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RESUMO

O presente relatorio de estagio, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, contém
informagao relativa as atividades desenvolvidas durante o estagio no Servico de Patologia
Clinica do Centro Hospitalar S. Joao (CHSJ), decorrido entre 16 de Dezembro de 2015 e 27
de Maio de 2016.

Apds uma breve introdugao sobre o Servico de Patologia Clinica, apresenta-se uma
descricao mais detalhada das areas de Microbiologia e Hematologia Clinicas: equipamentos,
principios das metodologias utilizadas e abordagem a alguns dos principais parametros

laboratoriais com o respetivo enquadramento tedrico e importancia clinica.

Palavras-chave: CHSJ, Patologia Clinica, Microbiologia Clinica e Hematologia Clinicas.

This internship report, in the context of the Master's degree in Clinical Analyses, contains
information on the activities carried out during the internship in Clinical Pathology Service at
Hospital S.Joao (CHS)), between |6th December 2015 and 27th May 201 6.

After a brief introduction about the Clinical Pathology Service, is presented a more detailed
description of the areas of Microbiology and Clinical Hematology: equipment, principles of
the methodologies used and the approach to some of the main laboratory parameters with

the respective theoretical framework and clinical importance.

Keywords: CHSJ, Clinical Pathology, Clinical Microbiology and Clinical Hematology.



INTRODUCAO

Estando em processo de especializagao em Andlises Clinicas pelo Colégio de Especialidades
da Ordem dos Farmacéuticos, o ingresso no Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra veio permitir a aquisicao de conhecimentos teéricos e
praticos essenciais a esta formagao atendendo ao cariz profissionalizante deste Mestrado.
Este apresenta um plano de estudos que abrange as componentes teoricas e praticas
inerentes as actividades das Analises Clinicas, com duragao de quatro semestres letivos,
realizando um Estagio Curricular final num Laboratério de Analises Clinicas, privado ou
publico, com a duragao de 6 meses.

Neste contexto, realizei o Estagio Curricular no Servigo de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar Hospital S. Joao, Porto, Portugal, que decorreu entre 16 de dezembro de 2015 e
27 de maio de 2016. O Diretor de Servigo € o Professor Doutor Tiago Guimaraes e a Dra.
Teresa Carvalho, Farmacéutica, Técnica Superior de Salde, Assessora Principal a exercer
atividade no Laboratoério de Microbiogia, no sector das Micobactérias assumiu a orientagao
do estagio.

O presente relatorio apresenta sucintamente o local e a dinamica das actividades
desenvolvidas, com destaque para as valéncias de Microbiologia e Hematologia Clinicas
relativamente aos parametros bioanaliticos determinados e importancia clinica,
equipamentos, técnicas e metodologias, e a importancia do controlo da qualidade. Contém
também alusdes, sempre que possivel, a experiéncia pessoal contextualizada por explicagoes

tedricas adquiridas ao longo do Mestrado e bibliografia consultada.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DO SERVICO DE
PATOLOGIA CLINICA DO CHSJ

O Servico de Patologia Clinica, integra o Centro de Medicina Laboratorial que compreende
também o Servico de Anatomia Patoldgica e o Servico de Imunohemoterapia. Desempenha
um papel crucial na saude do doente, pois é através dos dados laboratoriais obtidos que o
clinico sustenta a tese de diagndstico e estabelece estratégias terapéuticas nao
farmacologicas e/ou farmacologicas. De modo a garantir um trabalho de exceléncia, a equipa
técnica deste Servigo consolida e atualiza conhecimentos tedricos e praticos, por forma a
entender a complexidade do sistema integrante, sempre com uma abordagem

multidisciplinar e de cooperagao.

Por um lado, para que os resultados laboratoriais apresentem qualidade, o laboratoério tem
de garantir rigor nas 3 fases que precedem a libertagio do resultado analitico: Fase Pré-
Analitica, Fase Analitica e Fase Pos-Analitica. A avaliagao da qualidade deve ser inserida num
contexto multidimensional e de forma quantitativa, através dum processo estatistico que é
usado para monitorizar e avaliar os resultados obtidos diariamente, atuar para
corrigir/eliminar as causas das nao conformidades através de medidas corretivas e, ainda
tomar medidas de prevengao para evitar novas ocorréncias. O Servico de Patologia Clinica
do CHSJ participa em Programas de Controlo de Qualidade Interno (C.Q.l.) e de Avaliacao
Externa de Qualidade (A.E.Q. - Entidade Organizadora National External Quality
Assessment Site - UK NEQAS), de modo a assegurar a credibilidade do Laboratério,
gerando confian¢a nos resultados laboratoriais. Por outro lado, é fundamental a articulagao
entre os clinicos e o laboratorio no sentido de estabelecer a selegao, a prioridade e a
possibilidade de execugao dos parametros analiticos que se adequem as necessidades de

determinada patologia em geral e as do doente em particular.’”

MICROBIOLOGIA CLINICA

Controlo da Qualidade Interno e Externo. A questido da qualidade e da sua garantia
constitui um tema muito complexo principalmente nas instituigoes publicas de prestagao de
cuidados de saude, assim como nos laboratorios privados de Andlises Clinicas. E, embora
existam varias definicdes para a qualidade, todas se centram nas necessidades do

cliente/doente (o beneficiario) e o médico (enquanto prescritor).
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A Microbiologia Clinica Laboratorial tem por objetivo a interligagao dos conhecimentos das
areas de Bacteriologia, Parasitologia, Micologia e Virologia Clinicas relativamente aos
mecanismos de patogénese e caracteristicas clinicas das doengas infeciosas dos varios

sistemas do corpo humano, e consequente aplicagao no diagnéstico clinico laboratorial.

Estuda, também, aqueles que sao capazes de desenvolver relagdes de simbiose com o
Homem e, portanto, de protecao contra os agentes patogénicos, constituindo a flora
residente em diversas areas anatomicas. No entanto, estas colonizagdes em contexto de
imunossupressao do hospedeiro podem permitir o desenvolvimento de infegoes
oportunistas.

Apesar do tipo de testes usados em Microbiologia Clinica diferir de acordo com a classe do
laboratério, recursos financeiros e humanos, no geral realiza-se, no caso das infegoes
bacterianas e flingicas: exame macro e microscopico, cultural, identificagio e teste de
sensibilidade aos agentes antimicrobianos, existindo varios métodos para a identificagao dos
microrganismos que se baseiam nas caracteristicas genotipicas ou nas fenotipicas.

O Microbidlogo, a medida que decorre o processamento da amostra e os testes
laboratoriais, deve valorizar e reportar apenas os potenciais patogénicos. Deve, ainda,
considerar que a valorizagao recorrente da flora normal conduz a prescricao desadequada
2

de antibidticos e ao aparecimento de resisténcias emergentes.

Organizagao e objetivos do Setor de Microbiologia Clinica do Servigo de

Patologia Clinica do CHSJ. O laboratério de Microbiologia Clinica encontra-se dividido
em 5 dreas fisicas distintas, contiguas e sequencialmente organizadas no ambito do
processamento laboratorial. Os produtos sao processados inicialmente nas Entradas, depois
nas Continuagoes/Sensibilidades pelos Técnicos de Diagndstico e Terapéutica, mediante
indicagao do Patologista ou do Técnico Superior de Saude. As areas da Virologia e das
Micobactérias destinam-se aos produtos com pesquisas direcionadas para estes
microrganismos, os quais tém de ser obrigatoriamente processados a parte para impedir
contaminagoes cruzadas. E ainda, a area destinada a incubagao e monitorizagao de
Hemoculturas.

