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Resumo

O relatorio de estagio na area cientifica de Analises Clinicas demonstra as actividades
desenvolvidas no Laboratorio Labeto, S.A., sob a orientacio da Doutora Maria Beatriz
Tomaz e sera apresentado a Faculdade de Farmacia. Estas envolveram diversas valéncias,
entre elas estao a Imunologia, a Autoimunidade, a Endocrinologia, a Bioquimica, a Genética, a
Hematologia e a Microbiologia, contudo, foram apenas duas as areas selecionadas para uma
descricao mais pormenorizada, a Hematologia e a Microbiologia. Nestas areas explicaram-se
as metodologias utilizadas no laboratorio e demonstrou-se a capacidade de interpretagao
dos resultados analiticos.

O estagio teve como principal objectivo a aplicagao dos conhecimentos tedricos
adquiridos durante o curso na pratica clinica, bem como proporcionar ao mestrando o
desenvolvimento de competéncias pessoais e profissionais. Durante a realizagado do mesmo
foi possivel perceber que o laboratério possui a mais avangada tecnologia e um corpo
técnico extremamente qualificado.

Além disso, também permitiu a percep¢ao do papel importante dos profissionais de
Anadlises Clinicas, no ambito do diagnéstico de doengas, na avaliagio da efectividade de

tratamentos, na monotorizagao e no controlo de terapéuticas.



Abstract

This report shows the activities in the Labeto, S.A., Laboratories, in the scientific area
of Clinical Analysis, under the guidance of Dra. Maria Beatriz Tomaz and will be presented to
the Faculty of Pharmacy. These involved various aspects, among them are Immunology,
Autoimmunity to the Endocrinology, Biochemistry, Genetics, Microbiology and Hematology,
however, only two areas were selected for a more detailed description, Hematology and
Microbiology. In these areas were explained the methodologies used in the laboratory and
were demonstrated the capacity to interpret the analytical results.

The stage had as main objective the application of theoretical knowledge acquired
during the course in clinical practice as well as provide the graduate student to develop
personal and professional skills. During the same, it was revealed that the laboratory has the
most advanced technology and a highly qualified staff.

It also permitted the realization of the important role of Clinical Analysis of the
professionals in the field of diagnosis of diseases, in evaluating the effectiveness of treatment,

monitoring and peace in the control treatments.



Introducao

Este relatério de caracter profissional pretende fazer uma abordagem cientifica das
Analises Clinicas, tendo em conta a aplicagao pratica dos conhecimentos teoricos adquiridos
e assim percebendo o contexto real em que vivemos, numa perspetiva humana e econémica.

A actividade profissional decorreu no Laboratério Labeto — Centro de Analises
Bioquimicas, S.A., pertencente ao Grupo Beatriz Godinho, com sede na Avenida Marqués de
Pombal, Leiria durante o ano lectivo 201 1/12.

Este Laboratério possui um corpo técnico qualificado para executar as valéncias de
Imunologia, Autoimunidade, Endocrinologia, Bioquimica, Genética, Hematologia e
Microbiologia, sendo estas as duas Ultimas as selecionadas para aprofundamento teérico.

A equipa de colaboradores das sec¢oes de Hematologia do Labeto é formada pelos
seguintes elementos: uma Especialista em Analises Clinicas (EAC), um Técnico Superior em
Anilises Clinicas (TSAC) e uma Técnica de Andlises Clinicas (TAC). Na seccao da
Coagulagao temos uma EAC. Estas equipas nao sao estaticas, assim sendo poderao existir
variagoes. Facto que revela a importancia da polivaléncia dos profissionais.

A equipa da seccao de Microbiologia é constituida por uma TAC, uma
Microbiologista e uma EAC.

Os servigcos encontram-se completamente informatizados, possuindo uma rede de
computadores com terminais ligados directamente aos aparelhos, o que possibilita a
informatizagao dos servigos desde a abertura dos processos, com a devida atengao para os
dados do paciente e para as analises requisitadas, até a emissao dos boletins de resultados. e-
Deialab é o programa informatico do laboratorio.

O laboratorio encontra-se apetrechado com sofisticado equipamento automatizado.

As metodologias a aplicar sao escolhidas em fun¢ao do desempenho exigido, de
forma apropriada as condigoes do laboratério, e de acordo com o equipamento e reagentes.

Os equipamentos sao preparados diariamente, no que respeita a reagentes,
calibradores e controle, tendo em conta as recomendagoes do fabricante para cada
aparelho.

Os programas utilizados para a avaliagio externa da qualidade sao o do INSA
(Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, I. P), UK-NEQAS e AEFA-YAEBM. Além
disto, € um laboratorio certificado pela Norma NP EN ISO 9001:2008, das Normas dos
Laboratérios Clinicos da Ordem dos Farmacéuticos e do Manual de Boas Praticas

Laboratoriais.



Caracterizacao do Laboratorio de Estagio

O laboratério Labeto, S.A., com sede em Leiria tém Direccao Técnica de Doutora
Beatriz Godinho responsavel maxima pelo laboratério como instituicao, destaca-se com as
fungoes de validagao biopatoldgica e cooperagao extrema em todas as situagoes dubias que
eventualmente possam ocorrer. Por vezes, estas competéncias sao partilhadas por outros
especialistas.

Uma das areas seleccionada para a descrigao mais detalhada foi a Hematologia. Sendo
que esta no laboratério esta dividida em duas sec¢oes: a Hematologia e a Coagulagao. A
estas secgoes do laboratorio chegam varios tipos de tubos com amostras biologicas para
proceder a respectiva analise. Dentro destes temos o tubo de EDTA tripotassico para
contagens hematologicas e o tubo de Citrato de Sodio para hemostase.

Numa primeira fase procede-se a triagem das amostras, os tubos de citrato
destinados as provas de coagulagao sao centrifugados a 2970 rpm durante |5 minutos e
posteriormente, sao distribuidos pelos varios sistemas automaticos.

Ao nivel de competéncias deve salientar-se que a TAC cabe a triagem dos tubos
contendo amostras, a sua distribuicdo para os sistemas automaticos. E também responsavel
pelas listas de trabalho, verificagdo dos produtos em falta e pelo funcionamento geral dos
sistemas automaticos: Sysmex XE-5000 e Advia 2120 (hemogramas), Test | HL (velocidade
de sedimentagao), BCS XP (hemostase) e ADMS HA-8160 (hemoglobinas glicadas).

Ao TSAC e a EAC tém como fungoes a organizagao, coordenagiao da secgao, tomar
nota das ocorréncias durante o trabalho e auxiliar a TAC quando necessario. No inicio do
trabalho procede-se a avaliagao dos resultados do controle de qualidade interno e, caso haja
algum problema de caracter técnico contactar com os fornecedores para a sua resolugao.

ApOs a saida dos resultados o Técnico Superior e a Especialista procedem a validagao
técnica e, no caso dos hemogramas, seleccionam as laminas a corar, observam a morfologia
de sangue periférico e corroboram o resultado obtido no aparelho. Em caso de duvida na
observagao microscopica a ultima palavra cabe sempre a especialista.

Outra das areas seleccionada para a descrigao mais detalhada foi a Microbiologia. A
esta secgao do laboratério chegam varios tipos de produtos bioldgicos para proceder a
respectiva andlise. Area isolada das restantes areas e com equipamento préprio,
nomeadamente estufa de incubagao com estudo de verificagdo de homogeneidade de
temperatura a 37 °C, dispositivos para obtengao de atmosfera pobre em oxigénio, bicos de

Bunsen e Camara de Fluxo Laminar.



A TAC tem como responsabilidade a triagem, imprimir as listas de trabalho,
proceder a organizagao das amostras, tratamento das amostras e sementeiras.

A Microbiologista cabe a funcio de avaliar as placas dos dias anteriores, realizar a
técnica de identificagoes e antibiogramas no sistema Vitek 2, antibiogramas manuais e outros
testes especificos e sua interpretagao, observagao ao microscopio dos exames a fresco e
corados.

A EAC tem a responsabilidade de organizar e coordenar a secgao, contacto com
fornecedores para resolugao de problemas técnicos. A especialista também pode auxiliar a
Microbiologista nalgumas das suas fungoes. Por outro lado, também cabe a esta profissional a
validagao biopatologica de processos e contacto com os clinicos prescritores e doentes,
tarefa dividida com as outras especialistas.

O fluxo de utentes neste laboratorio é cerca de 900 utentes diarios, dos quais sao

realizados aproximadamente 530 hemogramas e |30 uroculturas.



Hematologia
Hemograma, Plaquetas e Reticuloécitos

A Hematologia de rotina é uma das areas mais requisitadas pelos clinicos, podendo
evidenciar-se as seguintes andlises: Hemograma, Plaquetas e Velocidade de
Sedimentacdao. Os resultados obtidos revestem-se de uma consideragao razoavel
especialmente em conjugagao com os resultados provenientes das restantes areas.

Estas andlises sao realizadas em aparelhos automatizados, nomeadamente o
Hemograma e as Plaquetas, em que se procede a uma distribuicao equilibrada das amostras
pelos seguintes aparelhos, Sysmex XE-5000 e Advia 2120. Os reticulocitos sao quantificados

no Sysmex XE-5000.

Metodologia e fundamentacao dos equipamentos Hematoloégicos
Contador Hematolégico: Sysmex XE-5000
Neste aparelho, tal como ja foi dito previamente, sio executados os seguintes
pedidos: Hemograma, Plaquetas e Reticulocitos. Para isso, utilizam-se amostras de sangue
total colhido em tubos de K;EDTA.
Para um doente com estes trés pedidos (Hemograma, Plaquetas e reticulocitos), a
amostra dentro do aparelho sera dissociada em 6 canais diferenciados:
> Canal HGB
> Canal RBC/PLT
> Canal 4DIFF
» Canal WBC/BASO
» Canal RET/PLT-O
> Canal IG

Canal HGB — Metodologia SLS-Hb
Esta metodologia permite determinar o valor de hemoglobina. O método SLS-Hb, tal
como o nome indica, usa o Surfactante Laurilsulfato de Soédio (SLS), afastando o uso de
cianeto. Apos aspiragao e diluicao, a reacgao ocorre pela seguinte ordem:
|- Hemolise de eritrocitos
2- Alteragao da conformagao da molécula globinica
3- Oxidacao do ferro
4- Formagao do complexo SLS-Hb
A quantificagao é feita pela leitura da absorvancia, pico a 535nm e do pico adjacente a

560nm.



Canal RBC/PLT — Método de detecgao por Focagem Hidrodinamica

O XE-5000 conta e detecta o tamanho dos eritrocitos e plaquetas usando o método
da focagem hidrodinamica (HDF). O objectivo da HDF é reduzir a perda e variagao de
pulsos devido a passagem nao axial na zona de detecgao e recirculagao de células, os quais
podem causar falsas contagens celulares.

Neste processo, as particulas estao sob uma ligeira pressao e sao injectadas a partir
da abertura formando uma coluna de particulas. Esta coluna é rodeada pelo diluente,
submetendo a um alinhamento particula a particula e, servindo, assim, de guia para a
passagem das mesmas pelo orificio e subsequentemente pelo tubo de captura.

Neste canal obtém-se a contagem de eritrocitos, plaquetas, o VGM e o VPM.

Canais 4DIFF, WBC/BASO e RET/PLT-O - Citometria de fluxo por laser
semicondutor
O laser semicondutor ilumina a amostra e separa as células de acordo com os seus
sinais:
» Forward scatter — esta intensidade luminosa indica o volume celular
> Side scatter — da a informagio do contetdo celular, como o nlcleo e grinulos

> Side fluorescence — indica a quantidade de DNA e RNA celulares

Canal 4DIFF

O surfactante provoca lise e colapso dos eritrocitos e plaquetas e possibilita a
abertura de poros nas membranas dos leucécitos. A seguir, o corante Polimetina migra para
dentro dos leucocitos danificados e liga-se aos acidos nucleicos e organitos citoplasmaticos.
Quando expostos a luz laser a 633nm, a intensidade de fluorescéncia é directamente
proporcional ao conteido de dacido nucleico. De seguida, um acido organico liga-se
especificamente aos granulos dos eosindfilos, possibilitando a sua diferenciagio dos
neutrofilos através dum sinal superior de side scatter. Posteriormente, o aparelho diferencia

os leucocitos em 4 tipos: neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos.

Canal WBC/BASO

Neste canal, o Sysmex XE-5000 usa os sinais forward e side scatter. Um reagente acido
provoca uma lise fazendo diminuir os eritrécitos e plaquetas e reduz os leucécitos a simples
nucleos, com excepgao dos basdfilos, e assim, permitindo a contagem do numero total de

Leucocitos e a contagem de Basofilos.



A reducgao de tamanho dos eritrocitos e plaquetas e a passagem dos leucécitos (com
excepgao dos basofilos) a simples nucleos é também feita por um surfactante. As diferengas
volumétricas resultantes entre os basofilos e as restantes células sao analisadas a partir das
informagoes provindas dos feixes forward scatter e side scatter. Os dois feixes fazem também

a diferenciacao entre as células de tamanho menor anucleadas e as células nucleadas.

Canal RET/PLT-O
Neste canal, os acidos nucleicos dos leucocitos e eritrécitos nucleados sao corados,
sendo contados através dos feixes forward scatter e side scatter. As células nucleadas sao
divididas em 3 graus, de acordo com a sua fluorescéncia:
> LFR — racio de fluorescéncia baixo (Low fluorescence ratio) — eritrocitos
> MFR - ricio de fluorescéncia médio (Middle fluorescence ratio) — reticuldcitos

> HFR - racio de fluorescéncia alto (High fluorescence ratio) — leucdcitos

O somatoério da contagem MFR e HFR ¢é apresentado como o racio de reticulocitos
imaturos (IFR). A contagem optica de plaquetas também ¢é aqui realizada, permitindo corrigir
a contagem quando na presencga de plaquetas gigantes e/ou eritrocitos macrociticos.

