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Resumo

No presente relatorio consta toda a aprendizagem teorica e pratica adquirida durante o
estagio curricular realizado no laboratorio SYNLAB Madeira no ambito do Mestrado em
Anélises Clinicas. E feita uma abordagem sucinta das areas de Imunologia e Bioquimica e uma
mais detalhada na Hematologia e Microbiologia, que se debruga essencialmente nas
metodologias que o laboratério dispoe para determinar os mais diversos parametros bem
como todo o processamento e validagao dos resultados referentes a estas duas ultimas areas.
Este relatorio dispoe ainda a discussao de casos clinicos que foram surgindo ao longo dos seis

meses de estagio.

Abstract

This essay displays all the theoretical and practical learning acquired during the curricular
internship fulfilled at the SYNLAB laboratory in Madeira, accomplished in the ambit of Clinical
Analysis Master’s Degree. It's approached in the areas of Immunology and Biochemistry a
succinct description and a more detailed one in Haematology and Microbiology, which focuses
essentially on the methodologies that the laboratory has to determine the most diverse
parameters as well as the process and validation of the results related to these last two areas.
This essay also addresses the discussion of clinical cases that have showed up over the six

months of the internship.

Xi



l. Introducao

O presente relatorio tem como objectivo descrever as actividades que desenvolvi no
decurso do meu estagio curricular. O estagio foi realizado no Laboratorio de Analises Clinicas
SYNLAB Madeira (LACSM) e teve a duragao total de seis meses.

Neste estagio tive a oportunidade de desempenhar actividades laboratoriais nas
valéncias da Bioquimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia. Além disso, também
acompanhei a fase pré analitica em postos de colheitas e desempenhei fungoes na triagem que
foram fulcrais para entender toda a dinamica dentro e fora do laboratoério, bem como para
desenvolver as minhas competéncias sociais € humanas. Estive um més em cada uma destas
valéncias, a excepgao da hematologia, na qual estive dois meses.

Neste relatério é realizada uma abordagem teodrica e pratica das areas da Hematologia
e da Microbiologia, que se debruga essencialmente nas metodologias utilizadas, bem como
todo o processamento de amostras e validagao dos resultados. E feita ainda uma descricio
sucinta da Bioquimica e Imunologia bem como da fase pré analitica e do controlo de qualidade.
No final do relatorio encontra-se a discussao de alguns casos clinicos que foram surgindo ao

longo destes seis meses de estagio.
2. Caracterizacao do laboratorio

O Laboratoério de Analises Clinicas SYNLAB Madeira situa-se no Hospital Particular da
Madeira (HPM) e dispoe varios postos de colheitas distribuidos por toda Ilha. Para além do
servigo hospitalar e do servigo a comunidade local, possui acordos com varias entidades como
empresas de medicina de trabalho, clinicas, lares e centros de hemodialise. O laboratoério tem
em média 200 utentes por dia.

A Direcgao Técnica do laboratério encontra-se a cargo da Doutora Susana Agostinho,
Farmacéutica Especialista em Analises Clinicas, e a restante equipa é constituida por Técnicos
Auxiliares e Administrativos, Técnicos de Analises Clinicas e Técnicos Superiores de Satde.

Na unidade central do laboratério sao realizadas anadlises nas areas de Hematologia,
Bioquimica, Imunologia, Endocrinologia e Microbiologia.

As infraestruturas do LACSM abrangem salas de espera, gabinetes administrativos e
gabinetes técnicos, salas de reunioes, salas de colheitas, um armazém, uma camara de frio e

os espagos das diferentes areas laboratoriais.



2.1. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica compreende todo o processo que antecede a andlise da amostra:
requisi¢ao, preparagao do doente, colheita, triagem, acondicionamento e transporte. Estas
etapas, além de nao serem automatizadas, envolvem varios locais e profissionais com
diferentes formagoes, dai a maior susceptibilidade a ocorréncia de erros.

O processo comega no momento da requisicao. Na requisicao consta os parametros
que foram solicitados e, ocasionalmente, observagoes sucintas acerca da situagao clinica do
doente, nas quais o seu conhecimento pode dar alguma utilidade ao laboratoério. O doente,
nesse momento, € devidamente informado e sensibilizado das condigoes na qual deve fazer a
colheita.

No dia da colheita, é entregue ao enfermeiro ou técnico os produtos biologicos
passiveis de serem colhidos pelo utente — urina e fezes — e ainda antes de proceder a colheita,
o enfermeiro certifica-se que o doente cumpriu todas as condigoes para a mesma e realiza
algumas questoes relativamente a terapéutica. Posto isto, segue-se a colheita propriamente
dita. A colheita de sangue venoso deve seguir uma ordem especifica: citrato de sodio, gel
separador, heparina, EDTA e fluoreto. A cor da tampa de cada um destes tubos é
representativo do aditivo que Ihe constitui. A cada tubo ¢ atribuido uma etiqueta onde consta
um codigo alfa numérico que identifica o posto de colheita, o doente e a natureza da amostra;
e um codigo de barras onde integra todo o processo e que vai ser lido nos analisadores. Os
tubos sao centrifugados e, posteriormente, transportados para o laboratorio.

As amostras oriundas do préprio hospital, chegam ao laboratorio devidamente
acondicionadas através do correio pneumadtico, a0 passo que as restantes amostras
provenientes de postos de colheitas chegam em malas térmicas, através dos estafetas. A
chegada do laboratorio é medida a temperatura das malas e a mesma é registada numa folha
de controlo, na qual também se regista a data e hora que se recebeu a amostra, bem como o
nome do estafeta que fez a entrega e a assinatura de quem a recebeu. Uma vez no laboratoério,
segue-se a triagem das amostras.

Na triagem, faz-se a integracao dos processos que nao estavam integrados, analisa-se
a qualidade e as faltas de produto e da-se entrada dos mesmos a partir do programa Appollo.
Este programa informatico harmoniza toda a informagao necessaria acerca das colheitas, como
também de todas as condi¢coes de processamento e armazenamento de amostras. Assim que
é dada a entrada dos produtos, estes sao distribuidos pelas valéncias ou entao separados em

aliquotas para serem enviadas para o exterior, nas situagoes em que o laboratério nao



disponha as metodologias necessarias para determinar os parametros requeridos. Para esses
casos, o LACSM conta com o apoio do Laboratério Macedo Dias no Porto, Laboratério Santa
Isabel em Lisboa e também com o Laboratério de Barcelona. As amostras sao enviadas de
segunda a quinta, e por isso € tido em conta a estabilidade das amostras antes de sequer serem

enviadas.

2.2. Fase analitica

A fase analitica abrange todo o processamento das amostras que se inicia, assim que
se tenha realizado a manutencao diaria dos analisadores e aceite todos os controlos. Nesta
fase, o conhecimento das metodologias e do funcionamento dos analisadores é fundamental
para a obtencao de resultados verossimeis. Desta forma, na Tabela | consta todos os

analisadores que o LACSM dispoe para o processamento das amostras, bem como as suas

metodologias.

Tabela I- Analisadores utilizados no LACSM e as suas respectivas metodologias.

Area

Bioquimica

Imunologia

Microbiologia

Hematologia

Analisador

ADVIA® 1800 Clinical Chemistry

Roche® cobas e 41| analyzer

Adams Al C HA-8160
Capillarys 2 SEBIA
Aution-Max AX-4280
Spotlyte

Siemens Advia Centaur XP
Siemens Advia Centaur CP

VIDAS

VITEK® 2 COMPACT
BACT/ALERT®

GeneXpert®

VES-Matic cube 30
Sysmex CA-500

Sysmex XN-550

Metodologia

Potenciometria, espectrofotometria, turbidimetria
Quimioluminescéncia

HPLC

Electroforese capilar

Espectrofotometria de refletincia

Potenciometria

Quimioluminescéncia
Quimioluminescéncia

Fluoroenzimatico

Fluorescéncia, turbidimetria
Colorimetria

PCR

Westergren
Deteccéo foto-6ptica

Impedancia, citometria de fluxo, espectrofotometria



2.3. Fase pos analitica

A fase pos-analitica constitui todos os processos que se seguem aos exames
laboratoriais: a validagao analitica realizada pelo técnico bem como a validagao biopatoldgica
efectuada pelo especialista; a eliminagao e armazenamento de amostras e a transmissao dos
resultados aos clinicos ou utentes.

A validagao analitica consiste em validar os resultados obtidos pelos analisadores de
acordo com as metodologias implementadas no mesmo. Ao passo que a validagao
biopatoldgica correlaciona os resultados obtidos de todas as valéncias com a clinica do doente.

As amostras sao armazenadas de acordo com as condigoes estipuladas no manual de
colheitas integrado no sistema. A arrumacgao e a eliminagao das amostras € informatizada de
forma a agilizar a procura dos tubos.

Os residuos perigosos e nao perigosos sao eliminados de acordo com o Despacho n°
242/96 do Ministério da Saude, a fim de evitar a disseminagao de microrganismos e nao

constituir um risco para a populagao. (Diregao-Geral de Saude, 201 1)
3. Controlo de qualidade

O LACSM implementou o Controlo de Qualidade Interno (CQI) e a Avaliagao Externa
de Qualidade (AEQ) como meio de assegurar resultados precisos e exactos, que permitam ao
médico a obten¢ao de dados fidedignos que |he auxiliem no diagnodstico. Para além da
monitorizagao da execugao analitica, estende estes procedimentos de controlo a fase pré-

analitica e pos analitica.
3.1. Controlo de Qualidade Interno

Na fase pré-analitica, como ja foi dito anteriormente, as etapas além de nao serem
automatizadas, envolvem varios locais e profissionais com diferentes formagoes. Assim, o
controlo de qualidade nesta fase resume-se em manter os manuais de colheitas devidamente
actualizados, verificar as analises requisitadas e fazer o seguimento de indicadores desta fase,
nomeadamente: erros de inscrigao/inscrigoes alteradas; repeticoes da colheita e erros de
triagem.

Na fase analitica é feito o CQI de acordo com o Manual de Boas Praticas Laboratoriais.
Este controlo consiste em avaliar a precisao e reprodutibilidade dos ensaios clinicos através
da média, desvio padrao e coeficiente de variagao. Para tal, é feito a corrida de amostras
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controlo, a fim de obter-se o grafico de Levey-Jennings que ¢ interpretado segundo as regras
de Westgard. A periodicidade da corrida do controlo varia consoante o método analitico e o
aparelho em causa. Em todos os analisadores utiliza-se no minimo dois niveis de concentragao
de amostra controlo, no qual um nivel representa a concentragao do analito em condigoes
fisiologicas e o outro em condi¢oes patoldgicas. A analise das cartas de controlo consiste em
verificar se alguma das regras de Westgard foi infringida e identificar a natureza do erro, se é
aleatorio ou sistematico. Seguidamente, é determinada a origem da nao conformidade e sao
tomadas acgoes correctivas, entre elas: a calibracao do reagente com calibradores proprios,
substituicao do reagente, lavagem do aparelho, etc. Repete-se o controlo com uma nova
aliquota e se este estiver conforme as regras de Westgard, é aceite e pode iniciar-se o
processamento das amostras dos utentes. Por outro lado, se o erro persistir depois de terem
sido tomadas todas as ac¢oes correctivas, entra-se em contacto com o fabricante e reporta-
se o erro.

Os lotes da amostra controlo apresentam valores diferentes do analito em estudo, e
por isso, & necessario elaborar uma nova carta de controlo sempre que se inicie um novo lote.
Para tal, deve-se introduzir os valores tabelados e descritos nas bulas dos controlos.

A ocorréncia de erros na fase pos-analitica é diminuta e deve-se essencialmente a
lapsos na transcricdo dos resultados. Por isso, a propria validagao analitica e a validagao
biopatoldgica sao meios de assegurar a qualidade nesta fase. Para além disso, faz-se o
seguimento de indicadores da fase pos-analitica como o tempo de entrega dos resultados e

reclamagoes que possam surgir acerca da apresentacao dos resultados.
3.2. Avaliacao Externa de Qualidade

Periodicamente, chegam ao laboratoério amostras fornecidas pela entidade de qualidade
externa. Estas amostras sao desconhecidas e sao processadas normalmente, como se de uma
amostra de um doente se tratasse. Os resultados sao reportados a entidade responsavel que
os analisa e envia um relatério de avaliagao. Nesse relatorio é possivel avaliar a exactidao dos
nossos resultados, bem como compara-los com os dos outros laboratérios que participaram
no programa. A comparagao é feita entre os participantes que usaram o mesmo método ou
analisador, ou os dois simultaneamente.

O LACSM participa em varios programas de avaliagao externa: SEQC - Sociedad
Espanola de Medicina de Laboratorio, RIQAS - Randox International Quality Assessment Scheme,

Oneworld Accuracy, PNAEQ - Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade, SEHH -



Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia e NEQAS - National External Quality Assessment

Scheme.
4. Hematologia

A hematologia estuda a concentragao, estrutura e fun¢ao das células sanguineas e dos
seus precursores na medula 6ssea, bem como a fungao das plaquetas e proteinas envolvidas
na coagulacao. Esta valéncia integra ainda a andlise dos constituintes do plasma ou soro que
estao intimamente ligados a estrutura e fungao das células sanguineas.

Nesta valéncia participei activamente na manutencao diaria dos analisadores bem como
na execucao dos controlos internos. Ainda realizei e observei varios esfregacos de sangue
periférico ao microscopio, e estive igualmente envolvida na validagao analitica onde pude
ministrar os conhecimentos teoricos adquiridos no decurso deste mestrado. Desta forma,
sera realizada uma abordagem teodrica e pratica das metodologias e parametros que o LACSM

dispoe para a determinagao dos parametros nesta area.

4.1. Hematopoiese

A hematopoiese define-se como o processo no qual ocorre a formagao e
desenvolvimento das diferentes populagoes de células sanguineas. A medula dssea é o local
hematopoiético mais importante a partir dos sete meses de vida fetal. Na fase adulta, apenas
a medula dos ossos chatos constitui um local propicio para que ocorra a hematopoiese, uma
vez que ao longo da nossa vida ha substituicao progressiva da medula dos ossos longos por
gordura. (Hoffbrand & Moss, 2018)

O processo hematopoiético esta dependente de varios factores de crescimento, cuja
fonte principal sao as células do estroma — células endoteliais, fibroblastos, adipocitos - que
juntamente com uma matriz extracelular composta por colagénio e moléculas de adesao, vao
constituir um microambiente adequado para que a hematopoiese ocorra na medula. (Ghiaur
& Jones, 2019)

A hematopoiese parte de uma célula estaminal pluripotente que tanto pode
autorrenovar-se como diferenciar-se numa célula multipotente. Esta célula multipotente, por
sua vez, diferencia-se em células precursoras da linha mieldide e em células precursoras da
linha linfoide (Figura I). A linha mieldide leva a formagao de granulocitos - neutrofilos,

eosindfilos e basofilos — mas também de mondcitos, eritrécitos e megacariocitos. Estes



ultimos, por sua vez, vao originar as plaquetas a partir da fragmentagao do seu citoplasma. A
linha linféide, como o proprio nome assim o sugere, é responsavel pela formagao dos linfocitos

T, B e Natural Killer. (Mirza, 2020)

Medula éssea

Célula estaminal hematopoiética

/7, Célula precursora . Célula precursora
/ mieldide X  linféide

i I T 1
s G @ 2L @O @

Megacariocito Eosinéfilo  Basofilo  Eritrécito Mondcito  Neutrdfilo | intcitos T Linfocitos B Linfécitos NK
Células Macrofagos Plasmécitos
dendriticas

Plaquetas

Figura |- Hematopoiese. As células estaminais hematopoiéticas originam as linhas celulares que produzem os
elementos figurados do sangue. (Grants, et al., 2020)

4.2. Hemograma

A partir do hemograma obtém-se o eritrograma, o leucograma e o plaquetograma,
permitindo-nos avaliar, respectivamente, a série eritrocitaria, branca e plaquetaria. O
hemograma apresenta-se como uma ferramenta de exceléncia no diagnéstico e monitorizagao
de doengas hematoldgicas, na detecgao de quadros infecciosos e na monitorizagao da
terapéutica.

