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RESUMO

Este documento, aqui apresentado, refere-se ao meu estagio realizado no Servigo de
Medicina Laboratorial do Hospital Distrital da Figueira da Foz (HDFF, EPE), no ambito do
Mestrado em Analises Clinicas. O estagio teve como principais objetivos o conhecimento da
rotina de um laboratoério de andlises clinicas, proporcionando-me a aquisicao de conheci-
mentos técnicos e de pratica laboratorial, assim como, a aplicagao dos conhecimentos cienti-
ficos teoricos adquiridos ao longo do mestrado. Apds uma caracterizagao global do servico e
das suas valéncias, descrevo, de forma mais aprofundada, a minha atividade laboratorial,
enquanto estagiaria, nas valéncias de Hematologia e Microbiologia; apresentado as metodo-

logias e parametros realizados nestes sectores.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, HDFF, Hematologia, Microbiologia.
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ABSTRACT

This document refers to my internship at the Laboratory Medicine Service in the
Hospital Distrital da Figueira da Foz (HDFF, EPE) under the master's degree in Clinical Analysis.
The internship was aimed at knowing the routine of a clinical laboratory, giving me the acqui-
sition of technical knowledge and laboratory practice, as well as the application of theoretical
scientific knowledge acquired during the master's degree. After a global characterization of
the service and its valences, describe, in more depth, my laboratory activity, while an intern
in the valences of Hematology and Microbiology; presented the methodologies and parame-

ters made in these sectors.

Keywords: Clinical Analysis, HDFF, Hematology, Microbiology.
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INTRODUCAO

O presente relatorio visa descrever o meu estagio no Servico de Medicina Laborato-
rial do Hospital Distrital da Figueira da Foz (HDFF, EPE) sob a orientagao da Dr.* Ana Paula
Melo. Este estagio foi realizado durante 6 meses, com uma duragao de 700 horas, sendo
repartido pelas valéncias de Hematologia, Imunohemoterapia, Bioquimica Clinica, Biologia
Molecular e Microbiologia. Com a elaboragao deste relatério pretendo descrever a minha
atividade desenvolvida nas valéncias de Hematologia e Microbiologia. Sao, também, descritas
as Avaliacoes Internas e Externas da Qualidade destas valéncias, de modo a minimizar os

erros a que o processo analitico esta sujeito.

O estagio curricular realizado teve como principais objetivos o conhecimento da
rotina do Servico de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE; o que permitiu a aquisicao de
conhecimentos técnicos e de pratica laboratorial, bem como, a aplicagao dos conhecimentos

cientificos adquiridos ao longo do Mestrado em Analises Clinicas.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

I. A Equipa

O servigo de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE, sob a diregao da Patologista Clini-
ca Dr.* Ana Paula Vasco, é constituido por cinco valéncias distintas: Hematologia, Imunohe-
moterapia, Bioquimica Clinica, Biologia Molecular e Microbiologia. A equipa do servigo de
Medicina Laboratorial é constituida por: um Patologista Clinico, trés Técnicos Superiores de
Saude, catorze Técnicos de Diagnostico e Terapéutica (TDT), duas Assistentes Operacionais

e dois Assistentes Técnicos.

2. A Planta

O servigco compreende duas areas distintas:

a) Area laboratorial: constituida por uma recegao, uma sala de espera, trés
casas-de-banho, uma sala de colheitas, o gabinete de Diregao, duas salas de

arrumos e os espagos pertencentes as diferentes valéncias;

b) Area social: constituida por dois vestidrios, uma sala de convivio, uma casa-de-

banho e um armazém.

3. Estatistica

No ano de 2013, o servigo processou, diariamente, uma média de 1800 analises (Tabela
), das quais a grande maioria foram dirigidas ao sector de Bioquimica Clinica (Figura I). O
servi¢o alargou, este ano, a sua resposta ao Centro de Medicina de Reabilitagio da Regiao

Centro — Rovisco Pais e aos centros de saude.
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Sector 2013 2014*
Bioquimica Clinica 569995 274999
Hematologia 35595 17396
Imunohemoterapia 39740 17942
Microbiologia 16812 8990
Biologia Molecular 509 280

Total: [ 662651 319607

Média Diaria: 1815 2131

Tabela I: Analises efetuadas pelo servico de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE. Representagio
do nimero de analises processadas por cada sector do laboratério, durante os anos de 2013 e 2014. *Os
dados relativos a este ano sao referentes ao periodo de Janeiro a Maio.

Analises efetuadas em 2013

Biologia Molecular
\/_ Microbiologia

Imunohemoterapia

H«W

Bioquimica Clinica

Figura |: Representacdo grafica do nimero de analises processadas, por sector, no Servico de
Medicina Laboratorial do HDFF, EPE. Os dados apresentados correspondem as analises efetuadas pelo
servico no ano de 2013.

4. Processo de Certificacao

O servigo de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE tem implementado um Sistema de
Gestao de Qualidade (SGQ), em conformidade com a norma NP EN ISO 9001:2008 nas

valéncias de Imunohemoterapia, Biologia Molecular, Coagulagao e Virologia.
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5. Operacionalizaciao do Processo analitico

O processo analitico, desenvolve-se em trés etapas: fase pré-analitica, fase analitica e

fase pos-analitica.

a) Fase pré-analitica

No HDFF,EPE os parametros analiticos sio pedidos mediante o preenchimento de
uma requisicao online (através do programa de gestao laboratorial — CliniData XXI) ou em
requisicao em papel, em que sao devidamente selecionados os exames laboratoriais preten-
didos. As requisicoes em papel chegam ao laboratorio enviadas de outros servigos do hospi-
tal, juntamente com as amostras bioldgicas respetivas, através do sistema pneumatico exis-
tente para transporte dos produtos biologicos. Estas requisigoes sao analisadas pelos TDT
para verificar a sua conformidade quanto a legitimidade das analises solicitadas e o seu
preenchimento, para que posteriormente, prossigam a sua admissao, integragao e triagem
das mesmas no sistema informatico. As requisicoes devem conter, além do pedido de anali-

ses, os seguintes requisitos:

e identificacdo do doente (nome completo, data de nascimento, morada,

numero (n°) de utente, n° de processo);
® servigo requisitante;
e data;
e assinatura do médico e o seu n° mecanografico;
e tipo de amostra a colher e informacgao clinica relevante.

Uma vez reunidas estas condigoes, as analises pedidas sao integradas de modo a gerir
o processo de colheitas. Durante a colheita, os TDT, fazem-se acompanhar da respetiva
requisicao e das respetivas etiquetas, com um cédigo de barras, que contém toda a informa-
¢ao que permite a identificagdo da amostra e do utente (nome, n° amostra, data de colheita,
n° de episodio) e € com a sua leitura Otica que as amostras sao identificadas para posterior-

mente serem processadas.
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As andlises enviadas para o exterior (protocolos com laboratérios sub-contratados)
fazem-se acompanhar de um termo especifico de autorizagao, que requer a validagao da

Diregao Clinica.

Todas as amostras biologicas, devidamente identificadas e acompanhadas pela respe-
tiva requisicao, sao triadas e separadas por cada sector correspondente, e posteriormente

processadas.

b) Fase analitica

Dependendo dos parametros solicitados, assim a amostra é manuseada e processada
pelo respetivo equipamento. Apds o processamento, os resultados obtidos sao transmitidos
do auto-analisador para o sistema informatico CliniData XXI. Através deste software, o cli-
nico pode aceder rapidamente aos resultados analiticos do doente, acompanhando o seu

historial analitico.

c) Fase poés-analitica

Apos o processamento analitico, os resultados sao validados pelo médico ou técnico
superior de saude responsavel pelo sector que os pode disponibilizar ao clinico em suporte

digital, em papel, ou ainda por telefone nos casos de emergéncia.
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PROCESSAMENTO ANALITICO

O servigo dispoe de varios equipamentos automatizados e diferentes metodologias, quer

automatizadas, quer manuais, para o processamento das diferentes analises efetuadas:

I. Técnicas automatizadas

I.l1. Sector de Hematologia
Este sector é constituido por:

e CELL-DYN Shapphire e CELL-DYN 3700 (Abbot Laboratoérios) — dois contadores
celulares automaticos, que utilizam os processos de impedancia, leitura otica e fluo-

rescéncia como metodologias para o processamento dos hemogramas.

e CELL-DYN SMS (Abbot Laboratoérios) — equipamento para realizagao automatica de

esfregacos de sangue periférico e coloragao pela técnica May Grinwald-Giemsa.

e ACL TOP 300 e o ACL TOP (Instrumentation Laboratory) — dois auto-analisadores
para provas de coagulagao que mensuram parametros como o Tempo de Protrombi-
na (TP), o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (aPTT) e o Fibrinogénio, usando

a turbidimetria para detegao da formagao do coagulo.

e PFA-100 (Platelet Function Analyser) (Siemens) — um analisador da fungao plaquetaria

que simula, in vitro, o complexo processo de hemostase primaria.

1.2. Sector de Imunohemoterapia

Neste sector existem dois analisadores: o WADiana Compact (DG Gel, Clear Card
Technology) que usa a aglutinagio em gel como metodologia e o Immucor GAMMA (Echo
Galileo) que utiliza a aglutinagdo em microplaca como metodologia. Estes dois auto-
analisadores determinam o grupo ABO e Rh (D); e fazem a Pesquisa de Anticorpos Irregula-
res (PAIl) Eritrocitarios. O auto-analisador WADiana Compact realiza, também, provas de

compatibilidade em testes pré-transfusionais e Teste de Coombs (direto e indireto).
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1.3. Sector de Biologia Molecular

O sector é composto por:

Dois termocicladores para Reagao da Polimerase em Cadeia (PCR) em Tempo Real,
o Light Cycler 1.5 Instrument (Roche) e o Rotor-Gene 3000 (Quilaban); e um Ter-

mociclador convencional, o Px2 Thermal Cycler (IZASA).

Auto-LIPA (Bayer Diagnostics), equipamento automatizado para imunoensaios em

linha.

Extrator EZ| Advanced (IZASA).

|1.4. Sector de Bioquimica

O sector de Bioquimica Clinica dispoe de varios equipamentos automatizados de ana-

lises clinicas:

UniCAP (Pharmacia & upJohn) — para Alergologia e Doenga Celiaca, que usa o ensaio

imunoenzimatico como metodologia.