Este canal utiliza 2 corantes. Estes penetram nas membranas celulares corando o
RNA dos reticulécitos e o RNA/DNA das células nucleadas. Os reticuldcitos sao separados
dos eritrocitos através da diferenga de conteido em RNA e, separados das restantes células
nucleadas, através das diferencas em conteido de DNA/RNA. Ja que as células nucleadas,
tais como os leucocitos e eritroblastos e eritrécitos com inclusoes de Howell-Jolly, tém uma
elevada intensidade de fluorescéncia, os reticulocitos, de intensidade de fluorescéncia mais

reduzida, sao detectados facilmente permitindo desta forma uma contagem fiavel destes. (1)

Granulocitos imaturos (IG):
Metamielécitos
Mielocitos

Promielocitos

HELIT = BASD

Th]

Figura n°l — Contagem Figura n°2 — Contagem
fluorescente de reticulécitos de granulécitos imaturos
no XE-5000
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Contador Hematolégico: Advia 2120
Dispersao de luz

O Adpvia 2120 faz contagem e medicao de células por este método e usa luz branca
para os leucocitos e laser para os eritrocitos e as plaquetas. Os eritrocitos sao convertidos
de modo isovolumétrico em esferas, de modo que a dispersao da luz torna-se independente
da forma da célula, e pode ser prenunciada por leis fisicas. As células passam por um raio
laser e a luz dispersada frontalmente é medida num angulo estreito (2 a 3°) e um mais largo
(5 a 15°). A comparagao de ambas permite a determinagao do tamanho e da concentragao
de hemoglobina das células uma a uma. Sao fornecidos histogramas da distribuicao por
volume e por concentragao hemoglobinica, além dum grafico no qual o volume aparece nas
ordenadas e a concentragao de hemoglobina nas abcissas. O histograma do volume celular
permite a deducio do VGM, do RDW e do Htc. Desta forma, o histograma das
concentragoes de hemoglobina permite deduzir a média das concentragoes globulares de

hemoglobina.

Figura n°3 - VGM em funciao da CHGM

Cianometahemoglobina — Metodologia Convencional Modificada

Determina a Hemoglobina (Hb). A HGM e a CHGM sao calculadas a partir da Hb, da
contagem de eritrocitos e do VGM. Como opcional temos o doseamento de hemoglobina
pelo método Laurilsulfato. Assim sendo, sao realizadas duas determinagoes independentes da
CHGM, mas ambas representam a concentragao média de hemoglobina na célula. Devem
fornecer o mesmo resultado. Isto serve de controlo de qualidade interno.

O aparelho produz determinagoes exactas de VGM, Htc e CHGM, concordantes
com os métodos de referéncia, contudo, nao sao medidas com exactidao as formas que nao
podem ser convertidas em esferas isovolumétricas, como por exemplo as células falciformes
irreversiveis. Medidas similares de dispersao da luz em dois angulos permitem contar e

medir as plaquetas (VPM). Também sao calculados o plaquetocrito e o PDW, uma medida da
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anisocitose plaquetaria. A contagem por essa tecnologia parece melhor em casos de
trombocitopenia.
A contagem diferencial do Advia deriva de dois canais:
> Canal peroxidase

> Canal basoflio/lobularidade

Canal Peroxidase

Este canal utiliza a luz branca e incorpora uma reacg¢ao citoquimica na qual a
peroxidase dos neutrofilos, dos eosindfilos e dos mondcitos age sobre um substracto, o 4-
cloro-1-naftol, produzindo um produto de reac¢ao negro, que absorve luz. Neutrofilos,
eosindfilos, mondcitos e linfocitos dividem-se em quatro aglomerados. Ha outro aglomerado
de células peroxidase-negativas e maiores do que a maioria dos linfécitos “células grandes
nao coradas” (LUC large unstained cells). Em pessoas saudaveis, as LUC sao principalmente
linfocitos grandes, mas células anormais, como blastos e linfocitos atipicos, podem cair nesta

categoria.

Canal basoéfilo/lobularidade

Neste canal independente, os basoflios sao distinguidos dos outros leucocitos, pela
resisténcia a perda do citoplasma com um agente litico em meio acido. Os basdfilos,
medidos por dispersao frontal da luz, sio maiores do que os residuos sem citoplasma das
demais células. Também se utiliza o canal basofilo/lobularidade para detectar a presenga de
blastos. A dispersao frontal da luz é proporcional ao tamanho celular. A dispersao da luz em
angulo grande é a medida da densidade nuclear e da lobulagiao. Os blastos sao detectados
como uma populagao com uma densidade nuclear anormalmente baixa. Além disso, o “indice
de lobularidade” (IL) é uma determinagao da relacao entre o numero de células que
produzem muita dispersao da luz em angulo grande (neutrdfilos lobulados) e as células que
produzem menos dispersao da luz em angulo grande (células mononucleares, granulécitos
imaturos e balstos).

O equipamento além de “alarmes” para a presenga de blastos, linfocitos atipicos,
granuldcitos e eritroblastos possui o indice médio de peroxidase. Este Ultimo é uma medida
da actividade média da peroxidase, a qual estd diminuida na deficiéncia genética de
peroxidase, como a que ocorre nalguns sindromes mielodisplasicos e leucemias mieldides.
Também ha uma diminuigdo na gravida. Este parametro estd aumentado nas infecgoes,
nalguns sindromes mielodisplasicos e leucemias mieldides, na AIDS e na anemia

megaloblastica. (1)
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Tabela | - Metodologias dos contadores hematologicos

Comparacao — Metodologias

Sysmex XE-5000

Hemoglobina Colorimetria Surfactante

Eritrocitos
Hematoécrito
VGM

Leucocitos

Plaquetas

Laurilsulfato de Sodio

Citometria de fluxo com focagem
hidrodinamica

Citometria de fluxo com focagem
hidrodindmica

Calculo

Citometria de fluxo com dispersao
lateral da luz, dispersao frontal e
intensidade de fluorescéncia
Citometria de fluxo com focagem
hidrodinamica

Interpretacao de histogramas

Advia 2120

Colorimetria e Citometria de fluxo
(metodologia convencional da
cianometahemoglobina)
Citometria de fluxo com dispersao
em 2 angulos

Calculo

Citometria de fluxo com dispersao
em 2 angulos

Citometria de fluxo combinada com
citoquimica peroxidase

Citometria de fluxo com dispersao
em 2 angulos (Método 6ptico)

O resultado de um pedido do hemograma é composto por: Eritrograma e

Leucograma.

Na linha inferior temos os alarmes (flags), os quais nos permitem chamar a atengao

para resultados fora dos valores de referéncia ou com alteragdes nos histogramas que

evidenciam possiveis alteragoes morfoldgicas. A continuagao do estudo do hemograma ¢é

feita, geralmente, através da observagao de esfregago de sangue periférico e por interacgao

com resultados obtidos noutras secgoes, nomeadamente na bioquimica.

Os indices hematimétricos saio comuns aos dois aparelhos hematologicos:

“» HGM= Hbleritrécitos — é a quantidade de hemoglobina num dado volume de

eritrocitos (em pg).

“» Htc=VGM-*eritrécitos — é a proporgio do volume sanguineo ocupada pelos

eritrocitos (em %).

“» CHGM=Hb/Htc - ¢é a concentragio de Hb por unidade de volume. Indica-nos o

teor de Hb, se os eritrocitos tém ou nao o conteudo normal (em g/dL).

“» RDW - permite detectar anomalias relacionadas com a anisocitose.
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Tabela Il - Principais alteracées morfolégicas

Anisocitose Poiquilocitose

Aumento da variagao do tamanho (eritrocito Aumento da variagao da forma (célula em
normal, micrécito e macrocito) alvo, esferocito, ovaldcito/eliptocito,
estomatocito)

Por outro lado, a andlise frequente dos leucécitos permite ao clinico uma orientagao
terapéutica baseada nos dados encontrados no exame clinico. Quaisquer valores acima do
valor de referéncia 4 a 8 x 10°/L traduzem uma situagio de leucocitose, enquanto valores
abaixo significam que estamos perante uma leucopenia, o que é caracteristico de alguns tipos
de leucemias e aplasias.

Quaisquer situagoes de traumatismo e infecgoes levam geralmente a leucocitose. Um
factor muito importante na leucocitose é a distingao entre uma reacgao leucemoide e
leucemia mielocitica crénica: no caso da segunda, a mesma caracteriza-se, como qualquer
outra leucemia, pela proliferagio monoclonal da linha mieloide, ou seja, a linhagem mieloide
deve estar aumentada, no hemograma. Se nao houver aumento de pelo menos um dos tipos
de leucécitos, entdo estamos perante a primeira situagao, que se caracteriza por uma
reactividade e leucocitose excessiva, com presenga de células imaturas no sangue periférico
que ocorre sobretudo em criangas. (2)

2 Neutréfilos — sio células com o nicleo multilobulado (3 a 5 l6bulos) e possuem
granulos primarios e secundarios.

Tabela lll = Causas de neutrofilia

Neutrofilia - Aumento do n° de Neutrofilos

Infeccoes bacterianas, Doentes politraumatizados, Doengas metabolicas, Tratamento
com corticosteroides, Leucemia mieldide crénica

Abaixo dos valores considerados normais traduzem neutropenias caracteristicas de
doentes com infecgoes em antibioterapia ou mesmo infecgoes fulminantes.
> Linfécitos — tém uma grande variabilidade em termos de tamanho e morfologia e
podem classificar-se em linfocitos T ou linféocitos B. sao, no entanto, células
mononucleares que podem ou nao ter granulos. Valores abaixo do limite designam-se

de linfopenias. (2)

Tabela IV = Causas de linfocitose
Linfocitose = Aumento do n° de Linfocitos

Infecgoes (Mononucleose Infecciosa, Sifilis, Brucelose) ou Sindromas linfoproliferativos.

Em individuos adultos saudaveis a formula leucocitaria neutroéfilos/linfocitos € >1. Nas

criangas € o oposto: neutrdfilos/linfocitos<l.
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Podemos ter linfocitoses relativas que cursam com linfopenias absolutas — nos casos
de leucopenias, o niumero de leucocitos esta baixo e quando calculamos a valor relativo de
linfocitos, mesmo que estes estejam em numero normal, teremos linfocitose. Em caso de
células maduras nao é importante o calculo dos valores relativos, pois podem induzir em
erro.

2 Monécitos — sao células grandes, geralmente vacuoladas, que possuem um so6 nicleo
reniforme. A sua fungao por exceléncia é a fagocitose e apresentagao de antigénios

aos linfocitos T.

Tabela V - Causas de monocitose
Monocitose - Aumento do n° de Monécitos
Infecgoes bacterianas, Infecgoes por protozoarios, Leucemia mielomonocitica croénica

> Eosinéfilos — Eosinofilias sao frequentes em alergias, asma e também em parasitoses.
> Basofilos —Basofilias traduzem processos alérgicos, ja que os seus granulos sio

muito ricos em histamina. (2)

Anemias
Muitos sao os casos que aparecem no laboratério de anemia (abaixamento do valor

de hemoglobina e/ou numero de eritrocitos). (2)

Tabela VI - Classificacdo genérica das anemias em trés grupos

Microcitica, Normocitica, normocromica Macrocitica

hipocréomica

VGM<80 fL VGM e HGM dentro dos valores VGM> 100 fL

HGM<27 pg de referéncia

Anemia Sideropénica Hemorragia aguda, Anemia Anemia nao

Anemia Sideroblastica  Anemia das Doengas Crénicas Megaloblastica: Megaloblastica:

Anemia da Intoxicagao  (Doenca renal crénica) Défice de vitamina Consumo de

pelo Chumbo Anemias Hemoliticas e B12, Défice de alcool,

Anemia das Doengas Hiperesplenismo folatos, Anomalias Doenga

Cronicas Anemia na Insuficiéncia renal no metabolismo Hepatica,

Talassemias deve-se a diminuicao da da Vit. BI2 ou Mielodisplasia
producgao de eritropoietina e a folatos, Anemia
diminuigao da semi-vida dos Defeitos na sintese  Aplastica
eritrocitos. do DNA

Leucemias
As leucemias sao um grupo de patologias que agridem a medula ossea e que se
caracterizam pela proliferagio medular anarquica de leucécitos malignos, progressiva no

tempo e no espago. Pode atingir as linhagens mieldides (eritrocitos, granulocitos e
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plaquetas), ou a linhagem linfoide, alterando o sangue periférico, ainda que tais células
neoplasicas possam nao ser encontradas neste. E um cancro agressivo e muitas vezes fatal.
Nas formas agudas predominam as células imaturas (blastos), e nas formas cronicas

predominam as células maduras.

Tabela VIl - Classificacao das leucemias

Linhagem Agudas Cronicas
Mieloide/Granulocitica Leucemia mieldide aguda (LMA) ou Leucemia mieloide
Leucemia mieloblastica cronica (LMC)
Linféide Leucemia linfocitica aguda ou Leucemia linfocitica
Leucemia linfoblastica aguda (LLA) croénica (LLC)
Megacariocitos Leucemia de células megacariociticas ~ Trombocitemia
Eritroide Eritroleucemia aguda Policitemia Vera

(2)

Tabela VIII - Classificacdo de LMA e LLA conforme grupo franco-americano-britanico

(FAB)
LMA LLA
MO — indiferenciada LI — com blastos pequenos, uniformes,
relagao nucleo-citoplasma alta
M| — sem maturagao ou com maturagao L2 — com blastos maiores, heterogéneos,
escassa, sendo o predominio dessa relagao nucleo-citoplasma mais baixa

maturagao para a linha
granulécito/neutrdfilo.

M2 — LMA com maturagao para a linha L3 — com blastos vacuolizados, citoplasma
granulocito/neutrofilo. basofilo
M3 - LMA promielocitica

M4 - LMA mielomonocitica

M5 — LMA com maturagao para a linha
monocitica

M6 - Eritroleucemia

M7 — Leucemia aguda megacarioblastica

(2)

Critérios de validacao analitica
Nalgumas situagoes, o resultado pode ser validado, sem recorrer ao esfregaco de
sangue periférico, contudo, existem casos em que se deve observar a lamina:
> Plaquetas inferiores a 100 10°/L, nos casos em que plaquetas <50 |10°/L sem histérico
ou informagao pedir nova colheita em EDTA e citrato para confirmagao;

> Hemoglobina <10 mg/dl;



> Sempre que haja alteragdes no hemograma (constantes, informagio dada pelo

equipamento) e que se ache necessario analisar.

Reticulodcitos

A contagem de reticulocitos € o exame mais simples e directo para avaliar a taxa
efectiva de produgao dos eritrocitos. O numero de reticuldcitos no sangue periférico
reflecte a actividade eritropoiética medular, partindo do principio que ha uma libertagao
normal dos reticulocitos da medula, e que estes permanecem em circulagao o periodo de
tempo normal. Quando se estuda uma anemia e a sua provavel etiologia, a contagem de
reticulécitos € um exame de |° linha, a par das constantes globulares e do estudo
morfolodgico dos eritrocitos. Permite diagnosticar se se trata de uma anemia regenerativa,
em que ha estimulagao da medula e ha uma resposta medular com aumento do niumero de
reticulécitos e consequente aumento da produgao de eritrocitos, ou de uma anemia
arregenerativa, em que ha um defeito na produgao dos eritrocitos e nao ha um aumento do

numero de reticulocitos. (3) (4)

Estudo morfolégico de sangue periférico
Esta coloragao é utilizada para corar os esfregagcos de sangue periférico. As laminas
sao coradas para observagao em 4 situagoes:
3 A pedido do clinico
3 Confirmacio de resultados do hemograma
3 Pesquisa de hematozodrios (para uma contagem de parasitémia e definicio da espécie
do parasita)
3 Pesquisa de eosinéfilos no exsudado nasal
A técnica utilizada é Hemacolor, de acordo com o manual do equipamento Mirastainer
ll, € uma coloragao de sangue baseada na coloragao de Giemsa. Este € um corante neutro
derivado do corante primitivo de Romanowsky. O nucleo das células toma as cores basicas
(solugao de tiazina) e os elementos citoplasmaticos as acidas (da eosina). Este método

permite diferenciar as varias morfologias das células hematopoiéticas.