No LACSM, todos os parametros que constituem o hemograma sao obtidos a partir
do analisador Sysmex XN-550. Este permite-nos quantificar e caracterizar as diferentes
populagoes de células sanguineas por mecanismos de impedancia eléctrica e dispersao da luz.
Os valores de referéncia variam com a idade, sexo e etnia do doente. A amostra utilizada é o
sangue total e o anticoagulante predilecto é o EDTA K3. Esta escolha assenta no facto do
EDTA ser um agente quelante de ides divalentes e conseguir ligar-se de forma irreversivel ao

calcio, impedindo a coagulagao e a agregagao plaquetaria. (Banfi, Salvagno, & Lippi, 2007)



4.2.1. Eritrograma

O eritrograma integra parametros como a contagem de eritrocitos (RBC), a
concentragao de hemoglobina (Hb), o hematécrito (HTC), o volume corpuscular médio
(VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracio de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). Determina-se também o indice de distribuicao do tamanho dos
eritrocitos (RDW) e, ocasionalmente, pode ser requisitada a contagem de reticulocitos.

A contagem de eritrocitos e reticuldcitos bem como a concentragao da hemoglobina,
sao determinados por impedancia eléctrica, citometria de fluxo e espectrofotometria,
respectivamente. Os restantes parametros que constituem o eritrograma sao obtidos por

calculo a partir dos parametros determinados.

a. Contagem de eritrocitos

Este parametro é um indicador da produgao e tempo de meia vida dos eritrocitos, tem
pouco interesse quando avaliado de forma isolada.

A contagem de eritrécitos baseia-se no método de impedancia eléctrica, que assenta
no facto das células assumirem-se como mas condutoras de energia eléctrica. Assim, detecta-
se e mede-se a alteragao da corrente eléctrica induzida pela passagem de células num orificio
entre dois eléctrodos. Este orificio tem o diametro predefinido ao tipo de células que se deseja
contar e designa-se por zona de detecgao. A cada célula que passa nesta zona de detecgao,
gera-se um pulso com uma determinada altura. Desta forma, o nimero de pulsos
correspondera ao numero de eritrocitos e a altura do pulso ao volume. A focagem
hidrodinamica, que consiste na aplicagao de um fluxo constante de diluente na zona de
abertura, é o que vai garantir que cada célula passe individualmente uma unica vez na zona de
detecgao, evitando assim contagens repetidas e erradas. (Bain & Briggs, 2017) Ainda assim, a
presenca de plaquetas muito grandes ou glébulos vermelhos muito pequenos podem interferir
na contagem, dai a importancia de atender os alarmes emitidos pelo sistema e observar o

histograma de distribuicao de tamanho e volume dos eritrécitos ou das plaquetas.



b. Concentracao de hemoglobina

A concentragao de hemoglobina é determinada por espectrofotometria. Numa
primeira fase é adicionado um composto surfactante — Lauril Sulfato de Sédio (SLS) — que
desencadeia a lise dos globulos vermelhos e, por conseguinte, a libertagdo da hemoglobina.
Posteriormente, as cadeias da molécula de hemoglobina interagem com os grupos alquilo
hidrofilicos do SLS, induzindo a conversao da hemoglobina do estado ferroso para o estado
férrico com a subsequente formagao de meta-hemoglobina. Por fim, esta liga-se ao composto
SLS e forma um complexo corado que absorve radiagao a 555 nm e que pela lei de Lambert -
Beer consegue-se obter a concentragao da hemoglobina, expressa em g/dL. (Silva, et al., 2016)
Os valores elevados de hemoglobina podem estar associados a pessoas com policitemia vera
ou desidratagao, ao passo que valores diminuidos se encontram em pessoas anémicas.

(Vajpayee, Graham, & Bem, 2017)
c. Hematocrito

Representa a percentagem de volume ocupado pelos eritrécitos no volume de sangue
total. O valor do hematocrito é gerado pelas alturas dos pulsos cumulativos de todos os
eritrocitos, detectadas por impedancia eléctrica. Pode estar aumentado na policitemia vera,
mas também na desidrata¢ao ou no uso exuberado de antidiuréticos. (Vajpayee, Graham, &

Bem, 2017)
d. indices Eritrocitarios

A determinagao dos indices eritrocitarios permite uma avaliagdo do tamanho,
quantidade e concentragao da hemoglobina no eritrocito, sendo particularmente Util para a
caracterizagao e classificagao de anemias. Os indices eritrocitarios sao obtidos a partir dos

valores previamente determinados e encontram-se descritos na Tabela Il.
e. Contagem de reticulocitos

Os reticulocitos sao os precursores dos eritrocitos e correspondem aos eritrocitos
imaturos que estao na corrente sanguinea. Permite-nos avaliar a eritropoiese, e, portanto,
assume-se como uma ferramenta util para discriminar anemias hipoproliferativas das anemias
hiperproliferativas.

O analisador Sysmex XN-550 determina a contagem de reticulocitos a partir de

citometria de fluxo onde ¢ utilizado um corante fluorescente — a polimetina — que se liga aos
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acidos nucleicos. Além de contar, é possivel discriminar os reticulocitos em trés populagoes

distintas de acordo com o seu conteido em RNA: reticulécitos de elevada (HFR), média

(MFR) e baixa dispersao (LFR), sendo que os de elevada dispersao correspondem aos

reticuldcitos mais imaturos que emitem maior fluorescéncia. (Briggs, 2009) E ainda possivel

obter indices reticulocitarios referentes ao tamanho e ao conteido de hemoglobina (Ret —

He) que reflecte a sintese de hemoglobina nos precursores eritroides da medula ossea. Este

parametro, sendo altamente sensivel, pode ser uma mais valia para avaliar a deficiéncia de ferro

numa fase mais precoce, mesmo antes de evoluir para a anemia. (Rungngu, Wahani, & Mantik,

2016)

Tabela Il- indices eritrocitérios e o seu interesse clinico. (Briggs, C. & Bain, B. ]., 2017)

Parametro Calculo

Comentario

HCT

Hb

HCM RBC X 10

Hb x 100
CHCM HCT

RDW-SD (fL)
RDW-CV (%)

RDW

Representa o volume médio de cada eritrocito (fL).
Classifica as anemias como microciticas para VCM < 80
fL, normociticas para VCM entre 80 e 100 fL e

macrociticas para VCM >100 fL.

E o contetido médio de hemoglobina por eritrécito (pg).
Os valores normais estao entre os 27-32 pg. Nao se

utiliza este parametro para classificar as anemias.

E a concentracio média de hemoglobina por eritrécito
(g/dL). Classifica as anemias como hipocromicas para
CHCM < 32 f/dL ou normocromicas CHCM entre 32 e
36 g/dL. Uma maior concentragao de hemoglobina ira
reflectir um maior volume de eritrécito, comumente

observado na esferocitose.

Representa a heterogeneidade do volume dos eritrécitos
presentes na amostra e € particularmente util no

diagnostico diferencial de anemias microciticas.



4.2.2. Leucograma

A avaliagao da série leucocitdria integra a contagem total de leucocitos, expressa em
numero de células por litro de sangue; e a contagem diferencial em numeros absolutos e
percentuais de cada uma das seguintes popula¢oes leucocitarias: neutrodfilos, linfocitos,
monocitos, eosindfilos, baséfilos. Qualquer uma destas determinagoes se baseia no método
de citometria de fluxo.

Na citometria de fluxo, as células passam uma a uma diante uma fonte de luz laser e
vao dispersar essa luz em diferentes angulos de acordo com as suas propriedades fisicas. A
dispersao da luz frontal, da-nos indicagoes acerca do tamanho da célula e a dispersao da luz
lateral, permite-nos saber o grau de complexidade da célula, que na verdade refere-se a
granularidade do citoplasma da mesma. E ainda possivel avaliar as células quanto ao seu teor
em acidos nucleicos pela emissao de fluorescéncia. (Bain & Briggs, 2017) Quer na contagem
total de leucocitos quer na contagem diferencial é necessario que, num primeiro momento,
se adicione o reagente Lysercell que vai induzir a lise dos eritrocitos de forma a nao
interferirem na contagem das células brancas. Além disso, este reagente vai sensibilizar a
membrana dos leucocitos, de modo a permitir a entrada do fluoréforo polimetina na célula
para posteriormente ligar-se aos acidos nucleicos.

Os promielocitos, mieldcitos e metamielocitos estao incluidos na contagem de
granulocitos imaturos apesar de nao ser possivel identifica-los individualmente. A presenca de
granuldcitos imaturos esta associada a sepsis, infecgoes bacterianas, estados inflamatorios,

cancro ou doengas mieloproliferativas. (Briggs, 2009)
4.2.3. Plaquetograma

A avaliagao da série plaquetaria é efectuada através do plaquetograma que integra a
contagem de plaquetas, o volume plaquetario médio, o plaquetocrito, o indice de distribuicao
do tamanho plaquetario e o racio de plaquetas gigantes.

A contagem de plaquetas é dada em numero de células por litro de sangue e mostra-
se util no rastreio e diagnostico de distUrbios hemostaticos. No analisador Sysmex XN- 550,
esta contagem é efectuada no mesmo canal que a contagem de eritrocitos e segue a mesma
metodologia de impedancia eléctrica. Um valor minimo é determinado para separar as
plaquetas de restos celulares ou do ruido do sinal, bem como € definido um valor maximo
para separar as plaquetas das hemacias. Assim, uma contagem baixa de plaquetas nem sempre

corresponde a uma verdadeira trombocitopenia. Estima-se que cerca de 15%-30% dos casos



de  trombocitopenia  observados na  rotina  laboratorial  correspondem a
pseudotrombocitopenias. (Costa, et al., 2020) Estas pseudotrombocitopenias podem advir de
plaquetas gigantes que foram identificadas como hemacias, ou em fendmenos de satelitismo.
(Briggs, 2009)

O volume plaquetario médio (VPM) representa o volume médio de cada plaqueta,
expresso em fentolitros (fL). Ha, efectivamente, uma relagao inversa entre o VPM e o niimero
de plaquetas. Quando o numero de plaquetas esta diminuido, os megacariocitos sao
estimulados pela trombopoietina a produzir plaquetas maiores. (Briggs, 2009) As plaquetas
maiores sao enzimatica e metabolicamente mais activas. Para além de possuirem maior
numero de granulos, expressam maior nimero de receptores lIb/llla e conseguem agregar
mais rapidamente, o que reflecte um potencial trombotico maior. (Khandekar, et al., 2006)
Assim, valores elevados do VPM estao frequentemente associados a trombocitopenias
periféricas como a purpura trombocitopénica auto-imune e a coagulagao intravascular
disseminada. (Briggs, 2009)

O indice de distribuicao do tamanho plaquetario (PDW) refere-se a heterogeneidade
do volume das plaquetas em fL. O plaquetocrito (PCT) representa o volume ocupado pelas
plaquetas no volume de sangue total expresso em percentagem e é calculado através dos
indices plaquetarios acima referidos, o que pressupoe que alguma alteraciao nesses valores
proporcione uma variagao no PCT. Por fim, o racio de plaquetas gigantes (P-LCR) apresenta-
se como a percentagem de plaquetas com valores de VPM superior a 12 fL. Estes valores
elevados estao associados a presenca de plaquetas gigantes em casos de destruicao imune,

bem como de agregados plaquetarios em casos de pseudotrombocitopenia. (Briggs, 2009)
4.3. Esfregaco Sanguineo

O estudo morfologico do sangue periférico é efectuado quando requisitado e deve ser
considerado perante um hemograma alterado, contanto que o historico e a situagao clinica do
doente o justifiquem. Através da observagao do esfregaco siao avaliadas as contagens
automaticas e a morfologia de todas as linhagens sanguineas.

No LACSM, os esfregacos sao preparados manualmente (Anexo l) a partir de
amostras de sangue total em EDTA K3 e corados pelo kit Hemacolor® que segue o método
de Pappenheim. Nesta coloragao, o azul de metileno, que é um corante basico, confere uma
cor azul-violeta aos componentes acidicos da célula — acidos nucleicos, nucleoproteinas e
granulos de basodfilos, neutrofilos e plaquetas — e o corante eosina, que € um corante acido,

confere uma cor vermelha aos constituintes celulares basicos como os granulos de eosinofilos
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e a hemoglobina. (Bain, 2016) Neste kit, a solugao tampao de pH 7.2 assegura a estabilidade
da coloragao e resultados livres de precipitagao.

No microscépio optico comega-se por observar o esfregago sanguineo com a objectiva
de 10x e avalia-se a qualidade do esfregaco e da coloragao. Ainda com esta objectiva, observa-
se a presenga de eritrocitos aglutinados ou em rouleaux, bem como a presenga de agregados
plaquetarios e células grandes e anormais, nomeadamente blastos, linfocitos reactivos e
parasitas. Na ampliagio de 40% escolhe-se o melhor campo para realizar a contagem
diferencial dos leucocitos e que, em regra, corresponde a area onde os eritrocitos nao se
encontram sobrepostos. Nesta ampliagio ja é possivel realizar uma boa avaliagio da
distribuicao de tamanho, forma e cor das células hematologicas. Por fim, com a objectiva de
100x e em Oleo de imersao, faz-se a contagem diferencial de leucécitos, na qual contam-se

100 leucocitos consecutivos. (Bain & Briggs, 2017)

4.3.1. Avaliacao da série eritrocitaria

As células da série eritrocitaria podem apresentar alteragoes na cor, tamanho, forma,
distribuicao e inclusoes. Estas alteragoes morfologicas surgem na sequéncia de uma
eritropoiese ineficaz ou acelerada como resposta da medula em compensar uma anemia; bem
como de uma sintese inadequada de hemoglobina ou de outros danos que possam ter surgido
depois do eritrécito abandonar a medula. (Bain & Briggs, 2017)

Em populagoes dimorficas, onde é bem evidente a presenga de duas populagoes com
tamanhos ou cores diferentes, deve-se considerar as duas populagdes e adicionar nas
observagoes a avaliagio das mesmas. Aplica-se sobretudo as pessoas que se submeteram as
transfusoes sanguineas ou tratamentos onde ha reposicao hematoldgica, e sugere-nos que

foram bem-sucedidas.
a. Cor

Normalmente, os eritrocitos assumem uma forma biconcava e por isso, apresentam
uma palidez no seu centro que ocupa cerca de um tergo do seu diametro. Quando esta palidez
central ocupa uma area maior, o eritrécito encontra-se hipocromico (Figura 2A). (Butina,
2020) Esta hipocromia deve-se essencialmente a uma sintese inadequada de hemoglobina,
como resultado da falha da sintese do grupo heme e por isso, é observada em anemias de

deficiéncia de ferro e sideroblasticas e na inflamagao crénica. A hipocromia pode também advir
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de falhas na sintese de globina e, por conseguinte, observar-se nas talassémias. (Bain & Briggs,
2017)

Em situacoes onde ha aumento da actividade da medula 6ssea, é possivel observar-se
policromasia (Figura 2B) que se deve a presenga de formas mais imaturas dos eritrécitos, e

por apresentarem algum RNA residual adquirem uma tonalidade azul acinzentada. (Butina,

2020)

Ry

Figura 2 - indices eritrocitarios e o seu interesse clinico. A) Eritrécito hipocrémico; B) Policromasia.
(Adaptado de Bain, 2017).

b. Tamanho

Em condigoes fisioldgicas, o tamanho de um eritrécito é relativamente proximo ao
tamanho do nucleo de um linfécito. Podem ser macrociticos (Figura 3A) se apresentarem
um didmetro superior, ou microciticos (Figura 3B) se forem menores. A macrocitose esta
associada as hepatopatias, anemias megaloblasticas, deficiéncia de vitamina Bl2 e/ou folato
bem como a anemia aplasica. Ainda que fisioldgica, também se observa eritrocitos macrociticos
em recém-nascidos. Ja a microcitose encontra-se frequentemente nas anemias por deficiéncia
de ferro, sideroblasticas, talassémias, intoxicagao por chumbo, hemoglobinopatias e,
ocasionalmente, nas anemias de doengas cronicas. A heterogeneidade no tamanho celular

designa-se por anisocitose. (Butina, 2020)

&

Figura 3 - Eritrécitos ao lado de um linfécito. A) Macrocitose; B) Microcitose (Adaptado de Keohane et
al., 2020).



c. Forma

As diferentes formas que o eritrocito pode assumir define-se como poiquilocitose. Os

poiquilocitos tém denominagoes diferentes e podem constituir uma ferramenta util para

identificar a etiologia da alteragao. Na Figura 4 encontram-se descritos alguns exemplos dos

poquilécitos mais comuns na rotina laboratorial com a respectiva associagao clinica.