SRS 20/1'l (Vacuette) — para determinar, in vitro, a Velocidade de sedimentagao (VS)

pelo método Westergren.

Minicap (ThermoFisher Scientific) — para realizar os Proteinogramas e determinar a

Hemoglobina glicosilada (HbAlc), por eletroforese em gel de agarose.

Urisys 2400 (Roche) — para realizar as Sumarias de Urina, com recurso a tiras Com-
bur Test (Roche) (tiras reagente) pelos métodos de refletancia (quantifica leuccitos,
eritrocitos, nitritos, proteinas, glicose, corpos cetoénicos, urobilinogénio, bilirrubina,

pH e cor) e refratometria (determina o aspecto e a densidade).

Dois auto-analisadores ABL 800 Flex (Radiometer) — para processar as gasometrias
(mede os parametros: pH, gases no sangue, eletrolitos, oximetria e metabolitos)

através de elétrodos seletivos.

Architecht i2000 SR (Abott Diagnostics) — para responder aos pedidos de virologia,

com recurso ao imunoensaio por Quimioluminescéncia como metodologia. Atual-
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mente, substituido pelo Cobas E41| (Roche) mediante imunoensaio por Eletroqui-

mioluminescéncia.

e Cobas E411 (Roche) — processa a Hormonologia através de imunoensaio por Eletro-

quimioluminiscéncia.

e Cobas Integra 800 (Roche) — para mensuragao dos parametros bioquimicos como:
ionograma (por potenciometria), enzimas e substratos (por espetrofotometria), pro-
teinas (por turbidimetria), farmacos (por fluorescéncia polarizada). Atualmente, o
servigo substituiu um dos Cobas Integra 800 pelo Cobas 6000 (Roche) que usa a

mesma metodologia.

1.5. Sector de Microbiologia
Este sector conta com alguns equipamentos automatizados, tais como:

e Bact/Alert 3D (Biomérieux) — para incubagao de culturas em frasco, que utiliza um

sensor colorimétrico e a reflexao de luz para monitorizar o crescimento microbiano.

e Vitek 2 Compact (Biomérieux) — para identificacdo de espécies microbianas (por
espetrofotometria) e respetivas suscetibilidades antimicrobianas (por turbidimetria)
através de testes bioquimicos miniaturizados que se baseiam na alteragao de cor dos

indicadores de pH, devido ao metabolismo microbiano.

2. Técnicas manuais

O servigo dispoe das seguintes técnicas manuais para o auxilio no diagnostico de

varias patologias:

e Coloragao citoquimica de Perls — para corar esfregacos de medula éssea e
pesquisar a presenca de sideroblastos; e para a pesquisa de hemosiderina na

urina.
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b)

d)

Provas seroldgicas:

Reagao Waaler Rose — para determinagao do fator reumatodide, em doentes

com suspeita de artrite reumatoide.

Reagao de Widal — contribui para o diagnostico da febre tifoide, verificando a
aglutinagao dos anticorpos do doente, em contato com os antigénios O

(somatico) e antigénio H (flagelar) das espécies de Salmonella.

Reagao de Wright e Rosa de Bengala — para a detegao de Brucelose pela titu-

lagao de anticorpos especificos no soro.

Reagao de Paul-Bunell — para o diagnoéstico da Mononucleose Infeciosa por

pesquisa da presenga de anticorpos heterdfilos contra hemacias de carneiro.

Teste “Venereal Disease Research Laboratory” (VDRL) — teste nao-

treponémico, para identificagao de doentes com sffilis.

Uma das outras ferramentas laboratoriais que o servigco dispoe sao os testes rapidos,

frequentemente requisitados pelo servico de urgéncia do hospital. Estes testes usam o

ensaio imunocromatografico in vitro como metodologia. O laboratério disponibiliza os

seguintes testes:

Clearview IM (Inverness medical) — para detecao qualitativa dos anticorpos heterofi-

los IgM da Mononucleose Infeciosa em sangue total, soro ou plasma.

e Drug-Clip Test 10 card (A. Menarini diagnostics) — para a detegao simultanea e quali-

tativa de varias drogas e metabolitos em amostras de urina.

e Visitect malaria combo (Omega diagnostics) — para a detecao qualitativa da Malaria,

fazendo a pesquisa de Plasmodium Falciparum e Plasmodium ovale/vivax/malariae.

e Visitect Lepto combo (Omega diagnostics) — para a detecao da Leptospirose. Faz

pesquisa de anticorpos IgM especificos contra Leptospira sp. em amostra de sangue

total, soro ou plasma.

e Legionella 20 V-Test (Coris Bioconcept) — para detegao do antigénio de Legionella

pneumophila em amostras de urina.
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Letitest (Laboratérios Leti) — para detegao de Estreptococos do grupo A em zaraga-

toas de secregoes nasofaringeas.

Surestep - One step hCG Pregnancy Test (Alere) — teste para detegdao qualitativa da
Gonadotrofina Coridnica humana (hCG) em amostras de urina, para confirmagao

precoce da gravidez.

RSV (Coris Bioconcept) — para detegao do Virus sincicial respiratorio em amostras

nasofaringeas.

Influ A & B - Respi-Strip (Coris Bioconcept) — para detecao dos virus Influenza A e

Influenza B em zaragatoas, lavados ou aspirados de secregoes nasofaringeas.

Rotavirus/Adenovirus Combo card (Laboratorios Leti) — para a pesquisa do antigé-

nio dos virus Rotavirus e Adenovirus em amostras fecais.
FOB (Quilaban) — para pesquisa de sangue oculto em amostras fecais.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE (Alere) — para dete¢ao simultanea do antigénio de
Glutamato Desidrogenase e das toxinas A e B de Clostridium difficile em amostras

fecais.

Pylori-Strip (Coris Bioconcept) — para a detegao in vitro do antigénio de Helicobacter

pylori em amostras fecais.

RIDASCREEN Campylobacter (R-Biopharm) — para a determinagao qualitativa do

antigénio de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em amostras fecais.
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ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O meu estagio curricular no servico de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE teve
como objetivo primario um conhecimento de toda a rotina laboratorial. Primeiramente,
acompanhei o processo de rececao do utente, servico de colheitas, registo, distribuicao e
processamento das amostras. Numa segunda fase, procurei conhecer a rotina de cada sec-
tor, debrugando-me sobre as andlises efetuadas, os equipamentos e metodologias usadas.

Finalmente, procurei interpretar e questionar os resultados analiticos obtidos.

Apos uma visao global dos diversos sectores, selecionei as valéncias de Hematologia
e Microbiologia para maior aprofundamento de conhecimentos. Nestes sectores, pude
desenvolver maior componente pratica; o que permitiu maior conhecimento da rotina do
sector, nao descurando que todos os sectores laboratoriais sao importantes para a avaliagao

e consequente interpretagao dos resultados analiticos.
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I. Hematologia

A hematologia do servico de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE é o sector onde se
processam as amostras de sangue para os estudos hematolégicos (realizagao do hemograma,
observagao de esfregagos de sangue periférico e de medula 6ssea, estudo das anemias e
hemoglobinopatias; e avaliagdo da parasitémia) de forma a verificar alteragdes no numero
das células, alteragoes funcionais, quantitativas ou moleculares das proteinas que intervém

no processo hematopoiético, dando origem a situagoes patologicas.

O TDT deste sector, tem como responsabilidade a recegao das amostras, a elaboragao
da lista de trabalho e o processamento das amostras (hemogramas, execugao dos esfregagos

de sangue periférico e respetiva coloracao).

O sector conta com um Técnico Superior de Salde que faz a avaliagao microscopica dos

esfregagos corados.

A validacao biopatolégica dos resultados fica a cargo da Dr* Ana Paula Melo, que é a res-

ponsavel pelo sector.

O meu estagio no sector de Hematologia abrangeu uma grande parte do processo anali-
tico. Tive a oportunidade de rececionar as amostras e de manusear os equipamentos para o
seu processamento. Segui o TDT nas manutengoes diarias e semanais; bem como, na execu-
¢ao e coloragao dos esfregagos de sangue periférico. A observagao dos esfregacos foi acom-
panhada pelo Técnico Superior de Saude. Por fim, pude acompanhar a interpretagao e
transmissao dos resultados ao clinico. Nesta secgao do relatorio abordarei o funcionamento

do sector e o meu percurso enquanto estagiaria.

1.1. Metodologias Laboratoriais em Hematologia

O sector de Hematologia dispoe de dois contadores celulares para execugao do hemo-
grama: CELL-DYN Sapphire (Figura 2) e CELL-DYN 3700. Estes auto-analisadores hemato-
logicos contam e caraterizam as células sanguineas recorrendo a combinagao das técnicas de
citometria de fluxo, impedancia elétrica, dispersao otica e fluorescéncia. Para um correto
funcionamento e fiabilidade dos resultados, estes contadores celulares devem estar devida-

mente calibrados e perfeitamente controlados. A avaliagao da qualidade nestes equipamentos
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é realizada em duas vertentes: avaliagao interna da qualidade (AlQ) e avaliagao externa da

qualidade (AEQ).

Figura 2: Contador hematoléogico CELL-DYN Sapphire.

1.2. Avaliacao da Qualidade

A AIQ dos contadores automaticos é realizado todos os dias, de duas formas distin-

tas:

a) inicio da sessao de trabalho, com controlos (alto, baixo e normal) fornecidos pela

casa comercial;

b) com um replicado (uma amostra de sangue normal de um doente com valores
conhecidos), processado varias vezes ao longo dia, de forma a testar a fidelidade

e verificar o coeficiente de variacio das amostras.

A AEQ a que o sector se propoe é a AEQ no ambito do programa nacional do Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) nos seguintes parametros: Contagem celular do
sangue; Contagem de Reticulécitos; Morfologia do sangue periférico (com hipotese de diag-

nostico) e Hemoglobinopatias (com caso clinico para hipotese de diagnostico).

1.3. Colheita, Transporte e Conservacao das Amostras

Ao sector de hematologia do Servigo, chegam amostras de sangue colhidas para
tubos contendo o anticoagulante etilenodiaminotetracético tripotassico (K3-EDTA). O K3-
EDTA é o anticoagulante escolhido para contagens de células sanguineas, ja que a sua capa-
cidade de quelar o célcio inibe a coagulagao, permitindo a estabilidade celular (I). A colheita
das amostras sanguineas é dos procedimentos mais importantes que define a qualidade das

mesmas, repercutindo-se no resultado analitico (2)(3)(4).
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O transporte e entrega da amostra ao laboratério deve ser o mais célere possivel,

para garantir os melhores resultados (3)(4).