E da competéncia do Laboratério de Microbiologia Clinica do CHSJ efetuar colheitas,
preparar, selecionar e armazenar os meios de cultura de acordo com o produto biolégico e
o agente etiologico a identificar; preparar os corantes para a coloragao de Gram, Kinyoun,

Auramina e outras coloragoes especiais; realizar sementeiras e respetivas repicagens e
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isolamentos bacterianos; selecionar e interpretar os diversos métodos para os testes de

sensibilidade aos antibiéticos e fazer a leitura e interpretacio do resultado laboratorial.

Obtengao, Conservagao e Processamento de Amostras biologicas em

Microbiologia. As amostras apenas sio aceites se acompanhadas pelas respetivas

requisicoes médicas, em recipientes proprios, em condicoes de transporte corretos e
intactas. Relativamente a requisicao médica (via informatica), desta consta obrigatoriamente:
dados relativos a identificagdio do doente (nome, idade, sexo, servico e diagnostico ou
suspeita de diagnostico), ao exame laboratorial e a data da colheita da amostra. O
processamento e tratamento da amostra sao orientados com base no pedido do clinico, na
suspeita de diagnostico, na proveniéncia da amostra (local anatomico, provaveis agentes
infeciosos e flora associada) e nas condicionantes do doente (idade, sexo, atividade
profissional, historico clinico e terapéutico). Neste contexto, os fatores de crescimento
intrinsecos ao(s) provavel(eis) agente(s) microbiano(s) em causa tém de ser garantidos afim
de preservar a viabilidade deste(s) ou do(s) seu(s) material(ais) genético(s).

Fatores de crescimento microbiano: A otimizacio das condi¢cdes ambientais de

suporte ao crescimento de bactérias e fungos de interesse clinico é tao importante quanto o
conhecimento dos requisitos nutricionais para a obtengdo de cultura in vitro.”) Os fatores
criticos a considerar sao:

a) Temperatura: fator que condiciona a velocidade com que as reagoes quimicas associadas
ao crescimento microbiano se estabelecem. Geralmente é definido um intervalo para a
temperatura ideal: 35-37°C para a maioria dos microrganismos, 25+2° C para fungos nao
invasivos, 40°C para Campylobacter spp. e 4°C para Yersinia enterocolitica.

b) Humidade: A concentragao de dagua nos meios solidos de crescimento e de
enriquecimento microbiano deve ser garantida no periodo de incubagio, de forma correta.
Se, por um lado, a evaporagao de agua pode inviabilizar o crescimento microbiano, por
outro lado, o excesso de dgua pode propiciar o crescimento de contaminantes.

c) Composicao da atmosfera de incubacao: As bactérias e fungos sao classificados de acordo

com as necessidades em oxigénio, esquematizadas na tabela | que se segue. @
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Classificagao [O2] [CO2] Atmosferas artificiais

Aerobios 21% 0,03% CO» Nao é necessario

Anaerobios 0% 5% - 10% Jarra ou saco de anaerobiose

Capnofilicos 15% 5% -10% Jarra com vela

Microaerofilicos O2 5%-10% 8% - 10% Jarra ou saco especiais
Tabela |

A diferenga entre aerobiose e anaerobiose prende-se com a capacidade de usar ou nao a
molécula de oxigénio como aceitador terminal de electroes (respiragao celular),
respetivamente. A grande maioria das bacterias é aerdbia, anaerobia facultativa, ou anaerdbia
estrita. Porém a maior parte dos microrganismos clinicamente relevantes sao anaerobios
facultativos, ou seja, apresentam a capacidade de crescer na presen¢a e na auséncia de
oxigénio.

d) pH: A maioria das bactérias com relevancia clinica cresce melhor em ambientes neutros,
ligeiramente alcalinos (6.5-7.5), enquanto que os fungos conseguem desenvolver-se num
intervalo maior de pH, um pouco mais baixo que o ideal para as bactérias (5-6). Neste
sentido, os meios de cultura comerciais sao tamponados de modo a garantir este intervalo
estreito de pH. @

Meios de Cultura: Consistem na associagio qualitativa e quantitativa de substincias que

fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento de bactérias e fungos in vitro. A
selecao do meio para inoculagao da amostra é feita com base nos agentes patogénicos mais
frequentemente envolvidos no processo infecioso e na natureza da amostra. Os meios de
cultura primarios podem ser divididos em nutritivos (diferenciais ou nao) e em seletivos
(diferenciais ou nao). E, ainda, os meios de enriquecimento que permitem aumentar a taxa
de recuperaciao e detecao de bactérias anaerdbias a partir de amostras invasivas, mesmo
quando as culturas forem incubadas em aerobiose.

Quanto a composicao fisica, os meios de cultura podem ser soélidos (gragas a adicao de um
agente solidificante, geralmente a agarose), semi-solidos e liquidos, podendo existir meios
bifasicos que contém um meio liquido e uma fase sélida. Nos meios liquidos os nutrientes
sao dissolvidos em agua e o crescimento bacteriano é indicado pela mudanga de turvagao,
que aumenta com o crescimento bacteriano.

Finalmente, existem ainda meios de transporte que permitem garantir a viabilidade dos
microrganismos por um periodo de cerca de 48-72 horas, sem que haja a multiplicagao
destes. No Anexo n°.| encontram-se esquematizados em tabela os diferentes meios de

cultura usados durante o estagio.
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Processamento das amostras por tipo de produtos: Algumas amostras requerem tratamento
inicial antes da inoculagao no meio de cultura primario, o qual pode incluir homogeneizagao,
concentragao (por centrifugagao ou filtragao), ou descontaminagao. De modo a aumentar o
crescimento e isolamento dos agentes patogénicos (bactérias e fungos), as amostras sao
inoculadas a superficie do meio sélido no sentido crescente de seletividade, através de
técnicas de sementeira padronizadas que permitem obter coldnias isoladas e efetuar uma
analise semi-quantitativa. Se for feita uma analise quantitativa o resultado é dado em unidades
formadoras de coldnias por mL de amostra (UFC/mL). No Anexo n°. 2 sao apresentadas as
técnicas de sementeira mais frequentemente utilizadas na pratica laboratorial, estando estas
adaptadas ao tipo de produto bioldgico, meio de cultura, assim como ao fim a que se destina
a propria sementeira.
Em algumas situagoes € realizado o exame microscopico direto apos coloragao especifica de
acordo com os agentes presentes na amostra. Durante o estagio realizei coloragoes de Gram
(Microscopia 6tica), Kinyoun (Microscopia otica) e Auramina (Microscopia de Fluorescéncia),
sendo abordada nesta parte do trabalho a coloragao de Gram pois as restantes sao
desenvolvidas no diagnoéstico das infecoes por Micobactérias. A coloragao de Gram permite
diferenciar bactérias de Gram positivo (roxas) das de Gram negativo (rosas) devido as
diferencas da composicao da parede bacteriana - presenca de acidos teicdicos e de maior
teor em peptidoglicano na parede celular das bactérias de Gram positivo. Resumidamente,
esta coloracio compreende varias etapas: preparagio do esfregago, adicao do corante
primario (violeta de cristal), do mordente (soluto de Lugol), do diferenciador (dlcool) e do
corante secundario (safranina).Esta coloragao é a base dos testes de identificagao bacteriana
e permite obter dados preliminares clinicamente uteis na decisio de instituir ou nao
antibioterapia empirica. ?