R " By & b)
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Acantécitos:
Tém espiculas de comprimentos diferentes distribuidas de modo
irregular sobre a superficie. Observa-se nas abetlipoproteinemias

hereditarias.
Adaptado de Bain, 2015

Esquizécitos
Sdo fragmentos de eritrocitos e assumem tamanho e forma
varavel. Observa-se nas anemias microangiopaticas e nas

queimaduras graves.
Adaptado de Keohane et al,, 2020

Eliptocitos
Assumem forma de charuto, oval ou eliptica. Observa-se em
anemias microciticas e megaloblasticas bem como nas sindromes

mieloproliferativas e na deficiéncia de piruvato cinase.

Adaptado de Bain, 2015

Esferocitos
Sdo pequenos, redondos e densos sem palidez central. Verifica-

se na esferocitose hereditaria e anemias hemoliticas auto-imune.

Adaptado de Keohane et al,, 2020

Estomatocitos
Apresentam uma fenda central. Frequentemente observadas em

casos de alcoolismo, hepatopatia, anemia hemolitica auto-imune.

Adaptado de Keohane et al,, 2020
Dacriécitos
Célula em forma de lagrima. Sao caracteristicos da anemia

megaloblastica, da talassemia maior e da mielofibrose.

Adaptado de Keohane et al,, 2020



Equinécitos
Cobertos de pequenas espiculas com forma e distribuicao
relativamente regulares. Surgem como artefactos, mas também

sao observados em casos de uremia, hipotireoidismo.

Adaptado de Bain, 2015

e Células em alvo
8 ) Ha uma desproporgao entre a area de superficie e o volume do
eritrocito. Observam-se em hemoglobinopatias, anemias por
deficiéncia de  ferro,  deficiéncia ~da  LCAT e

Hipobetalipoproteinemia Familiar.
- Adaptado de Keohane et al,, 2020

Figura 4 - Alguns exemplos de poiquilécitos com a respectiva associacdo clinica (Adaptado de
Keohane et al.,, 2020; Bain, 2015).

d. Distribuicao

No esfregago pode-se detectar a formagao de rouleaux e a aglutinagao dos eritrocitos.
O rouleaux é o empilhamento dos eritrocitos na zona mais fina do esfregagco sanguineo
periférico como se encontra ilustrado na Figura 5A. Ocorrem devido a perda da carga
negativa na superficie dos eritrocitos, provocada pelo excesso de proteinas plasmaticas. Assim,
encontram-se em quadros onde hia aumento das proteinas no plasma, tais como: gravidez,
processos inflamatorios e mieloma multiplo. Todavia, este fendmeno também pode ser
encontrado nas zonas mais espessas dos esfregagos sanguineos, e nesses casos nao tém
qualquer relevancia clinica. Relativamente a aglutinagao eritrocitaria (Figura 5B), esta é
formada por agregados de eritrocitos resultantes da presenca de hemaglutininas a frio. O
anticorpo é uma IgM, e os agregados de eritrocitos geralmente se sobrepoem. Estas, tal como
o proprio nome o sugere, podem actuar em quaisquer temperaturas abaixo de 37 °C. Posto
isto, as amostras contendo aglutinagao eritrocitaria precisam de ser incubadas a 37°C/30min
na estufa, antes de voltarem a ser analisadas, a fim de obter-se contagens fidedignas no

hemograma. (Silva, et al., 2016)
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Figura 5 - Diferenca entre aglutinacdo eritrocitaria e rouleaux (Adaptado de Bain, 2017).

e. Inclusoes

Em todo o meu estagio, apenas tive oportunidade de ver um tipo de inclusiao
eritrocitaria, os corpos de Pappenheimer. Estes corpos estio associados as anemias
sideroblasticas, anemias hemoliticas, intoxicagao de metais e em pos-esplenectomia. Os
granulos siao constituidos por ferro e por isso estas células também se denominam por
siderocitos. No entanto, outras formas de inclusoes podem ser observadas tais como: corpos
de Holly-Jowell, parasitas e corpos de Heinz, sendo que neste ultimo deve-se utilizar uma

coloragao especifica com azul metileno de novo. (Bain & Briggs, 2017)

4.3.2. Avaliacao da série leucocitaria

Na rotina laboratorial, sao os linfocitos e os neutrdfilos as populagoes leucocitarias
que mais sofrem alteragoes morfoldgicas. Algumas dessas alteragoes constituem um
verdadeiro achado laboratorial. Na Figura 6 encontra-se cada uma das cinco populagoes

leucocitarias que aparecem normalmente no sangue periférico de um individuo saudavel.

—

Figura 6 - Leucocitos que aparecem normalmente no sangue periférico. A) Neutréfilo; B) Eosinofilo;
C) Basdfilo; D) Mondécitos; E) Linfocito (Adaptado de Hoffman e Moss, 2017).

A avaliagao da série leucocitaria integra a observacao da morfologia e do numero de
leucocitos. Na Tabela Il encontra-se representado as alteragoes numéricas dos leucocitos

e as possiveis causas subjacentes.



Tabela Ill- Alteragoes numéricas e possiveis causas associadas. (AnnBonillaJ & Menell,
2016)

Alteracdo Significado Causas

corticosterdides;  infecgoes  agudas;
1 Ndmero de neutrdfilos
Neutrofilia inflamacao; leucemia mieldide cronica:
(>7,5 x 10°/L)
queimaduras; gravidez.

| Ndmero de neutrdfilos medicamentosa; leucemia mieloide aguda;
Neutropenia R .
(<2,5 x 10°/L) infeccao; doengas auto-imunes.
1 Nimero de eosindfilos alergias; parasitoses; doengas auto-

(>0,4 x 10°/L) imunes.

Eosinofilia

1 Numero de monécitos artrite reumatoide; linfoma de Hodgkin;
Monocitose 9 . - .
(>0,8 x 10°/L) inflamacgao; infecgoes virais ou fungicas.

| Numero de monacitos 3 )
Monocitopenia o supressao da medula ossea.
(<0,2x10°/L)

1 Numero de basofilos  leucemia mieldide crénica; mielofibrose;

Basofilia
(>0,1x10%/L) policitemia vera; hipotiroidismo.
1 Numero de linfocitos
Linfocitose 11 x 10°) infeccoes virais.
>l x
e | Numero de linfocitos  HIV; uso de corticosterdides; falha renal;
infopénia

(>4 x 10°/L) doencas crénicas.

A neutrofilia pode manifestar-se com diferentes caracteristicas e algumas delas sao
particularmente Uteis para identificar a sua etiologia. Nas infecgoes bacterianas e em reacgoes
leucemoides é comum haver um desvio a esquerda e por isso, a maioria dos neutrofilos se
apresentam hiposegmentados (Figura 7A). Por outro lado, em anemias megaloblasticas e
infecgoes cronicas, ha um desvio a direita e, portanto, os neutréfilos surgem comumente como
hipersegmentados (Figura 7B). Outras alteragoes morfoldgicas menos comuns podem
ocorrer, nomeadamente, neutroéfilos com corpos de Dohle, observadas em casos de infecgoes
bacterianas, gravidez, reac¢oes leucemoides, queimaduras e uso de citotoxicos; neutrofilos

com granulagoes toxicas, associadas a algumas infecgoes bacterianas e estados inflamatorios;



ou neutrofilos com vacuolizagdes toxicas. presentes na sepsis mas também na intoxicagao por
alcool e insuficiéncias hepaticas agudas. (Bain & Briggs, 2017)

No que diz respeito aos linfécitos, a alteragao morfologica mais tipica é, efectivamente,
a do linfécito reactivo (Figura 7C) associado as infecgoes virais como a mononucleose
infecciosa. Para além disso, € possivel detectar as smudge cells (Figura 7D) que correspondem
a restos celulares, geralmente de linfécitos mais fragilizados, e que sao encontrados
frequentemente na leucemia linfocitica crénica e na mononucleose infecciosa. Por fim, na
avaliagao da série leucocitaria deve-se estar atento a quantidade de células precursoras —
blastos — presentes no esfregago sanguineo periférico, ja que uma quantidade elevada pode

ser sugestivo de leucemia aguda. (Bain & Briggs, 2017)
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Figura 7 - Células brancas com morfologia alterada. A) Neutréfilo em banda; B) neutrdfilo
hipersegmentado; C) Linfécito reactivo; D) Smuge cells (Adaptado de Bain, 2017).

4.3.3. Avaliacao da série plaquetaria

Nas plaquetas, avalia-se o tamanho e a granularidade das mesmas. As
pseudotrombocitopenias sao dos principais motivos que nos leva a preparar um esfregaco
sanguineo no LACSM. Nas pseudotrombocitopenias observam-se agregados plaquetarios
(Figura 8A) e com menos frequéncia o satelitismo plaquetario (Figura 8B), que advém da
reaccao induzida pelo EDTA. Os agregados plaquetarios resultam de uma reac¢ao mediada
por autoanticorpos presentes no plasma contra a glicoproteina llb/llla, que integra a superficie
plaquetaria (Fang, Chien, Yang, Lu, & Lin, 2015), ao passo que o satelitismo plaquetario é
induzido por anticorpos IgG ou IgM, que faz as plaquetas aderirem ao receptor CD16 dos
neutrofilos. (Bain, 2016) Ainda na série plaquetaria, também é possivel observar a presenca de
plaquetas gigantes que apresentam tamanhos proximos ao de um linfécito ou eritrocito, e que
podem estar relacionados com a Sindrome de Bernard- Soulier. Ainda com menos frequéncia
podem aparecer no esfregago sanguineo plaquetas cinzentas associadas a Sindrome das
Plaquetas Cinzentas que decorrem na sequéncia de uma deficiéncia de a-granulos ou de uma
deficiéncia dupla de a e B-granulos. (Bain, 2016)
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Figura 8 - Pseudotrombocitopenias no esfregaco sanguineo periférico. A) Agregado plaquetario; B)
Satelitismo plaquetario (Adaptado de Bain, 2015).

4.4. Hemostase

A hemostase é um mecanismo fisiolégico que assegura a reparagaio e o
restabelecimento das fungoes dos tecidos lesados. Neste processo intervém plaquetas, células
endoteliais, factores de coagulagao, inibidores da coagulagao e o sistema fibrinolitico.
(Hoffbrand & Moss, 2017)

Na presenca de uma lesao vascular, a resposta hemostatica advém de trés processos
sequenciais: hemostase primaria, coagulagao e fibrindlise. Num primeiro momento ocorre a
vasoconstricao, de modo a reduzir o fluxo sanguineo da zona lesada e impedir a hemorragia.
Paralelamente, o tecido lesado vai libertar substancias pro-coagulantes, incluindo o factor
tecidular que &, por exceléncia, o iniciador da cascata de coagulagdo. A cascata de coagulagio
integra a via intrinseca e a via extrinseca que culminam na via comum e encontra-se descrita
na Figura 9. Por fim, ocorre a fibrindlise que assenta na dissolugao do coagulo. Esta é
catalisada por uma enzima denominada plasmina, que deriva da conversao do plasminogénio.
Na sequéncia da fibrindlise, forma-se fragmentos denominados D-dimeros, que sao
posteriormente eliminados do organismo. (Laffan & Manning, 2017)

Para o estudo da hemostase, usa-se o plasma obtido a partir de um tubo de citrato de
sodio, uma vez que o seu efeito anticoagulante é revertido pela adigao de calcio ao plasma.

(Vajpayee, Graham, & Bem, 2017)
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Figura 9- Cascata de coagula¢do. Quando o plasma entra em contacto com o TF (factor tecidular), o factor
VIl liga-se ao TF. O complexo TF e VIl activado (Vlla) activa X e IX. A formagdo de trombina a partir da
protrombina pela ac¢do do complexo Xa-Va conduz a formagio de fibrina. A trombina também activa os factores
V, Xl e XIlI (linha pontilhada). A separagao entre o factor VIl e o factor von Willebrand (VWF), pela trombina
resulta num aumento acentuado da formagio do complexo Vllla-IXa e do complexo Xa-Va. A hidrélise do
fibrinogénio, pela accao da trombina, resulta na formagao de fibrina que origina um coagulo estavel.

Adaptado de (Hoffbrand & Moss, 2017)

4.4.1. Testes de screening de coagulacao

Os testes de screening da coagulagao permitem a avaliagao da via extrinseca e intrinseca
da coagulagao, bem como a conversao do fibrinogénio em fibrina.

No LACSM utiliza-se o analisador automatizado Sysmex CA-500 para avaliar o Tempo
de Protrombina (TP), o Tempo de Tromboplastina Parcial Activada (aPTT) e o fibrinogénio.
Este analisador usa o método de turbidimetria, baseado na detecgao foto-optica de coagulo.
O tempo de coagulaciao é medido a partir da alteragao da dispersao da luz devido ao aumento

de turvacdo da amostra, resultante da formagio de um coagulo de fibrina, a partir de
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fibrinogénio quando o reagente é adicionado ao plasma. (Laffan & Manning , 2017) A luz
dispersa é entao absorvida por um fotodiodo, que converte a intensidade de luz em sinais
eléctricos, que sao monitorizados e utilizados por um microprocessador para calcular o tempo
de coagulagao da amostra. Este método sofre interferéncias de factores como a hemolise,
ictericia e lipémia, dado que a bilirrubina e a hemoglobina absorvem radiagao a um
comprimento de onda proximo ao utilizado (660 nm), e devido a turvagao conferida pelo

aspecto lipémico.
a. Tempo de Protrombina

O Tempo de Protrombina (TP) determina o tempo de coagulagao do plasma citratado,
na presenga de uma concentragao optima de tromboplastina tecidular. Este teste presta-se a
avaliar a integridade da via extrinseca (factor VII) bem como a via comum (factor II, V, X e
fibrinogénio). O estudo do TP permite monitorizar a terapéutica com anticoagulantes orais.
Os resultados do TP aplicados neste contexto, nao devem ser expressos sob a forma de
tempo de formagao de coagulo em segundos, devido a ampla variabilidade de tromboplastinas
que podem ser usadas entre os laboratdrios. De forma a padronizar os resultados obtidos, o
TP é reportado na forma da Razao Internacional Normalizada (INR). Esta é obtida através da
razao entre o TP do doente e o TP do controlo, elevado a poténcia do indice de sensibilidade
internacional (ISl), o qual é indicado pelo fornecedor do reagente. Deste modo, o controlo da
terapéutica pode ser feito em qualquer laboratoério, sem que haja consequéncias nefastas para
o paciente. (Laffan & Manning , 2017)

O alongamento do TP é observado na administragio de anticoagulantes orais
antagonistas da vitamina K, sendo a warfarina a mais comum; em hepatopatias; na

hipovitaminose K e na coagulac¢ao intravascular disseminada. (Laffan & Manning , 2017)
b. Tempo de Tromboplastina Activada

O aPTT mede o tempo de coagulagao do plasma citratado apos activagao dos factores
de contacto, na presen¢a de uma quantidade 6ptima de fosfolipidos e ides calcio, fornecidos
pelo cloreto de calcio. Desta forma, dispoe-se a avaliar a integridade da via intrinseca (factores
X, X1, IX, VIII) e comum. (Laffan & Manning, 2017)

Este parametro encontra-se prolongado em situagoes de deficiéncia ou inibicao de um
ou mais factores da via intrinseca e/ou comum: Hemofilia A, onde ha deficiéncia do factor
VIll; Hemofilia B perante um défice de factor IX; doenga de Von Willebrand, associado ao

défice da proteina transportadora do factor VIII. (Laffan & Manning, 2017)
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c. Fibrinogénio

A determinacao do fibrinogénio segue o principio de Clauss, que se baseia na medigao
do tempo de coagulagio do plasma diluido apds a adigao de trombina. A trombina vai
converter o fibrinogénio no seu polimero nao soluvel, a fibrina. Assim, o tempo de coagulagao
do plasma diluido é inversamente proporcional a concentragao de fibrinogénio no plasma.
(Laffan & Manning, 2017)

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo figado, pelo que surge
aumentada em situagoes de infecgao ou inflamagao e diminuidas em hepatopatias mais severas

bem como na coagulagao intravascular disseminada. (Vajpayee, Graham, & Bem, 2017)

4.5. Velocidade de sedimentacao

Este parametro traduz a distdncia percorrida pelos eritrocitos numa coluna vertical,
sob influéncia da gravidade, em sessenta minutos.