As amostras de sangue devem estar perfeitamente acondicionadas e devidamente
identificadas, sempre acompanhados com a requisicao do pedido de analises (4). Neste sec-
tor, antes de se iniciar o processamento da amostra verifica-se, se estao cumpridos estes

requisitos.

Um erro durante a colheita, transporte ou conservagao da amostra, inviabiliza a
capacidade do sector de hematologia processar as amostras para a realizagao do hemograma

e transmitir ao clinico resultados fidedignos (2)(3)(4).

1.4. Hemograma

O hemograma é um dos exames complementares de diagnostico mais requisitados no
HDFF, EPE. Este exame compreende a contagem das células do sangue periférico (eritroci-
tos, leucocitos e plaquetas), o calculo dos indices hematimétricos e a contagem diferencial da
populacio leucocitaria (ver anexo 1) (5)(6). E considerado o exame, de rotina, fundamental

no estudo da fungao hematopoiética.

Os contadores celulares automaticos, como o CELL-DYN Sapphire ou o CELL-DYN
3700, permitem ao sector determinar facilmente os parametros que constituem o hemo-

grama (ver anexo 2):

1.4.1. Eritrograma

Corresponde a parte do hemograma que avalia a série vermelha, podendo evidenciar
algumas alteragoes patoldgicas do sistema eritropoiético (5)(6). Para tal, sio analisados

os seguintes parametros:

a) Contagem de eritrocitos: numero de eritrocitos por unidade de volume de san-

gue total, expressa em |0%pL.

b) Concentracdo da Hemoglobina (Hb): representa a quantidade de hemoglobina

por unidade de volume de sangue, expressa em g/dL. A Hb é quantificada pelos
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métodos colorimétricos e espetrofotométricos. Este parametro permite conhecer a
existéncia de anemia, caso os valores de Hb se apresentem menores do que o limite

inferior de referéncia para a idade e sexo do paciente (5).

c¢) Hematocrito (Ht): caracteriza a percentagem dos eritrécitos no volume total de
sangue, expresso em % ou L/L. O Ht depende sobretudo do nimero, forma e tama-
nho dos eritrocitos presentes no sangue. Quantifica-se a partir da medigao do nume-

ro de eritrécitos e do Volume Globular Médio (VGM).

1.4.1.1. Indices hematimétricos:

Estes indices sao determinados pela contagem global de eritrocitos, hemoglobina e

hematocrito; e auxiliam na caracterizagao das anemias (7).

a) Volume Globular Médio (VGM): volume médio dos eritrocitos, expresso em
fentolitros (fL). Representado pelo quociente entre o hematécrito e o niumero de
eritrocitos:

Ht (%)x10
ne de eritrécitos (106/uL)

VGM(fL) =

Este indice é de enorme importancia na classificagao das anemias em microcitica, normo-

citica ou macrocitica, sendo que se considera (7):
Anemia microcitica — diminuicao do YGM,;

Anemia macrocitica — aumento do VGM.

b) Hemoglobina Globular Média (HGM): representa a quantidade de hemoglobina
média existente em cada eritrocito, expressa em picogramas (pg). Representado pelo

quociente:

1
| HGM(pg) = ———— "/
1
1

1
1
n° de eritrécitos (10%/uL) :
1
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Recorre-se a este indice para referir se ha hipocromia, normocromia ou hipercromia.

Sendo que:
Hipocromia — diminuicao do HGM;

Hipercromia — aumento do HGM.

c) Concentracio de Hemoglobina Globular Média (CHGM): concentragao
média de hemoglobina num determinado volume de eritrocitos, expressa em g/dL ou

g/L. Dada pelo quociente:

Hb (g/dL)

I —
| CHGM(gldL) == %2
1

x 100
1

d) Amplitude da Distribuicao Eritrocitaria/”’Red cell Distribution Width”
(ADE/RDW): corresponde a amplitude de distribui¢ao do tamanho dos eritrocitos,
ou seja representa o indice de anisocitose eritrocitaria, expresso em % (6)(7). Este

indice indica o quanto a populagao de eritrocitos se desvia do tamanho médio:

e o0 aumento de RDWV esta associado a elevada anisocitose, refletindo a exis-

téncia de eritrécitos de diferentes tamanhos, como na anemia sideropénica;

e a diminuicdo (ou normalidade) de RDW ¢é encontrado em determinadas

hemoglobinopatias, como por exemplo a talassémia.

1.5. Leucograma

O leucograma corresponde a contagem global das diferentes populagoes leucocitarias.
Os leucocitos sao células sanguineas que medeiam as respostas imunoldgicas e incluem os
leucocitos polimorfonucleares (granuldcitos) e os leucocitos mononucleares. As células
polimorfonucleares tém nucleo lobulado e possuem granulos citoplasmaticos bem perceti-
veis. Dependendo do tipo de granulos, estes leucocitos sao separados por trés classes: neu-
trofilos, eosindfilos e basofilos. Os leucocitos mononucleares sao distinguidos em linfocitos e
monocitos (6)(7)(8). Os analisadores automaticos do sector dao-nos a possibilidade de efe-

tuar a contagem diferencial das cinco distintas populagoes leucocitarias (avaliadas conforme
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o tamanho, a estrutura interna, os l6bulos nucleares e granularidade citoplasmatica), sendo
que indicam as suas quantidades relativas, em percentagem e em valor absoluto, e fornecem
informagoes da existéncia de células imaturas. Alteragdes no nimero de leucécitos podem

estar associados a diversas situagoes patologicas:

e Leucocitose: quando o nimero de leucécitos aumenta para valores' superiores a
10x10%/L. Pode ser desencadeada por processos infeciosos/inflamatérios, traumatis-
mo e leucemias. Em infecoes bacterianas é normal ocorrer aumento dos neutrofilos,
nas infe¢oes virais verifica-se aumento de linfécitos e nas infe¢oes parasitarias e aler-

gias observa-se um aumento de eosinodfilos (6)(7)(8)(9)(10);

e Leucopenia: quando o numero de leucocitos diminui para niveis inferiores a
4x10’/L. A leucopenia esta bastante relacionada com o uso de formacos (que afetam a

producao de leucécitos), as terapéuticas imunossupressoras e com imunodeficiéncias

@)1 1) (12).

1.6. Plaquetas

As plaquetas, desenvolvidas na medula 6ssea, sao fragmentos citoplasmaticos das suas
células percursoras — os megacariocitos. As plaquetas formam agregados que, juntamente,
com os fatores de coagulagao bloqueiam as lesoes vasculares e traumas tecidulares, travando
a hemorragia. No sangue periférico, estas células apresentam um tempo médio de vida de
cerca de dez dias. As plaquetas possuem granulos que contém os fatores de coagulagao

necessarios ao processo de hemostase. Assim, plaquetas agranulares nao siao funcionais

(6)(7)(8)-

Os contadores celulares automaticos, do sector, usam os métodos de dispersao otica e a
impedancia elétrica para a contagem e determinagao do tamanho das plaquetas. Desta forma,
determinam o volume médio das plaquetas (MPV) e a variagao de tamanho (PDW). A conta-
gem do numero de plaquetas é dada por unidade de volume de sangue e alteragoes quantita-

tivas sao designadas por:

! Os valores referidos no documento sio valores genéricos, mas de referéncia do servico, consi-
derando que podem apresentar oscilagées em funcao da idade ou sexo (ver Anexo I).
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e Trombocitose: o numero de plaquetas aumenta para valores superiores a
450x10°/L (pode estar relacionada com uma situagio reativa ou de inflamagao créni-

ca, hemorragia ou neoplasia) (6)(7);

e Trombocitopenia: diminuicdo do nimero de plaquetas para niveis inferiores a
150x10°/L (pode estar relacionada com neoplasias medulares, infecdes virais e como

consequéncia da toxicidade de farmacos)(6)(7)(13).

Em situagoes de trombocitopenia deve-se averiguar a presenca de coagulos na amostra e
observar o esfregagco de sangue periférico para detetar possiveis agregados plaquetares (figu-

ra 3) (7).

e Agregados Plaquetares — resultam da ativagao das plaquetas promovendo a liber-
tacao dos granulos e consequentemente a agregacao plaquetar. Desta forma, a conta-
gem de plaquetas encontra-se falsamente diminuida. Assim, sempre que se suspeite
desta condicao, deve-se fazer a observagao microscopica do esfregaco de sangue
periférico e caso se confirme a presenca de agregados plaquetares devera ser solici-

tado a repeticao da colheita em citrato ou heparina (14).

Figura 3: Esfregaco de sangue periférico
evidenciando agregados plaquetares (15).
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1.7. Reticulocitos

Os reticulocitos sao eritrocitos imaturos, circulantes no
sangue periférico, desprovidos de nucleo mas com acido ribo-
nucleico (RNA) ribossomal e algumas mitocondrias (figura 4). E
um parametro de grande interesse no diagnostico laboratorial
das anemias, ja que permite distinguir anemias de causa medu-
lar de anemias de causa extra-medular(16)(17). No sector de
hematologia a contagem de reticulocitos é efetuada no conta-

dor CELL-DYN Sapphire e feita a sua observagao microscopica

Figura 4: Reticul6cito no
sangue periférico corado

mais, a contagem de reticulécitos é aproximadamente | a 2 % POr coloracdo supravital
com azul de metileno (6).

através do esfregaco de sangue periférico. Em situagoes nor-

dos eritrocitos totais. Uma falha na producao de eritrocitos

reflete-se numa contagem baixa de reticuldcitos, contrariamente a uma reticulocitose
(aumento dos reticuldcitos) que parece estar presente na anemia e reflete a sua intensidade;
e sugestiva de hemolise que estimula a produgao medular de eritrécitos. Contudo, a reticu-

locitose pode ser originada por situagoes pos-hemorragicas (7)(16).

1.8. Esfregaco de Sangue Periférico

Apobs o processamento das amostras nos contadores celulares automatizados e a inter-
pretacao dos resultados obtidos, avalia-se a necessidade da execugao do esfregagco de sangue
periférico tendo em consideragao a histéria clinica do doente, informagoes acerca do diag-
noéstico clinico provavel e a distribuicao das células no histograma da contagem nos equipa-

mentos.

