontram nas membranas celulares
das células e plaquetas, interferindo com o processo de coagulagao através de processos

que nio sio completamente conhecidos.* " ®

ESTRATEGIA PARA O DIAGNOSTICO SEROLOGICO DO APS

Anti-Cardiolipina ou Anti-B2GPI Anticoagulante
(1gG/1gM) (1gG/1gM) Lapico

Repeticao dentro de 12 semanas

\ \ \

Anti-Cardiolipina Anti-B2GPI Anticoagulante
(IgG/1gM) (1gG/1gM) Lapico
Y Y Y

Critérios serologicos de APS estao cumpridos

Figura 6: Diagnostico Serologico do sindrome anti-fosfolipidico (APS).

Adaptado de http://tiny.cc/34ewbz
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Microbiologia

No sector de microbiologia trabalha-se com os mais variados tipos de produtos
bioldgicos (urina, fezes, exsudatos, expetoragao, liquidos serosos, sangue, entre outros)
com o objetivo de averiguar a patogenicidade dos microrganismos presentes.

Desta maneira este sector é essencial para o diagnostico e orientagdo terapéutica das
doengas infeciosas, sendo efetuado para isso o isolamento e identificagao de microrganismos
potencialmente patogénicos e realizagdio de testes de suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos, quando necessario. Serao abordados os diferentes produtos biologicos e

técnicas utilizadas nesta valéncia.

Transporte de amostras biologicas apds processamento

Por vezes as amostras bioldgicas precisam de ser transportadas para o exterior do
laboratorio por variadas razoes, tais como envia-las para um laboratério de referéncia ou
por constituirem microrganismos “alerta”, segundo a norma da diregao-geral da saude
numero 004/2013 e terem de ser enviadas em cultura pura ao Instituto Nacional de Saude
Dr. Ricardo Jorge (INSA). De modo a que este transporte seja seguro e que seja garantida
a seguranga da amostra e de quem a transporta, todo o material bioldgico classificado como
infecioso deve ser embalado em trés camadas distintas. A primeira constituida por um
material a prova de agua, normalmente uma embalagem de plastico rodeada de material
absorvente suficiente para absorver qualquer tipo de fluido no caso de rutura. Uma segunda
normalmente igual a primeira constituida também por um material impermeavel, sem fugas,
rodeado de material absorvente, sendo que deve ser incluida uma lista que descreva os
conteudos da amostra entre a segunda e a terceira camada.

Por fim uma terceira camada composta por um envelope de modo a proteger os

conteldos de algum tipo de dano fisico ou de outra natureza.” '°

Urina

Em condigSes normais, a urina é um liquido estéril, pelo que uma colheita de urina
asséptica tal como o nome indica constitui uma amostra de urina que se encontra livre de
qualquer tipo de contaminagiao proveniente da flora perianal, vaginal ou periuretral, de
modo a que uma eventual presenca de microrganismos na urina possa ser atribuida a uma

infecao urinaria (UTI) e nao a uma contaminagao.
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Para a colheita devera ser feita a higiene intima, recorrendo a toalhitas assépticas. A
urina, preferencialmente, devera ser a primeira da manha (devido a sua maior concentragao)
ou apos duas horas sem urinar. Apenas devera ser recolhido o jato médio, desprezando-se
as primeiras gotas, devendo a urina ser recolhida para um recipiente estéril com uma tampa
que vede completamente, de modo a evitar qualquer tipo de fuga. Em caso de necessidade
a colheita podera ser realizada no domicilio, devendo neste caso ser processada no
laboratério dentro de duas horas.'" '?

As infe¢oes urinarias normalmente advém de bactérias da flora intestinal saprofita,
que invadem o aparelho urinario por via ascendente através da uretra; em casos mais graves
poderao dar origem a pielonefrites. O principal grupo bacteriano associado as UTI sao as
Enterobactérias, especialmente a Escherichia coli, mas também podem ser observadas,
Klebsiella spp, Proteus spp, Pseudomonas spp, Enterococcus spp, Staphylococcus coagulase
negativa, entre outros.