EXAME BACTERIOLOGICO, MICOLOGICO E PARASITOLOGICO

Urina

Exame cultural: As amostras de urina podem ser colhidas por profissionais de saude,

mas também pelo proprio doente (colheita por micgao), mediante instrugoes do

laboratério. Relativamente a colheita por micgao, idealmente deve ser a primeira urina

da manha (colheita assética do jato médio) por se tratar de uma urina mais

concentrada, ou apos retengao durante 3 a 4 horas. A urina deve ser homogeneizada

por inversao antes de se proceder a inoculagao do meio de cultura, sendo processadas

as amostras a chama de bico de Bunsen, mediante a informacio da tabela 2. @
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Tipo de colheita Meio de cultura Tipo de Sementeira Incubagao

CLED Quantitativa, com ansa de

Miccao ou por algaliacao Sabouraud (se micolégico) = Il

Quantitativa (CLED, com = 35% 2° C, 24-48 horas -
uma ansade | ede |10 yL, = Meios CLED e Gelose de
Sabouraud com uma ansa | Sangue

de lpL) 25° C, 7 dias -
Esgotamento do produto Sabouraud

a superficie do meio
solido

(Gelose de Sangue, com
uma ansa de 10 pL)

2 CLED e uma Gelose de
Sangue e

Nefrostomia ou puncdo Sabouraud (se micoldgico)

Tabela 2

Exame microscopico direto: No CHSJ os pedidos de analise bacteriolégica e andlise de
urina tipo Il sao realizados em amostras diferentes, pelo fato de os setores se
encontrarem fisicamente distantes (Microbiologia e Bioquimica Clinicas), sendo a
analise microscopica do sedimento a fresco feita no Servigo de Bioquimica Clinica.

Interpretacao de uroculturas: Apos 18-24 horas de incubagao os meios sao observados
para verificar se houve crescimento e se a cultura é valorizavel ou nao. Se nao houver
sdo re-incubadas. Se existir mais que uma colénia em cultura, é realizada uma
repicagem de modo a ser devidamente isoladas (se bacilos de Gram negativos para
MacConkey, se cocos de Gram positivo para gelose de sangue). Laboratorialmente os
critérios mais usuais para a interpretagao das uroculturas, apesar de cada laboratorio
doptar os proprios critérios, sao apresentados na tabela 3. Relativamente ao resultado
da urocultura em unidades formadoras de colonias (UFC) por mL de amostra, este é
estimado com base no calibre da ansa (I pL ou I0puL) e no nimero de coldnias

presentes na placa, sendo extrapolado para 1000 pL. (2)

Tipo de amostra e condigoes

L. Validagao do resultado
clinicas

Resultado da urocultura

Urina obtida por micgao/
Pielonefrite, cistite aguda,
bacterilria assintomatica; obtida de
doentes cateterizados.

=104 UFC/mL, até 2
patogénios diferentes

Proceder aos testes de identificacao e de
suscetibilidade aos antimicrobianos.

Urina obtida por micgao/homens

. - . . Proceder aos testes de identificagao e de
sintomaticos; urina obtida de

2103 UFC/mL, s6 um

patogénico . . suscetibilidade aos antimicrobianos.
doentes cateterizados; Sindrome
uretral agudo.
Mais de 3 patogénios Urina obtida por micgao/ obtida de Sem significado clinico, amostra
diferentes, sem predominio doentes cateterizados. polimicrobiana, pedir nova amostra.
evidente
2-3 estirpes diferentes, com . o~
pes ¢ . . .. Proceder aos testes de identificagao e de
predominio de uma e Urina obtida por micgao.

suscetibilidade aos antimicrobianos

restantes < 104 UFC/mL
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2102 UFC/mL sem Amostra por aspiragao suprapubica
predominio de nenhum tipo (ou outras colheitas invasivas).
(2 patir de ansas de lpuL e
10uL)

Proceder aos testes de identificagao e de
suscetibilidade aos antimicrobianos.

Tabela 3
Apos obtengao de colonias isoladas, geralmente em meios nao seletivos, procede-se
aos testes de identificagio e de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos. Os

patogénicos de interesse encontram-se no Anexo 3.

Secrecdes bronquicas, lavados bronquicos e broncoalveolares

Obtencao de amostras respiratorias pelos doentes: A expetoragdo ou secregoes
bronquicas é a amostra mais frequentemente recebida no laboratério para
determinagao do agente bacteriano causador de pneumonia. No entanto, geralmente
€¢ contaminada pelas secre¢oes do trato respiratorio superior (saliva) e,
consequentemente, pela flora normal orofaringea; afetando a sua qualidade. A amostra
é colhida pelo proprio doente, por tosse profunda, mediante instrugoes especificas.
Na impossibilidade de ser obtida (idosos e criangas que nao consigam expetorar), a
obtencao de amostras do trato respiratério inferior é realizada por
broncofibroscopia. A vantagem de nao ser uma técnica invasiva leva a que continue a
ser muito usada.

Exame cultural: O exame bacteriologico é feito, em camara de fluxo laminar (Nuaire),
recorrendo aos meios de cultura gelose de sangue, MacConkey e gelose de
chocolate Polivitex, no entanto, no caso de as amostras serem provenientes de
doente com Fibrose Quistica também sao semeadas em gelose de manitol salgado. Se
houver exame micoldgico é feito em meio Sabouraud (mesma técnica que para os
meios de cultura bacteriana). A sementeira das secregoes bronquicas é feita por
esgotamento do produto a superficie do meio com uma ansa de 10pL, ja os lavados
sao semeados quantitativamente recorrendo a uma ansa de 10 pL, tendo o cuidado
de escolher sempre as zonas mais purulentas ou com sangue. Se o volume das
amostras respiratorias for superior a 5 mL, estas sao concentradas por centrifugagao
(2500 rpm/10 minutos), sendo utilizado o sedimento, quer para a cultura, quer para o
exame microscopico. Os meios de cultura bacterianos sdo incubados a 35+2°C, em
atmosfera de aerobiose, durante 24-48 horas; enquanto que o meio Sabouraud é
incubado a 25+2° C, durante 7 dias (sendo verificados diariamente). Apos 24 horas

os meios sio observados e caso haja crescimento e cultura valorizavel sao
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encaminhados para os testes de identificagdo e de sensibilidades aos agentes
antimicrobianos.

Exame microscopico direto apos coloracao de Gram: O exame microscépico direto
permite avaliar a qualidade da amostra (nimero de células epiteliais, leucocitos e
flora polimicrobiana), sendo realizados esfregagos de secregoes bronquicas e lavados.
Com a objetiva de pequena ampliagao (x100) é feita a contagem do nimero de
células epiteliais de descamagao (que deve ser < |0 por campo). E com a de grande
ampliagao (x1000), a contagem de leucocitos polimorfonucleares (que devem ser
superioes a 10-25 por campo, exceto nas neutropenias severas). E, também,
importante verificar se ha predominio de populagio microbiana (auséncia da flora
normal do trato respiratorio superior).

Interpretacao das culturas: Na presenca de coldnias a-hemoliticas (gelose de sangue)
€ importante avaliar a presenga de Streptococcus pneumoniae, através do teste de
sensibilidade a optoquina, em gelose de sangue (sementeira por setores). O
significado clinico dos resultados culturais dependem, nao s6 dos métodos
laboratorias e normas, mas também da qualidade da amostra (colheita e transporte) e
da clinica dos doentes. Os microrganismos patogénicos isolados mais frequentemente

encontram-se no Anexo 4. @

Fezes

Exame bacteriologico e micologico: Colheita de fezes pelo doente em contentor
estéril sem conservantes, caso a partir da primeira nao seja isolado o agente
etiologico sao pedidas mais duas amostras. Relativamente a temperatura de
conservagao e transporte, na suspeita de Yersinia spp., as amostras tém de ser
acondicionadas sob refrigeragio (4°C) de forma a ser assegurada a viabilidade do
microrganismo.