O esfregago de sangue periférico é essencial na avaliagao hematolodgica, revelando possi-
veis alteragoes de cor (por exemplo: hipocromia e hipercromia) nas dimensoes e na morfo-
logia dos elementos celulares (figura 5) (16). O esfregago € feito através do espalhamento de
uma gota de sangue sobre a superficie de uma lamina, de forma a conseguir uma fina pelicula

de sangue para que nao haja sobreposigao das células (6)(7)(16)(17).

No sector de hematologia, os esfregacos e respetiva coloragao siao executados pelo
equipamento CELL-DYN SMS. Os esfregacos apos corados (pelo método de May Griinwald-

Giemsa) sao observados ao microscopio, tendo em conta (6)(7)(16)(17)(18):
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e Alteragoes morfologicas das plaquetas e presenga de agregados plaquetares;

e Alteragcoes morfoldgicas dos eritrocitos (forma, tamanho, cor, presenca de “rou-

leaux”, de células nucleadas ou de corpos de inclusao);
e Contagem das diferentes populagoes leucocitarias;

e Alteragoes morfoldgicas da série leucocitaria (tamanho, aspecto da cromatina, forma
do nucleo, presenca ou nao de nucléolo(s), relagao nudcleo/citoplasma, granularidade

e basdfilia do citoplasma);
e Presenca de percursores das linhagens celulares mieldide, linfoide e eritroide;

e Pesquisa de parasitas do sangue (exemplo: Plasmodium sp).

A B D F

83

Figura 5: Células do sangue periférico. A: Eritrocitos; B: Neutréfilo; C: Eosindfilo; D: Baséfilo; E: Monéci-
to; F: Linfocito (6).

1.9. Estudo das anemias

A anemia é definida pela diminuicao da Hb do sangue abaixo dos valores de referéncia
determinados para o sexo e idade. Na anemia, além da diminuicao da Hb, é possivel que o
hemograma revele outros parametros diminuidos como por exemplo, a contagem de eritro-
citos e o hematocrito. A anemia pode ser consequéncia de hemorragia, defeito de produgao
ou de hemolise. Aspectos clinicos como sintomas (cefaleias, fraqueza e/ou dispneia) e sinais
clinicos (palidez das mucosas e/ou ictericia) podem ser indicativas de um estado anémico e
condigao para a realizacao de exames laboratoriais que confirmem a anemia. No sector, o

diagnéstico laboratorial das anemias é realizado tendo em conta (6)(7)(8)(19)(20):
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e aavaliagao do hemograma;

e a interpretagao dos parametros hematimétricos (classifica as anemias em microciti-

cas, normociticas e macrociticas) (tabela Il);

e a observagao do esfregaco de sangue periférico;

e a contagem de reticulécitos (na anemia hemolitica);

e a determinagao dos parametros: ferritina, vitamina B2 e acido folico.

Classificacao das anemias

Parametro Alteracido Patologia associada
anemia ferripriva
Microcitica anemia sideroblastica
Talassémia
Normocitica anemia hemolitica
MCV
anemia megaloblastica (deficiéncia em acido foli-
co)
Macrocitica
anemia perniciosa (deficiéncia em vitamina B12)
Hepatopatias
Talassémia
Hipocromia
secundaria a défice de ferro
HCM
Normocromia anemia hemolitica
Hipercromia esferocitose hereditaria

Tabela IlI: Classificacdo das anemias tendo em conta as altera¢cdes dos paramétros hematimétri-
cos e exemplos de patologias associadas. Adaptado (7).

1.10. Estudo das hemoglobinas

As hemoglobinas normais presentes no sangue do adulto sao: hemoglobina A (Hb A),

hemoglobina fetal (Hb F) e hemoglobina A, (Hb A,) (Tabela lll). A principal hemoglobina
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existente, no adulto, é a Hb A. Contudo, no embriao e feto a Hb F esta presente em maior

quantidade (6)(21).

Hemoglobinas normais no sangue de adultos

Hb A Hb F Hb A,
Quantidade normal (%) 96-98 0,5-0,8 1,5-3,2

Tabela llI: Os trés tipos de hemoglobinas normais e a sua quantidade relativa, presentes no san-
gue do adulto. Adaptado (7).

A alteragao quantitativa ou qualitativa da sintese de globina estd implicada em doencas
hereditarias, como por exemplo: a talassémia (o ou 3) e variantes da hemoglobina (Hb S, Hb

C, Hb D, Hb E) (6)(21)(22).

No sector de Hematologia, tive a oportunidade de observar, o diagnéstico laboratorial
das hemoglobinopatias. O estudo eletroforético das hemoglobinas é realizado no auto-
analisador Minicap, que faz a separagao das diferentes fragoes da hemoglobina. A interpreta-
¢ao do grafico com as fragoes globinicas, do hemograma, do esfregaco de sangue periférico e

da cinética do ferro sao essenciais para o estudo das hemoglobinopatias (7).

I.11. Pesquisa de Plasmodium sp.

Plasmodium sp. é o agente etioldgico da Malaria, frequentemente associada a zonas tropi-
cais. Este parasita € transmitido ao Homem, através da fémea do mosquito Anopheles, que
cresce e multiplica-se primeiramente no figado e posteriormente invade os eritrocitos
(23)(24). A Malaria pode ser transmitida pelas quatro espécies de Plamodium — P. vivax, P.
falciparum, P. malariae e P. ovale; sendo o parasitismo por P. falciparum a forma mais severa de
Malaria (7)(24). Estas espécies podem ser distinguidas pelas suas caracteristicas especificas
quando se observam os eritrocitos parasitados ao microscopio. No sector, a pesquisa de
Plasmodium sp. é feita com recurso a um teste rapido para a detecao qualitativa da Malaria,
fazendo a pesquisa do antigénio de Plasmodium falciparum e Plasmodium ovalelvivax/malariae.
Contudo, ¢é realizado também um esfregaco de sangue periférico, corado pela técnica May

Grunwald-Giemsa, com intuito de confirmar a parasitémia efectuando-se a observagao
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microscopica dos elementos parasitarios dentro dos eritrocitos, permitindo distinguir a

espécie de Plasmodium sp. (7)(25).

1.12. Velocidade de Sedimentacao

A Velocidade de Sedimentagao (VS) é o parametro que corresponde a velocidade a que
sedimentam os eritrocitos no plasma, medida em milimetros (mm) num determinado inter-

valo de tempo (mm/h) (7).

No servico de Medicina laboratorial recorre-se a um método automatizado para medi-
¢ao da VS. O equipamento automatizado SRS 20/l analisa a VS globular dos eritrécitos em

tubo primario com citrato de sodio.

A VS é considerada um parametro inespecifico, pois pode apresentar variagdes em diver-
sos processos patologicos. No entanto, € um forte indicador de um processo inflamatorio,
em que a quantidade de fibrinogénio no sangue aumenta exponencialmente levando a aglo-
meragao dos eritrocitos (fenomeno de “rouleaux”) que conduz ao aumento da VS. Varias
condigoes patologicas podem estar associadas ao aumento da VS, tais como: inflamagao agu-
da ou croénica, no periodo de convalescenga do processo infecioso, no pds-operatério, no
mieloma multiplo, anemia, febre reumatica e artrite reumatoide. Todavia, € importante
salientar que a VS varia consoante o sexo e a idade e em determinadas situagoes fisiologicas,
tais como a menstruagao e a gravidez em que a VS apresenta-se aumentada. Por outro lado,
a VS pode estar diminuida em situagoes de policitemia, anemia falciforme, deficiéncia cardia-

ca congestiva e excesso de fibrinogénio plasmatico e globulina (7)(16)(26).

1.13. Coagulacdao e Hemostase

O sistema hemostatico, em caso de lesao vascular, tem a capacidade de limitar a hemor-
ragia, permitindo a reparagao dos tecidos, através de um conjunto de reagoes por interagoes
entre a parede vascular, as plaquetas e os fatores de coagulagao. A hemorragia pode estar
associada a anomalias herdadas ou adquiridas do proprio sistema hemostatico. Por outro
lado, uma ativagao desregulada do sistema hemostatico pode estar implicada em tromboses,

embolias e comprometer a irrigagao de 6rgaos vitais (7)(16).
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Deste modo, quando ocorrem situagoes de lesao do tecido vascular desencadeiam-se os

mecanismos de controlo da hemorragia, podendo considerar-se (7)(16):

e Hemostase primaria: ha constricao do vaso sanguineo, seguida de adesao plaque-
tar, agregacao plaquetar e posterior libertagio de granulos, levando a formagao de

um coagulo plaquetar no local da lesao.

e Hemostase secundaria: ativada pelas reagoes do sistema de coagulagao plasmatica
culminando com a produgao de fibrina. Este processo inclui a coagulagao sanguinea e

a fibrindlise.

1.13.1. Avaliacao laboratorial da hemostase

As amostras de sangue que chegam ao sector para estudo da hemostase, sao colhidas
para um tubo com o anticoagulante citrato de sédio. Posteriormente, apos centrifugacao
para obtengao do plasma, sao processadas em tubo primario no ACL TOP 300. Este auto-
analisador permite determinar parametros como: Tempo de Protrombina (TP), o Tempo de

Tromboplastina Parcial ativada (aPTT) e o Fibrinogénio.

1.13.1.1. Tempo de Protrombina (TP)

O TP permite avaliar a via extrinseca e a via comum da cascata de coagulagao. Este
parametro é frequentemente usado na monitorizagao da terapéutica com anticoagulantes
orais, despiste de alteragoes da coagulagao (analise de rotina para pré-operatério) e da ava-
liagao da fungao hepatica (7)(16). O TP, é dado em segundos, que corresponde ao tempo
consumido pela amostra de plasma para coagular na presenga de tromboplastina e de clore-

to de calcio.

Devido ao uso de diferentes tromboplastinas utilizadas para a determinagao do TP,
os resultados obtidos, sao padronizados segundo um valor de referéncia internacional de
cada tromboplastina, o indice de Sensibilidade Internacional (ISl), utilizado no calculo de

uma razao normalizada, o “International Normalised Ratio” (INR), segundo a formula:
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i INR = (TPdoente)

TP normal

O INR é utilizado na monitorizagao terapéutica com anticoagulantes orais. Se o valor
de INR estiver bastante superior ao limite superior de referéncia, indica que a anticoagulagao

do doente esta afetada e apresenta maior risco de hemorragias (7).