As amostras sao homogeneizadas e usando uma ansa estéril e calibrada para | pL sao
semeadas no meio de cultura UriSelect® 4, trata-se de um meio cromogénico pelo que
possibilita a identificagao presuntiva direta dos patogénicos mais comuns em UTI pela cor
que desenvolvem na cultura, para outros sao necessarios testes bioquimicos adicionais. De

seguida sdo incubadas durante 24 horas a 37°C (Figura 7).

Escherichia coli

Enterococcus spp.

Figura 7: Identificacido presuntiva direta no meio de cultura UriSelect® 4. Adaptado de

http://tiny.cc/3uewbz

No meio UriSelect® 4 as colénias de Escherichia coli sio representadas pela cor rosa, as de Enterococcus spp
pela cor azul e as de Proteus mirabilis por uma cor amarela.

Apds a sementeira é observado o sedimento urindario com o auxilio de um
microscopio otico onde € visualizada a presencga de leucécitos, eritrocitos, células epiteliais,

cristais, cilindros e a presenga ou nao de leveduras (Figura 8).
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Depois de passadas as 24 horas as caixas sao observadas e é verificado se o
crescimento bacteriano é significativo/valorizado (culturas puras com 2 103 unidades
formadoras de coldnias) (UFC/mL). Caso o crescimento bacteriano seja significativo é

escolhida uma colonia pura para se realizarem testes bioquimicos (se necessario) e testes

10,11,12

de sensibilidade aos antibidticos.
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Figura 8: Processo de sementeira e de observagao do sedimento urinario ao

microscopio. (Retirado da referéncia 12)

As coldnias sao semeadas usando uma ansa estéril e calibrada para IuL sendo de seguida semeadas no meio
de cultura UriSelect®4. Apds a sementeira o sedimento é observado usando um microscopio 6tico sendo
determinado a presenga ou nao de leucocitos, eritrocitos, células epiteliais, bactérias ou fungos.
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Fezes

As fezes como produto bioldgico, ao contrario da urina, possuem uma flora sapréfita
bastante abundante. As andlises mais comuns feitas, usando as fezes como produto
biolégico, encontra-se a coprocultura, exame parasitoldgico de fezes e a pesquisa de
Clostridium difficile.

Na coprocultura a colheita é constituida por trés amostras distintas, obtidas em dias
consecutivos, recolhidas em recipientes de plastico. Devido a natureza das patologias
associadas. Trata-se por norma de fezes diarreicas.

As bactérias pesquisadas incluem Salmonella spp, Shigella spp, Campylobacter spp e
Staphylococcus aureus sendo também pesquisado Yersinia spp se solicitado pelo clinico. Para
a realizagao da sementeira sao utilizados meios seletivos como a gelose de Hektoen (HE) e
gelose SS, entre outros.

Um caldo de enriquecimento para Salmonella spp deve também ser inoculado e
subcultivado para os meios seletivos apos 24 horas de incubagao.

Os meios HE e SS inibem o crescimento de grande parte das outras enterobactérias
permitindo visualizar o crescimento da Salmonella spp e Shigella spp originando colonias
lactose negativas, sendo a Salmonella spp produtora de H,S e por isso as colonias apresentam
um centro negro. Os meios sdo incubados a 37°C durante 24 horas.

Os meios de cultura usados para o isolamento de Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli devem conter agentes antimicrobianos que inibam o crescimento da flora
normal, mas nao o das espécies de Campylobacter, (¢ utilizada a gelose Butzler, que contém
cefoperazona, colistina, rifampicina e anfotericina B, o crescimento do Campylobacter spp é
promovido pela presenga de sangue de ovelha no meio). Estas placas incubam-se numa

atmosfera de microaerofilia a 42°C e as colénias suspeitas investigam-se as 24 e 48 horas.'®

12, 13

A pesquisa de Clostridium difficile consiste em dois testes, mas ambos partilham o
mesmo fundamento imunocromatografico. O primeiro destina-se a pesquisar a presenga de
uma enzima do microrganismo, mais concretamente a glutamato desidrogenase (GDH), e
o segundo teste que so se realiza se o primeiro der positivo, pesquisa toxinas e o tipo de
toxinas que aquela estirpe em concreto possui, a toxina A, a B, ou ambas. Nem todas as
estirpes de Clostridium difficile produzem toxinas, mas sao as toxinas as responsaveis pelo

aparecimento de colite pseudomembanosa (Figura 9).