No LACSM a Velocidade de Sedimentagao (VS) é determinada pelo analisador Ves-
Matic Cube 30 que se baseia no método de Westergren. Neste analisador, as amostras
comecam por ser agitadas de modo a obter-se uma suspensio homogénea de eritrocitos.
Seguidamente, é realizada uma primeira leitura através de um sensor 6ptico-electronico que
determina o nivel total de sangue presente no tubo. Ficam em repouso durante um periodo
predefinido e formam agregados celulares que, por sua vez, comegam a sedimentar. Por fim,
apos a sedimentagao dos eritrocitos, um segundo sensor realiza uma ultima leitura. Este ciclo
de anadlise tem a duragao de trinta minutos e o resultado é posteriormente extrapolado para
uma hora, sendo a VS expressa em mm/h. (Osei-Bimpong & Burthem, 2017)

As membranas dos eritrocitos apresentam carga negativa devido a presenga de acido
sidlico que gera um potencial de repulsio entre os eritrocitos, o potencial zeta. E este
potencial de repulsao que, normalmente, impede o empilhamento dos eritrocitos. Deste
modo, perante um aumento da concentragao plasmatica de proteinas de fase aguda, o
potencial zeta é efectivamente neutralizado e, por conseguinte, formam-se os rouleaux, que
sendo mais densos sedimentam com uma velocidade maior. Contudo, o aumento da VS nao
se deve exclusivamente ao aumento das proteinas de fase aguda, também se encontra
aumentada em casos de infecgOes cronicas, gamapatias monoclonais e em anemias
normociticas e macrociticas. Por outro lado, valores diminuidos da VS podem surgir na

policitemia vera, na anemia falciforme e nas hipogamaglobulinémias. (Silva, et al., 2016)
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As alteragoes na VS nao retractam necessariamente um cenario patologico. Em
situagoes fisiologicas como na gravidez e no envelhecimento, a VS encontra-se aumentada. E
um parametro que peca quer pela sua baixa especificidade quer pelo seu tempo de

processamento e tem vindo a ser substituido pela determinac¢ao da proteina C reactiva.

4.6. Grupos sanguineos

A classificagao dos grupos sanguineos no sistema ABO é realizada de acordo com o
tipo de antigénio presente na superficie dos eritrocitos. Assim, o sangue do tipo A tem
antigénios do tipo A, o do tipo B tem antigénios do tipo B, o do tipo AB tem ambos os
antigénios e o de tipo 0 nao tem antigénios, nem A nem B. O sistema Rh é o mais complexo
dos grupos sanguineos e consiste em pelo menos 50 antigénios, entre os quais o antigénio D
que é o mais utilizado na pratica clinica. (Mitra, Mishra, & Rath, 2014)

Os sistemas ABO e Rh sao analises requeridas em transfusoes sanguineas. O sistema
Rh é também uma andlise requerida em gravidas para evitar a doenca hemolitica do recém-
nascido

A doenga hemolitica do recém-nascido, surge na sequéncia da passagem placentaria de
eritrocitos fetais para a circulagao materna, quando os eritrocitos da gravida sao Rh-negativo
e os do feto & Rh-positivo. Apos a exposicao inicial a um antigénio eritrocitario o sistema
imune materno produz anticorpos do tipo IgM, que devido ao seu elevado peso molecular nao
atravessam a placenta. Quando ocorre uma segunda exposigdo a esse antigénio, &
desencadeada a produgao de anticorpos do tipo IgG, de baixo peso molecular, que atravessam
a barreira da placenta e se ligam aos eritrocitos do feto, destruindo-os. (Izetbegovic, 201 3)

Os sistemas ABO e Rh sao normalmente testados em conjunto. Para se conhecerem
os grupos sanguineos executam-se testes do tipo imunohematoldgico, nos quais sao
detectados complexos antigénio-anticorpo. No LACSM, a determinagao dos grupos
sanguineos é realizada através de cartas de identificagio DiaClon ABO/Rh da Bio-Rad, pela
técnica de aglutinagao em coluna. Em cada pog¢o da carta ha uma matriz de gel com um
anticorpo monoclonal especifico. E preparada a suspensio de eritrécitos com a solugio ID-
Diluent 2 e o sangue total do utente. Esta suspensao é adicionada aos pogos e a carta vai a
centrifugar por dez minutos na centrifuga ID-Centrifuge. Durante a centrifugagao, os
eritrocitos livres depositam-se no fundo dos pogos e os eritrocitos que sofrem aglutinagao,

fixam-se a superficie. (Lapierre, et al., 1990)
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5. Microbiologia

Nesta valéncia participei no processamento das diferentes amostras que foram
surgindo no decurso do meu estagio e que se encontram descritos neste relatério. Embora
tenha processado do inicio ao fim varios produtos biologicos, nao me deparei com alguns
microrganismos habitualmente isolados na pratica clinica, como por exemplo parasitas ou
micobactérias. Em contrapartida, disponibilizaram-me laminas da AEQ de forma a sensibilizar-
me para as suas estruturas no microscopio. Além do processamento das amostras, participei
na validagio do VITEK®2 COMPACT e na AEQ das fezes parasitologicas, da bacteriologia e

do antibiograma.

A Microbiologia clinica tem um papel imprescindivel no diagndstico de doengas
infecciosas. Para que se possa dar um resultado fidedigno ao clinico, deve-se ter nogao dos
microrganismos que constituem a nossa microbiota, bem como dos potenciais agentes
patogénicos associados a infecgao local. Assim, abordar-se-d todo o processamento das
amostras com o respectivo enquadramento teorico.

No LACSM todo o processamento microbiologico é realizado numa sala individual que
conta com uma camara de fluxo laminar, dois frigorificos, trés estufas (duas a 37°C e uma a
42°C), dois microscopios funcionais e os analisadores automatizados VITEK®2 COMPACT,
BACT/ALERT® e GeneXpert®. As atmosferas selectivas sao obtidas com recurso ao sistema
GENbag, que acopla uma bolsa de plastico e um gerador adequado a atmosfera que se
pretende (anaerodbia, microaerofilica ou com elevada concentragao de CO,).

De uma forma geral, o processamento das amostras consiste em realizar a cultura,
efectuar o exame directo e executar os testes complementares de identificagao. Por fim e
como diagnéstico final, escolhe-se as cartas mais adequadas que vao ser utilizadas no VITEK®2

COMPACT para a identificagao e antibiograma do agente etiologico em questao.

5.1. Urocultura

O tracto urinario do Homem ¢é estéril até a parte terminal da uretra, onde existe
alguma microbiota. As infecgoes no tracto urinario (ITU) podem ocorrer em qualquer pessoa,
independentemente da faixa etaria e do sexo, embora as mulheres tenham uma maior
propensao devido a sua fisiologia e anatomia. Podem ser assintomaticas ou sintomaticas, e

neste uUltimo caso apresentam hematuria, disuria e polaciuria. (Dilanchian & Hooton, 2016)
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A principal via de acesso dos microrganismos ao tracto urinario € a via ascendente.
Por isso, o principal mecanismo de defesa das vias urinarias € a mic¢ao, uma vez que vai
remover os microrganismos que ascendam pela uretra. A proépria urina, também constitui um
mecanismo de defesa contra as bactérias, devido a sua elevada osmolaridade e o seu baixo
pH. (Millner & Becknell, 2019)

Os agentes etioldgicos mais frequentes pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo
a bactéria Escherichia coli responsavel por mais de 80% de todas as infec¢oes urinarias
adquiridas na comunidade. (Mclellan & Hunstad, 2016)

Para realizar a urocultura, deve-se colher num frasco esterilizado o segundo jacto da
primeira urina da manha, ap6s uma lavagem cuidadosa da zona genital. No entanto, a urina
também pode ser colhida por puncao de cateter urinario, pun¢ao suprapubica ou através do
saco colector. A colheita deve ser realizada antes do inicio do tratamento com antibidtico e
oito dias depois da suspensao terapéutica, no caso de controlo pés- tratamento. (Fonseca, et
al., 2004)

A urocultura integra duas etapas: a quantificagdo dos microrganismos em meios de
cultura e a avaliagdo sumaria da urina, acompanhada pela observagao do sedimento ao
microscopio optico.

No LACSM todas as uroculturas sao realizadas no meio Cistina Lactose Deficiente em
Electrolitos (CLED), excepto as uroculturas sinalizadas como urgentes que sao semeadas no
meio CPS Elite (CPSE).

A gelose CLED é um meio nao selectivo e diferencial, ja que na sua constituicao
apresenta lactose e um indicador de pH — azul de bromotimol — que confere a cor amarela ao
meio perante um pH acido. Da fermentagao dos agucares, resulta a acidificagao do meio e por
isso, as bactérias fermentadoras de lactose se apresentam como amarelas, ao passo que as nao
fermentadoras se apresentam como verdes, azuis ou incolores. (Zimbro & Power, 2009)
Neste meio, as colonias dos bacilos de Gram-negativo sao normalmente maiores e mais
mucosas que as dos cocos de Gram-positivo. O défice de electrolitos inibe o swarmig induzido
pela motilidade do género Proteus spp.. Assim, evitam-se contaminagoes e consegue-se
efectuar o isolamento e a respectiva identificagao das bactérias que cresceram.

O meio CPSE, a semelhanca do CLED, também é um meio nao selectivo e diferencial.
Na sua constituicao apresenta substratos cromogéneos especificos que vao ser clivados por
enzimas produzidas pelas bactérias. A cor resultante dessa actividade enzimatica
correspondera a cor das colonias no meio. As estirpes de E.coli como produzem B-

glucuronidase e/ou B-galactosidase, aparecem neste meio com a cor rosa. Por outro lado,
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bactérias dos géneros Enterococcus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, produtoras de
B-glucosidase, formam coldnias azuis. O género Proteus, sendo desaminase positiva produz
coldnias castanhas. (Perry, 2017)

O meio CPSE é utilizado nas urgéncias exactamente porque a bactéria E.coli é o
principal agente etiolégico das ITU e este meio permite fazer logo a sua identificacao
presuntiva.

Num primeiro momento as urinas sao homogeneizadas por inversao do frasco e
semeadas nos respectivos meios com uma ansa calibrada de 10 pL. Uma vez semeadas, as
placas vao a estufa, 37°C em condigoes de aerobiose durante 18-24h. Paralelamente a
realizagao da sementeira, a urina é vertida para um tubo de forma a realizar-se a avaliagao

sumaria da urina.

5.1.1. Analise sumaria da urina

A avaliagao sumaria da urina integra parametros fisicos e quimicos, nomeadamente:
cor, turvagao, densidade, bilirrubina, glucose, nitritos, urobilinogénio, proteinas, pH, corpos
cetonicos, esterase leucocitaria e hemoglobina. No LACSM a urina tipo Il é realizada pelo
analisador Aution Max AX-4280. Neste aparelho, a determinagao dos parametros quimicos &
efectuada através de tiras de papel impregnadas de reagentes. Estas ao contactarem com a
urina desencadeiam uma série de reacgoes, que resultam numa alteragao da cor, que sera
detectada por refletancia por duplo comprimento de onda. Por outro lado, as caracteristicas
fisicas sao avaliadas por refletincia (cor), dispersao da luz (turvagao) e indice de refraccao
(densidade). (Zaman, Roggeman, & Cappelletti, 2001)

Os parametros da urina tipo Il mais relevantes neste contexto das ITU sio os
leucocitos, a hemoglobina e os nitritos. Estes Ultimos porque todas as enterobactérias sao
nitratase positiva e sao os principais agentes etiologicos das infecgoes urinarias.

No LACSM a observacao do sedimento urinario ao microscépio apenas é executada
quando requisitada ou entio quando o analisador acusa a presenca de muitos leucécitos, de
hematuria e de proteindria, que devem ser sempre confirmados ao microscopio. Para tal, a
urina é centrifugada a 1500 r.p.m. durante dez minutos. No microscépio, deve-se observar 10
campos diferentes com a ampliagao de 40% e detectar a presenga de eritrécitos, leucocitos,

bactérias, leveduras, parasitas, cristais e células epiteliais (Figura 10).
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Figura 10- Sedimento urinario com ampliacdo de 40x. A seta azul aponta para cristais de fosfato de calcio,
a seta amarela para um eritrocito, a seta vermelha para células redondas e a seta verde para um leucécito
(Fotografado no LACSM).

5.1.2. Quantificacao de microrganismos

A quantificagao do crescimento microbiano, em Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro de urina (UFC/mL), é feita por comparagao do crescimento obtido com os das cartas
padrao da bioMérieux.

Uma urocultura é positiva se estiver pura e se existirem pelo menos 10° UFC/mL.
Note-se que uma cultura pura deve apresentar apenas um tipo de coldnia, na qual as colonias
devem ser morfologicamente idénticas entre si.

Para as restantes contagens, a valorizacao do resultado tem em conta o sedimento
urinario bem como outros factores como a idade e o estado do utente (algaliado), o historico
de infec¢Oes e a orientagao da pesquisa. Por exemplo, se a urocultura de um utente algaliado
tiver dois tipos de colénias e a contagem for 10%, com muitos ou alguns leucécitos no
sedimento urinario, faz-se a identificacao das duas e reporta-se apenas uma. No que toca ao
antibiograma, valida-se os antibidticos que apresentem a mesma susceptibilidade para ambas
as bactérias.

Na Figura |1 encontra-se ilustrado trés uroculturas positivas com crescimentos
diferentes, nas quais é possivel comparar o aspecto das colonias de E.coli em meio CPSE e em

CLED. bem como as colonias de Klebsiella em meio CLED.
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Figura | 1- Uroculturas positivas com diferentes contagens. A) Crescimento 10° UFC/mL de E.coli no
meio CPSE; B) Crescimento 10* UFC/mL de E.coli no meio CLED; C) Crescimento 10 UFC/mL de Klebsiella no
meio CLED (Fotografado no LACSM).

Por fim, faz-se a identificagio e o antibiograma das uroculturas positivas no VITEK®2

COMPACT. Nas colonias de E.coli obtidas no meio CPSE faz-se somente o antibiograma.

5.2. Fezes

As infecgoes intestinais sao a principal causa de diarreia no Homem. A diarreia pode
ser causada por bactérias, toxinas ou virus, a partir da ingestao de agua e de alimentos
contaminados com fezes. (Genova & Tonelli, 2016) Em pessoas saudaveis, as diarreias
geralmente resolvem-se per si, durando apenas alguns dias. Contudo, em outras pessoas pode
desencadear complicagoes e evoluir para bacteremia, desidratagao, desnutricao e até mesmo
para a morte.

O nosso organismo apresenta varios mecanismos de defesa contra estes
microrganismos, tais como: o pH baixo do estdomago, os movimentos peristalticos do intestino
delgado, a presenca de IgA na mucosa intestinal e a prépria microbiota do intestino que além
de competir pelos mesmos nutrientes, vai produzir substancias que podem ser toxicas para
os agentes patogénicos. Contudo, ha microrganismos e toxinas que resistem as defesas do
nosso organismo e conseguem aderir, invadir e destruir os enterocitos. (Mahon & Lehman,
2019)

A pesquisa dos agentes etiologicos das gastroenterites deve ser orientada tendo em
conta os antecedentes epidemiologicos, a presenga de sinais e sintomas clinicos e o tipo de
diarreia. Para a coprocultura deve-se colher amostras de fezes num frasco com meio de
transporte Cary-Blair modificado, na fase aguda da doenga intestinal e antes da antibioterapia.
(Fonseca, et al., 2004) Para o exame parasitolégico, deve-se colher trés amostras de fezes em
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dias alternados nao ultrapassando os dez dias, num frasco fornecido pelo laboratério.
(Diregao-Geral da Saude, 2017) Para a pesquisa de virus faz-se a colheita de amostras de fezes

na fase aguda da doenca. (Fonseca, et al., 2004)
5.2.1. Coprocultura

Em todas as coproculturas faz-se a pesquisa de Salmonella spp., Shigella spp. e
Campylobacter spp.. Desta forma, as coproculturas sao semeadas em trés meios diferentes:
Salmonella-Shigella (SS), Campylosel e caldo Selenito. Uma vez semeadas vao para a estufa em
condigoes de atmosfera e temperatura adequadas. O meio SS e o caldo Selenito sao incubados
a 37°C/18-24h, ao passo que o meio Campylosel é incubado a 42°C, em condi¢oes de
microaerofilia (5% O, + 10% CO, + 85% N,) por 48h.