1.13.1.2. Tempo de Tromboplastina Parcial ativada

(aPTT)

O aPTT permite avaliar a via intrinseca e a via comum da cascata de coagulagio. E
utilizado para a monitorizagao da terapéutica heparinica e na investigacao de causas hemor-
ragicas hereditarias, tais como a hemofilia e a doenga de von Willebrand (7)(16)(27)(28). Na
determinagio do aPTT, o plasma é colocado na presenca de cefalina’, de um ativador de
contacto e cloreto de calcio. O tempo consumido em segundos para a coagulagao do plasma

representa o aPTT.

1.13.1.3. Fibrinogénio

Este parametro avalia a capacidade de conversao de fibrinogénio soltvel num coagulo
de fibrina insoluvel, pela agao da trombina. A avaliagao turbidimétrica do fibrinogénio faz-se a
partir do coagulo obtido para o Tempo de Protrombina, por extrapolagao a partir da curva
de coagulagao obtida. Para uma avaliagdo mais correta determina-se o fibrinogénio pelo
método de Clauss. Pode estar diminuido em situagoes de coagulagao intravascular dissemina-
da ou na ativagao da fibrindlise. O seu aumento parece estar associado a processos infecio-

sos e/ ou inflamatorios, ja que é uma proteina de fase aguda (16).

2 Tromboplastina parcial incapaz de ativar a via extrinseca.
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2. Microbiologia

O sector de Microbiologia do servico de Medicina Laboratorial do HDFF, EPE com-
preende os estudos bacteriologicos, micologicos e/ou parasitoldgicos. Aqui sao processados
varios tipos de amostras bioldgicas, dentro das quais se incluem urina, exsudatos, expetora-
¢ao, lavados bronquicos, liquidos bioldgicos [pleurais, ascitico, Liquido Cefolalorraquideo

(LCR)], sangue, fezes e escamas de pele.

Na rotina deste sector, o TDT tem como responsabilidade a recegao das amostras,
a elaboragao do registo das amostras e listas de trabalho, a verificagao dos produtos em fal-
ta, e o processamento das amostras (sementeira nos meios apropriados, execugao dos
esfregagos e respetiva coloragao). O sector conta com dois Técnicos Superiores de Saude
que fazem a avaliagao macroscopica das culturas semeadas nos dias anteriores e dos resulta-
dos das identificagoes e antibiogramas. Este processo é realizado durante o periodo da
manha, com a colaboragao do TDT que as processou. Os Técnicos Superiores de Salde sao
igualmente responsaveis pela avaliagao e interpretagao dos exames diretos a fresco e apos

coloracgao.

O meu estagio no sector da Microbiologia contemplou todo o processo do estudo
microbioldgico, desde a recegao das amostras a interpretagao e transmissao dos resultados

ao clinico.

2.1. Metodologias Laboratoriais em Microbiologia

O sector de Microbiologia esta equipado com um aparelho Vitek 2 Compact (Biome-

rieux) (Figura 6), que apresenta um sistema automatizado de identificagdo de microrganis-

Figura 6: Vitek 2 Compact da Biomérieux.
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mos e respetivo antibiograma. A identificacao de espécies microbianas é feita através de car-
tas com um sistema miniaturizado dos testes bioquimicos convencionais. O aparelho faz uma
leitura automatica, por espetrofotometria, da alteragao de cor promovida pela mudanga de
pH devido ao metabolismo microbiano. O antibiograma ¢ feito com recurso a cartas con-
tendo varios antibiéticos. E determinada a Concentragio Minima Inibitéria (CMI) e os resul-

tados sao interpretados como suscetivel, intermédio ou resistente.

Contudo, para identificagoes de espécies bacterianas para as quais o VITEK 2 Com-
pact nao contém cartas, ou em casos de prevaléncia rara que nao se justifique o uso de car-
tas VITEK, o laboratério de microbiologia usa a metodologia API. Esta metodologia é reali-
zada em galerias compostas por diversas clpulas, que contém meio de cultura e substratos
desidratados permitindo a metabolizagao dos substratos, pelas bactérias, evidenciando-se

por reagoes colorimétricas ou por turvagao.

Este sector tem um sistema automatizado para culturas em frasco, o sistema
Bact/Alert 3D (Biomérieux) (figura 7). Este auto-analisador permite a incubacgao, agitagao e
monotorizacao dos frascos contendo a amostra do doente inoculados em meios aerdbios ou
anaerobios. O Bact/Alert 3D faz leituras periddicas de forma a detetar crescimento micro-
biano. O sistema usa um sensor colorimétrico e a reflexao da luz para monitorizar a produ-
¢ao de didxido de carbono (CO,), originado pelo desenvolvimento microbiano e metabolis-

mo dos substratos do meio de cultura.

Figura 7: Bact/Alert 3D da Biomérieux.
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2.2. Avaliacao da Qualidade

Para garantir a qualidade do sector de Microbiologia, € importante a implementacao
de controlos de qualidade, quer internos, quer externos. A avaliagao da qualidade assegura
a exatidao e fiabilidade da metodologia realizada no laboratorio de Microbiologia (isolamen-

tos, identificagoes e antibiogramas).

A AIQ do sector de Microbiologia é realizado semanalmente, com estirpes padrao
de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus
[“American Type Culture Collections” (ATCC)], fornecidas pela casa comercial. Este con-
trolo é processado com as técnicas usadas na rotina laboratorial para identificagoes e anti-
biogramas. Realiza-se, ainda, uma sementeira controlo, em gelose de sangue (GS), de forma
a verificar a esterilidade da solugao utilizada nas suspensoes bacterianas para identificagoes e

antibiogramas.

O sector esta inscrito num programa de AEQ do “United Kingdom National Exter-
nal Quality Assessment Service” (UK NEQAS), para as areas de bacteriologia e parasitologia.
Esta avaliagdo requer o processamento de amostras desconhecidas liofilizadas, usando os
procedimentos laboratoriais do sector. A AEQ de bacteriologia consiste em exercicios (com
casos clinicos) para identificagao de agentes patogénicos e respetivos antibiogramas. A AEQ
de parasitologia consiste, também, em exercicios (com casos clinicos) com amostras para a
pesquisa de parasitas. Apds o envio dos resultados, o UK NEQAS envia para o laboratério o

relatério com a apreciagao.

2.3. Colheita, Transporte e Conservacao das Amostras

Para garantir um bom resultado é necessario que a colheita da amostra bioldgica res-
peite os procedimentos estabelecidos pelo laboratorio, em conformidade com o seu Manual
de Colheitas. A qualidade da amostra influencia diretamente o resultado obtido. Uma falha
numa destas etapas (colheita, transporte e conservagao da amostra), esta relacionada com a
incapacidade de isolamento do agente etioldgico responsavel pela infecao e com o cresci-

mento de outros microrganismos contaminantes.

A colheita da amostra biologica deve ser feita, sempre que possivel, antes de iniciar a

antibioterapia e no local anatomico onde haja maior probabilidade de isolamento do micror-
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ganismo patogénico. O material e recipiente usado para a colheita deve ser estéril, de forma
a minimizar possiveis contaminagoes (por exemplo, em técnicas invasivas, se a colheita nao
for asséptica, a amostra colhida podera ser contaminada com a flora normal do doente). A
qualidade do resultado e a sua interpretagao podem também ser afetados se o volume de

amostra for insuficiente para a andlise microbioldgica (29).

O transporte e entrega da amostra ao laboratorio deve ser o mais célere possivel, de
maneira a garantir a sobrevivéncia e o isolamento dos microrganismos e prevenir o cresci-
mento de outros menos exigentes. No caso de nao ser possivel o transporte ou processa-

mento imediato da amostra, esta deve ser preservada com refrigeragao (2 a 8°C) (29).

Os produtos biolégicos devem estar perfeitamente acondicionados e devidamente
identificados, sempre acompanhados com a requisi¢ao clinica. Neste sector, antes de se ini-
ciar o processamento da amostra verifica-se, se estao cumpridos estes requisitos. O sector
tem estabelecido um conjunto de regras para trabalhar em condi¢oes de assepsia, de forma a
minimizar contaminagoes. Apresenta também um protocolo relativo a escolha dos meios de
cultura, em fungao do tipo de amostra e da informagao clinica, de forma a conseguir um bom

isolamento do microrganismo responsavel pela infegao.

2.4. Exame Microbiolégico — Aspectos Gerais

O exame microbiolégico dos diversos produtos biologicos, compreende um exame dire-
to e um exame cultural. O exame direto pode ser macroscopico ou microscopico (direto a

fresco ou direto apos coloragao) (30):

e Exame Macroscopico — permite a observagao, a fresco, do produto para anilise,
tendo em atengao caracteristicas como: o cheiro, a cor e o aspecto. Esta observagao
pode auxiliar na orientagao da pesquisa microbioldgica de um determinado agente

etiologico.

e Exame Microscopico direto — possibilita conhecer, ao microscépio otico, a flora
microbiana presente na amostra e observar o tipo e quantidade de células presentes

(leucécitos, eritrocitos e células epiteliais) e pode ser realizado em duas vertentes:
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a) Exame Microscopico direto a fresco — este exame é feito com uma sus-
pensao da amostra biolégica em soro fisiologico e observada ao microscopio

otico.

b) Exame microscoépico direto apos colorag¢dao — durante o processamento
da amostra, faz-se um esfregago do produto a analisar, em lamina de vidro. O
esfregago, depois de fixado a chama, é corado pela técnica de Gram ou pela
técnica de Ziehl-Neelsen. A escolha da coloragao depende do tipo de amos-

tra e pedido do clinico.

2.5. Técnicas de Coloracao

Os métodos de coloragao sao técnicas importantes em laboratorios de microbiologia,
uma vez que proporcionam uma perspetiva da flora bacteriana da amostra biologica, poten-

cialmente associada a infegoes (30).

O sector de Microbiologia do servico de Medicina Laboratorial, tem definido os proce-
dimentos de coloragao, em fungao do tipo de amostra e exame requisitado pelo clinico. Por
norma, sao coradas duas laminas por amostra, uma para observagao imediata e outra de

reserva.

e Coloragao de Gram — permite diferenciar bactérias Gram-positivas de Gram-

negativas (30).

e Coloragao Ziehl-Neelsen — permite distinguir bacilos acido-alcool resistentes (BAAR)
de outras bactérias. Realizada em todos os pedidos de exame para pesquisa de Mico-

bactérias (30).