Pesquisa de siderocitos e de sideroblastos

Na deteccao de siderécitos e de sideroblastos é usado um método de coloragao.
Baseia-se na reac¢ao do Azul da Prussia, também denominada por reacgao de Perls, em que
o 4cido ferrocianidrico reage com o ido Fe**. H4 formacio de um precipitado de cor azul

intenso, designado Azul da Prussia, em forma de granulos — os granulos sideroticos.
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Importantes nas anemias sideroblasticas que podem ser de causa hereditaria ou adquirida
(alcool). Este procedimento aplica-se a amostras de sangue periférico e/ou de medula 6ssea.
(1 () (6)

Calcular a percentagem de siderocitos/sideroblastos:

% Siderocitos ou Sideroblastos= (Siderodcitos ou Sideroblastos X 100) / eritrocitos

Determinacao da fragilidade globular

Os eritrocitos sao expostos a um gradiente hipotdnico de cloreto de sddio,
determinando-se os indices de resisténcia das células a concentragoes salinas hipotdnicas.
Os valores da resisténcia globular sao expressos em percentagem (correspondente a
concentragao de NaCl). As resisténcias minima e maxima correspondem as concentragoes
de NaCl dos tubos onde a hemdlise comeca e onde é total, respectivamente. Este método
permite uma avaliagdo clinica sobre o estado de anemia hemolitica. A Esferocitose
Hereditaria apresenta resisténcia osmética aumentada dos eritrocitos, ou seja, os eritrocitos
lisam para maiores concentracoes de NaCl. Pelo contrario, a Eliptocitose Hereditaria

apresenta fragilidade osmotica normal ou ligeiramente diminuida. (5) (7)

Velocidade de sedimentacao

Os valores da velocidade de sedimentagao (VS) sio uma medigao genérica nao
especifica de estados inflamatorios e de infecgao. O aumento da velocidade de sedimentagao
pode ocorrer em infecgoes, necrose tecidular, doengas reumaticas, leucemias, neoplasias,
mielomas, anemias e gravidezz A sua diminuicdo verifica-se nas poliglobulias,
hipofibrinogenemia e anomalias da forma dos eritrocitos. (5)

No laboratério, usa-se um método automatizado para medi¢ao da velocidade de
sedimentagao: Test | THL

O Test | é um analisador automatico que consiste num microfotdmetro capilar para
a determinagao da velocidade de sedimentagao dos eritrocitos. Baseia-se no principio da
fotometria capilar de fluxo (andlise cinética). Tem uma capacidade maxima para 60
amostras/ciclo.

A determinagao da velocidade de sedimentagao consiste em medir a velocidade de
separagao entre os eritrocitos e o plasma em sangue total nao coagulado (K,EDTA).

Apos agitagao, a amostra é automaticamente transferida para um capilar mantido a
37°C. O dispositivo usa feixes infra-vermelhos com um comprimento de onda 950nm que
atravessam o capilar. O detector de fotodiodo detecta o feixe exterior e regista o sinal por

um periodo de tempo fixo, o que permite a construcao da curva de sedimentagao para cada
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amostra. Através de um modelo de regressao linear, o sinal é transformado num valor
comparavel com os valores de Westegren. (8)
Se for pedido Indice de Katz (IK) pelo clinico calcular através da seguinte formula:

IK = (valor 1*hora + metade do valor 2*hora) /2

Hemoglobina glicada

O doseamento da Hemoglobina Glicada (HbAlc) é incluido nesta parte do relatério,
uma vez que o mesmo ¢é realizado na secgao de Hematologia. Isto deve-se ao facto de a
amostra ser a mesma das técnicas hematoldgicas (K,EDTA), e o aparelho de HPLC utilizado
servir também para o doseamento da Hemoglobina A, e Hemoglobina F.

A HbAIc é determinada por rotina em todas as pessoas com Diabetes Mellitus para
avaliar o grau de controlo glicémico. Deve ser tido em conta que o seu valor pode ser
alterado por outros fatores além da glicose (hemoglobinopatias, situagcoes de elevado
turnover eritrocitario). (9)

A formagao de Hemoglobina Glicada é irreversivel, e o nivel no sangue depende do
tempo de vida do eritrocito (média de 120 dias) e da concentragao de glucose no sangue.

A hemoglobina Glicada é formada por ligagao da glucose com a porgao N-terminal da
valina de cada cadeia da Hemoglobina A, resultando numa base de Schiff instavel.
Posteriormente sofre um rearranjo de Amadori formando a HbAlc. (9)

Para a realizagao deste doseamento € usada a Cromatografia Liquida de Alta Pressao.
Este tipo de cromatografia usa uma coluna composta por resina de troca idnica de caracter
catidnico de fase reversa. (9) Assim, nestes comprimentos de onda podemos obter as

seguintes frac¢oes: HbAlc, HbAI, HbF, HbA2 e hemoglobinas variantes.

Interpretacao dos resultados

Os resultados devem ser apresentados nas unidades mmol/mol, indicadas pela
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) and Laboratory Medicine, bem como
em percentagem, segundo National Glycohemoglobin Standardization Program e Diabetes
Control and Complications (NGSP/DCCT), e referida a glicemia média estimada, obtida por
célculo a partir do valor da HbAlc, em percentagem. Tomados como exemplo os valores de

5 e 7% de HbAlc. (10)
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Tabela IX - Varias unidades para HbAIc e glicemias

Glicemia Média Estimada (GME) ‘

NGSP/DCCT IFCC Sistema Sistema
Convencional Internacional (SI)
5% 31 mmol/mol 97 mg/dL 5.4 mmol/L
7% 53 mmol/mol 154 mg/dL 8.6 mmol/L
(1)

Equacao de conversao de unidades IFCC para NGSP/DCCT da HbAlc:
HbAIc (%) = 0.09148 x Hb Alc (mmol/mol) + 2.152

Equagoes de célculo da GME a partir dos valores da HbAlc em %:
GME em mg/dL = 28.7 x HbAlc (%) - 46.7

GME em mmol/L = 1.59 x HbAIc (%) - 2.59

HbA 1 c 42 mmolfmol

Hbdle 6. 1
HbF 0. 8 HbAIc 6.1%, 43 mmol/mol.

\ HbF 0.8%
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Figura n°4 — Grafico obtido no aparelho HA-8160

Caso tenhamos uma hemoglobina variante essa informagao tem de ser mencionada
no resultado, isto ¢, quando se detecta uma % HbF, HbA2, fora dos limites normais ou

presenca de variante(s) de hemoglobina sera mencionado no boletim de resultados.

Estudo de Hemoglobinopatias

Este estudo podera ser feito pelo doseamento das hemoglobinas A, e F. O aparelho
utilizado é o mesmo que no doseamento da HbAlc, logo o método estd descrito nesse
capitulo. Esta técnica auxilia no diagnostico da hemoglobinopatia, sendo que posteriormente
deveriao ser feitas outras técnicas até mesmo no sentido de proporcionar um
aconselhamento genético, pois individuos portadores, muitos deles assintomaticos poderao

ter filhos com sintomas mais severos, se o conjuge for também portador.
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Interpretacao dos resultados

Tabela X - Valores de referéncia HbA, HbF e HbA2

HbA 95-98%
HbF .5-3.5%
HbA2 <2%

(2)

A quantificagio de Hemoglobina A2 é um meio diagnostico de exclusao de
Talassemia. Um aumento da HbA2 num dado doente é um indicador caracteristico de uma
B-talassemia heterozigética. A HbF conjuntamente com a HbA2 permite classificar o tipo de
talassemia. Os resultados da Hemoglobina A2 e Hemoglobina F devem de ser observados
em conjunto, e juntamente com outros dados auxiliam no diagnostico de Talassemia e
Hemoglobinopatias.

Quando observamos um resultado com uma percentagem superior a 3,8% de A2,
podemos considerar que estamos perante uma B-Talassemia. Em doentes com VGM inferior
a 76 fl ou HGM inferior ou igual a 26 pg, e com valores borderline de HbA2 ou até mesmo
baixos, deve ser verificada a existéncia de uma Anemia Ferropénica, a qual pode mascarar
uma eventual Talassemia.

Para determinar a HbA faz-se o seguinte calculo:

%HbA=100 - (%HbF + %HbA?2 + %variantes se existirem)

As Talassemias sao um grupo heterogéneo de disturbios genéticos da sintese de
hemoglobina, resultando de uma auséncia ou redugao da sintese de uma das cadeias
globinicas O ou 3.

Tabela Xl - Classificacdo de B-Talssemias

-Talassemia Minor Heterozigotia, Anemia ligeira, hipocromica e
g g P
microcitica e Hb A2 elevada (>3,5%)
-Talassemia Intermédia Homozigotia ou dupla heterozigotia (3+/
g P g

[3+), Anemia hipocrémica e microcitica,
HbA2>3,5% e HbF 10-60%

B-Talassemia Major Auséncia de sintese de cadeias (30/ 30),

Anemia severa, dependente de transfusoes
desde o |° ano de vida, Nao ha HbA e HbF
elevada

30 (auséncia de cadeias), B+ (redugdo da quantidade de cadeias) (2)
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Tabela Xll — a-Talassemias

4 genes Hidrops Fetalis
3 genes Doenca da hemoglobina
2 genes VGM e HGM baixos

Deleccao dos genes cadeias alfa (2)

Caso haja pico na area da HbS tem de se fazer prova da solubilidade HbS (Kit) ou
prova de falciformagao. A prova de falciformagao consiste na transformacao de eritrécitos
em drepanocitos na presenga de um abaixamento da concentragao de oxigénio. O grau e a
rapidez do aparecimento destas formas vao depender da concentragao da HbS. Esta variante
da hemoglobina encontra-se na drepanocitose que é uma doenga qualitativa resultante da
alteragao da estrutura da cadeia globinica (troca de acido glutamico por valina na 6* posigao),
em que o eritrocito adquire a forma de foice. A HbS produz uma redugao da oxigenagao. O
individuo heterozigético (portador da mutagao) é praticamente assintomatico, enquanto o
homozigotico apresenta uma anemia hemolitica cronica com gravidade variavel que pode
incluir vasooclusoes, maior risco de acidente vascular cerebral, necrose da cabeca do fémur

e humero, ulceras nas pernas e infec¢oes pulmonares. (2) (13)

Grupo Sanguineo

A determinagao do grupo sanguineo consiste em verificar a presenga ou auséncia dos
antigénios A, B e Rhesus (Rh) na superficie dos eritrocitos.

A Grupagem ABO é um dos parametros de maior importancia dentro da
Imunohematologia, tendo implicagdes a nivel de transfusées e de transplantagio. Os
antigénios ABO sdao expressos a nivel da membrana eritrocitaria, endotelial e epitelial,
desempenhando um papel muito importante como antigénios de histocompatibilidade.

A determinagao dos grupos sanguineos ABO e Rh tem por base, pois, a reacgao de
aglutinagao. Esta prova é altamente especifica e bastante sensivel, sendo um valioso
instrumento de pesquisa e um meio Util de diagnostico. Em caso de transfusdes sanguineas,
os antigénios do grupo ABO siao bastante importantes. O sucesso de uma transfusao
sanguinea depende pois, da compatibilidade entre o sangue do dador e o sangue do
receptor. (14)

O fenémeno de aglutinagao dividiu a populagao em quatro grupos que chamou de A,
B, 0 e AB. Os epitopos antigénicos sao determinados por carbohidratos ligados a
polipéptidos ou lipidos, formando respectivamente glicoproteinas ou glicolipidos. A cada
antigénio corresponde uma iso-aglutinina (Anti-A ou Anti-B), a qual esta ausente num soro

de um sujeito com o respectivo antigénio sobre os eritrécitos.
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O antigénio D (Sistema Rh) é extremamente imunogénico, uma vez que leva a
producao de anti-D na maior parte dos individuos Rh- (nao possuem o antigénio D), sendo
este produzido por exposi¢ao ao antigénio D em resultado de uma transfusao ou gravidez.

Quando uma gravida Rh- da a luz um filho Rh+, a mae ira produzir anticorpos anti-D.
Diz-se que é uma gravida imunizada. Caso ocorra uma segunda gravidez e o feto seja Rh+, os
anticorpos sensibilizados da mae vao atravessar a placenta e hemolizar os eritrocitos do feto.
Actualmente, este problema encontra-se ultrapassado uma vez que se administra a mae, uma
imunoglobulina anti-D. (14) (15)

A técnica utilizada para a determinagao do grupo ABO e Rh ¢ a técnica em gel.

Interpretacao dos resultados
Positivo: Os eritrécitos aglutinados formam uma linha vermelha a superficie do gel ou
aglutinados dispersos no gel.

Negativo: Aglutinagao de eritrocitos no fundo do microtubo.

Tabela XIll - Grupo sanguineo sistema AB0

Reacg¢des dos Grupos Sanguineos AB0O

Anti-A Anti-B Anti-AB Grupo Sanguineo
+++ Negativo +++ A

Negativo Negativo +++ B

+++ +++ +++ AB

Negativo Negativo Negativo 0

Tabela XIV - Grupo sanguineo sistema Rh
Reaccoes para RhD

RhD positivo Rh negativo

+++ Negativo

= i T R B

Figura n°5 — Card com determinacdo do Grupo Sanguineo

Testes de Antiglobulina Directo e Indirecto
Este teste, apesar de nao ser realizado na secgao de Hematologia parece-me

importante a sua referéncia nesta area.
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O teste de antiglobulina (Coombs) é um dos principais testes serologicos imuno-
hematoldgicos para detectar os anticorpos capazes de se ligar ao seu antigénio homologo
eritrocitario, mas nao produzem aglutinacao. (14)

Os anticorpos “fixos® sobre os eritrocitos sao detectados com ajuda de um soro
com antiglobulinas humanas (AGH) que reduzem o Zeta Potencial até ao ponto critico,
promovendo, assim, aglutinagao, ou seja, este reagira com os anticorpos a superficie dos
eritrocitos sensibilizadas provocando a aglutinagao entre eles.

O TAD (teste de antiglobulina directo) tem como objectivo detectar se os
eritrocitos estao revestidos in vivo com imunoglobulina e/ou complemento. O TAI (teste de
antiglobulina indirecto) tem como objectivo a pesquisa no soro de anticorpos incompletos.