As amostras de fezes tém uma grande diversidade e quantidade de microrganismos,
pelo que é extremamente importante semear a amostra em caldo Selenito. O caldo Selenito
€ um meio de enriquecimento para Salmonella spp. e Shigella spp. que devido a sua elevada
concentragao de selenito de sodio vai inibir os coliformes bem como outros microrganismos
associados. (Zimbro & Power, 2009)

O meio SS é um meio selectivo e diferencial para Salmonella spp. e Shigella spp.. Esta
selectividade deve-se essencialmente a sua elevada concentracio de sais biliares e verde
brilhante, que inibe o crescimento das bactérias de Gram-positivo, bem como o da grande
maioria das enterobactérias que pertencem a nossa microbiota intestinal. Este meio, na sua
constituicao apresenta lactose e um indicador de pH, o vermelho neutro. Assim, as bactérias
fermentadoras de lactose assumem colonias cor-de-rosa e as nao fermentadoras colonias
incolores. Neste meio também se realiza a pesquisa da tiossulfato redutase, a partir do
tiossulfato de sddio e do citrato férrico amoniacal que compoem o meio. Esta enzima reduz
o tiossulfato de sddio e produz um gas incolor, o sulfureto de hidrogénio. Este ao reagir com
o iao férrico forma sulfureto ferroso que é um precipitado negro, e que pode ser detectado
no meio.

No meio SS apenas se valoriza as coldnias incolores com ou sem centro negro, uma
vez que nem as bactérias Salmonella spp. nem Shigella spp. fermentam lactose, e a tiossulfato
redutase apenas € positiva em algumas estirpes de Salmonella. Se ao fim de 24h a cultura nao
apresentar nenhuma destas colonias, faz-se a repicagem do caldo Selenito para um novo meio
SS e vai a estufa nas mesmas condigoes que foi anteriormente. Se no dia seguinte voltarmos a

ter uma cultura negativa, o resultado sai como negativo para Salmonella spp. e Shigella spp..
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Nas culturas positivas, € repicado a coldnia de interesse para o meio MacConkey e
colocado na estufa a 37°C/18 a 24h. Esta repicagem tem como objectivo o isolamento de
coldnias puras, para que no dia seguinte seja realizado a sua identificagao no VITEK®2
COMPACT com a carta GN. No LACSM nao se faz o antibiograma nem de Salmonella spp.
nem de Shigella spp.

No que concerne ao meio Campylosel, este é um meio selectivo para o género
Campylobacter spp., ja que na sua constituicao apresenta varios antibioticos e antimicoticos que
vao inibir toda a microbiota associada. As colonias de Campylobacter spp. neste meio sao
mucoides, pequeninas e com bordas irregulares, podendo assumir a forma de chama em vela
devido a sua extraordinaria motilidade.

Nas primeiras 24h, pode-se retirar a gelose de Campylosel da estufa e verificar se
houve algum crescimento. No caso de nao apresentar nenhum desenvolvimento microbiano,
volta-se a colocar a placa na estufa nas mesmas condigoes de temperatura e atmosfera por
24h. Ao fim desse tempo, a placa é novamente analisada. Se for negativa, o resultado é dado
como negativo para Campylobacter spp.. Por outro lado, se o meio apresentar coldnias faz-se

o teste da oxidase que devera ser positiva.
5.2.2. Exame parasitolégico

Os parasitas mais comuns associados as diarreias sao: Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica, Cyclospora cayetanenensis e Cryptosporidium spp, sendo a amebiase a terceira principal
causa de morte por parasitas no mundo. (Haque, 2007)

Numa primeira fase, as fezes sao avaliadas macroscopicamente, na qual é introduzida
numa folha de trabalho a cor, a consisténcia, a presenca de sangue bem como alguma
informagao adicional pertinente. Paralelamente a esta observagao macroscopica, é realizada a
concentragao das fezes pelo método de sedimentagao por centrifugagao de Ritchie, que
consiste em concentrar quistos, ovos e larvas de helmintas no sedimento, de forma a facilitar
a remogao de detritos que ficam a superficie. O sedimento é observado ao microscopio entre
lamina e lamela e pode-se corar com lugol para que as estruturas fiquem mais evidentes. A
detecgao de apenas uma estrutura parasitaria em toda a lamina, ja € indicativo de parasitose.
Com a objectiva de 10% procura-se em toda a lamina ovos e larvas. Se durante esta pesquisa
forem detectadas outras estruturas parasitarias sugestivas, foca-se com a objectiva de 40% e

confirma-se a suspeita. A pesquisa de quistos devera ser realizada com a objectiva de 40x.
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5.2.3. Pesquisa de Adenovirus e Rotavirus

As infecgoes por Adenovirus e Rotavirus sao as principais causas de diarreia em
criangas. Embora esteja mais associado as criangas, também afecta adultos e pode causar
diarreias graves e prolongadas em hospedeiros imunocomprometidos. (Ribeiro, et al., 2015)

No LACSM a pesquisa destes virus é feita individualmente a partir de testes
imunoenzimaticos em kits Adeno-Strip e RSV-Strip da Coris BioConcept. Num primeiro
momento a amostra fecal é diluida numa solugao tampao, incluida no kit, e de seguida é
mergulhada a tira do teste. Na extremidade da tira estao anticorpos monoclonais contra
proteinas especificas do virus, conjugados a microparticulas de ouro coloidal. Na area teste
encontram-se fixados a membrana anticorpos contra o virus e na zona de controlo os
anticorpos contra o conjugado. Se o virus estiver presente na amostra, o antigénio do virus
liga-se ao conjugado e o complexo migra na membrana por difusao. Os anticorpos que estao
na area teste capturam o complexo formado, o que leva ao aparecimento de uma linha
vermelha. Como o complexo continua a mover-se ao longo da membrana os anticorpos fixos
na zona de controlo reconhecem o conjugado e forma-se a linha controlo. Um teste é positivo

e valido se aparecerem as duas linhas.
5.2.4. Pesquisa de Clostridium difficile

O microrganismo Clostridium difficile € um bacilo de Gram-positivo anaerobio produtor
de esporos e que pode pertencer a nossa microbiota sem causar quaisquer problemas.
Todavia, um desequilibrio na microbiota gastrointestinal, essencialmente devido a tratamentos
com antibioticos, desencadeia a proliferagao de microrganismos oportunistas, como de
Clostridium dificille. Nestas condigoes, esta bactéria causa disturbios intestinais, que vao desde
leves diarreias a colites pseudomembranosas. (Kint, et al., 2020) Este quadro clinico é
desencadeado pela produgao de toxinas A e B que constituem o principal factor de viruléncia
desta bactéria.

Segundo as directrizes da DGS, a pesquisa deve ser efectuada em todos os doentes
com diarreia internados ha mais de 72h, bem como a todas as pessoas acima de 65 anos que
apresentem diarreia. (Direcao-Geral de Saude, 2014)

No LACSM a pesquisa de Clostridium difficile é realizada por testes imunoenzimaticos,
a partir do kit C.diff quik chek complete®. Neste teste sio detectadas, em simultdneo, a toxina

A e B bem como a glutamato desidrogenase. Sempre que se obtenha um resultado positivo,
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deve-se enviar a amostra para um laboratério externo, a fim de confirmar o resultado por
testes moleculares.

E importante salientar que a pesquisa de Clostridium difficile apenas deve ser feita em
amostras diarreicas, ja que € uma bactéria que pode pertencer a microbiota de uma pessoa

saudavel e nesses casos nao tem qualquer relevancia clinica. (Diregao-Geral de Saude, 2014)
5.3. Exsudados vaginais e uretrais

As infecgoes do tracto genital podem ser transmitidas por via sexual ou n3o. Os
agentes mais comuns das infecgoes sexualmente transmissiveis sao Trichomonas vaginalis e as
bactérias Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis. (Papp, Schachter, Gaydos, & Pol, 2014)

O género Neisseria spp. apresenta cerca de onze espécies associadas aos humanos,
sendo a espécie N. gonorrhoeae sempre patogénica. As restantes espécies geralmente fazem
parte da microbiota do nosso tracto respiratorio superior e sé se tornam prejudiciais em
individuos imunocomprometidos. (Schielk, Frosch, & Kurzai, 2010) A gonorreia nos homens
manifesta-se com corrimento uretral abundante e disuria, ao passo que nas mulheres, 50% nao
apresenta qualquer sintomatologia. (Song, Yu, Wang, & Stein, 2020)

A candidiase, a semelhanga da vaginose por Gardnerella vaginalis, resultam de
desequilibrios na flora vaginal. Estes desequilibrios devem-se principalmente a deplegao de
Lactobacillus que constituem a flora. (Muzny, et al, 2019) Este microrganismo, igualmente
denominado por Bacilos de Doderlein, € um bacilo de Gram-positivo produtor de acido lactico
que mantém o pH baixo do limen vaginal. Além de produzir este acido, produz peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas que tém propriedades antimicrobianas. (Purkayastha, et al., 2020)
Por todos estes motivos, o ecossistema vaginal € essencialmente assegurado por esta bactéria.

O estudo microbiologico das infecgoes genitais € realizado a partir de exsudados
vaginais, uretrais ou endocervicais. A colheita do exsudado uretral deve ser efectuada de
manha antes da primeira mic¢ao ou apdés um periodo minimo de uma hora desde a ultima
micgao. Deve ser realizada com uma zaragatoa mais fina de preferéncia de alginato de calcio,
que se introduz na uretra e se roda suavemente. Para a colheita do exsudado vaginal, introduz-
se uma zaragatoa na vagina o mais profundo possivel e fazemo-la rodar por alguns segundos
para que as secrecoes sejam absorvidas. Devem ser sempre recolhidas duas zaragatoas e nao
se deve fazer qualquer lavagem prévia da zona genital. (Fonseca, et al., 2004)

No LACSM, as pesquisas de Streptococcus agalactiae bem como de Clamydia trachomatis

sao realizadas somente quando requeridas pelo médico. Em contrapartida, pesquisa-se sempre
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Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Candida spp. e Gardnerella vaginalis, com o fim de
diagnosticar casos de gonorreia, tricomoniase, candidiase e vaginose, respectivamente.

O processamento dos exsudados vaginais e uretrais integra o exame microscopio
directo e a cultura. Estas amostras sao sempre semeadas em geloses de sangue, chocolate e
Saboraud. Paralelamente, sao sempre realizadas duas laminas, uma a fresco com soro
fisiologico e outra corada pela coloragao de Gram (Anexo Il).

As geloses de sangue e chocolate sao incubadas a 37°C na estufa em uma atmosfera
capnofilica de 5-10% de CO, durante 48h. O meio Saboraud é incubado em condi¢oes de
aerobiose a 37°C na estufa por 24h. Nestas amostras o exame directo constitui o passo mais
determinante para o diagnéstico final, ja que os meios utilizados no LACSM nao sao selectivos,
a excepgao do meio Saboraud, que é selectivo para fungos devido sua acidez e a adigao de
antibiéticos como a gentamicina e o cloranfenicol, que vao inibir o crescimento das bactérias

saprofitas.
5.3.1. Pesquisa de Trichomonas vaginalis

No exame microscopico directo a fresco procura-se essencialmente Trichomonas
vaginalis, que é um protozoario flagelado com uma membrana ondulante e que por isso,
apresenta um movimento caracteristico e semelhante ao dos dedos de um flautista. E
importante ressalvar que as preparagoes a fresco devem ser observadas com a maior
brevidade possivel, sob pena de nao se visualizar a motilidade deste parasita, que uma vez
imobilizado dificilmente se distingue de um leucécito. Este exame a fresco constitui o Unico

método de diagndstico que o LACSM dispoe para detectar este protozoario.
5.3.2. Pesquisa de Candida spp.

Numa situagio de candidiase detecta-se a predominancia de leveduras no exame
microscopico de ambas as laminas, a fresco e corada. Na coloragao de Gram as leveduras
apresentam-se roxas, porque retém o primeiro corante e nao descoram pela accao do
diferenciador, uma vez que as suas paredes sao constituidas por quitina.

No que diz respeito a cultura, deve-se observar o crescimento de leveduras no meio
Saboraud. Se nas primeiras 24h os meios ainda nao tiverem desenvolvido colonias, as placas
permanecem na bancada a temperatura ambiente até o dia seguinte. Assim que se desenvolvam

é realizado a sua identificacio no VITEK®2 COMPACT com a carta YST.
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5.3.3. Pesquisa de Gardnerella vaginalis

A bactéria Gardnerella vaginalis € um bacilo ou cocobacilo pleomérfico com Gram
varidvel. E um microrganismo B-hemolitico, bastante fastidioso e por isso requer um meio
complexo para o seu desenvolvimento, bem como uma atmosfera de 10% de CO,, ja que
também é um anaerdbio facultativo. (Gergova, Strateva, & Mitov, 2013) Desta forma, pode
eventualmente crescer em gelose de sangue, mas em regra isso nao acontece. Assim, o exame
directo da preparagao corada com a coloragao de Gram ¢ a unica ferramenta que o LACSM
tem para detectar esta bactéria. No exame directo vamos observar a presenga de clue cells,
que sao células epiteliais cobertas de bactérias, e poucos ou nenhuns Lactobacillus spp. Num

individuo saudavel seria observado a presenga abundante de Bacilos de Doderlein compativel

com uma flora saprofita normal, como se encontra ilustrado na Figura 12.
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Figura 12- Gram do exsudado vaginal de um individuo saudavel com ampliacao de 100x. A seta
amarela aponta para uma célula epitelial, a verde para Bacilos de Doderlein e a azul para uma levedura
(Fotografado no LACSM).

5.3.4. Pesquisa de Neisseria gonorrhoeae

No exame directo da coloragao de Gram, deve-se detectar a presenca de diplococos
de Gram-negativo intracelulares sugestivos de Neisseria gonorrhoeae, que habitualmente
encontram-se no interior dos polimorfonucleares. No LACSM, este achado nos exsudados
uretrais dos homens constitui o diagnoéstico final, mesmo que a cultura seja negativa. Nas
mulheres é sempre necessario confirmar com a cultura, tendo em conta que apresentam uma

microbiota mais rica e por isso mais passivel de induzir a erro.
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Ao fim das 48h retira-se a gelose de sangue e chocolate. Apesar destes dois meios
serem meios de enriquecimento e permitir o crescimento de microrganismos fastidiosos e
nao fastidiosos, esta bactéria nao cresce bem na gelose de sangue. Posto isto, a nossa atencao
vai centralizar-se no meio chocolate que é mais nutritivo por constituir Polivitex. Na presenca
de colonias sugestivas de N. gonorrhoeae - pequenas, brilhantes e sem qualquer tipo de hemolise
- deve-se realizar os testes da catalase e da oxidase que sao positivos para esta espécie. Por
fim, como diagnostico final, efectua-se a identificagio no VITEK®2 COMPACT com a carta

NH. O antibiograma ¢é realizado num laboratério externo.