2.6. Exame Cultural

As amostras biologicas, dependendo da sua natureza e do objetivo de estudo, sao
semeadas nos meios de cultura adequados e incubados em estufa a temperaturas e atmosfe-
ras especificas, de acordo com as necessidades particulares de cada microrganismo, de forma
a permitir uma adequada avaliagao do crescimento microbiano (28). Durante a interpretagao

macroscopica da cultura deve-se ter em conta:
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e Caracteristicas morfologicas das coldnias, como: forma, tamanho, contorno, cor, bri-
lho, rugosidade, densidade, odor e predominio de determinado tipo de coldnia

(exemplo: odor caracteristico de Pseudomonas spp.);

e Alteragoes do meio em redor das coldnias, que caracterizam uma atividade metaboli-

ca especifica do microrganismo (exemplo: a e B hemolise em gelose de sangue);

e Alteragoes de cor nos meios diferenciadores, em consequéncia do metabolismo bio-
quimico do microrganismo [exemplo: alteragao da cor azul do meio de “Cystine Lac-
tose Electrolyte Deficient” (CLED) para cor amarela, devido ao metabolismo de baci-

los Gram-negativo fermentadores da lactose que alteram o pH do meio] (31).

A apreciagao global do exame direto, do esfregaco corado e do exame cultural, define o

procedimento seguinte.

2.7. Amostras biologicas analisadas

2.7.1. Urina

As infe¢coes do trato urinario (ITU) sao das infegoes mais comuns no Homem. Normal-
mente, o trato urinario € resistente a colonizagao por bactérias patogénicas. Porém, pode
ocorrer invasao, por via ascendente, de bactérias comensais de outra zona do corpo (nor-
malmente por bactérias da flora intestinal), causando infegao urinaria aguda. Os agentes etio-
logicos frequentemente associados a ITU nas criangas e adultos, sao as Enterobactérias, em
particular: Escherichia coli (a mais comum), Proteus spp. e Klebsiella spp.; e ainda outras bacté-
rias Gram-negativas, como a Pseudomonas aeruginosa e algumas Gram-positivas, como Entero-
coccus faecalis, Staphylococcus saprophyticus ou Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.
As leveduras, como Candida albicans podem também estar associadas a ITU, principalmente
em doentes imunodeprimidos. No entanto, o seu isolamento em amostras de urina, s6 deve
ser valorizado se as culturas estiverem puras, sem crescimento bacteriano, dado que esta

levedura coloniza a mucosa genital (29)(32)(33).

A todas as amostras de urina que chegam ao laboratorio de microbiologia sao efetuados

um exame microscépico a fresco do sedimento urinario e um exame cultural:
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a) Sedimento urinario
Durante a observagao do sedimento urinario deve-se avaliar a presencga de:

|. Leucocitos: a presenga de mais de trés a seis leucécitos/campo podera indicar uma
ITU bacteriana, geralmente confirmada no exame cultural, ja que existe uma boa cor-
relagao entre leucocituria e bacteriuria. Contudo, ha que ter em atengao que leucoci-
turia nem sempre esta associada a ITU, podendo ser detetada noutras patologias, da
mesma forma que pode haver bacterilria sem leucocituria (infegoes assintomaticas

ou em doentes imunodeprimidos) (34).

2. Bactérias: uma bacteriuria moderada a abundante pode sugerir uma ITU bacteriana.
Contudo, podera estar associada a contaminagao da amostra ou ser proveniente da

colonizagao da uretra pela flora normal (34).

3. Células leveduriformes: apesar de pertencerem a flora normal do trato urinario infe-
rior, poderao estar relacionadas com infecao fungica (principalmente em doentes

imunodeprimidos) (34).

4. Eritrécitos: a hematuria pode ser uma manifestagao de infecao do sistema urinario,

como por exemplo a glomerulonefrite ou necrose tubular aguda (35)(36).

5. Células epiteliais, Cristais e Cilindros.

b) Exame Cultural

As urinas, apos homogeneizagao, sao semeadas em meio de CLED e Gelose de sangue
(GS) por esgotamento total do inéculo. As sementeiras sao incubadas na estufa a 37°C, em
aerobiose, de 18h a 24h. Em amostras pediatricas, a sementeira é feita em lamina gelosada

(dois meios: CLED e MacConkey), por imersao da lamina gelosada na urina.

Na observacao das sementeiras, deve-se avaliar o crescimento bacteriano tendo em con-
ta o que foi observado no exame microscopico do sedimento urinario. Se a cultura apresen-
tar crescimento bacteriano, prossegue-se com uma contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC). Quando a cultura é pura e a contagem de UFC é igual a 10>/mL deve-se par-
tir para a identificagio do microrganismo em causa. Uma cultura 10°/mL polimicrobiana
(com trés ou mais tipos de colénias) é dada como 10°/mL polimicrobiana e deve ser repetida

nova colheita. Apesar das ITU serem causadas, normalmente, apenas por uma espécie bacte-
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riana, culturas com duas espécies diferentes e com um exame do sedimento urinario suges-
tivo de infecao (presenca de bactérias e leucocitos), procede-se ao isolamento dos dois

agentes bacterianos.

Em amostras de urina colhidas por pungao vesical, valoriza-se qualquer que seja o cres-

cimento de espécie (s) bacteriana (s), independentemente da contagem de UFC/mL.

As identificagoes e antibiogramas sao realizados de forma automatizada, pelo VITEK 2

Compact, seguindo a metodologia para identificagoes e antibiogramas.

2.7.2. Exsudato Vaginal e Uretral

A flora normal da vagina apresenta uma grande variedade de bactérias e leveduras, prin-
cipalmente Lactobacillus spp., que exercem um efeito protetor sobre a mucosa vaginal, ao
manterem o pH dcido. O desequilibrio da flora normal da vagina esta relacionado com a
diminuigao de Lactobacillus spp. e a proliferagao da flora existente, como Gardnerella vaginalis
(associada a vaginose bacteriana) e Candida spp. (nas candidiases). Porém, outros microrga-
nismos nao pertencentes a flora normal podem provocar infegoes vaginais, tais como: Neis-

seria gonorrhoeae ou Trichomonas vaginalis (29)(37).

Os exsudatos vaginais sao colhidos por zaragatoa e enviados para o laboratério. Este
tipo de amostras chegam ao laboratorio e sao sujeitas a exames diretos e culturais, dependo

do pedido do clinico:

a) Exame direto microscoépico

e Exame direto a fresco do esfregago, entre lamina e lamela, para pesquisa de Tricho-

monas vaginalis;

e Exame do esfregagco apds coloragao de Gram: a observagio do Gram é importante,
dado que possibilita uma avaliagao da presenca ou auséncia de flora bacteriana (tipo e
eventual predominio), células leveduriformes e “clue cells”. As “clue cells” sao células
epiteliais de descamacgao repletas de bacilos de Gram variavel, sugestivas de infecao
por G. vaginalis, quando associadas a auséncia ou diminuicao de Lactobacillus spp.

(bacilos grandes Gram-positivo).
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b) Exame Cultural

A sementeira do exsudato é efetuada em GS, gelose Chocolate (GC) ou gelose PolyVi-
tex VCAT3 (para a pesquisa de infecoes por Neisseria gonorrhoeae), gelose Sabouraud com
Gentamicina e Cloranfenicol (SGC). As placas sao incubadas, a 37°C em aerobiose (GS) e

atmosfera de CO, (GC). A leitura é efetuada apos 24 horas de incubagao.

E também utilizado um meio de cultura préprio para a pesquisa de Streptococcus

agalactiae.

Este exame bacteriologico é requisitado pelo servico de obstetricia e tem especial
interesse para detetar a provavel colonizagao da mucosa
vaginal/anal por S. agalactiae. A presenca deste coco
gram-positivo durante a gravidez é importante, ja que,
durante o parto, pode ocorrer transmissao vertical cau-
sando pneumonia, septicémia, ou meningite no recém-

nascido (29)(38)(39).

O rastreio de S. agalactiae é normalmente feito

em exsudato vaginal/anal em meio Granada, que é seleti- _. .
Figura 8: Pesquisa de Streptococcus

agalactiae em meio Granada. A
cultura apresenta coldnias de tom laran-
ja indicando a presenca de S. agalactiae.

vo para identificagao de S. agalactiae (figura 8).

2.7.3. Fezes

A detecao dos agentes bacterianos normalmente associados a infe¢oes gastrointestinais é
dificultada pela presenga da flora normal do trato digestivo, constituida na sua grande maio-
ria, por anaerdbios estritos e apenas uma pequena percentagem de anaerdbios facultativos,
como Enterobacteriaceae, Enterococcus, Lactobacillus e Candida albicans. Deste modo, em con-
dicoes de aerobiose, grande parte da flora intestinal nao cresce, limitando-se as enterobacté-
rias. O exame bacterioldgico de fezes é orientado, por rotina (a nao ser que haja um pedido
especifico), para a pesquisa das bactérias dos géneros Salmonella, agentes da febre tifdide e
de outras salmoneloses (gastroenterites) e Shigella, agente da shigelose ou disenteria bacilar
(29)(40)(41). Posteriormente, sao efetuados exames macroscopicos, diretos, culturais e, se

requisitados, exames parasitolégicos e alguns testes rapidos:
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a) Exame direto

No exame macroscopico observa-se a consisténcia das fezes (formadas ou liquidas) e a
presenga de muco ou sangue, que possibilita uma orientagao para o diagnostico do agente

etiologico da infegao.

No exame microscopico efetua-se um exame direto a fresco, entre lamina e lamela, para

pesquisa de leucocitos nas fezes.

b) Exame Cultural

O exame bacterioldgico de fezes € normalmente orientado para a pesquisa de bactérias
dos géneros Salmonella e Shigella. As fezes sao semeadas em gelose Salmonella Shigella (SS) e
gelose Chrom ID Salmonella (SM2), dois meios sélidos de isolamento seletivo e de identifi-
cagao para a detegao de espécies Salmonella e Shigella. As fezes sao também inoculadas em
meio de enriquecimento liquido, o caldo selenito, que inibe A
o crescimento de outras enterobactérias. Os meios de
cultura sao incubados a 37°C, por 12 a 24h. O caldo sele-

nito é posteriormente repicado para os meios SS e SM2.

As colonias de Salmonella sp. e Shigella sp. apresentam

caracteristicas especificas em cultura (figura 9).