A técnica utilizada € a técnica em gel (cards) que contém antiglobulina humana (AGH)
poli-especifica.

A funcao mais importante do reagente de AGH poli-especifica consiste em detectar a
presenca de IgG. A importancia do anti-complemento no reagente AGH é discutivel, visto
que os anticorpos que apenas sao detectaveis pela sua capacidade de se unirem ao
complemento sao bastante raros. No entanto, a actividade de anti-C3d é importante para o
TAD na investigagao de anemias hemoliticas autoimunes (AIHA). (16)

Tabela XV - Aplicacdoes TAD e TAI na pratica clinica

Aplicacoes

TAD TAl

Doenga Hemolitica Peri-Natal Pesquisa e identificagao de anticorpos irregulares
Anemia Hemolitica Auto-Imune Provas de Compatibilidade Pré- Transfusionais
Hemodlise induzida por drogas Imunizagao feto-maternal

Reacgoes Hemoliticas Pos-Transfusionais  Imunizagao pos-transfusional

Estudo da Hemostase

A hemostase é um conjunto de mecanismos que, de modo integrado, contribuem
para parar rapidamente a hemorragia, actuando localmente e de modo auto-limitado, com o
intuito de nao comprometer o fluxo sanguineo normal. Deficiéncias na hemostase resultam
em hemorragia e a incapacidade de manter a fluidez leva a trombose.

Quando ha lesaio de um vaso, ocorrem varias etapas de modo a estancar a
hemorragia: vasoconstri¢ao, abrandando o fluxo sanguineo; hemostase primaria, em que as
plaquetas se ligam ao colagénio das paredes do vaso exposto, pelo factor de von Willebrand
(factor vW), de modo a formar uma “rolha” plaquetaria, induzindo-as a libertar substancias
que levam a activagao das plaquetas e secretando tromboxano A, que estimula a agregacao

de mais plaquetas; hemostase secundaria ou coagulagao, que envolve uma complexa cascata
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dos factores de coagulagao, resultando na transformagao de fibrinogénio em fibrina,
formando assim um coagulo; fibrindlise, que consiste na dissolugao desse coagulo.

A cascata de coagulacdo é uma activagao sequencial de proenzimas que culminam
com a formagao de trombina, que vai converter o fibrinogénio (proteina soltvel no plasma)
em fibrina (proteina fibrosa insollvel). Ha duas vias para a formagao de trombina: via
intrinseca e via extrinseca.

A activagao da via intrinseca da-se pelo contacto das proteinas plasmaticas circulantes
(factor XIl) que se tornam activadas pela exposicao a superficies estranhas ou ao endotélio
vascular e tecidos danificados. O factor Xlla é auxiliado por um cofactor, quininogénio de
alto peso molecular, que converte a pré-calicreina em calicreina, que por sua vez potencia a
activagao do factor Xl (sistema de auto-amplificagao). O factor Xl é convertido na sua
forma activa pelo factor Xlla juntamente com o quininogénio. O factor Xla activa o factor IX
e o factor |IXa, juntamente com o factor tecidular (TF) libertado pelas plaquetas estimuladas,
reage com o factor VIl para produzir o complexo activador X. (2)

A via extrinseca é estimulada pelos factores tecidulares libertados dos tecidos
lesados, nomeadamente o TF. O TF converte o factor VIl em factor Vlla, que interfere
directamente com o factor X.

Ambas as vias convergem para formar a via comum, que activa a proteina plasmatica
protrombina (II) em trombina (lla). A reacgao do factor Xa com a protrombina requer ices
de cdlcio e fosfolipidos e é marcadamente potencializada pela associagao com o factor V. O
fibrinogénio transforma-se em fibrina, constituindo um coagulo grande mas fragil. A
polimerizagao irreversivel ocorre quando o factor Xllla induz ligagdes cruzadas nas ligagoes
peptidicas. (2)

Para avaliar a coagulagao, realizam-se testes de screening em que se mede o tempo
que uma amostra demora a coagular, ou seja, a formar fibrina, avaliando assim se ha défice
de algum factor. Quando os testes de screening indicam que pode existir um défice da
coagulagdo, a concentragao dos factores da coagulagio deve ser avaliada. Esta avaliagao
permite estabelecer o diagnostico da deficiéncia, o grau de severidade, monitorizar a
terapéutica de substituicao, ou identificar os portadores em familias com défices congénitos
da coagulagao. Os tempos de coagulagao sao: Tempo de Protrombina (TP), Tempo de
Tromboplastina Parcial (TTP) e Tempo de Trombina (TT).

O aparelho utilizado para a realizagao das analises desta secgao (coagulagao) é o BCS
XP. Este é um analisador automatico que permite realizar testes de coagulagio, de
agregacao, cromogénicos e imunoquimicos. As andlises efectuadas neste sao TP, TTP, TT,

Antitrombina lll, Fibrinogénio, D-Dimeros.

34



Tempo de Protrombina

O TP é o teste mais frequentemente utilizado e avalia a via extrinseca. Os reagentes
usados sao a tromboplastina e calcio ionizado. Estes compostos, quando adicionados ao
plasma tratado com citrato, substituem o TF na activagao do factor X em presenga do factor
VI, sem envolver as plaquetas ou os factores da via intrinseca. Quando o TP esta aumentado
e os outros tempos normais, € indicativo de défice de factor VII. Os valores de TP
dependem do tipo de reagente utilizado e do aparelho em questio, estando sujeito a
variagoes significativas entre os laboratérios. Assim sendo, os TPs foram padronizados de
acordo com o INR (International Normalized Ratio), que compara o reagente da
tromboplastina local contra um reagente internacional. Assim, cada reagente possui um valor
relativo (IS, indice de sensibilidade internacional) ao reagente padrao. Por isso, é necessario
corrigir o valor do TP, para ficar normalizado entre laboratorios, independentemente dos
reagentes e aparelhos usados, sendo calculado pela formula INR = (TP doente / TP

controlo) . Também é usado para o controlo da terapéutica anticoagulante. (17) (5)

Tempo de Tromboplastina Parcial

Esta andlise podera ter mais designagoes, tais como Tempo de Tromboplastina
Activada, PTT ou Tempo Cefalina Caulino. E um teste usado para avaliar as vias intrinseca e
comum da coagulagao. O plasma € recalcificado e, depois, é adicionado um reagente
contendo factores activadores de superficie, como Caolino, silica ou acido elagico, e
fosfolipidos. O Caolino acelera a activagao por contacto, os fosfolipidos fornecem uma
superficie sobre o qual ocorrem as reacgoes entre enzima e substrato, e o calcio substitui o
célcio quelado pelo citrato. Permite quantificar a presenga dos factores VI, IX, Xl e XIl, que
devem estar todos presentes em niveis adequados para um TTP normal. Os factores V, X,
protrombina e fibrinogénio também devem estar presentes. Este teste também é sensivel a

presencga de anticoagulantes circulantes e heparina. (2) (5)

Tempo de Trombina

O TT determina o tempo necessario para a ocorréncia de coagulos numa amostra de
sangue obtida com citrato, depois da adigdo de cilcio e de uma quantidade conhecida de
trombina. Avalia a interacgao entre a trombina e o fibrinogénio, uma vez que desvia as vias
intrinseca e extrinseca, e avalia as etapas finais da via comum. O TT pode estar aumentado
nos casos de deficiéncia ou alteragoes qualitativas de fibrinogénio, na coagulagao

intravascular disseminada (CID) ou na presenca de anticoagulantes activos na circulagao que

35



interferem na ac¢ao da trombina, como € o caso da heparina. As condigdes que aumentam o

TT, o TP e o TTP também estarao aumentados. (2) (5)

Antitrombina Il

A antitrombina é um inibidor das serina-proteases que se liga a trombina e aos
factores Xa, IXa, Xla e Xlla, neutralizando a sua actividade. A capacidade da antitrombina em
neutralizar a actividade da trombina é rapidamente potencializada pela presenga de heparina.
Deficiéncias hereditarias de antitrombina tornam os pacientes propensos ao

tromboembolismo venoso. (18)

Fibrinogénio

O fibrinogénio é o percursor da fibrina, a qual é formada por clivagem deste
percursor pela Trombina. Estes monémeros de fibrina reinem-se formando a complexa teia
de fibrina do coagulo.

O método usado é o de Clauss, no qual o plasma citratado é coagulado com uma
quantidade em excesso de trombina. O tempo de coagulagao depende da quantidade de

fibrinogénio na amostra, sendo inversamente proporcional. (19) (20)

D-Dimeros

Simultaneamente a activagao da coagulagao ocorre também a activagao do sistema
fibrinolitico. E um sistema multienzimatico que resulta na formacio de plasmina. A plasmina
remove o coagulo de fibrina através da digestaio em pequenos produtos, os produtos de
degradagao da fibrina (PDF). A producao de plasmina ocorre a partir do plasminogénio e o
processo € iniciado pelos activadores do plasminogénio. A estimulagao destes activadores
pode ocorrer pelo factor Xlla, pela calicreina e por outros activadores do plasminogénio
libertados por varios tecidos. O activador de plasminogénio tecidular (t-PA) é o activador
mais importante, convertendo o plasminogénio em plasmina no coagulo de fibrina, no local
lesionado. O plasminogénio é convertido em plasmina por outros activadores do
plasminogénio como uroquinase e estreptoquinase. O plasma contém dois agentes que
neutralizam a plasmina: a-l antiplasmina e 0-2 macroglobulina. A clivagem de ligagoes
peptidicas na fibrina e no fibrinogénio produz varios produtos de degradagao, os

denominados D-Dimeros. (2) (21)
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Interpretacao de resultados

No caso do Tempo de Protrombina, os resultados tém de ser padronizados e devem
ser obtidos através duma curva padrao. Faz-se uma pool com varios plasmas normais de
individuos saudaveis, nao medicamentados, jovens e de preferéncia do sexo masculino, para
nao haver interferéncia com terapéutica anticoncepcional, e determina-se o tempo de
protrombina desta pool que corresponde a 100 % de actividade. A partir desta pool fazem-se
diluigdes seriadas em soro fisiologico ¥, 4, 4, 'Is, que correspondem, respectivamente, as
%(s) de actividade de 75 %, 50 %, 25 %, 12.5 % e determina-se o tempo de protrombina para
cada uma. O INR para cada doente determina-se da seguinte forma: (PT do doente /PT
da pool)*' sendo o ISl um valor dado pelo reagente e podendo ser diferente para cada lote.

Tabela XVI - Consideragdes a ter no controlo da terapia anticoagulante
Patologia INR

Trombose venosa profunda, Embolia 2,0a 3,0

Pulmonar, Doengas Arteriais (incluindo

Enfarte de Miocardio)

Vélvulas  Cardiacas Artificiais, Embolias 3,0a4,50u2,5a3,5
Sistémicas Recidivantes

2)

Sempre que os valores de INR estejam de tal forma elevados que possam implicar
perigo de hemorragia (INR> 4,5) avisar o utente/clinico.

O resultado é expresso em trés unidades: segundos, %, INR.

Dum ponto de vista mais clinico sabe-se que as deficiéncias dos factores da
coagulagao podem ser inferidas através da comparagao do TP com o TTP. Um TP normal
com aumento de TTP aponta para deficiéncias dos factores VIII, IX, Xl e Xll e para a doenga
de von Willebrand, ou seja, anormalidades da via intrinseca. Um TTP normal com um TP
aumentado ocorre apenas da deficiéncia de factor VII. Deficiéncias congénitas isoladas do
factor VIl sao extremamente raras, mas a combinagao de um TTP normal com um TP
prolongado ocorre com relativa frequéncia em pacientes com hepatopatias ou em pacientes
submetidos a tratamento com factores anticoagulantes inibidores da vitamina K, como a
warfarina. Isto porque o factor VIl tem uma semi-vida tao reduzida que é o primeiro factor
hepatico a entrar em declinio quando ha faléncia da sintese hepatica.

Tanto o TP como o TTP estao aumentados na hepatopatia grave ou na terapia
estabelecida com warfarina. O tempo prolongado de ambos os testes também ocorre com
disturbios dos factores V, X ou da protrombina, com deficiéncias adquiridas complexas ou

com inibidores. Nos casos de niveis elevados de heparina ou de defeitos congénitos ou
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adquiridos do fibrinogénio e com niveis elevados resultantes dos PDF, o TP e o TTP
geralmente encontram-se aumentados.

O Fibrinogénio pode, entao, encontrar-se em niveis baixos nos casos de
Hipofibrinogenémia ou Afibrinogenémia adquiridas ou congénitas. As primeiras podem ser
devidas a: coagulagao intravascular disseminada, hepatopatias, perda de volume vascular, ou
aumento de catabolismo (com choque ou carcinoma). Quanto aos niveis mais altos, podem
ocorrer temporariamente, uma vez que o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, ou com
o reflexo de hipercoagulabilidade.

Os niveis elevados de D-Dimeros sao Uteis no diagnostico de exclusao de Trombose
Venosa Profunda e Embolia Pulmonar.

A deficiéncia de Antitrombina |l é observada nas hepatopatias graves, devido a
reducao da sintese ou consumo elevado.

Tabela XVII — Causas do prolongamento dos tempos Protrombina e Tromboplastina
Parcial

Avaliaciao de TP e TTP prolongados

Défices TP TTP prolongado TP e TTP prolongados
prolongado
Congénito Défice factor  Défice factores VIIl,  Défice Protrombina,
VI IX,XI, ou XII fibrinogenio, factores V e X
Deficiéncia combinada de
Doenga vW factores
Adquirido Défice Heparina Doenga hepatica
Vitamina K CID
Anticorpo Sobredosagem de heparina
Doenca antifosfolipido ou Warfarina
hepatica Uso combinado de heparina
Inibidores para ou warfarina
Uso warfarina factores: vW, VIII, IX; Inibidor para trombina
Inibidor Xl, ou Xl Inibidor para protrombina,
Factor VII fibrinogénio, ou factores V
ou X

2)
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Microbiologia
A Microbiologia nos laboratérios de Analises Clinicas tem um papel muito

importante, pois auxilia no diagndstico e tratamento de infecgoes.

Métodos de coloracio

A coloragao com azul-de-metileno é um método de coloragao simples que se usa
para visualizar mais facilmente o contraste entre bactérias e outro tipo de células. Do
mesmo modo, facilita a visualizagao de gonococos, pois sao geralmente intracelulares.

A coloragiao de Gram permite diferenciar entre as bactérias Gram positivas, que
retém a coloragao do complexo corante iodo (violeta escuro), e as Gram negativas, que nao
resistem a descoloragao e necessitam de serem coradas com um corante de contraste para
serem visualizadas (coram de vermelho). Bactérias falsamente Gram negativas ocorrem
quando a parede celular das Gram-positivas se rompe ou é removida, ou ja se encontram
mortas.