Exame cultural: O exame bacterioldgico é feito utilizando os meios tetrationato (com
adicao de iodine), MacConkey, Salmonella Shigella, Campylosel e, ainda, Yersinia (a
duas temperaturas) no caso desta pesquisa ser requisitada. Quanto as amostras
provenientes da Unidade de Neutropénicos, a sementeira é realizada apenas nos
meios de cultura MacConkey e D-Coccosel. Com excegao do meio tertrationato, em
que a sementeira ¢ feita por dispersao do produto nas paredes do tubo, os restantes
meios sao semeados pela técnica do esgotamento do produto a superficie do meio

solido com uma ansa de 10pL, assim como o meio de Sabouraud caso também seja
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solicitado exame micolégico. Os meios sao incubados em condigoes diferentes, sendo
resumidas na tabela 4 que se segue. Apos 24 horas, os meios sao observados para
verificar se houve crescimento ou nao de bactérias nio fermentadores de lactose,
sendo feita a passagem do meio tetrationato para um novo meio Salmonella Shigella,
permitindo uma maior recuperagao das bactérias Salmonella spp. e Shigella spp.. As
colonias supeitas (nao fermentadoras de lactose e produtoras ou nao de H,S) sao
testadas por um conjunto de provas abordadas posteriormente nos testes de
identificagao bacteriana. Interessa, portanto, distinguir colonias nao fermentadoras de
lactose pois so interessam as espécies Salmonella spp. e Shigella spp., pois as colonas

de Proteus spp. apesar de nao fermentadoras de lactose nao sao patogénicas.

T da e Condi¢oes de incubagao

Tetrationato, Salmonella Shigella e MacConkey 35+2° C, em aerobiose, 24-48 horas

D-Coccosel 35+2° C, atmosfera captofilica

35+2° C, atmosfera microaerofilica, durante 72

Campylosel horas
Yersini 35+2° C, aerobiose, 24-48 horas
ersin@a Temperatura ambiente, 24-48 horas
Tabela 4

Atendendo a abundante flora polimicrobiana do célon, o exame microscopico direto
nao é realizado. Relativamente a valorizagao dos isolados culturais das coproculturas,
os patogénios mais frequentemente envolvidos nas infegoes gastrointestinais sao
apresentados no Anexo 5.?

Exame parasitologico O exame parasitologico de fezes é feito em camara de fluxo
laminar (Nuaire) com base no Método de Ritchie Modificado - método de
concentragao por sedimentagao mais usado. O objetivo principal desta técnica é a
sedimentagao e a concentragao das amostras fecais para posterior pesquisa de ovos,
quistos e larvas por exame microscépio direto a fresco ou com coloragao Kinyoun
modificada (Cryptosporidium spp. e Isospora spp.). Para a realizagao desta técnica é
utilizado formol como conservante das estruturas parasitarias, NaCl para a realizagao
da lavagem e, ainda, éter que é utilizado como solubilizante de gorduras e fibras
presentes nas fezes (de modo a facilitar a observagio ao microscopio). A
centrifugagdo € muito importante, pois separa a amostra em 3 camadas distintas, o
sedimento (objeto de estudo), formol (a intermédia) e o éter (mais superficial). O
diagnostico parasitolégico baseia-se maioritariamente na morfologia das estruturas

parasitarias. Durante o estagio tive a oportunidade de realizar a pesquisa de quistos
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de Giardia lamblia por exame direto a fresco. Este exame consiste em colocar uma
porcao do sedimento obtido por concentragiao-sedimentagao numa lamina (com
soluto de Lugol para corar as estruturas parasitarias) com uma lamela por cima. Com
uma objetiva de pequena ampliagao (x10), inicialmente é percorrida toda a area da
lamela e quando for detetado uma estrutura suspeita (quistos de Giardia lamblia,
ilustragao |) esta é focada com uma objetiva de maior ampliagao (x40). O resultado

deste exame permite estabelecer um diagnéstico definitivo.

llustragao 1

Ponta de catéter

Exame cultural: A sementeira de catéter é feita por rolamento em meio de cultura de
gelose de sangue de modo a permitir um bom contacto entre o catéter e a superficie
da gelose. O meio de cultura é incubado a 35+2 ° C em atmosfera capnofilica,
durante 24-48 horas. Apos 24 horas os meios sao observados para verificar se houve
crescimento (caso exista € avaliada a relevancia clinica do isolado cultural e procede-
se aos testes de identificagao e de suscetibilidades aos agentes antimicrobianos, caso

contrario as placas sao reincubadas).

Interpretacao das culturas: O isolado cultural s6 é valorizado se houver um
crescimento superior ou igual a |5 colonias, sendo de valorizar todos os isolados
obtidos pelo elevado risco de desenvolvimento de bacteriémias. O agente mais
frequentemente isolado € o Staphylococcus epidermidis (por ser colonizador da pele),

havendo outros que sio apresentados no Anexo 3. @

Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

Exame cultural: A avaliagdo macroscopica (presenca de sangue e/ou pus) e a
concentragao das amostras por centrifugagao (1500g durante |5 minutos) precedem
sempre a sementeira e o exame direto, devendo as amostras apresentar um volume
superior ou igual a 5 mL (no maximo 10 mL). O LCR se nao for processado de

imediato deve ser conservado a 35° C ou a temperatura ambiente, de modo a ser
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garantida a viabilidade dos microrganismos. Como a maioria das meningites
bacterianas é causada por apenas um microrganismo, o nimero de meios de cultura a
usar também é reduzido, sendo o exame bacterioldgico do LCR efectuado em gelose
de sangue, gelose de chocolate e caldo de chocolate. A sementeira do LCR é feita por
esgotamento do produto a superficie do meio solido (varias gotas do sedimento),
com a utilizagdo de uma ansa de 10uL, nos meios solidos, e com a adigao de 4 ou 5
gotas de liquido no caldo de chocolate. O exame micoldgico é feito por esgotamento
do produto a superficie do meio sélido com uma ansa de I0uL, em gelose de
Sabouraud. Os meios de cultura, com excegdo do Sabouraud (25%2 ° C, durante 7
dias) sdo incubados a 35+2° C em atmosfera capnofilica durante 24-48 horas. O
Caldo de Chocolate é incubado 35+2° C em atmosfera de aerobiose, durante 24-48
horas. Os meios sao vistos 24 horas apos incubagao, e reincubados caso nao
apresentem crescimento valorizavel até 48 horas, enquanto que o meio Sabouraud é
visto diariamente. Quando valorizaveis (Anexo 7), procede-se aos testes de

identificacao e de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Exame microscopico direto: A coloragao de Gram deve ser realizada em todos os
sedimentos de LCR, com recurso a laminas esterilizadas e desinfetadas com alcool,
colocando uma gota na superficie da lamina sem fazer extensio em toda a sua
superficie (de modo a evitar a dispersio dos microrganismos). E importante reportar
presenca ou auséncia de bactérias, células inflamatérias e eritrocitos. A coloragao de
Gram permite (pela morfologia das bactérias), juntamente com os dados clinicos do
doente, gerar informagao util no diagndstico presuntivo em cerca de 30 minutos apos a

rececio da amostra. ?

Pas e exsudados

Exame cultural: Os pls e esxudados sao colhidos com zaragatoas (de diferentes tipos
consoante os agentes etiologicos) e enviados ao laboratério em meios de transporte
adequados, para posterior exame cultural por esgotamento do produto a superficie do
meio solido. As placas siao incubadas a 35+2°C, durante 24-48 horas em atmosfera
capnofilica, com excegao da gelose de Sabouraud que é a 25+2°C, durante sete dias.
Apos 24 horas de incubagao os meios de cultura sao observados, sendo reincubados se
o crecimento for reduzido, senao sao iniciados os testes de identificacao e sensibilidade

aos antimicrobianos; o meio Sabouraud é visto diariamente.