28



Figura 9: Testes imunocromatograficos que pesquisam a GDH (esquerda) e o tipo de

toxina (direita).

Exsudatos genitais

Neste capitulo iremos abordar os exsudatos vaginais e uretrais.

Em relagio aos exsudatos vaginais, a flora vaginal endogena é extremamente
numerosa e varia significativamente ao longo da vida da mulher, em grande parte devido a
variagoes hormonais, mais concretamente devido a variagoes a nivel dos estrogénios. Desde
a puberdade até a menopausa, como ocorre uma maior produgao de estrogénios os
lactobacilos constituem a parcela maioritaria da flora bacteriana, mas apés a menopausa
ocorre uma diminuigao no nivel dos estrogénios que leva a uma maior presenga de cocos
como Staphylococcus e Streptococcus e de Enterobacteriaceae. Pelo que é importante conhecer
a idade da utente para poder aferir o estado da sua flora vaginal.

Para além da andlise da flora microbiana vaginal, um exsudato vaginal é também
utilizado para a pesquisa de Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus grupo
B (agalactiae, em gestantes), Trichomonas vaginalis, Candida albicans, e Candida glabrata.

Nos exsudatos vaginais para a colheita sao utilizadas duas zaragatoas, (evita-se usar
zaragatoas de algodao pois contém acidos gordos que podem inibir o crescimento de
Neisseria gonorrhoeae). As zaragatoas sao inseridas no cérvix e rodadas; uma sera utilizada
para o exame direto (pesquisa de Trichomonas vaginalis e leveduras) e a outra para a cultura
e coloragao de Gram.

Na coloragao de Gram é importante avaliar a flora bacteriana.
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Em infecoes como a de Gardnerella vaginalis ocorre a substituicao dos lactobacilos
por outra espécie bacteriana, neste caso a Gardnerella. Também caracteristico desta infegao
¢ a presenga de clue cells, células epiteliais cobertas de pequenos bacilos gram negativos.

Devem pesquisar-se células polimorfonucleares contendo diplococos caso se
suspeite da presenca de Neisseria gonorrhoeae ou pseudohifas caracteristicas da Candida
albicans (Figura 10).

Sao cultivados diferentes meios devido a variedade de microrganismos patogénicos
que poderao fazer parte de cada infegao. A cultura é feita com o auxilio da zaragatoa
utilizada na colheita e o isolamento é feito com uma ansa, sendo semeada nos meios
UriSelect® 4, Columbia + Colistina e Acido nalidixico (CNA) + 5% de sangue de carneiro
(para isolar Gram+ e detetar hemdlise), gelose de chocolate + Suplemento Multivitaminico
(PVS) + vancomicina, colimicina, anfotericina e trimetoprim (VCAT) (para o isolamento de
Neisseria spp) e Sabouraud (para isolar Candida albicans e glabrata).

As culturas realizadas nos meios Columbia e gelose de chocolate siao incubados
numa atmosfera de 5% CO2 a 37°C durante 48 horas enquanto os meios UriSelect®4 e
Sabouraud s3o incubados em aerobiose a 37°C, o primeiro durante 24 horas e o Sabouraud
durante 48 horas, sendo observado as 24 e as 48 horas. ' '> "*

O esquema da Figura || representa um possivel algoritmo de diagnostico utilizado
para investigar um exsudato vaginal, que resume esquematicamente o que foi abordado

sobre este produto bioldgico.

Figura 10: Coloragao de Gram de um exsudato uretral dum utente masculino, podem-se
observar numerosos diplococos e neutréfilos (Neisseria gonorrhoeae). (Retirado da

referéncia 12)
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Figura | 1: Algoritmo de diagndstico utilizado para investigar um exsudato vaginal.