A coloragao de Zielh-Neelsen é usada para identificar bacilos acido-alcool resistentes
(por exemplo, o bacilo de Koch (BK)), microrganismos estes que sao pouco permeaveis a
corantes simples. Tém a capacidade de reter o corante e resistir a sua descoloragao por
alcool e acidos fortes (enquanto os outros microrganismos descoram). Dai se denominarem
por bacilos acido-dlcool resistentes. As outras bactérias sio contra-coradas para se

visualizarem. (22) (23)

Meios de Cultura

Tabela XVIII — Meios de cultura utilizados na sec¢cdo de Microbiologia

Meio de Cultura Constituicao Classificacao/Finalidade

Candida (CAN2) A hidrolise especifica de um Meio cromogénio para o
substrato cromogénio de isolamento selectivo das
hexosaminidase leva a coloracao leveduras e a identificacao
azul das colonias de C. albicans. directa de Candida albicans.

Colonias que coram de rosa sao
caracteristicas de Candida tropicalis,
Candida lusitaniae e Candida kefyr.

Chapman (MSA) Os microrganismos que fermentam  Meio que se destina ao
o manitol originam colonias isolamento dos estafilococos,
amarelas. O teor elevado em Staphylococcus aureus.

cloreto de sédio do meio limita o
desenvolvimento de alguns dos
outros germes.
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Chocolat +
PoliViteX (VCA3)

Chocolat

Haemophilus

COoSs

CPS

Hektoen

Este meio é composto por uma base
nutritiva enriquecida em factores X
(hemina) e V (NAD) fornecidos pela
hemoglobina e pelo PolyViteX.

Base nutritiva rica em factores X e
V. A selectividade foi obtida através
da associacao de antibioticos e
antifungicos.

A gelose contém uma mistura de
peptonas especialmente adaptada a
cultura dos microrganismos
exigentes (estreptococos, Listeria).

E constituida por uma base nutritiva
rica que associa diferentes peptonas
e 2 substratos cromogénicos que
permitem revelar a actividade
enzimatica correspondente. A
revelacao do indol é favorecida pela
incorporagao de triptofano na
gelose. A concentragao elevada em
agar evita a invasao de Proteus na
gelose.

Os microrganismos que fermentam
um dos trés aglcares contidos no
meio dao coldnias amarelas a
amarelas salmao, os outros dao
colodnias verdes a azuis esverdeadas.
Os microrganismos que produzem

H2S dao coldénias com centro negro.

A presenga de colodnias verdes a
azuis-esverdeadas com ou sem
centro negro significa grande
presunc¢ao de Salmonella ou de
Shigella.

A inibicao de microrganismos Gram
(+) é obtida por uma mistura de sais
biliares e de corantes.

A gelose Chocolate
PolyViteX é um meio de
isolamento que se destina
mais particularmente ao
crescimento das estirpes
exigentes, como:

Neisseria, Haemobphilus,
Streptococcus pneumoniae.
Meio selectivo para o
isolamento das diferentes
espécies de Haemophilus em
colheitas polimicrobianas de
origem humana.

Meio de isolamento que se
destina a facilitar o
crescimento de
microrganismos exigentes.
Deteccao das hemolises.
Meio cromogénico para a
contagem dos
microrganismos urinarios. A
contagem microbiana da
colheita é feita mediante um
método de sementeira
padronizada.

A gelose Hektoen é um meio
de isolamento selectivo e de
diferenciagao que se destina
a deteccao das Salmonella e
Shigella a partir de amostras
clinicas (fezes).
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Hemoline Perfom
Diphase

Lowenstein-Jensen

Gelose Mueller
Hinton 2 (MHS)

Gelose Sabouraud
Cloranfenicol
Actidiona

Sabouraud
Gentamicine/
Chloramphenicol

Gelose SS

Gelose Chromid
Strept B (STRB)

Frasco Difasico é composto de dois
meios de cultura: um caldo
enriquecido em factores de
crescimento e uma gelose numa das
faces do frasco.

Este meio, enriquecido com a
presenca de ovo, de asparagina e de
fécula, favorece o crescimento das
micobactérias.

A composicao da gelose é sangue de
carneiro permite o crescimento das
bactérias tais como os pneumococos
€ outros estreptococos.

A presenca de peptonas e de
glucose favorece o desenvolvimento
das estirpes flngicas.

A selectividade do meio em relagao
a maioria das bactérias é assegurada
pelo cloranfenicol. A presenca de
actidiona inibe algumas espécies de
leveduras e fungos filamentosos.
Presenga de peptonas e glucose.
Presenga de gentamicina permite
inibir a maioria das bactérias Gram
(-) e Gram ().

O cloranfenicol para estirpes
resistentes a gentamicina
(estreptococos, Proteus).

O pH ligeiramente acido favorece o
crescimento dos fungos face ao
desenvolvimento bacteriano.

Os microrganismos que fermentam
a lactose originam colonias rosas, as
outras coldnias incolores.

A presenga de colonias incolores
representa uma forte possibilidade
de Salmonella ou de Shigella.

Gelose constituida por uma base
nutritiva que associa diferentes
peptonas, 3 substratos
cromogénicos e antibiotico.

Pesquisa dos microrganismos
aerdbios responsaveis por
septicémias pela cultura de
colheitas sanguineas de
origem humana.

Cultura de Mycobacterium
tuberculosis e outras
micobactérias.

Meio que se destina a
realizagao de antibiogramas
por difusao para as estirpes
que necessitem de sangue
para o seu crescimento.

E um meio selectivo para a
cultura de algumas espécies
de fungos filamentosos (os
dermatofitos) a partir de
colheitas polimicrobianas.

Isolamento selectivo das
leveduras e bolores a partir
de amostras polimicrobianas.

A gelose SS é um meio de
isolamento

Meio cromogénico selectivo
utilizado para a detecgao de
S. agalactiae em mulheres
gravidas e em recém-
nascidos.
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Caldo Todd-
Hewitt +
Antibioticos

Sabouraud (Meio
liquido)

Meio Ureia-Indol

Campylosel Gelose
(CAM)

Granada Biphasic
broth

Granada Agar

Gelose chromID
Salmonella

A sua composigao favorece o
crescimento dos estreptococos no
seio de uma flora poli-microbiana.
Os antibioticos presentes no meio
(acido nalidixico e colistina) inibem a
maioria dos microrganismos Gram
negativos da flora.

A sua formula contém uma base
peptonada que favorece o
crescimento de leveduras e de
bolores.

A degradacao da ureia pelas
bactérias que possuem uma urease é
seguida de uma alcalinizagao que
provoca a viragem do indicador
colorido (vermelho de fenol) a
vermelho violeta.

A presenca de sangue de carneiro
facilita o crescimento da espécie
pesquisada. A fertilidade é
aumentada devido a utilizacao de
redutores. Os antibidticos e
antifungicos presentes no meio
inibem contaminantes.

Constituido por uma base nutritiva
que associa uma peptona, piruvato e
glucose. A presenga de metotrexato,
soro de cavalo e amido permite a
produgao de um pigmento laranja
avermelhado especifico das coldnias
de estreptococos hemoliticos do
grupo B.

Base nutritiva, metotrexato, soro de
cavalo e amido permite a produgao
de um pigmento cor de laranja a
vermelho especifico das colonias de
estreptotocos do grupo B
hemoliticos.

Base nutritiva associa diferentes
peptonas e 3 substratos
cromogeénicos.

Caldo de enriquecimento
selectivo destinado a
detecgao dos estreptococos
do grupo B. Este caldo pode
também ser utilizado para o
enriquecimento de S. aureus,
no rastreio de S. aureus
resistentes a meticilina.

O meio Sabouraud liquido
destina-se a cultura ou a
repicagem das leveduras e
dos bolores.

Este meio permite detectar
nas enterobactérias a
presenga de uma urease, de
uma triptofano-desaminase
(TDA) assim com a
produgao de indol.
Isolamento selectivo dos
Campylobacter intestinais (C.
jejuni e C. coli principalmente
a partir de fezes.

O caldo Granada bifasico é
um meio selectivo utilizado
para a detecgao e a
identificagao directa de
Streptococcus agalactiae nas
mulheres gravidas a partir de
colheitas de origem clinica.

Meio selectivo para o
rastreio e a identificacao dos
estreptococos do grupo B (S.
agalactiae).

Meio cromogénico para o
isolamento selectivo e
diferenciagao do género
Salmonella.
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Gelose Sabouraud A presenca de peptonas e de Cultura de fungos.
2 glucose favorece o desenvolvimento

das estirpes flngicas. O pH da

gelose, ligeiramente acido, favorece

o crescimento de fungos em relagao

ao desenvolvimento bacteriano.

24)
Sistema Automatizado - Vitek

A identificagdo de microrganismos e o teste de susceptibilidade de antibidticos sao
efectuados pelo sistema Vitek 2 Compact da Biomerieux.

Este sistema possui um software que estuda e interpreta os dados enviados pelo
sistema de leitura do aparelho. Este software inclui o chamado AES (Advanced Expert
System), o qual cruza a informagao da identificagao e do antibiograma. Esta informacao
permite avaliar os valores de Concentragoes Minimas Inibitorias (CMI) e identificar alguns
fenotipos de acordo com os resultados obtidos. Esta avaliagao final indica se o resultado do
antibiograma é consistente com a bactéria identificada.

Cartas de identificacdo

Cada carta possui pogos que contém substratos bioquimicos desidratados. Nao sao
necessarios reagentes adicionais, pelo que se elimina deste modo o risco de omissao ou de
erro.

# GN - identificagio de Gram negativos

# GP - identificacio de Gram Positivos

* NHI - identificagio de Neisserias e Haemophilus
# YST - identificacdo de leveduras

Cartas de antibiograma
A carta teste de Susceptibilidade aos Antibidticos contém pogos contendo substratos
de antibioticos.
> AST-NI 13 = Carta de sensibilidade para Gram Negativos aerébios (Ambulatério)
> AST-NI5I - Carta de sensibilidade para Gram Negativos aerdbios (Bactérias
resistentes)
» AST-NO093 - Carta de sensibilidade para Gram Negativos aerébios (Pseudomonas)
» AST-P580 - Carta de sensibilidade para Staphylococcus spp, (Enterococcus spp e S.
agalactiae)

» AST-P586 - Carta de sensibilidade para Enterococcus spp e S. agalactiae
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Desta forma, a maioria dos microrganismos sao identificados e sao realizados os
respectivos antibiogramas por este sistema, permitindo uma maior seguranga nos resultados

obtidos. Uma vez que as cartas sao seladas, a possibilidade de contaminagao é menor.

Analise microbioldgica de produtos bioldgicos
Urina
Introducao

As infecgoes do aparelho urinario sao uma das infecgoes mais frequentes no Homem.
A infecgao urinaria aguda é comummente causada por bactérias da flora intestinal saprofita,
que invade o aparelho urinario por via ascendente através da uretra. Estas infecgoes sao mais
predominantes nas mulheres, pois tém a uretra mais curta.

Os agentes etiologicos mais frequentes nas criangas e adultos, sem outras doengas
associadas, sao as Enterobactereaceas com grande destaque para a Escherichia coli.

Em doentes internados e com factores de risco como algaliagao permanente, calculos
urinarios e outras patologias do aparelho urinario, o leque de agentes etioldgicos alarga-se a
outros microrganismos, como Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase negativa, Enterococcus spp e fungos, estes Ultimos peculiarmente em doentes que
estao sob terapéutica antibiotica. O aparecimento de Proteus mirabilis tem peculiar destaque
em doentes com calculos urinarios, produzem urease, a qual transforma a ureia em amonia,
alcalinizando a urina. Entre as bactérias Gram positivas, o Staphylococcus saprophyticus tem
uma propensao especial para causar infeccoes em mulheres jovens sexualmente activas. (25)
Colheita

A urina é habitualmente um liquido bioldgico estéril, mas a sua passagem através da
uretra durante a micgao arrasta os microrganismos que a colonizam, podendo induzir erros
na interpretagao da urocultura.

> Miccao “jacto médio*

2 Puncao de cateter urinario

> Pungao supra-pubica

> Drenagem de nefrostomia / ureterostomia

2 Saco colector em criangas (26)
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Processamento Laboratorial
A urocultura consiste em:
> Exame directo para pesquisa/quantificagio dos componentes do sedimento urinario,
como células epiteliais de descamagao do tracto urinario e hematopoiéticas,
bactérias, fungos e cilindros
> Coloragio de Gram (cultura positiva ou observagio do sedimento anormal)
> Coloragio de Ziehl-Neelsen caso a cultura seja negativa com observagio do
sedimento anormal
> Sementeira em meio de cultura para urinas para quantificagio dos microrganismos
presentes na amostra
Critérios de interpretacao de resultados

As culturas sao feitas em Gelose CPS para pesquisa de Gram negativos
fermentadores e nao fermentadores e Gram positivos. Serve para colocar em evidéncia o
agente bacteriano responsavel por uma infeccao das vias urindrias. As sementeiras sao
orientadas pelo observado no exame microscépico directo, coloragao de Gram. Além disto,
procede-se a identificagao presumptiva, através das caracteristicas macroscopicas das
colénias podendo evitar-se o uso a galerias de identificagao. Exemplo: Escherichia coli,
coloragcdo rosa a vermelho escuro das estirpes produtoras de glucuronidase.
Posteriormente, procede-se a realizagao do Antibiograma.

A validagao dos resultados deve ter em conta uma série de parametros tais como:
método de colheita, tipo de doente (exemplos: uroldgico, geriatrico, gravidez, etc.),
sintomatologia, observagao microscopica do sedimento urindrio e resultado de exames
bacteriologicos prévios.

Tabela XIX - Critérios base para validacdao de uroculturas
<10’ Negativo
Contaminagao provavel nao havendo sedimento muito alterado; fazer além do
102-10° Gram, coloracio de Ziehl-Neelsen no caso de sedimento com muitos leucécitos
e/ou eritrocitos.

10 Contaminagao ou inicio da infecgdo de um sé tipo de colonia. S6 fazer
antibiograma se o sedimento o justificar.

>10° Infeccao urinaria de um so tipo de coldnia

(26)

Rejeicio: Cultura com crescimento 2 10* de dois ou mais tipos de colénias diferentes
sem sedimento alterado ou com sedimento alterado mas crescimento de mais de dois tipos

de coldnias.
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No caso de utentes gravidas quando detectamos colonias que podem ser de
Streptococos B-hemoliticos do grupo B, repicamos para o meio especifico, e, dado a
importancia destas bactérias neste grupo, uma vez que podem provocar ruptura das
membranas, parto prematuro, febre na altura do parto, e os recém-nascidos das maes
colonizadas, quer no recto quer na vagina, que adquiram estas infec¢coes, podem ter doengas
extremamente graves como perda da audi¢ao ou da visao, qualquer n° de coldnias deve ser

reportado para avisar o clinico. (23)

Hemocultura
Introducio

A hemocultura é um meio de diagnostico de urgéncia quando se suspeita de um
processo de septicémia (febre de ordem indeterminada, estado de choque, infecgao
localizada profunda).