21



No Anexo 8 sao apresentados os diferentes meios de cultura consoante o tipo de
amostra, as condi¢des de incubagio e os agentes etioldgicos de interesse.

Exame microscopico direto: No CHSJ so6 sao realizados exames microscopicos diretos
(apos coloragao de Gram) de exsudados de feridas e de exsudados vaginais. No caso
dos exsudados endocervicais nao é realizado porque o agente causal de maior
interesse, Neisseria gonorrhoeae, quando observado intracelularmente nao permite
estabelecer diagnostico clinico sem a realizagao de exame cultural (ao contrario do que
acontece nos exsudados uretrais de homens sintométicos). ® Nas infe¢des vaginais e
endocervicais o diagnostico laboratorial € muito importante porque na maioria dos
casos as mulheres sao assintomaticas e estas infe¢oes podem evoluir para situagoes de
doenga inflamatoria pélvica conduzindo a problemas de fertilidade. Nos exsudados
vaginais sao procurados os agentes envolvidos nas vaginoses - a Gardnerella vaginalis
(cocobacilos de Gram variavel, curtos e tendencialmente posicionados nas células
epiteliais de escamagao designadas por clue cell com auséncia ou redugao dos
Lactobacillus spp. presentes na flora normal) e nas vaginites — Candida spp, (fungo
leveduriforme) e Trichomonas vaginalis (protozoario flagelado, devendo ser observado a
fresco e de um modo rapido para se poder observar o movimento que lhe é
caracteristico).

Geralmente os exsudados apresentam caracteristicas diferentes conforme os agentes
envolvidos, sendo sumariamente apresentadas os principais aspetos a ter em

consideragao, na tabela 5. @

Agentes etiologicos Caracteristicas do exsudado

Corrimento com “odor a peixe” (devido ao metabolismo de
Gardnerella vaginalis produtos bacterianos) associado a irritagao perivaginal inferior a
existente nas candidiases e tricomoniases.

Trichomonas vaginalis Corrimento esverdeado associado a prurido perivaginal.

Exsudado branco e espesso, associado a eritrema e prurido

Candida spp. (Candida albicans) perivaginal.

Exsudados endocervicais purulentos (abundantes

N. gonorrhoeae e C.trachomatis .
polimorfonucleares)

Tabela 5

Hemoculturas

O sangue é um produto biologicamente estéril pelo crescimento bacteriano numa
hemocultura indica, numa primeira leitura, uma bacteriémia, sendo da competéncia do
laboratério e do médico avaliar o interesse clincio do agente isolado, isto &, considera-

lo patogénico ou contaminante (Anexo9). A sensibilidade e a interpretacio dos
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resultados da hemocultura dependem da informagao clinica, da técnica da colheita
(local da colheita e desinfegao) e, ainda do volume de sangue colhido (¢ critico para o
sucesso na detegao do agente causal, sendo que a maioria das bacteriemias apresenta
um baixo nimero de unidades formadoras de coloénias por mL, sendo crucial obter-se
10-20 mL nos adultos e -5 mL nas criangas).

Os frascos de hemocultura contém meios de enriquecimento que diferem consoante o
tipo de microrganismo que se pretende pesquisar (anaerdbios, aerodbios, fungos e
micobactérias - Anexo 10), existindo ainda hemoculturas para amostras pediatricas.

Sistema BACTEC, Beckton Dickson Microbiology Systems: é um sistema automatico

que mede a produgao de didoxido de carbono pelo metabolismo dos microrganismos
(com base numa curva de crescimento exponencial), através de um sensor fluorocromo
(presente no fundo do frasco de hemocultura) que emite fluorescéncia na razao direta
da concentragao deste gas. O dioxido de carbono dissocia-se no sensor e é dissolvido
na agua presente na matriz deste sensor, sendo gerados ioes hidrogénio. Estes ices de
hidrogénio levam a diminuicdo de pH que aumenta a emissao de fluorescéncia pelo
sensor. Quando os frascos de hemoculturas chegam ao laboratério, primeiro procede-
se a verificagao da correta correspondéncia entre o pedido de anilise (requisicao) e o
tipo de frasco de hemocultura. De seguida, as garrafas de hemocultura sao colocadas no
sistema BACTEC, onde sio incubadas a 37 °C (2). De modo a garantir a qualidade dos
resultados existem controlos de crescimento que asseguram a redugao de falsos
positivos. Para que haja um controlo rigoroso das hemoculturas, é efetuado registo em
documento especifico e no sistema informatico; os resultados negativos sao integrados
automaticamente (com excec¢ao dos negativos das hemoculturas das Micobactérias.

Em caso de positividade é feita uma passagem para meio solido (gelose de sangue) e uma
coloragcio de Gram (relatorio preliminar para o médico). Quanto ao protocolo de
incubagao, este depende do tipo de hemocultura, isto &, da suspeita de um determinado
microrganismo em particular, sendo referidos no Anexo | 1. Se no final do protocolo de
incubagao o frasco apresentar sinais de positividade (sangue com cor de chocolate,
abaulamento do septo, sangue lisado e/ou sangue com cor muito escura), devera ser

considerado como um positivo presuntivo. ?
Métodos de Identificacao Bacteriana

Identificacao de bacilos de Gram negativo: As bactérias pertencentes a familia
Enterobactereaceae formam um grande grupo de bacilos Gram negativo, anaerobios
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facultativos, que fazem parte da flora normal do colon dos seres humanos e de

outros animais, no entanto, nos seres humanos, encontram-se em numero
relativamente baixo quando comparados com as bactérias anaerdbias presentes (por
exemplo Bacteroides sp). Outra familia com relevante significado clinico é a
Psedomonadaceas, cujos membros siao bacilos Gram negativo semelhantes as
enterobactérias do ponto de vista morfolégico, no entanto, sao aerdbios estritos. O
membro mais importante desta familia é a Pseudomona aeruginosa cujo principal
habitat é o solo e a agua podendo ainda encontrar-se como comensal do célon. Dada
a semelhanca entre as familias Enterobactereaceas e Pseudomonadaceas, as coldnias
isoladas de bacilos de Gram negativo sao diferenciadas pelo teste da oxidase, estando
presente na ilustragao 2 o fluxograma de trabalho para a identificagao de bacilos de

Gram negativo. Os testes sio apresentados no Anexo 12. @

Bacilos de Gram negativo

Colonias isoladas
em Meios nao
seletivos

Colonias isoladas em Meios seletivos

~

Confirmacio por |

Coloragao de
Gram

Fermentadores da
lactose

Nao fermentadores de lactose

Carta de
identificacao GN

Carta de
identificacao GN

Teste da oxidase

Prova de

sensibilidade 192

Prova de

sensibilidade 192

=

Positiva

Negativa

Carta de
identificacao GN

Carta de
identificacao GN

Prova de
sensibilidade 222

Prova de

sensibilidade 192

llustragao 2

|dentificacao de cocos de Gram positivo: Sio bactérias com forma

arredondada e imoveis (colonias com contorno bem definido). A familia

Micrococcaceae é constituida por varios géneros, sendo o Staphylococcus o mais
importante em termos clinicos, nomeadamente, o Staphylococcus aureus (isolado da
pele e mucosas). O Staphylococcus aureus pode ser responsavel por varias infegoes
como pneumonia, intoxicagao alimentar, sindrome do choque toxico, endocardite e
abcessos. O Staphylococcus epidermidis faz parte da flora normal da pele, podendo ser
patogénico em situagoes