(Retirado da referéncia 12)

A pesquisa de Streptococcus do grupo B (Streptococcus agalactiae) é feita tanto em
exsudato vaginal como no exsudato rectal. Este microrganismo constitui parte da flora
normal vaginal em 40% das mulheres, mas constitui um risco bastante elevado de causar
meningite e sepsis ao recém-nascido durante o parto, por isso o teste € normalmente
realizado nas gravidas entre a 34 e a 35 semana de gestagao. Sao usadas duas zaragatoas,
uma para o exsudado vaginal e outra para o rectal; na vaginal a colheita é feita no tergo
inferior da vagina. De seguida ambas as zaragatoas sao semeadas no meio cromogénico
StrepBSelect®, que confere as colénias de Streptococcus agalactiae, uma cor azul quando

semeadas neste meio. Sao incubados a 37°C durante 24 horas numa atmosfera com 5% de

CO2 (Figura 12).'* 2

) | - Ji(i&’_v)
Falle) © a3

Figura 12: Colonias de Streptococcus agalactiae.

Adaptado de http://tiny.cc/59ewbz

Nos exsudatos uretrais é feita a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia
trachomatis, que causam uretrites e/ou cervicites, mas a uretra também pode ser colonizada

por enterobactérias, ou Candida spp dando origem a infegoes urinarias.
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A colheita deve ser feita antes da primeira micgao. Deve-se introduzir uma
zaragatoa, suavemente e com movimentos de rotagao até 2-4 cm, no interior da uretra e
repetir esta operagao com uma segunda zaragatoa. A primeira sera utilizada para o exame
direto e a segunda para cultura e realizacao da coloracao de Gram.

Para a cultura sao usados os meios Columbia + CNA + 5% de sangue de carneiro e gelose
de chocolate + PVS + VCAT incubados numa atmosfera de 5% CO2 a 37°C durante 48

horas. ' 1

Exsudatos nasais

Os exsudatos nasais sao maioritariamente usados para a pesquisa de Staphylococcus
aureus. A colheita é realizada usando duas zaragatoas uma para o exame direto e a segunda
para cultura e realizagao da coloragao de Gram. As zaragatoas sao inseridas no tergo
inferior de ambas as fossas nasais e sao exercidos movimentos de rotagao.

Para a cultura sao usados os meios Columbia + CNA + 5% de sangue de carneiro e
gelose de chocolate + PVS incubados numa atmosfera de 5% CO2 a 37°C durante 48 horas.

A presenca de colonias na gelose Columbia com presenga de B-hemolise é indicativa
de Staphylococcus aureus, podendo ser confirmado com uma prova de coagulase ou usando
o teste Pastorex® Staph — Plus. O crescimento na gelose de chocolate sem crescimento

na gelose Columbia pode indicar colénias de Haemophylus influenzae. '*

Exsudatos Faringeos

Os exsudatos faringeos por rotina pesquisam apenas Streptococcus B-hemoliticos,
dos quais fazem parte os Streptococcus do grupo A, C e G, sendo os do grupo A (pyogenes)
os mais prevalentes. Os outros microrganismos que se poderiam encontrar nesta regiao
geralmente nao causam faringites agudas, os Staphylococcus podem gerar abcessos a nivel
das amigdalas e Corynebacterium diphtheriae faringite membranosa.

Para pesquisa de outros microrganismos como Neisseria gonorrhoeae e
Streptococcus nao B-hemoliticos, o clinico deve notificar o laboratoério para a pesquisa em
concreto destes organismos patogénicos.

Os testes rapidos (imunocromatograficos) para Streptococcus do grupo A apesar de
fornecerem um tempo de resposta mais rapido possuem uma sensibilidade mais baixa, pelo
que devem ser usados apenas como testes de screening pois um resultado negativo ainda

precisa de ser confirmado pela cultura. Individuos assintomaticos nao devem ser testados
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por rotina pois uma percentagem da populagao é portadora desta bactéria sem desenvolver
infecao.

A colheita deve ser feita usando uma zaragatoa e se necessario uma espatula de
madeira de forma a baixar a lingua e facilitar o acesso a zona infetada. Deve-se passar a
zaragatoa pela regido das amigdalas e faringe posterior, tocando nos segmentos que
apresentem exsudato, inflamagdo ou membranas sem nunca tocar na lingua, Uvula ou
mucosa oral de modo a nao contaminar a amostra.