5.3.5. Pesquisa de Streptococcus agalactiae

As gravidas, no 3° trimestre de gravidez, devem realizar a pesquisa de Streptococcus
agalactiae para prevenir a contaminagao materno-fetal. (Direcao-Geral da Saude, 201 1) Esta
bactéria é responsavel por meningites, septicemias e pneumonias no recém-nascido. (Coni, et
al., 2015)

No LACSM esta pesquisa faz-se através da cultura de exsudados vaginais/anais em
gelose Granada. As placas vao para a estufa 37°C/48h numa atmosfera anaerobia. A gelose
Granada é um meio selectivo para a deteccao de Streptococcus agalactiae. Tem na sua
composi¢ao uma combinagao de antibioticos que vao inibir a maioria das bactérias gram
negativas e leveduras. A presenga de metotrexato, amido e soro permitem a producao de um
pigmento carotendide, especifico das estirpes B-hemoliticas desta espécie. Assim, a pesquisa
€ considerada positiva sempre que se formem coldnias cor-de-laranja. (Zimbro & Power,
2009) Se ao fim de 48h nao houver desenvolvimento de colonias com esta cor, o resultado é

dado como negativo.
5.3.6. Pesquisa de Clamydia trachomatis

A pesquisa de Clamydia trachomatis é realizada a partir do kit ABON™ que é um teste
imunocromatografico. Numa primeira fase, sao extraidos os antigénios da amostra a partir de
uma solugao de extraccao. Na extremidade da cassete encontram-se microparticulas
revestidas de anticorpos anti-Chlamydia trachomatis. Na linha de teste estao impregnados
anticorpos monoclonais especificos para o antigénio da bactéria e a linha de controlo
apresenta anticorpos contra anticorpos anti-Chlamydia trachomatis. Assim, uma vez extraido,
forma-se o complexo antigénio-anticorpo entre o antigénio da amostra e as microparticulas
revestidas de anticorpo anti-Chlamydia. (Sanders, Hook, Welsh, Shepherd, & Quinn, 1994) O

complexo antigénio-anticorpo percorre a membrana por capilaridade e é capturado pelos
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anticorpos da regiao de teste, aparecendo uma risca vermelha. O teste é positivo e valido se

além da risca na linha teste aparecer igualmente uma risca na linha de controlo.
5.4. Secrecoes respiratorias

As infecgoes do tracto respiratorio sao causadas por uma ampla variedade de
microrganismos, que incluem agentes virais e bacterianos. Estes microrganismos podem
infectar o tracto respiratorio superior e desencadear gripes e faringites, como também podem
infectar o tracto inferior e desenvolver bronquites e pneumonias. As infec¢oes do tracto
respiratorio inferior sao uma das principais causas de morbidade e mortalidade, especialmente
em criangas, idosos e individuos imunocomprometidos. (Kuypers, 2020)

Face a pandemia que estamos a viver, o LACSM reforgou as suas medidas de seguranga.
Todas as amostras respiratorias devem chegar ao laboratorio em contentores terciarios com
a respectiva requisigao fora do contentor. Estes contentores s6 podem ser abertos dentro da
camara de fluxo laminar e o técnico deve estar devidamente equipado e protegido, da cabega
aos pés. Assim que se termine de processar as amostras, deve-se ligar a radiagao ultravioleta
da cimara e abandonar a sala por quinze minutos. E importante ressalvar que é uma conduta
que se deve assumir perante qualquer amostra respiratoria, mesmo que se trate de uma

simples pesquisa com um teste rapido.
5.4.1. Exsudados nasais e faringeos

Na colheita de exsudados nasais deve-se introduzir uma zaragatoa nas fossas nasais até
que se encontre uma resisténcia da cartilagem e rodar suavemente contra a mucosa nasal de
ambos os lados. Para a colheita de exsudados faringeos, aplica-se uma zaragatoa nas zonas
tonsilares, sobretudo em locais onde apresentem inflamagao, pus ou formacao de capsula,

evitando sempre o contacto com as paredes da cavidade oral. (Fonseca, et al., 2004)

a. Estudo da colonizacao de Staphylococcus aureus meticilina

resistente

No LACSM os exsudados nasais siao utilizados essencialmente para estudar a
colonizagao de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA). Esta pesquisa pode ser
realizada a partir da cultura no meio cromogéneo chromIDMRSA SMART (MRSM) ou entio
por testes moleculares no GeneXpert®. Na requisicio deve constar o método que devera ser

utilizado.
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As bactérias MRSA tém vindo a ser reconhecidas como um dos principais agentes
causadores de infeccoes associadas aos cuidados de saude. Nao obstante, as infecgoes
causadas por MRSA se encontrarem normalmente restritas em ambiente hospitalar, nas
ultimas duas décadas surgiram novas estirpes de MRSA com capacidade de colonizar e infectar
individuos saudaveis fora do ambiente hospitalar. Estas estirpes de MRSA associadas a
comunidade conjugam resisténcia a meticilina com maior viruléncia e aptidao, tornando-se
assim num importante problema de saude publica. (Negrinho, Ferreira, Serrano, Ribeiro, &
Shone, 2019) Desta forma, a DGS implementou a Norma 18/2014, onde estao descritos os
critérios que devem ser atendidos para a realizagao deste rastreio. (Diregao-Geral de Saude,
2014)

O meio MRSM ¢é um meio selectivo e diferencial para MRSA. Na sua composicao
apresentam uma combinagao de antibidticos que inibem o crescimento de Staphylococcus
meticilina sensiveis bem como de outros microrganismos, favorecendo o crescimento de
MRSA. Este meio é composto também por substratos cromogéneos especificos de enzimas
produzidas por MRSA que conferem a cor rosa as colonias desta estirpe. (Perry, 2017) No
LACSM coloca-se sempre a hora e a data em que estas placas foram semeadas e vao para a
estufa a 37°C/18-24h.

No GeneXpert® é realizado a deteccio de MRSA a partir da PCR (Polymerase Chain
Reaction) em tempo real. Este é um auto-analizador que extrai, concentra, amplifica e identifica
sequéncias de acido nucleico-alvo no genoma bacteriano/viral.

A resisténcia de S.aureus a meticilina é codificada pelo gene mecA e pelo gene mecC
que se encontram associados a um elemento moével denominado Staphylococcal Chromosome
Cassette mec (SCCmec). Assim, neste aparelho vao ser utilizadas sondas dirigidas a estes trés

genes. (Crobach, et al., 2016)

b. Pesquisa de Streptococcus B-hemolitico do grupo A.

Os exsudados faringeos sao utilizados para a pesquisa de Streptococcus B-hemolitico do
grupo A, igualmente conhecido por Streptococcus pyogenes e que € o principal agente etiologico
das faringites bacterianas. (Yu, Zheng, & Yang, 2020) Para tal, o LACSM dispoe o teste
imunocromatografico Clearview® Exact Strep A.

Neste teste, os antigénios da amostra tém de ser previamente extraidos a partir da
solugao de extracgao que vem incluida no kit, e s6 depois é adicionado umas gotas desta

suspensao a cassete. Na extremidade da cassete encontram-se anticorpos anti-Streptococcus
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pyogenes conjugados a microparticulas de ouro coloidal. Na darea teste encontram-se
anticorpos anti-Streptococcus pyogenes fixados a membrana, e na zona controlo anticorpos
contra o conjugado. Se a bactéria estiver presente na amostra, o antigénio liga-se ao conjugado
e o complexo migra por capilaridade ao longo da membrana. Os anticorpos que estao fixos
na area teste capturam o complexo formado, o que leva ao aparecimento de uma linha
vermelha. Como o complexo continua a mover-se ao longo da membrana, os anticorpos que
estao fixados na zona controlo reconhecem o conjugado e forma-se a linha controlo. (Gupta,
Talwar, & Gupta, 1992)

Quando o resultado do teste rapido da negativo em criangas, o médico geralmente
pede o exame cultural para confirmagao, isto porque a infeccao de S.pyogenes nas criangas
evolui facilmente para situagoes mais complicadas como a febre reumatica e a escarlatina.
Assim, nestas situagoes a amostra é semeada numa gelose de sangue e é colocada na estufa
37°C/18-24h com atmosfera capnofilica. No dia seguinte devera ser observado a f-hemolise

caracteristica deste microrganismo bem como a catalase que devera ser negativa.
5.4.2. Expectoracao

O tracto respiratorio inferior é estéril. Todavia, quando o sistema imunitario esta
debilitado ou na sequéncia de uma infecgao primaria causada por um virus, os microrganismos
das vias respiratorias superiores podem invadir e desencadear infecgoes no tracto respiratorio
inferior. Por outro lado, pode ocorrer infecgoes primarias por microrganismos patogénicos
que possam ser inalados, como no caso da tuberculose. Os microrganismos mais isolados e
valorizados na pratica clinica sao Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Mycobacterium tuberculosis. (Mahon & Lehman, 2019)

Um dos principais sintomas € a tosse produtiva, e por isso, o exame microbioldgico da
expectoragao é uma ferramenta imprescindivel para o diagnéstico. A expectoragao para
cultura deve ser colhida de preferéncia de manha cedo, em jejum, depois de lavar a boca e
gargarejar s com agua. A amostra deve ser obtida por tosse profunda e recolhida num frasco
estéril. (Fonseca, et al., 2004) As expectoragoes induzidas devem vir identificadas como tais,
sob pena de serem rejeitadas, ja que se assemelham a saliva.

No LACSM, as expectoragoes sio semeadas nas geloses de sangue, chocolate,
Chapman, MacConkey e Saboraud. Os dois primeiros meios vao incubar a 37°C/24-48h com

uma atmosfera de 5-10% de CO,, e os restantes meios vao a 37°C/18-24h em aerobiose. Em
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todas as amostras de expectoragao, efectua-se a coloragao de Gram e a de Kinyoun (Anexo
1)}

No exame directo da coloragao de Gram, observa-se pelo menos dez campos com a
ampliagao de 10% para avaliar a qualidade da amostra. Esta avaliagao segue os critérios de
Murray e Washington (Tabela V). As amostras que se encontram inseridas nos grupos |-3
sao consideradas saliva e, por conseguinte, rejeitadas. Por outro lado, as amostras

pertencentes aos grupos 4 e 5 sao validas e podem prosseguir com o processamento.

Tabela IV- Critérios de Murray e Washington. (Fonseca, et al., 2004)

Células epiteliais/campo Leucocitos/campo

Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10 —-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10 - 25 25
Grupo 5 <I0 25

Seguidamente e com a objectiva de 100x em oleo de imersao, verifica-se se existe
predominancia de algum tipo morfologico. O microrganismo predominante vai corresponder
ao agente etioldgico da infecgao e o exame cultural devera estar de acordo com o que se viu.

A gelose de sangue permite-nos identificar o tipo de hemolise caracteristico de cada
microrganismo e que é efectivamente util para orientar o processamento. A presenga de
coldnias a-hemoliticas (Figura 13A), e portanto com um halo esverdeado, pode ser sugestivo
de S.pneumoniae. Por outro lado, a presenga de coldnias B-hemoliticas pode sugerir S.pyogenes
ou S.aureus (Figura 13B). Note-se que ha outras espécies que assumem estes dois tipos de
hemolise e que nao tém qualquer relevancia clinica, por isso, é sempre necessario realizar os
testes complementares de identificagao e correlaciona-los entre a cultura e o Gram.

Na gelose de chocolate vamos estar particularmente atentos ao crescimento de
colodnias translicidas sugestivas de H. influenzae. Estes microrganismos sao extremamente
fastidiosos e nao crescem nos restantes meios, uma vez que requerem o factor V (nicotinamida
adenina dinucleotido) e o factor X (hemina) para se desenvolverem. (Lorian, 2005) Estes

microrganismos sao bacilos ou cocobacilos de Gram-negativo com oxidase e catalase positiva.
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Figura 13- Col6nias hemoliticas na gelose de sangue. A) Coldnias a-hemoliticas (Mahon & Lehman, 2019);

B) Coldnias B-hemoliticas. (Fotografado do LACSM)

O meio MacConkey é um meio selectivo para enterobactérias bem como para outras
bactérias de Gram-negativo, devido a sua composicao em sais biliares e cristal violeta que
inibem o crescimento das bactérias de Gram-positivo. E também um meio diferencial, porque
além da lactose, apresenta o indicador de pH vermelho neutro que confere a cor rosa as
colonias fermentadoras de lactose. As colonias nao fermentadoras ou sao incolores ou
assumem uma ligeira coloragao bege. Se as colonias forem incolores, brilhantes, com bordas
irregulares e apresentarem um cheiro agradavel, provavelmente estaremos perante
Pseudomonas spp.

A gelose de Chapman serve essencialmente para efectuar a identificagao presuntiva de
S.aureus. Estes microrganismos sendo halotolerantes e fermentadores de manitol, assumem
colonias amarelas e pequeninas neste meio. A composicao do meio em 7.5% de NaCl inibe o
crescimento da grande maioria das bactérias e a presenca de vermelho de fenol juntamente
com o manitol, permite-nos discriminar as coldnias fermentadoras deste aglUcar das nao
fermentadoras.

O meio Saboraud destina-se ao isolamento de fungos. E importante ressalvar que em
pedidos nao orientados para fungos, as placas sao descartadas ao fim de 48h se estiverem
negativas.

Por fim, faz-se a repicagem da coldnia de interesse para um novo meio, a fim de se
obter uma cultura pura e de se proceder com a identificagao e o respectivo antibiograma no
VITEK®2 COMPACT. Caso se verifique diferentes microrganismos na coloragio de Gram,
considera-se a amostra polimicrobiana e o exame cultural nao é valorizado.

No LACSM, faz-se a pesquisa de BAAR (Bacilos Acido-Alcool Resistentes) a partir do
exame directo da coloragao de Kinyoun. Nesta coloragao, os BAAR apresentam-se cor-de-

rosa, porque retém o primeiro corante e nao descoram por ac¢ao do diferenciador, ao passo
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que os restantes microrganismos descoram e ganham a tonalidade do segundo corante, o azul
de metileno. Posto isto, observa-se com a ampliagao de 100%x e em 6leo de imersao, pelo
menos cem campos. Basta detectar um BAAR para que o resultado seja positivo.

No LACSM, o exame directo para a pesquisa de BAAR é executado em todas as
expectoragoes, independentemente se consta na requisicao ou nao. Como o exame cultural
nao é realizado no LACSM, as amostras com pedidos orientados sao enviadas para um

laboratério externo depois de terem sido examinadas ao microscépio.

5.5. Tecidos e exsudados purulentos de feridas

O pus é semeado em gelose de sangue, chocolate, Chapman, Saboraud, MacConkey e
BHI (Brain Heart infusion). Os meios MacConkey, Chapman, Saboraud e BHI sao incubados a
37°C/18-24h. As geloses de sangue e chocolate sao incubadas a 37°C/24-48h numa atmosfera
com 5-10% de CO.,.

O meio BHI é um caldo liquido de enriquecimento e que se apresenta turvo quando
ha crescimento microbiano. Como nao se pode semear tecidos pelo método convencional,
verte-se o caldo BHI para o recipiente estéril onde esta o tecido, e seguidamente € incubado
a 37°C/18-24h na estufa.

Para qualquer um dos produtos bioldgicos, sempre que haja turvagao no caldo BHI,
mas nao se verifique desenvolvimento microbiano nos restantes meios, faz-se a repicagem do
meio BHI para os cinco meios e vao incubar nas mesmas condi¢coes de atmosfera, tempo e
temperatura que foram inicialmente.

No LACSM nao se observa a coloragao de Gram destas amostras e a valorizagao dos
microrganismos € realizado de acordo com o exame cultural. Na valorizagao das coldnias
deve-se ter em conta o tipo de ferida bem como a localizacio anatémica da mesma. E
importante que estas informagoes sejam transmitidas ao laboratério, até porque se pode
valorizar mais do que um tipo de microrganismo nestas amostras, Nessas situagoes validam-
se os antibidticos que apresentem a mesma susceptibilidade para ambas as bactérias. (Carson,

2016)

5.6. Liquidos organicos

Entende-se por liquidos organicos, os liquidos: ascitico, pleural, sinovial e

cefalorraquidiano. Neste grupo de amostras, apenas tive oportunidade de processar o liquido
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pleural. Num primeiro momento, os liquidos sao centrifugados e o seu sedimento é semeado
em gelose de sangue, chocolate, Chapman, MacConkey, Saboraud e BHI. As geloses de sangue
e chocolate sao incubadas a 37°C/24-48h numa atmosfera de 5-10% de CO,. Os restantes
meios vao a estufa 37°C/18-24h. Faz-se ainda uma avaliagao macroscoépica do liquido, onde ¢
referido na folha de trabalho o aspecto do mesmo. Estes liquidos sao estéreis em individuos
saudaveis e por isso, qualquer microrganismo isolado deve ser valorizado, seguindo-se a
identificacao e o antibiograma do mesmo.

Paralelamente a cultura, faz-se o exame directo com a coloracao de Gram da amostra,
na qual vamos verificar a abundancia de polimorfonucleares bem como a presenca de
microrganismos. Se o exame directo for positivo, transmite-se imediatamente essa informacao
ao médico, referindo a morfologia cocdéide/bacilar do microrganismo bem como o Gram
correspondente. Desta forma o médico pode iniciar a terapia empirica, evitando que esta

situagao evolua para sepsis.

5.7. Hemoculturas

A hemocultura consiste em detectar uma infecgao sistémica causada por bactérias ou
fungos. Em individuos sem estas infecgoes, a amostra de sangue obtida devera ser estéril.

Nas hemoculturas, devem ser colhidas pelo menos duas amostras por doente, em
diferentes tempos no mesmo dia. Estas amostras sao injectadas directamente em frascos de
cultura Bactec. Ao laboratério devem chegar pelo menos dois frascos de cultura por cada
amostra, um para anaerébios e outro para aerébios. Estes sio colocados no BACT/ALERT®,
onde ficam a incubar durante cinco dias a uma temperatura de 37°C.

Na presenga de microrganismos, os nutrientes do meio de cultura sao metabolizados
e liberta-se CO,. Na base de cada frasco de hemocultura existe um sensor permeavel ao CO,,
que adquire a cor amarela devido a acidificagaio do meio induzida pela presenca deste gas. A
mudanga de cor é monitorizada a cada dez minutos, por colorimetria.

Em hemoculturas positivas, efectua-se o exame directo da coloragao de Gram e
subculturas nas geloses de sangue, chocolate, Chapman, MacConkey e BHI. Os dois primeiros
meios vao a incubar a 37°C/24-48h numa atmosfera de 5-10% de CO,. Os restantes meios
vao a estufa 37°C/18-24h. Qualquer microrganismo observado no exame directo ou no
exame cultural é valorizado e deve prosseguir para a identificacao e determinagao do

antibiograma no VITEK®2 COMPACT.
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A positividade da hemocultura deve ser transmitida de imediato ao médico, referindo
a morfologia cocdide/bacilar do microrganismo bem como o Gram do mesmo. Assim, o
doente pode iniciar a terapia empirica enquanto aguarda pelo diagnostico final. Todavia, uma
hemocultura positiva nem sempre é representativa de infeccao. Pode ser resultado de uma

contaminagao da flora da pele devido a erros procedidos durante a colheita.