de compromisso imunologico do hospedeiro. O
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Staphylococcus saprophyticus, normalmente é comensal, podendo, no entanto, ser
responsavel por infecoes do trato urinario em mulheres jovens. A familia
Streptococaceae ¢ constituida pelo género Streptococcus, sendo classificados de
acordo com a sua atividade hemolitica, propriedades imunolégicas (classificagao
serologica de Lancefield) e resisténcia a fatores fisicos e quimicos. As espécies com
relevancia em termos de clinica, sao as Streptococcus pyogenes (agentes etiologico da
faringite estreptococica, escarlatina, febre reumdtica e varios tipo de infe¢oes da
pele), Streptococcus agalactiae (meningite, sépsis puerperal) e Streptococcus pneumoniae
(pneumonia pneumococica). Os estreptococos do gupo D (atualmente classificados
como Enterococcus spp.) fazem parte da flora gastrointestinal. A espécie Streptococcus
viridans é comensal da flora do trato gastrointestinal e urogenital. A identificacao das
bactérias tem por base caracteristicas morfoldgicas, culturais, bioquimicas e, ainda,
através da estrutura antigénica. Na ilustragao 3 encontra-se o fluxograma de trabalho
para a identificagao de cocos de Gram positivo, sendo apresentados no Anexo |3 os

testes de identificacio. @

Cocos de Gram positivo

Teste da catalase

3 N\
Positiva { Negativa

Teste coagulase Carta de identificagio GP

~ ~\

Positiva Negativa Prova de sensibilidade 586
S. aureus Carta de identificagio GP
Prova de sensibilidade Prova de sensibilidade
619 619

llustracao 3

Outras provas de identificagcao microbiana (manuais). No Anexo 14 encontram-se

outras provas de identificacio microbiana. @
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Prova de identificagao microbiana (Semiautomatica)

Maldi-Vitek MS: E um sistema inovador e automatizado de identificagao microbiana
que utiliza a tecnologia MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonizagdo Time-of-
flight) — espetrometria de massa. Através desta técnica é possivel em poucos minutos
fornecer uma clara identificagado ao nivel da espécie, género e familia de um
determinado microrganismo (bactéria e fungos). O sistema permite a identificagao
quimica de um determinado composto isolado, ou de diferentes compostos, gerando
um espetro de massa, que por comparagao com os espetros da base de dados do
VITEK® MS (tipicos de cada espécie) permite a identificagdo do microrganismo. O
microbidlogo inocula | pL de coldnia bacteriana (isolada) num pogo do slide e L de
matriz (acido Q-ciano-4-hidroxicinamico), deixando secar a temperatura ambiente.
Para controlo de qualidade, é usada uma estirpe Escherichia coli ATCC, que é
inoculada no pogo de calibragao (pogo central entre cada grupo de 16 pocos dos

slides) ©

Vitek® 2: E um sistema totalmente automatizado que permite, com base no método
de turbidimetria a identificagdo bacteriana ou flngica através de Cartas de
Identificagao (Tabela 6). A densidade dos indculos depende da etiologia do
microrganismo, 3 McFarland para Neisseria spp e Haemophilus spp e 0,5 McFarland
para as restantes bactérias e fungos, sendo preparados com uma solugao NaCl 0,45%.
Depois, as cartas e os indculos sao introduzidos no equipamento, no interior do qual
sao transportados para uma camara de vacuo que permite a aspiragao e dispensa dos

indculos nos pogos da carta

Cartas de ldentificagdao para VITEK® 2

Carta GP Identificacdo para bactérias Gram-positivo

Carta GN Identificagdo para bactérias Gram-negativo

Carta NH Identificagdo para Neisseria spp e Haemophilus spp
Carta YST Identificagdo para fungos leveduriformes

Tabela 6

Testes de Sensibilidade aos agentes antimicrobianos

O objetivo principal destes testes é avaliar a suscetibilidade do agente etiologico aos

antibioticos quando a sua resisténcia intrinseca for desconhecida.
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Os métodos sao classificados em fenotipicos e genotipicos, sendo a base dos primeiros a
determinagao da concentragdo minima inibitdria - concentragdo mais baixa que inibe o
crescimento do microrganismo. Dentro dos métodos fenotipicos, estes sao subdivididos em:
quantitativos (no CHS) é usado o E-test) e qualitativos (no CHS) é usado difusao em disco

pela técnica de Kirby-Bauer) e, ainda, métodos combinados Automatizados (VITEK®2). @

E-test: E considerado o método Gold standard para a avaliagio da suscetibilidade aos
antibioticos, permitindo a determinagao da concentragao minima inibitéria. Uma tira
de plastico, com um gradiente de concentragoes pré-definidas do antibidtico e
graduada, é colocada numa placa de agar Mueller-Hinton inoculada por sementeira
em toalha (inoculo com a turvagao 0,5 McFarland). A difusao do antibidtico no meio é
imediata e, apds incubagao, observa-se uma elipse de inibicao simétrica ao redor da
fita, sendo determinada a CMI por leitura no ponto de intersecao da tira e da elipse
diagnostico laboratorial para confirmar resisténcias nao esperadas de modo a dar

uma resposta definitiva (resultados borderline), ou quando o método de difusao de

disco nio for adequado. ®

Difusio em disco - Kirby-Bauer: E um método qualitativo que permite informar a
categoria do isolado: sensivel, suscetibilidade intermédia ou resistente. ©® E versatil
por permitir testar a grande maioria das bactérias patogénicas, incluindo as mais
fastidiosas e a maioria dos antibioticos. Inicialmente é preparado um inoculo a partir
de culturas puras de microrganismos com soro fisiol6gico com a densidade 0.5
McFarland. Depois, uma placa de agar Mueller-Hinton é inoculada pela sementeira em
toalha e os discos de papel de filtro (contém antibiotico impregnado) colocados
sobre o meio, no qual se difundem. Apds a incubagao sao medidos os halos de
inibicao, sendo consultadas as tabelas de susceptibilidade (EUCAST) para determinar
se o microrganismo se apresenta sensivel, resistente ou com sensibilidade intermédia.
@ Esta prova de suscetibilidade manual é efetuada quando o resultado no VITEK® 2 é

inconsistente ou quando a carta de sensibilidade correspondente nao exista.

Método automatizado Vitek® 2: O sistema Vitek® 2 da BioMérieux permite
identificar os microrganismos isolados (por turbidimetria) e determinar a
sensibilidade destes aos antibioticos selecionados (com base na origem da amostra e
regime terapéutico do doente). As cartas de sensibilidade contém antibidticos em
concentragoes variadas, desidratados e meios de cultura (Tabela 7). A carta do
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sistema de teste de sensibilidade para Vitek® 2 Systems é uma metodologia baseada
numa versao miniaturizada e abreviada da técnica de dupla diluigdo para as
concentragoes minimas inibitorias determinadas pelo método de microdiluigao. O
indculo (com desnidade 3 de McFarland para Neisseria spp e Haemophilus spp e 0,5
McFarland para as restantes bactérias e fungos numa solugao NaCl 0,45%) é
introduzido automaticamente através de um tubo que preenche os 64 micropogos de
plastico que apresenta concentragoes especificas de antibioticos. As cartas sao
incubadas a temperatura controlada e o leitor 6tico faz, a cada |5 minutos, leituras da
luz transmitida por cada micropogo (existindo um micropogo para controlo de
qualidade). O sistema de software faz a andlise da cinética de crescimento, que é

.....

CMI sao depois vailidados pelo software AES (Advanced Expert System) sendo

reportadas as resisténcias.