A zaragatoa caso se pesquise Streptococcus € semeada em Columbia + CNA + 5%
de sangue de carneiro e gelose de chocolate + PVS incubados numa atmosfera de 10% CO2
a 37°C durante 24 horas; caso se pesquise Staphylococcus deve-se semear em UriSelect® 4,

Columbia + CNA + 5% de sangue de carneiro e Chapman. '* '> 3

Liquidos Serosos

Os liquidos serosos sao um ultrafiltrado do plasma, derivados das redes capilares
das membranas serosas. As membranas serosas sao constituidas pela membrana parietal
(em contacto com o exterior do 6rgao) e pela membrana visceral (em contacto com o
orgao), entre ambas encontram-se os liquidos serosos que compreendem o liquido pleural,
ascitico, peritoneal e pericardico.

A efusao destes fluidos pode ter duas origens, transudatos, devido a alteragoes
fisiologicas como transtornos no equilibrio oncético, causadas devido a inflamagoes por
vezes derivadas de situagoes clinicas como cirrose, sindrome nefrotico e falha cardiaca. Os
exsudatos, por sua vez, resultam da alteragao da permeabilidade capilar havendo passagem
de proteina para o espago intermembranar e um consequente aumento da pressao oncotica
que leva a uma entrada de agua, o que normalmente sucede em situagoes de infegao
microbiana ou cancro.

Devido ao acesso complicado as amostras sao normalmente colhidas pelo clinico,
sendo que ao laboratoério chega apenas a seringa com o produto.

Os drenos abdominais sio cultivados em gelose Columbia, UriSelect® 4, Schaedler
Vit K3 (para a pesquisa de anaerodbios), Brain Heart (caldo de enriquecimento) e
hemocultura (a ser discutida num capitulo posterior)

Nos aspirados toracicos deve-se fazer a determinagao do pH, densidade, proteinas
totais, albumina e LDH, devendo a amostra ser centrifugada para estas Ultimas trés

determinagoes. Deve ser feita um esfregago a partir do sedimento da centrifugagao e
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contados os eritrocitos e leucocitos (linfocitos e neutrofilos). Mais de 50% de linfocitos é
indicativo de tuberculose ou de um processo cancerigeno.

As culturas devem ser incubadas numa atmosfera de 5% a 10% na presenga ou nao
de oxigénio (consoante o microrganismo em questio) a 35°C durante 48 horas sendo

observadas as 24 e as 48 horas.'°

Sangue

O sangue é normalmente estéril, pelo que um estado de bacteriémia (presenga de
bactérias no sangue) advém da disseminagao de bactérias ou fungos de um foco de infegao,
através da corrente sanguinea podendo infetar outras partes do corpo e estabelecer um
novo foco de infegao. Os focos de infegao podem extravasar para a corrente sanguinea quer
se localizem numa regidao extravascular como no caso de um abcesso, ou numa regiao
intravascular como numa endocardite (Figura 13).

Uma bacteriémia pode ser definida como temporaria (um unico episodio com uma
duragao inferior a 20 minutos), uma situagao relativa comum. Pensa-se que o simples ato
de lavar os dentes pode libertar um nimero baixo de bactérias dos dentes que entram na
corrente sanguinea. Estes episodios normalmente nao tém consequéncias visto que as
defesas do organismo rapidamente as eliminam.

Pode ser intermitente quando o aparecimento da bacteriemia implica o contacto
com uma regiao extravascular como um abcesso ou continua se envolver uma fonte de
infecao intravascular como uma endocardite.

Quando a bacteriémia esta associada a um sindrome sistémico de resposta
inflamatoria (SIRS) passa a constituir um quadro de septicémia. O SIRS é diagnosticado na
presenca de dois dos seguintes fatores, febre, hipotermia, hipotensao, taquicardia ou

leucocitose/leucopenia.
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Neisseria meningitidis '™

colonizes the oropharynx of many individuals
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causing sepsis and then invades
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Figura 13: Exemplos de fontes de bacteriemia. (Retirado da referéncia 12)

Uma hemocultura normalmente é o método usado para avaliar um utente com sinais
clinicos e sintomas de sepsis. O objetivo da hemocultura consiste em confirmar a presenga
e identificar o microrganismo causador para que entio se possa orientar a terapéutica
antimicrobiana. A hemocultura é cultivada num frasco com um meio proprio que possui um
anticoagulante (SPS) que inutiliza elementos no sangue que iriam atrasar o crescimento dos
microrganismos (complemento, lisossomas e células fagociticas).