Caso se suspeite da presenga de coldnias de alguma

Figura 9: Coprocultura em meio

destas bactérias, estas devem ser isoladas e identificadas SM2. As coldnias lilis sdo sugestivas
da presencga de Salmonella sp.

(VITEK 2 Compact) e seguidamente a confirmagao do géne-

ro e da espécie por testes serologicos.

c) Exame parasitologico de fezes

Quando requisitado este exame o procedimento para a colheita de fezes devera ser de
trés amostras em dias nao consecutivos, tendo em conta a eliminagao intermitente de certos
parasitas. As amostras devem ser colhidas em contentor apropriado e quando recebidas no

laboratorio sao submetidas a:

® eXame macroscépico: observa-se se existe a presenga de muco, sangue ou elementos

parasitarios (vermes adultos ou fragmentos dos mesmos);
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e exame microscopico: realiza-se apés um método de concentracao, que baseia-se no
principio de sedimentagio. Este método usa uma solugao que funciona como meio de
conservagao, um solvente de lipidos, o acetato de etilio e um filtro que retém as par-
ticulas de maiores dimensoes. Apos centrifugacao, obtém-se um sedimento mais lim-
po com os elementos parasitarios, caso os haja, em maior concentragao, livre de
todos os residuos lipofilicos. Para melhorar a observagao usa-se o lugol como coran-

te.

d) Pesquisa do antigénio e das Toxinas A e B de Clostridium difficile

A flora bacteriana normal do intestino constitui uma barreira natural contra o desenvol-
vimento de organismos patogénicos. Clostridium difficile € um dos agentes etiologicos mais
associados a diarreias nosocomiais. O uso de antibioterapia leva a uma redugao da flora
enddgena intestinal e consequentemente a proliferagio de microrganismos patogénicos
enddgenos, ou contaminagao exogena, como C. difficile. As estirpes toxigénicas produzem
uma enterotoxina, a toxina A e uma citotoxina, a toxina B, que conduzem a uma colite
pseudomembranosa. Ambas toxinas sao bons marcadores da presenca desta bactéria
(29)(42)(43). Para detetar a sua presenga em amostras de fezes, o laboratorio usa um teste
imunocromatografico que utiliza anticorpos monoclonais especificos para o antigénio e para

as toxinas A e B do C. difficile.

e) Pesquisa do antigénio de Helicobacter pylori

O pH acido do estomago constitui uma importante barreira de defesa do sistema gas-
trointestinal. A bactéria Helicobacter pylori apresenta uma otima relagao adaptativa ao nivel
do estémago, podendo colonizar a mucosa gastrica, ja que consegue escapar a agao do suco
gastrico, devido a produgao de urease, que neutraliza parcialmente o ambiente acido do
estomago. Desta forma, pode proliferar e constituir um dos principais agentes etiologicos
responsaveis por Ulceras pépticas, gastrites cronicas e associado frequentemente a cancro
do estomago (29)(44)(45). Para detetar a sua presenga, faz-se a pesquisa do seu antigénio em

amostras de fezes, com recurso a um teste imunocromatografico.
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f) Pesquisa de Campylobacter sp.

Campylobacter sp. € um dos agentes etiologicos de

gastroenterites da comunidade, associado a ingestao

de alimentos (carnes de aves mal cozinhadas) ou
aguas contaminadas ou por manipulagdo de animais
contaminados. Esta bactéria estd frequentemente
relacionada com infegoes gastrointestinais infantis
(29)(46)(47). Para detetar a sua presenga em amostras
de fezes, o laboratério tem ao seu dispor um teste
imunocromatografico (teste qualitativo) e um meio
solido seletivo e de identificagao para Campylobacter
sp., a gelose “Charcoal-Cefoperazone-Deoxycholate

Agar” (CCDA) (figura 10). O meio é incubado a

) . Figura 10: Diagnéstico laboratorial de
37°C, em atmosfera de mlcroaerofllla, durante 48h. Campy’obacter sp. A: Teste imunocroma-

tografico positivo para Campylobacter sp. B:
Cultura em meio CCDA apresentando

sugestivas de Campylobacter sp., procede-se a identifi- colonias caracteristicas de Campylobacter sp.

Se houver desenvolvimento bacteriano, com colonias

cagao da espécie.

g) Pesquisa de Adenovirus e Rotavirus

Muitas gastroenterites apresentam origem viral sendo os agentes etiologicos mais
comuns, os virus Adenovirus e Rotavirus. Estes agentes estao frequentemente associados a
gastroenterites virais em criangas (48)(49). O laboratério dispoe de um teste imunocroma-

tografico para a detegao destes dois virus em amostras fecais.

2.7.4. Expetoracado e outras amostras respiratorias

O tratamento das amostras provenientes do trato respiratorio inferior (expetoragao,
aspirados/lavados bronquicos), que chegam ao laboratoério para exame bacteriolégico, com-

preende um exame direto e um exame cultural:
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a) Exame direto

No exame direto sao realizados esfregagos para coloragao de Gram e/ou para coloragao
de Ziehl-Neelsen, dependendo do pedido. A observagao do Gram permite avaliar a qualida-
de da amostra, tendo em conta a presenga de leucocitos, células epiteliais e o predominio de

alguma espécie bacteriana.

b) Exame cultural bacteriolégico

Geralmente as amostras sao semeadas em meio GS e GC, incubadas a 37°C, durante
24h (a GC incubada em atmosfera rica em CO,). As espécies que se desenvolvem nos meios

de cultura sao valorizadas tendo em atengao o exame microscopico do Gram.

As identificagoes e antibiograma sao feitos no VITEK 2 Compact ou em galerias API/ATB

seguindo a metodologia para identificagoes e antibiogramas.

Pesquisa de Mycobacterium tuberculosis

As infe¢oes por micobactérias constituem uma enorme preocupagao de saude publi-
ca a nivel mundial. A micobactéria patogénica Mycobacterium tuberculosis é o agente etiologi-
co da tuberculose pulmonar (29). A Organizagao Mundial de Saude (OMS) estima que, em
2012, aproximadamente 8,6 milhoes de pessoas desenvolveram tuberculose e 1,3 milhdes de

pessoas morreram devido a doenga (50).
O tratamento das amostras do trato respiratorio para diagnéstico laboratorial de
micobactérias compreende um exame direto e cultural:
a) Exame direto

Para a pesquisa de micobactérias neste tipo de amostras, faz-se um esfregaco que é

corado pela técnica de Ziehl-Neelsen de forma a observar a presenca de BAAR (figura I 1).
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b) Exame cultural

As culturas sao mais sensiveis do que os exames
diretos e sao necessarias para a identificacao da espécie
de micobactéria. Estas amostras sao submetidas a um
processo de homogeneizagao e descontaminagao e de
seguida é realizado o exame cultural. A cultura é efe-
tuada em meio solido (meio de Lowenstein-Jensen) e

em meio liquido (frascos do sistema Bact/Alert 3D). O

meio Lowenstein-Jensen é um meio seletivo, enriqueci- Figura 11: Observacio microscé-
pica de BAAR em cordio corados

do com a presenga de ovo, de asparagina e de fécula, pela técnica Ziehl-Neelsen.

que favorece o crescimento das micobactérias. O meio

é incubado em estufa a 37°C, em atmosfera de aerobiose. Na auséncia de crescimento em

cultura o resultado é reportado como negativo ao fim de 60 dias de incubagao.

Os frascos do sistema Bact/Alert 3D contém um meio liquido de cultura, desenvolvido
para um melhor crescimento das micobactérias. Os frascos sao colocados no sistema
Bact/Alert 3D onde sao incubados a 37°C e monitorizados continuamente durante 42 dias.
Se durante este periodo de tempo houver crescimento bacteriano, o equipamento deteta
um aumento de fluorescéncia, e emite um sinal luminoso correspondente ao “frasco positi-

”»”

VO .

Em caso de positividade, procede-se a uma observagao de BAAR através de uma colora-
¢io de Ziehl-Neelsen. E igualmente realizada uma cultura do meio liquido em GS para averi-
guagao de contaminagao. Se esta estiver contaminada a amostra devera ser novamente des-
contaminada e incubada. No caso de confirmagao microscopica da existéncia de BAAR, a
cultura em meio sélido ou liquido é enviada para o INSA para identificagao e testes de sensi-

bilidade aos antituberculostaticos.

2.7.5. Exsudatos Purulentos

Ao laboratorio podem chegar colheitas de pus, em zaragatoa ou seringas de aspira-

¢ao de diversas partes do corpo. E realizado um exame direto e cultural:
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a) Exame direto

Faz-se a observagao microscopica do esfregago apos coloragao de Gram para avalia-

¢ao da presenga de leucécitos, células epiteliais e da flora bacteriana existente.

b) Exame cultural

A sementeira é realizada em GS e a incubagao ¢ feita a 37°C, em aerobiose e/ou

anaerobiose, dependendo do tipo de estudo pretendido.

Durante a observaciao das sementeiras, a valorizagao das colonias isoladas depende
da zona anatomica da qual foi colhido o produto, a historia clinica do doente e o que foi

observado no Gram.

As identificagoes e antibiogramas sao feitos no VITEK 2 Compact ou em galerias

API/ATB seguindo a metodologia para identificagoes e antibiogramas.

2.7.6. Sangue

A presenga de bactérias na corrente sanguinea (bacteriémia) é detetado através de
hemoculturas. Para tal, as amostras de sangue extraidas por pungao venosa sao introduzidas
diretamente para frascos de hemocultura (frascos em aerobiose e anaerobiose Bact/Alert
3D) que sao incubados depois no sistema Bact/Alert 3D (29). Este sistema permite a incuba-
¢ao, agitacao e monitorizagao continua das hemoculturas em meios aerdbios e anaerdbios,
inoculados com amostras de sangue, realizando leituras periddicas para a detegao de positi-
vidade microbiana. O meio de cultura dos frascos fornece as condi¢coes nutricionais e
ambientais adequadas ao desenvolvimento dos microrganismos associados a infegoes sangui-
neas. Para detetar o crescimento bacteriano, o Bact/Alert 3D usa um sensor colorimétrico e
a reflexao de luz para monitorizar a presenga e a producao de CO, dissolvido no meio de
cultura. A presenca de bacteriémia na amostra inoculada conduz a produgao de CO,, uma

vez que ha metabolizagao dos substratos existentes no meio de cultura.