5.8. Testes complementares de identificacdao

5.8.1. Teste da catalase

A catalase é uma enzima intracelular que decompoe o peroéxido de hidrogénio em agua
e oxigénio (2H,0, — 2H,0 + O,). A pesquisa de bactérias produtoras desta enzima é realizada
pelo teste da catalase. Este teste consiste em aplicar uma gotinha de perdxido de hidrogénio
numa colonia que foi previamente colocada numa lamina. O teste é positivo se for observado
a libertagao de bolhas de oxigénio. (Azadi, Motallebirad, Ghaffari, & Shojaei, 2018) Este teste
serve para discriminar as bactérias que pertencem a familia Micrococcaceae (catalase positiva)
das que pertencem a familia Streptococcaceae (catalase negativa).

No LACSM, o teste da catalase é na grande maioria das vezes realizado em coldnias
provenientes da gelose de sangue, ja que este é o nosso meio de eleicao para repicagem de
bactérias de Gram-positivo. Ora, na gelose de sangue ha eritrécitos, que por sua vez também
tém catalase. Assim, € importante ressalvar que na execugao deste teste deve-se evitar tocar
com a ansa no meio, sob pena de obter-se uma catalase falsamente positiva devido a catalase

dos eritrécitos e nao da bactéria em questao.
5.8.2. Teste da oxidase

A citocromo oxidase é uma hemoproteina que actua na fase final da cadeia
transportadora de electroes da respiragao aerobia, onde catalisa a oxidagao do citocromo c,
que reduz o oxigénio para formar agua.

O teste da oxidase utiliza a solugao de dihidrocloreto de tetrametil-p-fenilenodiamina,
um reagente que servira como doador artificial de electroes ao citocromo oxidado. Desta
forma, na presenga da citocromo oxidase, o citocromo é oxidado e posteriormente sera
reduzido por este reagente. Este reagente no estado reduzido é incolor e no estado oxidado
é azul purpura. Na execucao deste teste, deve-se utilizar uma ansa de vidro ou de plastico, a
fim de evitar falsos positivos.
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Este teste é utilizado na pratica clinica para discriminar microrganismos pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, que sao oxidase negativa, das restantes bactérias com oxidase

positiva como Pseudomonas, Neisseria e Campylobacter.

5.9. VITEK®2 COMPACT

No LACSM, a identificacao definitiva e a determinacdao da susceptibilidade
antimicrobiana sdo realizadas pelo analisador VITEK®2 COMPACT da bioMérieux, no qual os
microrganismos sao identificados com base nas suas caracteristicas metabdlicas e perfil
bioquimico. (Ligozzi et al., 2002)

As cartas de identificagdo sao compostas por pocos onde ocorrem os testes
bioquimicos convencionais, ao passo que as cartas do antibiograma sao compostas por pogos
com concentragoes conhecidas de antibioticos. (Livermore, et al., 2002)

A escolha das cartas de identificacao e antibiograma é realizada de acordo com os
resultados obtidos no exame cultural, Gram e nas provas complementares de identificagao.
Na Tabela V encontram-se representadas as cartas utilizadas no LACSM e a sua
aplicabilidade. Posto isto, a partir de culturas puras sao preparadas suspensoes em solugao de
cloreto de sdédio 0,45%, com uma densidade equivalente a um padrao McFarland. (Livermore,
et al., 2002)

Apos as cartas serem introduzidas no aparelho, a anadlise comega com a aspiragao e
posterior inoculagao das suspensoes microbianas nos respectivos pogos. A monitorizagao
continua do crescimento microbiano é realizada por fluorescéncia e a susceptibilidade
antimicrobiana é estudada por turbidimetria. (Livermore, et al., 2002; Ligozzi, et al., 2002)

No final do ciclo de incubagao, o perfil bioquimico do microrganismo em estudo é
comparado com outras estirpes de microrganismos que constam no banco de dados
incorporado no sistema. O resultado da identificacao é apresentado sob forma de
probabilidade em percentagem. (Ligozzi, et al., 2002) Ja o antibiograma é determinado a partir
dos valores de Concentragao Minima Inibitoria (CMI) determinados para cada um dos
antibioticos e que corresponde a diluicao mais baixa onde ha inibigado do crescimento
microbiano. E-lhe atribuido um critério sensivel ou resistente, segundo as normas da agéncia
europeia EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

No VITEK®2 COMPACT ¢ emitido o alarme “microrganismo alerta”, sempre que o
microrganismo em estudo for resistente a um certo antibiotico, mas a sua estirpe selvagem
nao. Pode eventualmente nao se tratar de uma verdadeira resisténcia e ser resultado de uma

contaminagao.
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Na validacao dos antibidticos deve-se ter em conta o local da infeccao bem como a

idade do doente e se esta gravida ou nao.

Tabela V- Cartas utilizadas no VITEK®2 COMPACT e a sua respectiva aplicagio.

Carta ?’Iirll:jflztrj\?j Aplicagao

AST-P586 0.50 - 0.63 TSA para Streptococcus spp. e Enterococcus spp..
AST-P648 0.50 —0.63 TSA para Staphylococcus spp..
AST-N355 0.50 — 0.63 TSA para enterobactérias (uso hospitalar).
AST-N359 0.50 - 0.63 TSA para enterobactérias (uso ambulatério).
AST-N373 0.50 - 0.63 TSA para bacilos de Gram-negativo nao fermentadores.

GP 0.50 — 0.63 Identificacao de cocos de Gram-positivo.

GN 0.50 - 0.63 Identificagao de bacilos de Gram-negativo.

NH 2,70 - 3.30 Identificacao de Neisseria e Haemophillus.

YST 1.80 —2.20 Identificacao de leveduras.

TSA — Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos.

A cada novo lote, executa-se o controlo das cartas do aparelho VITEK®2 COMPACT.
Neste processo utilizam-se estirpes ATCC (American Type Culture Collection), cujas culturas
sao padronizadas quanto as suas caracteristicas de crescimento, fermentagao de agucares,
propriedades bioquimicas e sensibilidade a agentes antimicrobianos. Estas estripes sao
processadas como se de uma amostra se tratasse e os resultados obtidos sao comparados

com os resultados esperados para cada estirpe ATCC.
6. Imunologia

Nesta valéncia avalia-se a fungao tiroideia, determinam-se os marcadores tumorais, as
hormonas de reproducao e os marcadores de serologia infecciosa. Além de se utilizarem
equipamentos automatizados (Tabela V1), executam-se técnicas manuais para o screening de
doengas infecciosas (Tabela VII). Para a grande maioria das determinagoes utiliza-se soro,

excepto para os testes da Malaria e do Dengue, que se utiliza sangue total.

Durante o meu estagio participei na manutengao e controlo dos equipamentos e
executei as técnicas manuais. De todas as valéncias foi a que eu tive uma participagao menos

activa na validacao analitica.
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Tabela VI- Parametros determinados pelos analisadores e a sua respectiva metodologia.

Metodologia

Quimioluminiscéncia

Quimioluminiscéncia

Fluoroenzimatico

Imunoensaio

Parametros

anti-Hbe, Ag HBs, HBcT, TST, T3, VBI2, T4, ATPO,

Competitivo Folato, FT4, ATG e FT3.

AFP, CAI9-9, anti-HCV, CEA, PTH, Ag HCV, fPSA,
Imunoensaio iy aneiHbs, PSA, HIV (Agp24 + anti-HIVI/2), Ag
HBe, CAI5-3 e CAI25.

em Sandwich

Imunoensaio Estradiol

Comepetitivo

Imunoensaio FSH, LH, PRL, VRDL, HAVM e aHAVT.

em Sandwich

Imunoensaio

Progesterona, IgG/IgM do CMYV, IgG/IgM da Rubéola e

em Sandwich IgG/1gM de Toxoplasma Gondii.

Ag — Antigénio; g — Imunoglobulina; HB — Hepatite B; s- superficie; c- core; e — envelope; T4 — Tiroxina; T3 — Triiodotironina; FT4 — T4 livre; FT3 — T3
livre; HAV- Virus da Hepatite A; HCV — Virus da Hepatite C; HIV — Virus de Imunodeficiéncia Humana; CMV — Citomegalovirus; TSH — Hormona estimulante
da Tiréide; ATPO — Anticorpo anti-peroxidase; ATG — Anticorpo anti-tiroglobulina; FSH — Hormona Foliculo-estimulante; LH — Hormona Luteino-

estimulante; PRL — Prolactina; PSA — Antigénio especifico da prostata; FPSA — PSA livre; CA — Antigénio Carbohidrato; CEA — Antigénio Carcinoembrionario;

PTH — paratormona; TST — testosterona; VBI2 — Vitamina B12; AFP — Alfa-fetoproteina; VRDL — Veneral research disease laboratory

Tabela VII- Técnicas manuais na serologia.

Widal
Rose Bengal
Paul Bunnel

VRDL

Waaler-Rose

Dengue

Malaria

Micropath® Antigens/Febrile
Brucelloslide-Test
Mascia Brunelli
RPR-nosticon®I|
Avitex® Rose Woaaler

SD Bioline Dengue Duo

SD Bioline Malaria Ag P.f/P.v

Deteccao de anticorpos anti-Salmonella.
Screening de Brucelose.

Screening de mononucleose infecciosa.
Screening de Sffilis.

Deteccio do factor reumatoide.

Screening do virus da dengue.

Detecgao de antigénios de Plasmodium
falciparum e de Plasmodium vivax.
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7. Bioquimica

A Bioquimica é uma valéncia de exceléncia que integra uma vasta quantidade de
parametros que vao complementar o diagnostico clinico em qualquer uma das areas. A partir
de biomarcadores locais, consegue-se avaliar a funcionalidade dos orgaos e tecidos e, por
conseguinte, chegar a etiologia das perturbagoes metabdlicas.

No decurso do meu estagio participei na manutencgao diaria dos analisadores bem
Ccomo ha execu¢ao e reconstituicao dos controlos internos. Tive a oportunidade de processar
outras amostras para além do soro e urina, como os liquidos sinovial e pleural, que além de
serem introduzidas nos analisadores, passam por uma avaliagio macroscopica. Por ser a
valéncia que analisa um maior nimero de parametros, também é aquela que dispoe mais
metodologias e exige uma constante manutengao de regentes ao longo do dia.

Nesta valéncia as amostras mais usadas sao soro e urina, mas também se utilizam fluidos
dos espagos potenciais. Nestes Ultimos determinam-se sobretudo proteinas, glucose e lactato
desidrogenase que juntamente com a avaliagdo do aspecto e da viscosidade, permite-nos
caracterizar o processo inflamatorio.

Na urina, sao avaliadas as urinas tipo Il e a de 24h que sao de grande utilidade no
rastreio, diagnostico e monitorizagao de doencas renais. Na urina realiza-se ainda o teste da
gravidez e a detecgao qualitativa de drogas de abuso (anfetaminas, canabinoides, cocaina e
opiaceos), através de testes imunocromatograficos em cassete.

O soro é a amostra mais utilizada nesta area e é efectivamente onde se determina a
grande maioria dos parametros bioquimicos e que se encontram descritos na Tabela VIII.

A grande maioria dos parametros é determinado por métodos espectrofotométricos,
imunoturbidimétricos e potenciométricos. Posto isto, torna-se evidente que a hemolise, a
ictericia e a lipemia vao constituir os principais interferentes das analises realizadas nesta
valéncia. Por um lado, por interferéncias espectrais, absorvendo a radiagdo no mesmo
comprimento de onda do que os analitos de interesse. Por outro lado, vao ter na sua
composigao componentes intracelulares que correspondem aos mesmos analitos que se

deseja determinar e por isso, as suas concentragoes estarao falsamente elevadas.
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Tabela VIlI- Parametros determinados na Bioquimica e a sua respectiva metodologia.

Siemens ADVIA® 1800 Clinical Chemistry

Parametros

Metodologia

Fosfatase acida, magnésio, proteinas totais, bilirrubinas, colesterol
HDL, colesterol total, triglicéridos, creatinina, alanina transaminase,
aspartato transaminase, glucose, acido Urico, ureia, calcio, albumina,

ferro e fosforo inorganico.

y-glutamil-transferase, lipase, amilase e fosfatase alcalina.

Ureia, creatina cinase, lactato desidrogenase e colesterol LDL..

B2-microglobina, factor reumatdide, C3, C4, microalbumina,

proteina C reactiva, anti-estreptolisina O e al-antitripsina.

Sodio, cloreto, potassio e osmolaridade.

Roche® cobas e 41 | analyzer

B- HCG, CK-MB, nT-proBNP.

Capillarys 2 SEBIA

Proteinas séricas e urindrias: al-globulina, Bl-globulina, a2-

globulina, B2-globulina, albumina e y-globulina.

Aution-Max AX-4280

Densidade, cor, turvagio, pH, glucose, corpos cetonicos,
urobilinogénio, nitritos, hemoglobina, bilirrubina, esterase

leucocitaria e proteinas.

Spotlyte
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8. Discussao de casos clinicos

8.1. Insuficiéncia renal créonica

O caso clinico que se segue é de uma mulher de 80 anos que faz hemodialise. Na Tabela IX

consta os resultados que obteve numa das andlises que fez no LACSM.

Tabela IX- Resultados laboratoriais obtidos.

Parametros Resultado \:ea:::ée:::: Unidades
HEMATOLOGIA
Eritrécitos 2.59 4.00-5.20 102/L
Hemoglobina 8.1 12.0-16.0 g/dL
VCM 97 80 — 100 fL
HCM 32 26 — 34 pg
CHCM 33 32-36 g/dL
RDW 14.3 1.6 -14.0 %
BIOQUIMICA
Ureia 136 19 -49 mg/dL
Creatinina 7.78 0.50-1.10 mg/dL
Ferritina 263 10.0 - 120.0 pg/dL
Ferro sérico 38 50-170 pg/dL
TIBC 209 250 - 425
Saturacdo de Transferrina 18 20 - 50 %
Na* 143 132-146 mmol/L
K+ 6.1 3.5-55 mmol/L
Cl- 109 99-109 mmol/L
Calcio 7.1 8.7-10.4 mg/dL
Fosforo inorganico 5.6 2.4-5.1 mg/dL
Magnésio 1.7 1.3-2.7 mg/dL
PCR 22.0 <5.0 mg/L

ENDOCRINOLOGIA
PTH 180 12 -67 pg/mL

Adaptado de boletim clinico obtido no Laboratério de Andlises Clinicas SYNLAB Madeira.
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A destruicao progressiva dos nefréonios leva a deplegao da vitamina D activa, e
consequentemente, a diminuigao da absorgao intestinal do Ca**. A diminui¢io do Ca** faz-se
sentir nas glandulas paratiroides que vao produzir paratormona (PTH), que é a hormona
responsavel pela regulagio do célcio. Quando ocorre uma diminui¢io do Ca*', ocorre entio
a produgio da PTH que por um lado vai desencadear a reabsor¢ao de Ca** a nivel do tubulo
distal e por outro lado, vai aumentar a actividade dos osteoclastos, induzindo a reabsorgao
ossea que se reflecte numa elevagao do célcio sérico. Como o rim nao consegue responder a
PTH, nio consegue reabsorver o Ca** nem excretar o fosfato. Ha, portanto, hipocalcémia e
hiperfosfatémia que vao conduzir a produgao de ainda mais PTH, causando assim o
hiperparatiroidismo secundario. (Filho & Melamed, 201 3)

No que diz respeito ao hemograma, verifica-se a presenga de uma anemia normocitica
normocromica. A eritropoietina € uma hormona sintetizada no rim que estimula a eritropoiese
e, por isso, a produgao de eritrocitos. Assim, a baixa contagem de eritrocitos e a baixa
concentragao de hemoglobina advém da deficiéncia da capacidade de sintese de eritropoietina
no rim. Por outro lado, had outros factores inerentes da insuficiéncia renal cronica (IRC) que
potenciam a anemia nestes doentes. A IRC sendo um processo inflamatério, desencadeia a
producao hepatica de hepcidina, que é um peptideo que inibe a absor¢ao duodenal do ferro e
a mobilizacdo do ferro das células do sistema reticuloendotelial. Desta forma, o ferro nao
consegue ser utilizado para a sintese de hemoglobina e fica retido no interior das células. Além
disso, sao produzidas citocinas pro-inflamatorias como a Interleucina-6 e o factor de necrose
tumoral alfa que vao estimular a sintese de mais hepcidina e induzir a apoptose das células
eritroides, respectivamente. (Malyszko & Mysliwiec , 2007)

Diante um processo inflamatodrio, a ferritina encontra-se aumentada e a transferrina
diminuida. O facto da transferrina estar diminuida, justifica a capacidade total de fixagao do
ferro (TIBC) estar também diminuida, uma vez que esta reflecte a capacidade da transferrina
ligar-se ao ferro. (Malyszko & Mysliwiec , 2007)

Na IRC a taxa de filtragao glomerular esta diminuida, havendo por isso, retengao de
ureia e creatinina, que apenas sao eliminados por filtragao glomerular. (Graw, Murphy,

Srivastava, Cowan, & O'Relly, 2014)
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8.2. Anemia ferropriva

Este caso clinico é de um homem de 66 anos que deu entrada nas urgéncias com um estado
de anemia grave. Foram realizadas andlises no soro e no sangue total. Os resultados

encontram-se na Tabela X.