Numa tentativa de isolar os agentes patogénicos, cultiva-se uma amostra de sangue
venoso num meio de enriquecimento para o desenvolvimento de bactérias responsaveis por
septicémias, permitindo o crescimento rapido e identificagao desses microrganismos. (26)
Colheita

O frasco da hemocultura deve estar a temperatura ambiente antes da inoculagao logo
deve ser tirado do frio pelo menos 30 minutos antes da colheita. A pele, onde se vai realizar
a pungao deve ser descontaminada com alcool iodado.

A hemocultura deve ser sempre a |* amostra da colheita para haver o menor

numero de contaminagoes possiveis, deve ser logo semeada.

Tabela XX - Numero e intervalo entre as colheitas de hemoculturas

Sepsis, meningite, pneumonia Colher sequencialmente em locais diferentes 2 a 3
hemoculturas

Febre de origem desconhecida  Colher inicialmente 2 a 3 hemoculturas. Se negativas
entre as 24h e as 36, efectuar mais hemoculturas.

Endocardite infecciosa Efectuar 3 hemoculturas no |° dia. Se negativas as

24h, repetir colheita de 3 hemoculturas.
Doentes com terapéutica A colheita deve ser feita imediatamente antes da
antimicrobiana toma do antibidtico

O nldmero e intervalo entre as colheitas de hemoculturas dependem da situagao
clinica e da urgéncia que existe para iniciar antibioticoterapia. Efectuam-se colheitas de 10 a
30 ml num adulto ou | a 5 ml numa crianga, de sangue venoso colhido assepticamente, de
preferéncia antes do episodio febril, porque no pico febril ha lise bacteriana e a quantidade
de bactérias diminui. Nunca refrigerar as hemoculturas apos a colheita. (26)
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Processamento Laboratorial

O meio utilizado é Hemoline performance diphasique. Todos os dias é observada a
turvagao, a hemolise, a formagao de pelicula ou coldnias visiveis na transicao entre o
sedimento eritrocitario e o meio de cultura ou a presenga de coldnias no meio gelosado.

Caso a amostra seja suspeita faz-se uma Coloragao de Gram, sementeira em meio de
gelose de sangue ou outros sugeridos pelo Gram. Passadas o tempo de incubagao, fazer a
leitura da placa apos o tempo de incubagao, observando o crescimento das coldnias.

No caso de haver suspeita de Brucelose, prolongar a incubagao até 28 dias. Toda a
manipulagao para a Brucella spp tem que ser obrigatoriamente feita em camara de fluxo
laminar. (26)

Critérios de interpretacao de resultados
Devido as rigorosas condi¢coes de assepsia durante a colheita e manipulagao alguns
resultados poderao nao ser valorizados, tais como:
> Crescimento na gelose de sangue de mais de dois tipos de colonias (possivel
contaminagao de colheita).
> Crescimento de flora saprofita da pele.
> Crescimento de um potencial contaminante numa sé hemocultura sugere
contaminagao.

No entanto, Staphylococcus coagulase negativa podem estar associados a
contaminagoes. Mas, nos pacientes hemodialisados, ter em atengao que podem ser o agente
causal. Nesse caso, convém fazer um exame bacterioldgico do cateter. Além disso,

confrontar o resultado das diversas hemoculturas. (26)

Aparelho Respiratoério Superior
Introducao

As infecgoes do aparelho respiratorio superior sao muito frequentes, sendo a maioria
de causa viral. O diagnostico bacterioldgico dessas situagoes representa uma tentativa de
identificar, entre uma flora comensal abundante, o(s) agente(s) provocante(es) da infecgao.

Existem varios agentes potencialmente patogénicos, tais como o Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, leveduras e
membros das Enterobacteriaceae, podem constituir uma flora transitéria ou estar presente
em numero reduzido na orofaringe de individuos sadios.

Nos seios paranasais e ouvido médio nao ha flora microbiana em individuos

saudaveis. (26)
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Colheita

Exsudados orofaringeo e amigdalino e/ ou exsudado nasal em zaragatoas com meio
de transporte.
Processamento Laboratorial

Tabela XXI - Meios a usar nos exsudados nasal, orofaringeo e amigdalino

Exsudado nasal Exsudado orofaringeo e amigdalino

Coloragao de Gram para avaliagao do conteido em espécies Gram positivas e negativas
Amostra é semeada em meio de gelose sangue (pesquisa de Streptococcus)

Meio Chapman (pesquisa de Staphylococcus)

Meio Albicans (pesquisa de leveduras)

Existem um conjunto de procedimentos especificos do exsudado oro-faringeo e
amigdalino. Observagao de associagao “fuso-espiralar”. Quando é pedida apenas a pesquisa
de Streptococcus A, s6 se semeia a amostra em meio de gelose sangue e caldo Todd-Hewitt.
Se for pedido pesquisa de Borrelia vincentii e Fusobacterium spp usar uma coloragao especifica
com fuscina de Ziehl diluida (1:10). Na faringite gonocécica ou Neisseria meningitidis semear o
chocolate Thayer-Martin e a colheita é feita com zaragatoa de carvao. (26)

Critérios de interpretacao de resultados

Nos resultados constam a observagao do Gram, o exame micologico, em que se
identificara a levedura nos casos positivos. A nivel bacteriano o resultado é confrontado com
alguns conhecimentos teoricos que revelam a importancia do encontrado.

Assim, sabe-se que para a faringite bacteriana a principal causa é o Streptococcus B-
hemolitico do grupo A de Lancefield. Outras causas de faringite sao a Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertussis e Corynebacterium diphtheriae, devendo a pesquisa destes agentes ser
efectuada unicamente quando existe suspeita clinica e por solicitagao especifica do clinico.

O isolamento de Staphylococcus aureus e Neisseria spp, em portadores saos reveste-se
de importancia epidemioldgica. No entanto, a Neisseria gonorrhoeae pode causar faringites
exsudativas, sobretudo em individuos que praticam sexo oro-genital.

O H. influenzae é frequentemente isolado em amostras naso e orofaringeas, mas nao
€ vulgarmente causador de faringite. Porém, a epiglotite é uma infec¢ao grave causada por
este microrganismo. Nesta patologia, a amostra recomendada para diagnéstico é, no

entanto, a hemocultura. (26)
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Aparelho Respiratério Inferior
Introducao

Nas vias aéreas inferiores, as infecgoes pulmonares crénicas podem resultar de
imensas bactérias no parénquima pulmonar. Manifestam-se por sinais pulmonares discretos e
variaveis conforme o agente infeccioso.

Uma das infecgoes prioritaria em saude publica continua a ser a tuberculose. O
agente causal é Mycobacterium tuberculosis. Esta tem como caracteristica ser dificil de corar,
mas uma vez corada resiste a sua descoloragao com alcool-acido. Assim, denomina-se por
bacilo alcool-acido resistente. (23)

Nas infecgoes vulgares, as bactérias mais frequentes ocorrem em doentes com 50 a
60 anos e com doencgas crénicas concomitantes, tais como a bronquite croénica, DPOC,
diabetes ou alcoolismo. Os agentes mais usuais sao Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus (em doentes idosos), Moraxella catharralis, Bacilos Gram
Negativos, Legionella pneumophila.

Além disso, nao podemos esquecer que expectoragao vira contaminada com a flora
normal do tracto respiratorio superior e da boca.

Tabela XXII - Flora normal do tracto respiratério superior e boca

Tracto respiratério superior Lingua e mucosa bucal

Staphylococcus epidermidis Streptococcus salivarius
Staphylococcus aureus Streptococcus spp
Streptococcus peumoniae Neisseria spp

Neisseria spp Lactobacillus spp
Haemophilus spp Leveduras (Candida spp)
Colheita

Expectoragao, colhida para um recipiente estéril, de preferéncia ao levantar de
manha, apos lavagem da boca e gargarejos com agua recentemente fervida e arrefecida.
Colheita da expectoragao apods tosse profunda.

Processamento Laboratorial
O estudo da expectoragao consiste em:
> Coloragio de Gram para avaliagio do conteddo em espécies Gram positivas e
negativas
> Coloragio de Ziehl-Neelsen para pesquisa de bacilos 4cido-alcool resistentes.
> Sementeira para pesquisa de microrganismos.
A amostra é semeada em meio de gelose sangue (pesquisa de Streptococcus), meio

Sabouraud com e sem cromogéneos (pesquisa de leveduras), meio de gelose chocolate

49



(pesquisa de Haemophilus), meio Manitol (pesquisa de Staphylococcus) e meio de gelose para
bacilos Gram negativos (pesquisa de enterobactérias).

Para pesquisa cultural de micobactérias, a amostra sofre primeiramente um processo
de digestao e descontaminagao, apos o qual é cultivada em meio de Lowenstein. Findo o
tempo em cultura, confirma-se a presenga de bacilos alcool-acido resistentes por coloragao

de lamina pelo método de Ziehl-Neelsen e identifica-se a espécie.

Critérios de interpretacao de resultados

Tabela XXIII - Classificacdo das amostras segundo a tabela de Murray e Washington
Células epiteliais / Leucocitos /
Pequena ampliagao (10 X) Pequena ampliacao (10 X)
Grupo | 25 T
Grupo Il 25 10-25
Grupo Il 25 25
Grupo IV 10-25 25
Grupo V <I0 25

O laboratorio deve processar apenas as amostras de boa qualidade que segundo este
critério, processar as amostras que se englobem nos grupos IV e V.

Nao devera ser aplicado este critério em doentes neutropénicos e na pesquisa de
agentes especificos, tais como Mpycobacterium spp, Legionella spp, Mycoplasma spp. Estes
agentes patogénicos nao fazem parte da flora normal do aparelho superior.

Para além disto ha uma dificil avaliagao que tem de ser feita. Sabe-se que na presenga
de um exame cultural positivo, mas com numero de leucocitos baixo, Ziehl negativo e flora
bacteriana polimorfica, este nao tem significado clinico. No entanto, se a flora for
monomorfica deve valorizar-se e identificar o microrgasnismo. No caso de nimero elevado

de leucocitos também consideramos os microrganismos mais relevantes. (26)

Exsudado ocular
Introducao

As infecgoes oculares abrangem infecgoes das estruturas externas do olho (blefarites,
conjuntivites e queratites), das estruturas internas do olho (endoftalmites) e infecgoes do

sistema lacrimal (canaculites, dacriocistites, dacrioadenites).
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Tabela XXIV - Infec¢des oculares

Blefarite Infeccao aguda ou cronica da margem da palpebra envolvendo a pele e
pestanas

Conjuntivite O tipo mais frequente de infeccao ocular e pode ocorrer por inoculagao
directa ou exogena, ou por disseminagao hematogénica

Queratite Infeccao da cornea

Endoftalmite Infecgao da cavidade ocular e tecido intraocular, a mais grave do olho

Canaculite Inflamagao do canal lacrimal

Dacriocistite  Infeccao do saco lacrimal

Dacrioadenite Infeccao das glandulas lacrimais

Ao nivel do saco conjuntival existe uma flora saprofita constituida sobretudo por
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus.

Com menor frequéncia podem ser encontrados Haemophilus influenzae,
Enterobacteriaceae, Streptococcus spp, Moraxella catarrhalis e fungos.

Colheita
#* Dacrioadenite, dacriocistite e blefarite: exsudado ocular colhido pelo técnico de
colheitas.
#* Colheitas da conjuntiva, queratite e endoftalmite serio feitas pelo clinico.
Processamento Laboratorial

O estudo do exsudado ocular baseia-se em coloragio de Gram para avaliagio do
conteido em espécies Gram positivas e negativas e sementeiras para pesquisa de
microrganismos.

A amostra é semeada em meio de gelose de sangue (pesquisa de Streptococcus), meio
Albicans (pesquisa de leveduras), meio Chapman (pesquisa de Staphylococcus), gelose para
bacilos Gram negativos (pesquisa de enterobactérias) e meio de chocolate de Haemophilus
(pesquisa de Haemophilus).

No caso de se tratar de um recém-nascido, deve-se fazer o despiste da oftalmia
gonocédcica semeando a amostra também em meio de gelose de chocolate (pesquisa de
gonococo).

Apods a sementeira a leitura das culturas deve ter em conta a quantidade de
microrganismo recuperado mesmo que este faga parte da flora saproéfita como é o caso do
Staphylococcus aureus.

Critérios de interpretacao de resultados
Na avaliagao dos resultados a que ter em conta os principais agentes causadores de

infeccao:
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Tabela XXV - Microrganismos causadores das infec¢oes oculares

Dacrioadenite Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,

Dacriocistite = Haemophilus influenzae

Caniculite Propionibacterium propionicus, Streptococcus viridans, Moraxella catarralis,
Actinomyces israelii e Difteroides

Queratite Situagao urgente (pode perder o olho em 24 h): Pseudomonas aeruginosa

Endoftalmite ou Staphylococus aureus, podendo haver outros agentes de infecgao:
Streptococcus pneumoniae, Haemobphilus influenzae, Moraxella catarralis e
Acanthamoeba spp

(26) (23)

Exsudado auricular

Introducao

As infecgoes auriculares podem surgir no ouvido externo (otite externa) e no ouvido
médio (otite média).

A otite média é uma infecgao muito frequente em bebés e criangas. Os agentes mais
frequentes sao Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae.
Podem ocorrer infec¢oes menos frequentes por S. aureus, M. catarrhalis, Enterobacteriaceae e
anaerdbios.

A otite externa é andloga as infecgoes da pele e tecidos moles. A causa mais comum
desta infeccao € a Pseudomonas aeruginosa. Os microrganismos que normalmente se
encontram neste produto biologico (flora normal) incluem Staphylococcus epidermis e
Corynebacterium spp. (26)

Colheita

Amostra de exsudado auricular colhido do canal auricular externo é efectuada pelos
técnicos de colheitas. As amostras das zonas dos ouvidos internos e médios sao colhidas
apenas pelo clinico.

Processamento Laboratorial

O estudo do exsudado auricular consiste em coloracao de Gram e sementeiras em
gelose sangue (pesquisa de Streptococcus), em Sabouraud com e sem cromogéneos (pesquisa
de leveduras),em gelose chocolate (pesquisa de Haemophylus), em manitol (pesquisa de

Staphylococcus) e em gelose para bacilos Gram negativos (pesquisa de enterobactérias).

Identificacao da bactéria patogénica e antibiograma.

Aparelho Gastrointestinal
Introducio

As infeccoes do aparelho gastrointestinal tém elevada incidéncia na populagao em
geral, com grande morbilidade em alguns grupos de etarios, como é o caso das criangas e
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idosos. Os antecedentes epidemiologicos, a existéncia de factores predisponentes, a
presenca de sinais e sintomas clinicos e o tipo de diarreia devem orientar na pesquisa do
agente etiologico.