Cartas de Sensibilidade aos Antimicrobianos utilizados no VITEK® 2

AST - 619 Carta utilizada para Staphylococcus spp
AST — 586 Carta utilizada para Streptococcus spp e Enterococcus spp
AST - 192 Carta utilizada para Enterobactérias
AST - 222 Carta utilizada para Nao -Enterobactérias
Tabela 7
Micobactérias

O género Mycobacterium abrange 100 espécies diferentes, sendo algumas responsaveis
apenas por infegoes no Homem, enquanto que outras sao isoladas a partir de amostras de
animais, da agua e do solo. No geral, as micobactérias podem ser divididas em dois grandes
grupos mediante diferengcas epidemiologicas e patogenicidade: complexo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) e as micobactérias nao tuberculosas (de
destacar M. avium complex nos HIV positivos), sendo responsaveis pela tuberculose, uma
doenga infeciosa que pode ser transmitida através de goticulas infetadas.

Laboratorio das Micobactérias — O grupo das Micobactérias exige a manipulagio de
amostras e dos isolados culturais a parte atendendo ao elevado risco de exposicio e
contaminagao (ilustracao 4), pelo que o laboratério apesar de inserido no Setor da

Microbiologia Clinica, encontra-se fisicamente separado com uma porta de vidro ventilante.

28



2\ ~

Manipulagdo de amostras Realizagao de testes de
aucibacilares com exame direto positivo culturais sensibilidade aos farmacos
P (1 0%-10° bacilos/mL ) antibacilares

Manipulagao de amostras Manipulagao de isolados

llustracao 4
Diagnostico laboratorial da infecao por Micobactérias. Atualmente o diagnéstico de

micobacterioldgico assenta no exame micobacteriologico, estando dependendente do
manuseamento cuidado da amostra e da rapidez no seu transporte. Apesar da baciloscopia
permitir estabelecer um diagnostico presuntivo rapido, o método Gold standard para o
diagnostico é o exame cultural da micobactéria, podendo demorar varias semanas. As
técnicas da biologia molecular, reagao em cadeia pela DNA polimerase (PCR), permitem
fornecer informagao preliminar ao clinico, no entanto os resultados tém de ser
interpretados juntamente com o resultado do exame direto e cultural, para ser diferenciada
a forma antiga da forma ativa da tuberculose. ?

Amostras biologicas. As secregbes bronquicas sio o produto mais frequentemente

enviado ao laboratério, podendo ser obtidas pelo doente (mediante instrugoes) apos tosse
profunda, se necessario apds indugao com inalagido de uma solugao salina hipertonica (3-
15%), ou apos indugao por broncofibroscopia; Aspirados gastricos utilizados geralmente em
pediatria; Produtos extra-pulmonares - aspirados (incluindo pus), biopsias, urina e liquidos
estéreis (sangue, liquidos pleural,pericardico, peritoneal, cefalo-raquidiano e sinovial) e
amostras invasivas - aspirado e bidpsia de lesoes suspeitas.

Processamento e tratamento das amostras. Conforme o tipo e condicionantes das

amostras o tratamento que antecede a inoculagao dos meios de cultura difere, sendo

apresentados nas tabelas 8 e 9. @

Condigbes das amostras Respetivo tratamento
Muco (mucina) Homogeneizacio/liquefagao
Flora local associada Descontaminagao

Amostras paucibacilares/ diluidas (volume superior a 10 Concentragdo por centrifugagio (3.000gx |5 minutos)
mL)

Acidez (acido cloridrico presente no suco gatrico) Neutralizagao

Tabela 8
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Tipo de amostra

Respetivo tratamento

Expetoragio, lavagens gastricas, lavados bronquicos e
broncoalveolores

Homogeneizagaol/liquefagao
Descontaminagio
Concentragiao

Urina

Descontaminagio
Concentragiao

Liquidos estéreis e tecidos de biopsias de 6rgaos profundos

Concentragio por centrifugagao

Sangue

Inoculado diretamente em BACTEC Myco F Lytic a

cabeceira do doente

Tabela 9

No laboratério das Micobactérias do CHSJ, as amostras contaminadas por flora normal de

crescimento rapido (com excegao das amostras com suspeita de presenca de Pseudomonas

aeruginosa em que o agente descontaminante é o acido oxalico) e com presenga de muco

sao processadas com o BD BBL MycoPrep kit (NACL-NaOH — agente descontaminante e

digestdo). ¥ O kit possui um frasco com solugio de hidréxido de sédio e citrato de sddio e

uma ampola selada com N-acetil-L-cistéina (NALC). Contém ainda uma embalagem com

tampao fosfato (que minimiza a toxicidade do NaOH e baixa a gravidade especifica da

amostra) em po, com pH igual a 6,8 que é usado para preparar uma solugao com agua

ACCUGEN usada em biologia molecular (esterilizada e desionizada). As amostras sao entao

processadas de acordo com as instruc¢oes do kit, referidas na tabela 10 e na iustragao 5.

Tipo de mostras

Processamento

Saliva

BBL MycoPrep kit

Aspirado gastrico

Concentrar por centrifugacdo se volume superior a
10 mL. Resuspender sedimento em 5 mL de agua
estéril.

BBL MycoPrep kit

Liquidos estéreis corporais

Concentrar por centrifugacdo se volume superior a
10 mL.Inocular o sedimento.

Tecidos BBL MycoPrep kit
Fezes Suspender | g de fezes em 5 mL Meio liquido
Middlebrook, homogeneizar (vértex) e usar o BBL
MycoPrep kit
Tabela 10
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Preparagio do Tampao fosfato
* Autoclavagem (121° C, 15 min.)

Misturar a solugdo NaOH - citrato de sédio com o NALC (ampola)

* Num tubo de centrifuga (50 mL) verter a amostra e adicionar quantidade igual desta mistura (cerca de 10
mL de cada parte)

Liquefazer em vortex
* Se amostra muito viscosa adicionar mais quantidade de NALC-NaOH
*repousar a Tamb., |5 min

Controlo de esterilidade do tampao fosfato
*Com ansa de 10 pL numa Gelose de Sangue e incubar em estufa, 48 horas

Adicionar tampao fosfato (até perfazer os 50 mL)

Centrifugar (3000xg, 15 a 20 min.)

Decantar todo o sobrenadante

Adicionar | mL tampao fosfato e resuspender o sedimento

Verificar pH

* Adicionar cerca de 2 gotas de acido sulfurico até atingir pH neutro, a Tamb.

Realizar Controlo de esterilidade do tampao
*Com ansa de 10 pL numa Gelose de Sangue e incubar em estufa, 48 horas

Realizagao de esfregacos a partir da suspensao do sedimento e inoculagao

LA B T A A 1

dos meios de cultura |

* Coloragao de Auramina e esfregago para posterior oonfirmagao dos positivos pela coloragido de Kinyoun
* Adicionar 0,5 mL ao meio liquido e 0,5 mL ao meio sdlido se for o caso

llustragao 5
Exame micobacteriologico direto, para pesquisa de B-A-A-R (bacilos acido
alcool resistentes) por técnicas de coloragio acido-dlcool resistentes. E uma

técnica rapida, de baixo custo e de facil execu¢cao que desempenha um importante papel no
diagnostico presuntivo de tuberculose, na detegao de novos casos e na monitorizagao da
resposta a terapéutica (pela carga bacilar). Apresenta como desvantagem a baixa
sensibilidade e o fato de a positividade nao permitir diferenciar o tipo nem a viabilidade
bacilar, pelo que a positividade deve ser interpretada no contexto clinico epidemioldgico
antes de iniciar o tratamento empirico. O exame micobacterioldgico direto baseia-se na
resisténcia a descoloragao por acido-dlcool da parede celular das micobactérias, por
apresentarem um elevado teor em lipidos (acidos micdlicos). O método classico é a
coloragao de Ziehl-Neelsen (coloragao a quente), no entanto, o mais usado € o método de
Kinyoun, por ser uma coloragao a frio que através do aumento da concentragao de fucsina
fenicada permite o mesmo efeito. Os bacilos apresentam a cor vermelha, sendo observados
no microscopio otico com a ampliagao de x1000. Podem ser executados exames diretos

com recurso a coloragoes acido-dlcool resistentes com compostos fluorescentes,
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nomeadamente a auramina fenicada que é retida inespecificamente pelos acidos micolicos,
conferindo coloragao verde-amarelada as micobactérias, num fundo preto gragas ao
permanganato de potdssio que inactiva as zonas com auramina nao ligada a parede das
micobactérias. A fluorescéncia permite aumentar o contraste e amplifica a capacidade de
observagao do operador, no entanto, sé pode ser realizada em exames diretos apos
descontaminagio e concentragio (devido a fluorescéncia inespecifica) . A tabela I | contém
informacao relativa as caracteristicas das duas coloragoes acido-alcool resistentes usadas no
CHS).