Os trés fatores que afetam os resultados sao, o volume de sangue colhido (mais
importante), a correta realizagao da colheita (correta desinfegao da pele) e o racio entre
sangue e meio de cultura, no frasco de hemocultura.

A quantidade de microrganismos na corrente sanguinea geralmente é bastante baixa
durante episodios de sepsis, chegando a ser inferior a | CFU/ml, dai o volume de sangue
cultivado ser um elemento tao importante no sucesso da analise.

Devem ser colhidos 2 a 4 conjuntos de frascos, sendo que cada conjunto deve ser
constituido por dois, um para cultura aerdbica e outro para cultura anaerobica. A cultura
anaerobia nao serve apenas para isolar anaerdbios estritos, uma atmosfera anaerébia pode
também facilitar o crescimento de bactérias como estreptococos, enterococos,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

O ndmero de frascos a colher nao possibilita apenas uma maior probabilidade de

ter uma cultura positiva, mas também ajuda a descartar contaminagoes (falsos positivos).
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Em adultos deve ser colhido no minimo |0ml de sangue por frasco, devendo o frasco
para cultura anaerdbica ser inoculado em primeiro lugar para evitar a entrada de ar.

No caso de a colheita precisar de ser realizada em criangas, a quantidade de sangue
a extrair é determinada de acordo com a sua idade e peso. Recém-nascidos e criangas com
bacteriemias possuem concentragoes de bactérias no sangue superiores aos adultos, o que
possibilita o uso de um menor volume de sangue para uma colheita. Desta maneira a
concentragao de bactérias no sangue (no caso de bacteriémia) vai diminuindo a medida que
a idade aumenta, pelo que o volume de sangue necessario vai aumentando.

O racio entre sangue e meio de cultura no frasco de hemocultura deve se situar
entre |/5e I/10.

Antes da colheita as tampas de borracha dos frascos de hemocultura devem ser
desinfetadas com alcool iodado. Também a pele deve ser desinfetada com alcool iodado,
tendo o cuidado de nao voltar a palpar a veia depois de desinfetar a pele, fazer a puncao e
colher a quantidade apropriada de sangue, utilizando uma veia diferente por cada extragao
e uma extragao para cada frasco. Por fim, o sangue € inoculado em cada frasco e € inserido
também em cada um deles uma pequena campanula de plastico que permitira ver se a cultura
€ positiva ou nao (Figura 15).

Ao contrario do que foi anteriormente recomendado, atualmente o intervalo de
tempo entre pungoes nao constitui um fator importante para aumentar a sensibilidade do
diagnostico.

As culturas sio incubadas a 35°C durante 72 horas e observadas as 24, 48 e 72
horas. Na presenca de microrganismos ocorre produgao de CO2 que gera um aumento de
pressao no frasco, este aumento de pressao obriga o fluido do frasco a subir na campanula
de plastico, permitindo fazer repicagem deste fluido nao correndo o risco de contaminar a

amostra.

Nas culturas positivas é realizado uma coloragao de Gram e as repicagens sao
cultivadas nos meios de cultura apropriados a partir do contexto clinico fornecido pela
coloracio de Gram, geralmente gelose Columbia e UriSelect® 4. Por fim deve ser feito o
TSA usando a gelose Miiller-Hinton ou a gelose Miller-Hinton com sangue de carneiro,

consoante o microrganismo identificado.

36



O esquema da Figura 14 representa um esquema que resume o que foi abordado

sobre a cultura e isolagao de microrganismo a partir deste produto biologico.

Bacteria divide rapidly at
37°C (12-48 hours)

Time = 0. Time = 24 hours,
No signal Signal triggered

—
-~
%
Sample removed from positive bottle
e, Gram stain result is

communicated promptly
to the clinician

Sample gram stained

Sample is inoculated onto growth media:

£0 R

, , ’ O Figura 15: Hemocultura
O
Blood agar Blood agar Chocolate agar Enteric agar for Sensitivity POSItlva (esq uerda) . Adaptado
in 5% CO, anaerobic in 5% CO, coliforms (e.g. CLED) testing agar

de http://tiny.cc/2o0ewbz
Figura 14: Protocolo realizado para a cultura e
identificacao de uma hemocultura.