As culturas, regra geral, permanecem no equipamento até completarem sete dias de
incubagao caso nao haja qualquer sinal de positividade, desta forma a hemocultura é conside-
rada negativa. Contudo, para microrganismos fastidiosos consideram-se vinte dias de incuba-

¢ao. Sempre que uma amostra € positiva, realiza-se:
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a) Exame direto

Faz-se um esfregaco que é corado pela coloragao de Gram.

b) Exame cultural

As hemoculturas positivas sao geralmente semeadas em GS, e incubadas a 37°C e em

atmosferas de aerobiose e anaerobiose.

As identificagoes e antibiogramas sao feitos no VITEK 2 Compact ou em galerias

API/ATB seguindo a metodologia para identificagoes e antibiogramas.

2.7.7. Liquido Cefalorraquideo

A puncao lombar para colheita de LCR ¢é realizada por profissionais médicos especializa-
dos. A colheita deve ser realizada em recipientes estéreis, adequadamente vedados e trans-
portados de imediato para o laboratério de forma a nao comprometer o diagnéstico labora-
torial (29). O LCR é submetido a um exame direto (contagem citologica e Gram) e um

exame cultural:
a) Exame direto:

Apos recegao do LCR, é feito de imediato um exame macroscopico (aspecto e colora-
¢ao). Posteriormente, procede-se a observagao microscopica a fresco do LCR, em camara
de Fuchs-Rosenthal, para contagem dos elementos celulares (leucocitos e eritrécitos). No
caso de ser requisitado a pesquisa de Cryptococcus neoformans, é efetuada uma observagao
microscopica a fresco, com tinta-da-china de forma a evidenciar a capsula deste fungo. Reali-

za-se, também, uma observagao de esfregacos corados pela técnica de Gram.

b) Exame cultural:

As amostras de LCR s3ao semeadas por picada em GS e GC e incubadas a 37°C, durante
24 horas, em aerobiose e atmosfera de CO,. A observagao das placas é feita durante cinco

dias consecutivos.

As identificagoes e antibiogramas sao feitos no VITEK 2 Compact seguindo a metodolo-

gia para identificagoes e antibiogramas.
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2.7.8. Pele, Cabelos e Fragmentos de Unhas

As micoses humanas superficiais podem afetar a pele, o cabelo e as unhas e compreen-
dem geralmente as dermatomicoses (associadas a fungos dermatofitos) e as candidiases
cutaneas (associadas a Candida spp). Os dermatofitos mais associados ao parasitismo do
homem e consequente infegao cutanea pertencem aos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton. O agente etiologico mais prevalente em candidiases cutaneas é Candida albi-
cans (51)(52). No laboratorio, sempre que requisitado exame micoldgico de escamas de pele

ou cabelo e de fragmentos de unhas procede-se a um exame direto e cultural:

a) Exame direto:

As amostras de raspados de pele, cabelos e unhas que chegam ao laboratério sao sujeitas
a um exame microscopico direto, usando hidroxido de potassio (KOH) a 20% para a disso-
lugao da queratina existente nas amostras e facilitar a visualizagao dos elementos flingicos

(26).
b) Exame cultural:

As amostras sao semeadas em meio SGC e em lamina gelosada Mycoline [dois meios:
SGC e gelose Sabouraud Cloranfenicol Actidiona (SCA)], incubadas a 25°C e examinadas
uma vez por semana, durante 3 semanas. O meio SGC ¢ seletivo para cultura de leveduras e
fungos filamentosos em amostras que estejam normalmente contaminadas com flora saprofi-
ta, ja que a presenga dos dois antibioticos inibe o crescimento da maioria das bactérias

Gram-positivo e negativo que possam estar na amostra.

Na avaliagao da sementeira, se existir crescimento de colonias de fungos o procedimento

seguinte depende do fungo isolado:

e Fungos leveduriformes: efetua-se um teste em latex sobre lamina, especifico para
identificacao de Candida albicans. Se o teste for negativo, a identificagao deve ser exe-

cutada no VITEK 2 Compact;

e Fungos filamentosos: observa-se a morfologia macroscopica da colonia, tendo em
atengao a cor da colonia (frente e verso), a forma da coldnia, a textura da superficie
e o tempo de crescimento (figura 12). Efetua-se de seguida um exame a fresco para

observagao da morfologia microscopica, sendo de realcar o tipo de conideos
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(macroconideos ou microconideos), o seu numero e padrao de agrupamento; e o

tipo de hifas (septadas ou asseptadas) e o modo como se ramificam.

Figura 12: Cultura em SGC e em lamina gelosada Mycoline, evidencian-
do o crescimento de um fungo filamentoso. A: Frente da colénia em SGC; B:
Verso da colénia em SGC; C: Coldnias do fungo filamentoso, em meio SCA, em
lamina gelosada Mycoline.

2.8. IdentificacGes e Antibiogramas

Os microrganismos sao identificados pelas suas varias caracteristicas, peculiarmente pelas
caracteristicas morfologicas, culturais, bioquimicas e antigénicas. No sector de Microbiologia,
o procedimento para identificagoes e antibiogramas ¢ definido a partir da avaliagdo do exame
cultural e dos respetivos exames diretos (a fresco e/ou apés coloragao). Neste sector, a
identificagdo dos microrganismos e sua suscetibilidade aos antibioticos, é realizada no equi-
pamento automatizado VITEK 2 Compact. Para este procedimento, é utilizada uma suspen-

sao microbiana pura (segundo escala de “MacFarland”).

Todavia, se necessario recorre-se a algumas provas manuais complementares para auxi-
liar o processo de identificagdo do microrganismo:

a) Prova da catalase

Teste usado para verificar a presen¢a da enzima catalase em colénias morfologicamente

sugestivas de cocos Gram-positivo, permitindo a sua diferenciagao (29):
a) Catalase (+): Staphylococcus sp.
b) Catalase (-): Streptococcus sp. ou Enterococcus sp.

No caso da prova da catalase ser positiva é realizada a prova da coagulase, um teste

rapido por aglutinagao em latex para identificagao de Staphylococcus aureus (29). Num teste
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positivo pode observar-se uma aglutinagao visivel a olho nu, indicando a presenca de colo-

nias de S. aureus.

b) Prova da Optoquina

Recorre-se a esta prova quando em cultura, aparecem
colodnias sugestivas de Streptococcus pneumoniae. Esta bactéria
é normalmente sensivel a optoquina. A existéncia de um
halo de inibicao a volta de um disco de optoquina na superfi-
cie de uma placa semeada com colonias suspeitas € sugestiva

da presenga de S. pneumoniae (figura 13). Esta prova, € um

teste presuntivo e depende da sensibilidade a optoquina das

Figura 13: Prova da optoquina
em cultura presuntiva de S.
pneumoniae, em GS. A presencga
do halo de inibigao confirma a pre-

c) Prova da Bacitracina senga de S. pneumoniae.

espécies testadas (53).

Teste que permite fazer a identificagao de colonias sugestivas de estreptococos do grupo
A que apresentam [3-hemolise (Streptococcus pyogenes) (54). A presenga de um halo de inibi-
¢ao a volta de um disco de bacitracina na superficie de uma placa semeada com coldnias sus-

peitas é indicativo de eventual presenca de S. pyogenes.

d) Prova da Oxidase

A enzima citocromo oxidase, produzida por alguns microrganismos, incluindo espécies
de Neisseria e Pseudomonas, atua na cadeia respiratoria e catalisa a oxidagao do citocromo C
pelo oxigénio molecular, que funciona como recetor terminal de eletroes (29). O teste efe-
tuado no sector utiliza discos impregnados com reagente que muda de cor quando exposto

a enzima citocromo oxidase. Numa reagao positiva ha mudanga de cor para azul-parpura.

Todas as identificagoes, realizadas por provas manuais, sio confirmadas no VITEK 2
Compact e o antibiograma sera efetuado com as respetivas cartas. Os resultados emitidos
pelo equipamento sao cuidadosamente avaliados pelo Técnico Superior de Saude deste sec-
tor, de forma a verificar incoeréncias e para definir quais os antibioticos a serem reportados,
tendo em conta a informagao clinica, as resisténcias naturais de alguns microrganismos e a

realidade do hospital.
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CONCLUSAO

O Mestrado em Anadlises Clinicas correspondeu as minhas intengoes iniciais de enri-
quecer os meus conhecimentos teoricos na area da saude e nas técnicas laboratoriais aplica-
das 2 mesma. O estagio foi gratificante na medida em que pude trabalhar em contexto real,
deparando-me com a rotina e atividade de um laboratorio inserido em ambiente hospitalar.
Desta forma, e com o apoio de pessoal especializado, adquiri competéncias fundamentais
para o meu percurso curricular e para o meu futuro profissional. Em suma, o Mestrado em
Anadlises Clinicas com a inclusao do estagio, nao so6 contribuiriam para a minha formagao
académica, como também para a minha formagao pessoal, dando-me a oportunidade de
experienciar uma rotina profissionalizante e o convivio e interagao com varios profissionais

de salide que me transmitiram o seu saber e experiéncia.
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Anexo |: Valores de referéncia (VR) do sector de Hematologia do servico de Medi-

cina Laboratorial do HDFF, EPE

Parametros VR Unidades
Hemograma
Eritrocitos 4,2 — 5,4 (mulheres) 10%/uL
4,7 — 6,0 (homens)
Hemoglobina 12,5 — 16 (mulheres) g/dL
13,5 - 18 (homens)
Hematocrito 37 — 47 (mulheres) %
42 — 52 (homens)
VGM 78 — 100 fL
HGM 27 - 31 Pg
CHGM 32 -36 g/dL
RDW [1,5- 14 %
Leucécitos 4-105 10% pL
Neutrofilos 1,5-6,6 10% pL
Linfocitos 1,5-35 0%/ uL
Monécitos < 10/ uL
Eosinéfilos <0,7 10% L
Baséfilos <0,l 10% pL
Plaquetas 150 — 450 10% pL
VPM 6-95 fL

Coagulacao

Tempo de Protrombina

TP (doente) 12,5 - 15,8 s
TP (atividade %) 70-100 %
INR 09-1,0 -
aPTT 25,4 -36,9 s
Fibrinogénio (funcional) 367 — 437 s
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Anexo 2: Software do CELL-DYN Sapphire apresentando um Hemograma com as
contagens celulares, calculo dos indices hematimétricos e a distribuicao das células no

histograma da contagem.
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