Tabela X- Resultados laboratoriais obtidos.

Parametros Resultado  Valores de referéncia Unidades

ERITROGRAMA

Eritrocitos 3.82 4.50 — 5.00 10%2/L

Hemoglobina 6.8 13.5-17.5 g/dL

Hematocrito 23.5 4] —53 %

VCM 62 80 — 100 fL

HCM 18 26 — 34 pg

CHCM 29 32-36 g/dL

RDW 18.7 1.6 -14.0 %
BIOQUIMICA

Ferro sérico 10 65— 175 pg/dL

Ferritina 6.0 20.0 — 250.0 pg/dL

TIBC 435 250 — 425

Saturacio da Transferrina 2 20 - 50 %

Adaptado de boletim clinico obtido no Laboratdrio de Andlises Clinicas SYNLAB Madeira.

A partir do hemograma, observa-se nitidamente uma anemia microcitica hipocrémica,
uma vez que apresenta valores de hemoglobina, VCM e CHCM abaixo dos valores de
referéncia. Posto isto, foi realizado um esfregago de sangue periférico, a fim de confirmar estas
alteragdes morfoldgicas na série eritrocitaria. A Figura 14 ilustra o esfregaco sanguineo

observado.
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Figura 14- Estudo morfolégico do sangue periférico. Ampliacdo 100x. (Fotografado no LACSM)
Observa-se uma hipocromia marcada e anisocitose.

Este esfregago confirma a hipocromia acusada no hemograma. Observa-se ainda uma
heterogeneidade no tamanho dos eritrocitos e que esta de acordo com o valor de RDW.

Uma anemia microcitica hipocrémica pode surgir em diversas ocasidoes como: anemias
sideroblasticas, deficiéncia de ferro, talassémias e na anemia da doenga crénica. Para que se
saiba a causa subjacente a esta anemia, € necessario recorrer aos testes complementares
realizados na Bioquimica. Como a anemia por deficiéncia de ferro é a principal causa das
anemias microciticas hipocromicas, comega-se por estudar os parametros associados ao
metabolismo do ferro, nomeadamente: ferro sérico, ferritina, TIBC e a saturacao de
transferrina. O ferro sérico corresponde ao ferro que se encontra ligado a transferrina na
corrente sanguinea; a ferritina é a proteina de armazenamento do ferro nas células; a
transferrina é a proteina que transporta o ferro na corrente sanguinea.

O valor baixo da ferritina exclui a hipdtese de se tratar de uma anemia da doenga
cronica. Neste tipo de anemias, o ferro fica retido no interior das células e por isso a ferritina
teria de estar elevada e a TIBC estaria diminuida, uma vez que a transferrina € uma proteina
de fase aguda negativa. Também se pode descartar a possibilidade se tratar de uma anemia
sideroblastica ou de uma talassémia, visto que o ferro sérico esta diminuido. A TIBC
aumentada juntamente com a saturagao da transferrina baixa € altamente indicativa de anemia
por deficiéncia de ferro. Assim, pode-se concluir que de facto estamos perante uma anemia

ferropriva. O proximo passo assentara no estudo da possivel etiologia da deficiéncia de ferro.
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8.3. Pé diabético

Este caso clinico advém de um homem com 64 anos que se encontrava internado na sequéncia
de uma infecgdo no pé diabético. Foram analisados o soro, o sangue total e um exsudado

purulento da ferida.
Na Tabela Xl encontra-se representado os resultados analiticos do soro e do sangue total.

Tabela Xl- Resultados laboratoriais obtidos.

Parametro Resultado Valores de referéncia Unidades
HEMATOLOGIA
Eritrocitos 3.30 4.00 - 5.20 x 1012/L
Hemoglobina 9.6 12.0 - 16.0 g/dL
Hematécrito 31.0 41.0-53.0 %
Leucécitos 23.27 4.00 - 10.00 x 10°/L
Neutroéfilos 21.04 1.80 — 7.00 %
Linfocitos 1.00 1.00 — 4.00 %
Monocitos 1.05 0.20 - 1.00 %
Plaquetas 306 150 — 400 x 10°/L
BIOQUIMICA
Glucose 306 74 - 106 mg/dL
Ureia 34 19 - 49 mg/dL
Creatinina 1.02 0.70-1.30 mg/dL
AST I5 <34 Ul/L
ALT 16 10-49 Ul/L
Fosfatase alcalina 303 46116 uUl/L
GGT 38 <73 ul/L
PCR 196.0 <5.0 mg/L

Adaptado de boletim clinico obtido no Laboratdrio de Andlises Clinicas SYNLAB Madeira.

Atendendo ao boletim clinico, observa-se uma neutrofilia concordante com a infeccao.
Quer a concentragao da hemoglobina quer a contagem de eritrocitos, estao abaixo do limite
de referécia devido ao processo inflamatorio desencadeado pela infecgao. Na sua sequéncia,
obtém-se um hematocrito também diminuido, uma vez que este representa a percentagem de

volume ocupado pelos eritrocitos em um volume de sangue total.
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O aumento da concentragao da fosfatase alcalina esta geralmente associado aos
disturbios hepaticos a nivel dos canaliculos biliares, ou entio ao aumento da actividade dos
osteoclastos para o turnover do osso. Pode-se descartar a hipotese de estar relacionado com
o figado, uma vez que as enzimas hepaticas, sobretudo a GGT, estao dentro dos valores de
referéncia. Numa situagao onde houvesse alguma lesao dos canaliculos biliares, teriamos um
aumento da GGT que é um biomarcador local do mesmo. Possivelmente estara associado ao
0sso e precisariamos de outros parametros como o calcio e a PTH para entendermos melhor

este aumento.

No que diz respeito ao exsudado purulento da ferida, semeou-se em geloses de sangue,
chocolate, Chapman, MacConkey, Saboraud e BHI. No dia seguinte obteve-se os resultados

apresentados na Figura 15.

Figura 15- Resultado do exame cultural. A) Colénias no meio de Chocolate; B) Coldnias na gelose de
sangue; C) Coldnias no meio MacConkey; D) Coldnias no meio de Chapman. (Fotografado do LACSM)

Analisando as culturas, podemos dizer que a partida estamos perante uma infecgao por

Staphylococcus aureus, ja que o meio Chapman apresenta colénias amarelas caracteristicas
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deste microrganismo, que além de serem halotolerantes fermentam o manitol. Por outro lado,
também se obteve crescimento no meio MacConkey, meio selectivo para bactérias de Gram-
negativo. Da andlise deste meio apenas podemos deduzir que se trata de uma bactéria de
Gram-negativo que nao fermenta lactose, mas que pelo odor desagradavel e pelo aspecto das
coldnias, poderiamos excluir a hipétese de se tratar de Pseudomonas. Atendendo a gelose de
sangue e a de chocolate, é possivel detectar o caracteristico swarming do género Proteus, de
tal forma que cobriu as colonias de S.aureus, nao sendo de todo possivel identificar a sua B-
hemolise. Este swarming nao se verifica no meio MacConkey devido a sua concentragao em
sais biliares. (Hernandez, Ramisse, & Cavallo, 1999) nem no Chapman porque o crescimento
desta bactéria € inibido pela concentragao de 7,5% de NaCl que compoe este meio.

Como diagndstico final, fez-se o antibiograma e a identificagio no VITEK®2
COMPACT. Assim, utilizaram-se as cartas GN e AST-N355 para as colonias oriundas do meio
MacConkey, ja que suspeitavamos de Proteus que € um bacilo de Gram-negativo com oxidase
negativa. Da mesma forma, usaram-se as cartas GP e AST-P648 para as colonias provenientes
do meio Chapman, uma vez que a nossa suspeita estava fortemente orientada para S.aureus
que sao cocos de Gram-positivo com catalase também positiva.

Obteve-se Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus. Do antibiograma obtido, validaram-
se os antibioticos representados na Tabela XII. Esta validagao teve em conta o facto da

infecgao ser uma ferida bem como a susceptibilidade comum de ambos os microrganismos.

Como este S.aureus € resistente a Oxacilina, estamos perante um caso de

Staphylococcus aureus meticilina resistente.

Tabela XIlI- Antibiograma validado.

Microrganismo Resistente Susceptivel

Benzilpenicilina, Eritromicina, Acido Fusidico, Clindamicina, ~Gentamicina,
S.aureus Levofloxacina, Moxifloxacina, Linezolida, Sulfametoxazol + Trimetroprim,

Oxacilina Vancomicina

Amoxicilina + Acido Clavulinico, Ampicilina,

Cefuroxima, Cefuroxima Axetil, Ciprofloxacina,
P. mirabilis = - ) -

Gentamicina,  Piperacilina +  Tazobactam,

Trimetroprim + Sulfametoxazol

56



8.4. Candiduria

Chegou ao laboratério uma urina asséptica de um homem de 47 anos. Foi realizada a

urocultura no meio CLED, na qual obteve-se o resultado representado na Figura 16A.

Figura 16- Resultado da urocultura. A) Urocultura primaria no meio CLED; B) Repicagem da colénia no
meio Saboraud. (Fotografado do LACSM)

Esta urina tinha sido dada como negativa, devido ao insignificante crescimento que
apresentou no meio CLED, apesar de estar pura. No entanto, quando se estava a validar os
resultados, verificAmos que na andlise sumaria da urina, realizada pelo auto-analisador, tinha
sido acusado a presenca de muitos leucocitos, o que nao é de todo concordante com a
situagao apresentada. Assim, surge a necessidade de confirmar este resultado com a
observagao do sedimento urinario ao microscépico.

No sedimento urinario, além de terem sido observados muitos leucocitos, observou-
se imensas leveduras. Averiguou-se o processo deste doente e verificou-se que se tratava de
uma pesquisa orientada, o que sugere que esta pessoa apresentava sintomatologia clinica para
uma infec¢ao urinaria. Embora a contagem de colénias obtidas na cultura primaria seja bastante
reduzida, ha que ter em conta que se trata do meio CLED, que nao é um meio propicio para
o crescimento de leveduras. Se a cultura primaria da urina tivesse sido executada no meio
Saboraud, provavelmente teriamos uma contagem 10°, tendo em conta a quantidade de
leveduras que se viu no sedimento urinario ao microscopio. Posto isto, repicou-se esta colonia
para o meio Saboraud (Figura 16B) e levou-se a estufa 37°C/ 24h, para que no dia seguinte
se realizasse a identificacio da levedura, utilizando a carta YST no VITEK® 2. Identificou-se
Candida tropicalis, que é uma das espécies de fungos mais isoladas nas infec¢oes urinarias,

associadas essencialmente as pessoas imunodeprimidas e diabéticas.
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9. Conclusao

Este estagio constituiu uma das experiéncias mais enriquecedoras da minha vida. Nao
s6 porque desenvolvi competéncias técnico-cientificas, mas porque também desenvolvi as
minhas competéncias sociais € humanas. Integrar-me em ambientes novos sempre foi um
desafio pessoal. No entanto, fui bem acolhida por toda a equipa SYNLAB do HPM, que soube
lidar com a minha personalidade e que me envolveu em todas as fases da rotina laboratorial.
Como permitiam que eu fizesse as coisas sozinha, deparei-me com algumas dificuldades e
aprendi a ultrapassa-las, que de outra forma e apenas observando eu nao aprenderia.

Nas primeiras semanas de estagio, confesso que me senti um pouco perdida porque
nao houve um plano especifico, nem por parte da faculdade nem por parte do laboratério,
que me fizesse entender no que deveria me focar. Nunca tinha estado num laboratorio de
Analises Clinicas e de um momento para outro, la estava eu defronte de uma realidade que
nunca me foi explicada na universidade e que também nao consta de todo nos manuais. Roma
nao se fez num dia, e aprender a gerir toda a informagao que corre no laboratério, também
nao.

O Mestrado em Andlises Clinicas na FFUC fornece-nos todas as ferramentas
necessarias para entender as metodologias subjacentes ao processamento das amostras, bem
como compreender e validar os resultados obtidos. A valéncia que me senti mais insegura foi
claramente a endocrinologia, porque nem na licenciatura nem no mestrado, tive uma formagao
solida nesta area. Na Microbiologia, infelizmente nao tive contacto com outros fungos além
de Candida spp., e sendo a Micologia a area que menos gosto e que apresento mais fragilidades,
este estagio nao me deu a oportunidade de supera-las.

Apesar do estagio ter sido interrompido devido ao Estado de Emergéncia, nao me senti
prejudicada. Consegui passar por todas as valéncias e cumprir o tempo de estagio proposto.
Além disso, considero que a minha experiéncia de estagio pés-quarentena foi mais positiva,
nao so6 porque o fluxo de trabalho aumentou, mas porque também ingressaram outras pessoas

na equipa, igualmente em formagao, permitindo-me aprender com elas.

Termino assim este capitulo da minha vida, com mais perguntas do que respostas, mas
com a certeza de que fiz sempre o que estava ao meu alcance para cumprir os objectivos

propostos.
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1. Anexos

I1.1. Anexo | — Técnica para a realizagao de um esfregaco de sangue periférico.

Tabela XilI- Kit Hemacolor®.

Reagentes Tempo de imersao (s)
Metanol 10
Eosina Y 10
Azul de metileno 60
Solugao tampao (pH 7,2) 5

Procedimento

A) Colocar uma gota de sangue numa das

extremidades da lamina;

B) Aplicar uma segunda lamina ou lamela, num
angulo de 30 a 45 graus, junto da gota de

sangue;

C) Assim que o sangue se espalhe ao longo da
borda da lamina, avangar com a mesma num

movimento suave e estavel.

Figura 17- Técnica para a realizacido de um esfregaco de sangue periférico. (Keohane, Otto, &
Walenga, 2020)
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11.2. Anexo Il = Coloracao de Gram.

Tabela XIV- Reagentes da coloragao de Gram.

Reagentes Tempo (min)

Cristal violeta |

Solugao de Lugol I

Alcool-acetona I

Safranina |

Procedimento

Deixar a lamina arrefecer, apos a execugao e fixagao do esfregaco;

2. Cobrir a lamina com cristal violeta, durante |minuto;
3. Lavar suavemente com agua;

4. Cobrir a lamina com lugol, durante |minuto;

5. Lavar com agua;

6. Descorar com alcool-acetona;

7. Lavar e escorrer o excesso de agua;

8. Cobrir a lamina com safranina, durante I minuto;

9. Lavar, escorrer e limpar o excesso de agua;

0. Deixar a lamina a secar a temperatura ambiente;

Por fim observar o esfregagco com a objectiva de imersao.

(Smith & Hussey, 2005)
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11.3. Anexo Ill - Coloragao de Kinyoun.

Tabela XV- Reagentes da coloragao de Kinyoun.

Reagentes Tempo (min)
Carbolfucsina 5
Acido sulfirico e alcool etilico 3

Azul de metileno I

Procedimento

I. Apos a realizagao e fixagao do esfregago, deixar a lamina arrefecer;
Cobrir a lamina com solugao de carbolfucsina, durante 5 minutos;
Lavar abundantemente a preparagao com agua;

Cobrir a lamina com a solucao de acido alcool, durante 3 minutos;
Lavar abundantemente com agua;

Aplicar a solugao de azul de metileno, durante Iminuto;

Lavar a preparagao com agua;

© N o ok WD

Terminar a secagem a temperatura ambiente e observar a lamina com a objectiva de

imersao.

(Public Health England, 2018)
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