(Retirado da referéncia 12)

Apesar de todo este processo, o derradeiro desafio que as hemoculturas
apresentam para o clinico e para o laboratorio é saber distinguir se o microrganismo isolado
a partir da hemocultura constitui realmente a entidade responsavel pelo episddio de sepsis
ou se constitui apenas uma contaminagao proveniente da flora bacteriana cutanea do utente,
da flora de quem realizou a colheita ou até do préprio ambiente. Sendo que a interpretagao
recai principalmente em dois fatores, o tipo de microrganismo detetado e o nimero de
frascos em que ele foi detetado. Geralmente as contaminagdes dio um resultado positivo

em apenas um dos frascos (Figura 16).'% '> 1> 1> 1¢
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Interpretacdo dos resultados positivos em hemoculturas

Tipo de microrganismo | Ndmero | NUmero total de Informagao Acoes a tomar
isolado ou identificado de hemoculturas Clinica
garrafas realizadas
positivas
| ou?2 Sem evidéncias Provavel
do clinicas Contaminagao
mesmo Identificar e
par realizar testes de
Onco- sensibilidade aos
22 Hematologia, antibioticos.
Unidade de Interpretar na
cuidados presenca da
intensivos informacao
clinica e assepsia
das técnicas de
Staphylococcus coagulase colheita.
negativa Identificar e
realizar testes de
sensibilidade aos
antibioticos.
I Em todos os Interpretar na
contextos presenca da
informacao
clinica e assepsia
das técnicas de
colheita.
20u3 Identificar e
do 22 Em todos os realizar testes de
mesmo contextos sensibilidade aos
par antibioticos.
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus -
hemoliticos Identificar e
Enterococcus spp. Qualquer que Em todos os realizar testes de
Enterobacteria 2| contextos sensibilidade aos

Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans
Anaerobios

Neisseria meningitidis
Haemophilus spp.
Campylobacter spp.

seja o numero
de culturas
realizado

antibioticos.

Figura 16: Interpretacao de hemoculturas positivas. (Adaptado da referéncia 12)
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Expetoragao

A expetoragao € uma anadlise pedida na presenca de uma infecao broncopulmonar
de modo a isolar e identificar o microrganismo responsavel pela infegao. Apesar de ser uma
amostra facilmente adquirida, muita das vezes é de baixa qualidade pois ¢ diluida pela saliva
e contaminada pela flora do trato respiratério superior, pelo que um protocolo de colheita
rigido deve ser seguido de modo a que se possa garantir a qualidade da amostra.

As amostras deverao ser recolhidas de manha ao acordar e produzidas por uma
tosse profunda, a fim de descolar as secregoes. A expetoragao é recolhida para frascos de
plastico estéreis para posterior processamento no laboratério.

Deve ser feita uma coloracio de Gram e sementeira em meios de cultura

apropriados (gelose Columbia, Chocolate + PVS + Bacitracina e UriSelect® 4). Como
organismos isolados temos Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, entre outros.
As culturas sio incubadas a 35°C durante 24 a 48 horas, na presenga ou nio de uma
atmosfera de 10% de CO2.

Uma amostra aceitdvel, ao ser observada ao microscopio com uma ampliagao de
|00x deve possuir mais de 25 neutrofilos e menos de 10 células epiteliais por campo, caso

contrério deve ser rejeitada e colhida nova amostra.'® '> 7
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Conclusao

Com este estagio foi possivel consolidar e aplicar todos os conhecimentos
adquiridos durante a realizagao do mestrado de andlises clinicas, tal como adquirir e
aprender outros conhecimentos fornecidos durante este mesmo estagio.

Foi um privilégio poder experienciar a rotina de um laboratério a nivel hospitalar e
ter contacto com amostras pouco comuns na rotina laboratorial como liquidos serosos,
pelo que todo este aporte de conhecimento revelou-se uma experiéncia completamente
gratificante, pela qual eu estou completamente grato.

Um enorme agradecimento a todos os que tornaram esta experiéncia uma realidade.
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