As enterocolites agudas sao infecgoes do intestino delgado ou do cdlon devidas a
bactérias entero-invasivas, bactérias toxinogénicas nao invasivas e a exotoxinas bacterianas
produzidas nos alimentos.

As bactérias com caracteristicas invasivas, capazes de destruir a mucosa, aderem as
células epiteliais, penetram e multiplicam-se, originando o sindroma desintérico (Shigella,
Salmonella, Campylobacter jejuni, Yersinea enterocolitica, Escherichia coli). As bactérias
produtoras de exotoxinas ou enterotoxinas fixam-se a superficie da mucosa, mas nao
penetram no epitélio e produzem uma exotoxina (Vibrio cholerae, Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Clostridium difficile, Bacillus cereus produtor de enterotoxina termolabil,
Campylobacter jejuni). (22) (27) (28)

Nas enterocolites necrosantes, a necrose € provocada por uma isquemia intestinal
que favorece a proliferagao bacteriana: enterocolites do recém-nascido por Escherichia coli
enteropatogénica, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium butyricum, e
enterocolites do adulto por Clostridium perfringens. (26)

Além disto, também podera ser feita a pesquisa de parasitas e fungos nas fezes.
Colheita

Devem ser obtidas até um total de trés amostras de fezes cerca de | a 2 gramas.
Processamento Laboratorial

Tabela XXVI - Processamento laboratorial de fezes

Coloracao de Gram Avaliacdo de Gram e presenca de leveduras

Meio selectivo Hektoen ou SS, meio  Pesquisa de Salmonella e Shigella
cromogéneo (opcional)

Meio Tetrationato Meio de enriquecimento
Campylosel Campylobacter

Meio Sabouraud com Pesquisa de leveduras
cromogéneos

Manitol Staphylococcus aureus

Observagao de duas laminas, uma com montagem directa em solugao salina, e outra
onde se analisa o sedimento proveniente do método de concentragio de parasitas. Os
parasitas microscopicos podem concentrar-se e separar-se de outros elementos das fezes
por um método bifasico. Os ovos, as larvas e os quistos dos parasitas sao concentrados num

sedimento, apos tratamento das fezes com solugao tampao de acido acético e com éter. (28)
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Nao é aplicavel a pesquisa de Cryptosporidium e Microsporidia pois requerem o uso de
técnicas de coloragao apropriadas.
Critérios de interpretacao de resultados

Apos a observacao dos meios de cultura, fazer a identificagao e TSA de coldnias
suspeitas de causar infecgao. No caso de E. coli enteropatogénica dar positivo, nao fazer
antibiograma pois a lise das bactérias com o antibidtico faz libertar a toxina o que é ainda
mais grave. A alta prevaléncia de certos patogénicos € um grave problema de Saude Publica.
(28)

Para uma correcta identificagao dos parasitas confronta-se o obtido com imagens de

referéncia.

Aparelho Genital
Introducao

A determinagao de amostras apropriadas para o diagndstico de infecgoes do aparelho
genital depende do local de infecgao e dos microrganismos. Algumas infecgoes do aparelho
genital feminino sao devidas a microrganismos endogenos cuja patogenicidade é activada por
factores do hospedeiro ou por desequilibrio da flora saprofita.

A flora vaginal é constituida por diversas espécies, predominantemente Lactobacillus
ou bacilos de Doderlein (Gram variaveis, finos e compridos). Na infancia e apds a
menopausa, dada a auséncia de estrogénios, o pH vaginal torna-se neutro e a flora vaginal é
substituida por outras espécies microbianas.

Nas cervicites, infeccoes do epitélio do endocolo marcadas por uma leucorreia
purulenta, os principais microrganismos associados sao Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae.

As uretrites siao infecgoes da uretra com sintomatologia mais marcada no homem
que na mulher, a qual podem apresentar infecgoes assintomaticas (Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae). As vaginites e bartolinites, infec¢oes do epitélio vaginal e das glandulas
de Bartholin, estao associadas a flora comensal (Gardnerella vaginalis).

Habitualmente pesquisa-se a presenca de fungos (nomeadamente Candida spp),
parasitas (Trichomonas vaginalis) e bactérias (Gardnerella vaginalis). A possivel pesquisa de
outros agentes, nomeadamente Streptococcus B-hemoliticos do grupo B de Lancefield
(Streptococcus agalactiae), Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis e
Ureaplasma urealyticum, s6 serao efectuadas mediante prescricao orientada. A presenca de

substratos especificos (ureia para U. urealyticum e arginina para M. hominis) e de um indicador
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(vermelho de fenol) permite, em caso de cultura positiva, visualizar uma mudanga de cor do
caldo associada a um aumento de pH. (26)

Em gravidas, fazer sempre sementeira em gelose de sangue para pesquisa de
Streptococcus agalactiae. Em criangas, mulheres no pos-parto e sempre que seja prescrito
pelo clinico fazer sementeira em gelose de sangue para pesquisa de Streptoccocus grupo A.
Colheita

Exsudado uretral, vaginal e/ou rectal. Espermocultura. Pesquisa de Chlamydia
trachomatis e Micoplasmas genitais deve ser feita raspagem celular com zaragatoa de alginato
de calcio, apos remover o excesso de muco.

Processamento Laboratorial

Tabela XXVII — Exame microscopico

Pesquisade Coloracdao Coloracio Pesquisade Leucdcitos,

Trichomonas de Gram azul de “clue cells”” eritrocitos,
metileno bactérias

Exsudado uretral X X

Exsudado vaginal X X X X

Exsudado rectal X X X

Espermocultura X X X X

A Coloragao com azul de metileno melhora a visualizagio do gonococo. No

exsudado vaginal verifica-se o pH do muco.

Tabela XXVIII - Exame cultural

Gelose de Sabouraud Gelose de Manitol Gelose

sangue chocolate bacilos Gram
negativos

Exsudado uretral

X X X
Exsudado vaginal X X X
X X X

Exsudado rectal X

X

X X X

Espermocultura X

No exsudado vaginal das gravidas semear também meio de enriquecimento caldo
Todd-Hewitt e no dia seguinte passar para meio cromogénico para Streptococcus agalatiae.
Podera também semear-se em meio para pesquisa de Gardnerella vaginalis (exame directo
seja suspeito).

Critérios de interpretacao de resultados

Apods a observagao dos meios de cultura, fazer a identificagao e TSA de coldnias
suspeitas de causar infeccao.

Alguns agentes de infecgdo sao reportados sem antibiograma, uma vez que sao

sensiveis as moléculas utilizadas para o seu tratamento (Gardnerella vaginalis). A Neisseria
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gonorrhoeae deve sempre ser reportada com antibiograma pois o seu nivel de resisténcia as
penicilinas tem aumentado notavelmente. Estas resisténcias sao ainda mais prevalentes nos

homossexuais. (30)

Exsudados purulentos
Introducao

Muitas sao as situagoes clinicas e muitos sao os respectivos microrganismos
responsaveis por infecgoes localizadas que acarretam a formagao destes exsudados.

Perante a diversidade de situagoes clinicas e de agentes microbianos implicados, os
procedimentos a seguir descritos aplicam-se a maioria das situagoes, no entanto, nao se
pode excluir a necessidade de métodos especificos quando a situagao nosologica indique a
probabilidade de se tratar de um agente particular, por exemplo pesquisa de bactérias
anaerobias.

Colheita

Amostras de exsudado de feridas colhidas com uma zaragatoa em meio de
transporte apropriado, e/ou raspados colhidos assepticamente. Semear logo que possivel.
Nao usar zaragatoas secas.

Processamento Laboratorial

E efectuada coloragio de Gram para avaliagio do contelido em espécies Gram
positivas e negativas e sementeiras para pesquisa de microrganismos. A amostra é semeada
em meio de gelose de sangue (pesquisa de Streptococcus), meio Albicans (pesquisa de
leveduras), meio Chapman (pesquisa de Staphylococcus) e meio de gelose para bacilos Gram

negativos (pesquisa de enterobactérias).

Critérios de interpretacao de resultados
Distinguir na valorizagao das culturas microrganismos da pele ou contaminantes dos
potenciais agentes patogénicos. Microrganismos mais habituais encontrados na pele Candida

spp, Micrococcus spp, Staphylococcus spp, Clostridium spp, Lactobacillus e Diphtheroids. (26)

Dermatomicoses
Introducao

Os fungos patogénicos mais comuns em doengas infecciosas da pele, cabelo e unhas
sao os Dermatofitos. Estes fungos possuem predilecgdo por locais quentes e humidos
(virilha, axilas, regido interdigital) e vulgarmente as micoses causadas por estes fungos sao

auto-limitadas.
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Colheita

Amostra do tecido queratinoso (unha, cabelo, barba, bigode, pele) e raspagem da
zona envolvente. Colher assepticamente para um recipiente estéril (exemplo: caixa de Petri).
Nao colocar a amostra num recipiente rolhado, sem respiragao, pois mantém a amostra
humida permitindo o crescimento de bactérias e de fungos saprofitas.
Processamento Laboratorial

A pesquisa micologica subcutanea engloba dois tipos de exames: exame directo e
exame cultural. Para o exame directo, observam-se ao microscépico preparagoes do tecido
queratinoso parcialmente digerido e tornado transparente com uma solu¢ao de hidroxido de
potassio. A outra parte da amostra € usada para a sementeira em meio Sabouraud com os
antibidticos gentamicina e cloranfenicol para inibirem o crescimento de bactérias.
Critérios de interpretacao de resultados

Aceitam-se os resultados em que ha observagao de células do tecido queratinoso no
exame directo, com ou sem crescimento no meio de cultura, deve menosprezar-se os

fungos ambientais. (22)

Identificacio de bactérias
Cocos Gram Positivos

Os Cocos Gram positivos aerobios dividem-se na familia Micrococcaceae em dois
grandes grupos: Catalase positiva, em que se destacam os Staphylococcus e os Micrococcus. E
catalase negativa, entre os quais temos os Streptococcus e os Enterococcus.

Para identificacao destas bactérias é essencial a observacao da sua morfologia ao
microscopio apos coloragao pela técnica de Gram, o aspecto macroscépico das colénias em
meios de cultura solidos (selectivos ou nao selectivos) que pode sugerir a possivel
identificagao e as provas especificas de identificagao.

> Staphylococcus: cocos em cachos: isolados, aos pares, em tétradas

> Streptococcus: cocos em cadeias de comprimento variével

> Streptococcus pneumoniae: diplococos Gram positivos ovodides ou lanceolados,
com as extremidades mais largas opostas, por vezes capsulados

No meio Chapman colonias isoladas com viragem do meio para vermelho deve-se ao
crescimento selectivo de Staphylococcus spp (normalmente coagulase negativos). Quando
relevante clinicamente identificar e fazer o antibiograma (ATB) no sistema Vitek. As colodnias
isoladas com halo amarelo, o que indica a producao de acido a partir do manitol sao
suspeitas de Staphylococcus aureus. Confirma-se com a prova da coagulase ou com o teste

rapido Slidex Staph Plus. Os Staphylococcus aureus sao coagulase positiva. Procede-se a sua
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identificacao e respectivo ATB, bem como para os Staphylococcus coagulase negativa. Os
Staphylococcus coagulase negativa, se bem que sejam considerados saprofitas ou de baixa
patogenicidade para o homem, sao cada vez mais valorizados como agentes oportunistas de
infeccao. Sempre que isolados de locais habitualmente estéreis. Para as coldnias suspeitas da
Gelose de Sangue e Gelose de Chocolate faz-se o mesmo. No entanto, nestes dois Ultimos
meios tera de se fazer a prova da Catalase. Caso seja negativa suspeita-se de bactérias do
género Streptococcus. Verifica-se a hemolise da colonia. Se tiver a-hemodlise faz-se um exame
corado de Gram (diplococos — Streptococcus pneumoniae. De seguida, faz-se Slidex penumo-
kit. Para a B-hemolise procede-se a realizagao do Slidex strepto-kit. Se for positivo temos
um Streptococcus pyogenes do grupo A ou Streptococcus agalactiae do grupo B. O ATB é
realizado com galeria ATB Strep. Em geral, o Streptococcus pneumoniae valoriza-se nas
expectoragoes. E o Streptococcus agalactiae nos exsudados uretral e vaginal. O Streptococcus
pyogenes nos exsudados nasal e faringeo e na expectoragao. Se negativo nestas provas e se

for relevante prossegue-se com a identificagcao no sistema Vitek e respectivo ATB. (22) (23)

Bacilos Gram negativos — Enterobacteriaceae

As bactérias da familia das Enterobacteriaceae sao agentes usuais de infeccao no
Homem. Estas estirpes bacterianas sao das mais frequentemente isoladas no Laboratério de
Microbiologia, do ambiente ou colonizadores de outros animais. As Enterobacteriaceae sao
oxidase negativa, fermentam a glicose e a maior parte também reduz os nitratos a nitritos,

frequentemente agentes de infec¢ao nosocomial, podem provocar infecgoes enddgenas.

Tabela XXIX - Relevancia clinica das bactérias da familia das Enterobacteriaceae

Bactérias patogénicas oportunistas Bactérias patogénicas obrigatorias
E.. coli Salmonella spp

Klebsiella spp Shigella spp

Proteus spp Yersinia pestis

Enterobacter spp Y. enterocolitica

Serratia spp Y. pseudotuberculosis

Figura n°6 — Colonias de E.coli, Proteus e Enterococcus
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A identificagao deste tipo de bactérias é muito comum nas uroculturas pelo meio
CPS. Este meio cromogénico origina colonias caracteristicas:
> Coldnias arroxeadas e teste do Indol positivo — Escherichia coli
> Coldnias azuis-esverdeadas, pequenas e secas e cocos Gram positivos — Enterococcus
Spp)
> Coldnias verdes, grandes e mucoides — Grupo KES, suspeita de Klebsiella, Enterobacter
e Serratia
> Colénias incolores a castanho e Indol positivo suspeitas de Proteus, Providencia ou

Morganella. TDA positivo — Proteus mirabili

Nas situagoes em que ¢ efectuada a identificagao, pelas caracteristicas acima
nomeadas, apenas € necessario realizar o ATB. Se tal nao acontecer procede-se a
identificacao e ATB.

Nas coproculturas com colonias suspeitas de Salmonella ou de Shigella aparecem
coldnias transparentes no meio SS e verdes no Hektoen. Sao efectuados os respectivos
testes seroldgicos.

Nas geloses de sangue ou geloses de chocolate sem inibidores de crescimento,
quando se observam bacilos Gram negativos faz-se a prova da oxidase. Quando a prova é
negativa suspeita-se de enterobactérias pelo contrario se a prova for positiva suspeita-se de

bacilos nao fermentadores. (22) (23)

Bacilos Gram negativos nao fermentativos
Grupo de bactérias aerodbias estritas nao esporuladas que se desenvolvem
rapidamente nos meios rotineiros de cultura e se caracterizam por nao produzirem energia
pelo processo da fermentagao, ou seja, na fosforilagao oxidativa, o aceitador final dos
electroes é simplesmente o oxigénio. Nos laboratérios de Microbiologia a maioria das
colonias sao das espécies Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanni.
Pseudomonas aeruginosa tem como principais caracteristicas:
> Aerdbios estritos
2 Oxidase positiva
> Bom crescimento a 42°C
2 |nfecgdes oportunistas
> Produgio de pigmento azul-esverdeado (piocianina), ou vermelho acastanhado

(piorubina) (22) (23)
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Cocobacilos Gram Negativos
Género Haemobphilus

As espécies deste género fazem parte da flora habitual do aparelho respiratério
superior humano (com excepg¢ao do H. ducrey). As espécies consideradas patogénicas para o
homem sao: H. influenzae, H. parainfluenzae, H. aphrophilus e H. ducrey. O H. ducrey é agente
patogénico obrigatorio exclusivamente humano (doenga sexualmente transmissivel). As
espécies desenvolvem-se em aerobiose, mas o seu crescimento € estimulado com atmosfera
suplementada com 5% de CO, sao identificadas pelo seu comportamento frente a dois
factores de crescimento: factor X (hemina) e factor V (NAD - nicotinamida adenina
dinucleotido).

Tabela XXX - Exigéncia de factores de crescimento de bactérias do género
Haemophilus

Haemophilus influenza factor x +v
Haemophilus parainfluenza factor v
Haemophilus aphrophilus factor x
Haemophilus ducrey factor x

Assim estas bactérias crescem em gelose chocolate e gelose com sangue com o
factor exigido pela bactéria em causa. Posteriormente, identificagao suspeitas das coldnias

através do Vitek e antibiograma ATB HAEMO. (22) (23)

Género Neisseria

Estes microrganismos sao:

3 Cocos Gram negativos

# Organizam-se em pares ou pequenas cadeias com forma riniforme

3 S3o imdveis e nio produzem esporos

3 Crescimento éptimo a 35° C

3 Sdo capnofilicas e desenvolvem-se melhor em atmosfera himida

2 Todas as espécies sio oxidase positiva e catalase positiva (excepto a N. elongata que
catalase negativa)
Neisseria gonorrhoeae e Neisseria gonorrhoeae encontram-se em amostras respiratorias

e urogenitais. (22) (23)
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Antibiograma ou TSA

Este estudo é importante para determinar o comportamento de uma estirpe perante

os antibioticos, ou seja, saber da sua sensibilidade ou resisténcia. Pode ser feito pelos

métodos de Difusao e Automatizados. O TSA deve ser efectuado nas seguintes situagoes:

-

-

-
-

Para qualquer microrganismo que seja responsavel por um processo infeccioso e que
exija de terapéutica antimicrobiana

Estudos epidemiologicos de resisténcia e em estudos de novos agentes
antimicrobianos

Em todos os microrganismos isolados de locais ordinariamente estéreis (sangue, por
exemplo)

Nas situagoes clinicas que requerem terapéuticas prolongadas

Na auséncia de resposta a terapéutica empirica instituida

A tecnologia veio ajudar a resolver de forma satisfatoria as necessidades actuais, isto

¢, tornou possivel a automatizagao do antibiograma. Estes métodos podem ser quantitativos,

ou seja, determinam as concentragoes minimas inibitorias (MICs) ou qualitativos, com a

determinacao dos Break Point e a classificacao em Sensivel, Resistente ou Intermédio, Uteis

para a maioria das situagoes do dia-a-dia pelo Sistema VITEK.

A prova de susceptibilidade antimicrobiano manual é a técnica de Kirby-Bauer ou

teste de difusao do disco. Uma placa de meio Muller-Hinton, previamente inoculada com

uma suspensao do microrganismo em estudo, € incubada juntamente com varios discos

impregnados com diferentes antibioticos em concentragoes especificas. A resisténcia ou

susceptibilidade da bactéria ao antibiético é determinada pela aparigao da zona ou halo de

inibicao do crescimento a volta do respectivo disco. (31)

Tabela XXXI - Antimicrobianos
Culturas de amostras que nao Ampicilina, amoxilcilina/acido clavulanico

urina

trimetoprim + sulfametoxazol (cotrimoxazol),
eritromicina, benzilpenicilina, tetraciclina e
gentamicina (ou cefaloridina ou estreptomicina)

Culturas isoladas da urina Ampicilina, trimetoprim + sulfametoxazol

(cotrimoxazol), norfloxacina, nitrofurantoina,
cefaloridina ou tetraciclina

Staphylococcus spp Oxacilina (disco de | ug) acido fusidico, penicilina

(benzil), tetraciclina, clindamicina, trimetoprim
+sulfametoxazol (cotrimoxazol) ou gentamicina

Outros cocos e bactérias Ampicilina, amoxilcilina/acido clavulanico,

Gram-positivas cefaloridina, cotrimoxazol,

eritromicina, penicilina (benzil) e tetraciclina
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Maior parte dos bacilos Gram- Ampicilina, amoxilcilina/ acido clavulanico,

negativos cefaloridina, trimetoprim + sulfametoxazol
(cotrimoxazol)

Pseudomonas aeruginosa E normalmente resistente a varios antibioticos,
incluindo penicilina, ampicilina, varias cefalosporinas e
cloranfenicol. E normalmente sensivel a
aminoglicosideos, penicilinas semi-sintéticas tal como
apiperacilina, e azlocilina, cefalosporinas de 3.7
geragao, ceftazidima e imipenem. A maior parte das
vezes, o tratamento de infecgoes severas com P.
aeruginosa requer uma terapia com uso de duas
drogas, como por exemplo, ceftazidima
comtobramicina ou piperacilina com tobramicina

Streptococcus spp Ampicilina, amoxilcilina/ acido clavulanico, penicilina

S. pneumoniae G, cefotaxima ou ceftriaxona, eritromicina,
aminoglicosidio e vancomicina. Nao usar trimetoprim
+ sulfametoxazol (cotrimoxazol) em meios com
sangue

Salmonella e Shigella Uma ampicilina, uma quinolona e cotrimoxazol

Alguns dos antimicrobianos que deverao ser utilizadas para a técnica de Kirby-Bauer

de acordo com as recomendagoes NCCLS, EUCAST e CLSI. Ha que ter em conta que o
tamanho do halo é inversamente proporcional a CIM do microrganismo e é obtido um

resultado qualitativo que se exprime em sensivel, intermédio ou resistente. (26)

Tabela XXXII — Antibiéticos na gravidez

Antibiotico 1° Trimestre 2°Trimestre 3°Trimestre
Penicilinas Sim Sim Sim
Cefalosporinas Sim Sim Sim
Macrdlidos Sim Sim Sim
Aminoglicosideos Nao Nao Nao
Sulfonamidas/Trimetroprim Nao Nao Nao
Quinolonas Nao Nao Nao
Nitrofuranos Nao Sim Nao

Existem varios antibidticos que sao prejudiciais a gravida e como tal nao deverao ser

administrados durante a gravidez.
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Conclusao

A realizagdo deste relatorio de estagio teve um aspecto muito positivo, ao nivel da
consolidagao de conhecimentos. Contudo, haveria muito mais para evidenciar.

Além disso, permitiu um conhecimento mais acentuado da realidade vivida nos dias
de hoje nos laboratérios de Analises Clinicas.

A automatizagao é uma clara evidéncia nos laboratérios e imposta pelo incremento
do nimero de parametros e do numero de amostras a analisar. Esta situagao é ainda mais
evidente, quando ocorrem fusoes e aquisi¢oes de laboratorios.

O laboratério onde realizei o estigio é dotado dos equipamentos mais sofisticados
do mercado, ou seja, possui tecnologia de ponta.

A tecnologia e a automatizagcao permitiram, claramente, uma maior eficiéncia, uma
maior produtividade, uma menor variabilidade humana, uma menor exposicao a fluidos
bioldgicos associada a um menor risco de contaminagao e também uma maior rentabilizagao
destes laboratorios, pois verifica-se uma redugao dos custos, através da redugao dos custos
com salarios que tém um peso significativo, ao nivel financeiro das instituigoes.

Assim, ocorreu uma redugao da necessidade de recursos humanos associada a crise
economica actual desencadeou uma vaga de desemprego nesta area. No entanto, a formagao
dos profissionais nao podera deixar de ser menosprezada, pois considero de extrema
importancia a aprendizagem. S6 através desta poderemos perceber determinadas evidéncias,
logo, um aspecto que penso ser muito positivo, foi tudo o que aprendi no estagio, bem

como em todo o curso.

63



Bibliografia

(1) Bain B., Células Sanguineas — Um Guia Pratico, 4°edicao, Porto Alegre: Artmed, 2007.

(2) Hoffbrand A., Pettit J., Moss P., Fundamentos em Hematologia, 4°edicao, Porto Alegre:
Artmed, 2004.

(3) Brugnara C., Use of reticulocyte cellular indices in the diagnosis and treatment of
hematological disorders, Int | Clin Lab Res., 1998, 28 (I):1-11.

(4) Brugnara C., Reticulocyte cellular indices: a new approach in the diagnosis of anemias and
monitoring of erythropoietic function, Crit Rev Clin Lab Sci., 2000 April, 37 (2):93-130.

(5) Jacobs D., et al, Laboratory test handbook, 4.* edicao, Hudson, Ohio, Lexi-Comp Inc.,
1996

(6) Lima A, Soares J., Greco J., Galizzi J., Cangado J., Reacgao do azul da Prussia, Métodos de
laboratorio aplicados a clinica, 6.* edigao, Editora Guanabara Koogan AS, 1985

(7) Lewis S. Bain, B., Bates I, Dacie and Lewis Practical Haematology, |0%dicao,
Philadelphia: Churchill Livingstone Elsevier, 2006.

(8) Amilachwari M., Barra V., Soriano G., Barra M., Regalado M., Theoretical and practical
aspects of globular sedimentation velocity, Bol Med Hosp Infant Mex, 1990 May, 47 (5):355-
60.

(9) Burtis C.; Ashwood R., Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry, 6* Edicao, London, W.
B. Saunders Company, 2008.

(10) Lovrencic M., Metelko Z., Standardization of the hemoglobin Alc reporting: transferring
global consensus to the local community--special report, Biochem Med., 2011, 21 (1):53-4.
(I'T) Norma n° 33/2011 de 30/09/201 I, Prescricao e determinagao da hemoglobina glicada
Alc.

(12) Mercadanti M., Romero A., Lippi G., The measurement of hemoglobin A2 and F in
stored whole blood samples, Clin Lab., 2011, 57 (9-10):777-80.

(13) Lamarre Y., Hemorheological risk factors of acute chest syndrome and painful vaso-
occlusive crisis in children with sickle cell disease, Hematologica, 2012 Jun | I.

(14) Daniels G., Bromilow I., Essential Guide to Blood Groups, |* edition, UK: Blackwell
Publishing, 2007.

(15) Harvey G., David J., Mollison’s Blood Transfusion in Clinical Medicine, |1* Edigao,
Oxford, Wiley-Blackwell, 2005.

(16) Zhou X, Yan L., Zhao Y. Application of micro-column gel cards assay for
direct Coombs test in diagnosis of autoimmune hemolytic anemia, Zhonghua Xue Ye Xue Za

Zhi, 2012 Jan, 33 (1):31-3.

64



(17) Solbeck S., Ostrowski S., Johansson P., A review of the clinical utility of INR to monitor
and guide administration of prothrombin complex concentrate to orally anticoagulated
patients, Thromb J., 2012 Apr 30, 10 (1):5.

(18) Mitsuguro M., et al, Usefulness of antithrombin deficiency phenotypes for risk
assessment of venousthromboembolism: type | deficiency as a strong risk factor for
venous thromboembolism, Int ] Hematol., 2010 Oct, 92 (3):468-73.

(19) Mehrdad A., Schnaars H., Sibley J., Honor D., Determination of Plasma Fibrinogen
Concentrations in Beagle Dogs, Cynomolgus Monkeys, New Zealand White Rabbits, and
Sprague—Dawley Rats by Using Clauss and Prothrombin-Time—Derived Assays, ] Am Assoc
Lab Anim Sci., 201 | November, 50 (6): 864-867.

(20) Mackie I., Kitchen S., Machin S., Lowe G., Guidelines on fibrinogen assays, British
Journal of Hematology, 2003, /21 (3): 396-404.

(21) Quinn D., D-Dimers in the Diagnosis of Pulmonary Embolism, Am. J. Respir. Crit. Care
Med., 1999 May, 5 (159): 1445-1449.

(22) Ferreira, Wanda F. Canas, Sousa, Joao Carlos F., Microbiologia, Lisboa: Lidel, Edigoes
Técnicas, 1998.

(23) Murray R., Rosenthal S., Kobayashi S., Pfaller A., Medical Microbiology, 4th edition, USA:
Mosby Elsevier Health Science, 2002.

(24) Biomérieux, Folheto informativos de meios de cultura.

(25) Correia C., Costa E., Pires A., Alves Madalena, Pombo G., Estevinho L., Etiologia das
infeccoes do tracto urinario e sua susceptibilidade aos antimicrobianos, Acta Med Port., 9
Maio 2007, (20): 543-549.

(26) Ministério da Saude — Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Programa Nacional
de Controlo da Infecgao. Orientagoes para a elaboragao de um manual de boas praticas em
Bacteriologia, Programa Nacional de Controlo da Infec¢ao, Observatorio Nacional da Sadde,
2004.

(27) Zhu M., et al, Analysis of the aetiology of diarrhoea in outpatients in 2007, Henan
province, China, Epidemiol Infect., 2012 Jun 7:1-9.

(28) EI-Sheikh S., El-Assouli S., Prevalence of viral, bacterial and parasitic enteropathogens
among young children with acute diarrhoea in Jeddah, Saudi Arabia, | Health Popul Nutr.,
2001 Mar, 19 (1): 25-30.

(29) Mitchell C., Manhart L., Thomas K., Fiedler T., Behavioral Predictors of Colonization
with Lactobacillus crispatus or Lactobacillus jensenii after Treatment for Bacterial Vaginosis:

A Cohort Study, Infect Dis Obstet Gynecol., 2012 May 30.

65



(30) Duncan S., Duncan C., The emerging threat of untreatable gonococcal infection, NEngl |
Med., 2012 May 31, 366 (22): 2136.

(31) Joseph N., et al, Reliability of Kirby-Bauer disk diffusion method for detecting
meropenem resistance among non-fermenting gram-negative bacilli, Indian ] Patho

Microbiol., 201 | Jul-Sep, 54 (3): 556-60.

66