Relativamente aos resultados do exame direto, dependendo da coloragao os critérios

diferem, sendo apresentados na tabela 12. "

Coloragao Cc.>ra'nFe RIS Alcool Acido U Sensibilidade Especificidade
primario contraste a
Carbolfucsina Acido
Kinyoun a 3% (na ZN Azul de 95% cloridrico A frio 105/mL Superior a de
€2 0.3% com metileno o Auramina
2 0.75%
calor)
Permanganato )
Mistura de de potassio Acido M d
Auramina Auramina (agente 70% cloridrico A frio 104/mL enerque a de
" - o Kinyoun
com fenol oxidante 2 0.5%
forte)
Tabela 11
Fluorocromo Auramina Kinyoun Relatério
x250 x450 x1000
0 0 0 B-A-A-R nio visualizados
1-9(10 campos) 2-18 (50 campos) 1-9 (100 campos) I+
1-9 (por campo) 4-36 (10 campos) [-9 (10 campos) 2+ (raros)
10-90 (por campo) 4-36 (por campo) 1-9 (por campo) 3+(alguns)
>90 (por campo) >36 (por campo) >9 (por campo) 4+(numerosos)

Tabela 12

Exame cultural: A escolha do meio de cultura para isolamento de micobactérias depende
primariamente do tipo de amostra, devendo permitir o crescimento da micobactéria e inibir
o cresciemnto de microrganismos que possam ter resistido a descontaminagao. As amostras
obtidas de locais estéreis podem ser diretamente inoculadas num meio nao seletivo, com
excecao de amostras de sangue que sao inoculadas diretamente em BACTEC Myco F Lytic para
hemocultura. O controlo de qualidade dos meios para crescimento de micobactérias é

muito importante para garantir que os isolados de micobactérias sejam provenientes das
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amostras clinicas. Importa referir ainda a necessidade de usar estirpes de referéncia ATCC
para controlo positivo (micobactérias) e negativo (Escherichia coli ATCC 25922) dos meios,

estabelecendo as mesmas condi¢des de incubacdo das amostras clinicas. ® No laboratério

das Micobactérias do CHSJ, todos os produtos sao semeados da seguinte forma:

% Produtos nao estéreis e passagens de hemoculturas positivas - em meio liquido, BD
BBL MGIT, Mycobacteria Growth Indicator Tube 7 mL com BACTEC MGIT 960 Suplemment
kit (incubagao a 37°C);

% Produtos estéreis (exceto os provenientes da arvore brénquica) - 2 BD BBL MGIT,

Mycobacteria Growth Indicator Tube 7 mL com BACTEC MGIT 960 Suplemment kit

(incubagao a 25 e 37°C) e 2 Lowenstein-jensen (incubagao a 25 e 37°C);

+* Liquido ou biopsias pleurais - 2 Lowenstein-jensen e | BD BBL MGIT, Mycobacteria Growth
Indicator Tube 7 mL com BACTEC MGIT 960 Suplemment kit (todos incubados a 37° C).

Nas tabelas |3 e 14 sao apresentadas as caracteristicas principais dos meios referidos

anteriormente.

Loéwenstein-jensen

Meio Liquido Mycobacteria Growth
Indicator Tube (MGIT), da Becton
Dickinson

Composi¢ao do Meio

Base de ovo (azoto, acidos gordos, proteinas e
asparagina); glicerol (carbono) e verde de
malaquite (agente de inibigao).

Com composto fluorescente
impragnado no silicone (sensivel ao
oxigénio dissolvido no caldo)

Condigoes de
Incubagao

Durante as primeiras 48 horas: na posi¢ao
horizontal (com a rosca semi-apertada), 37°C e
COza 5-10%); Até ao final de 60 dias - posigao

vertical (com a rosca totalmente apertada),

37°C e COza 5-10%).

Monitorizagao

Semanal - por observagao macroscopica e
exame direto (Kinyoun)

A 37 ° C no sistema semi-
automatico BD BACTEC MGIT 960®
que monitoriza com base na
emissdo de fluorescéncia
(relacionada com o crescimento
bacteriano).

Resultado

Positivo/Negativo (n°. colénias).

Positivo (por emissao de sinal
sonoro)
Negativo (ao fim de 42 dias e apos
confirmagdo por exame direto).

Tabela 13

BD Frascos de Cultura BACTECMycol F Lytic

Composi¢ao do Meio

Meio de cultura nio seletivo - meio liquido de Middlebrook 7H9 e de infusio Cérebro
Coragdo para o isolamento de micobactérias a partir de amostras de sangue

Condigoes de
Incubagao

37° C (protocolo - 42 dias de incubagio)

Monitorizagao

Resultado

Ver Sistema BACTEC das hemoculturas (pagina 20)

Tabela 14

Relativamente ao procedimento de integragao dos resultados do exame cultural, a ilustragao

6 esquematiza todos processos inerentes.
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Confirmagao
— Macroscopica e exame
direto

Positivos

Meio sdélido

/ . Ao fim de 60 dias de
Negativos incubagao

Confirmagido por exame

Positivos N
direto

J

Meio liquido

s . Ao fim de 42 dias de
Negativos . = .
incubagdo (exame direto)

llustragao 6

As vantagens e desvantagens dos diferentes meios de cultura estao sistematizadas na tabela

15.9

Exame Cultural Vantagens Desvantagens

Meio sélido Lowenstein-jensen Permite quantificar as colénias Crescimento mais lento

Contaminagao (maior positividade
com amostras inquinadas)

Detegao mais rapida que o “gold
standard” (BACTEC 460 system)
Nao radiométrico (recurso a
fluorescéncia)

Meio liquido nao radiométrico
BACTEC MGIT 960

Meio liquido radiométrico BACTEC Radiométrico

460 system

Menor taxa de contaminagio que o
método fluorimétrico

Tabela 15
Na tabela 16 encontra-se informagao relativa a sensibilidade, especificidade, necessidade da

viabilidade dos bacilos e a rapidez de cada método de diagnéstico.

Necessidade da
2 .l o - o )
Método Sensibilidade Especificidade viabilidade dos bacilos* Rapidez
: i —
Exame. direto por 105 bacilos/mL de Superlor? por Independente Rapido
Kinyoun amostra fluorescéncia
: Ve
Exame dlrgto por 104 bacilos /ml. de Inespecifica Independente Rapido
Auramina amostra
Cultural 10-100 bacilos/mL Inferior 4 da PCR Dependente Lento (minimo 2-
amostra 4 semanas)
. Elevada para
<
PCR 10 bacilos/ ml. M.tuberculosis Independente 24-48 horas
amostra
complex
Tabela 16

Identificacao por sondas de DNA dirigidas ao RNA ribossomico das

Micobactérias: No Laboratério da Micobactérias do CHS) sdo usadas sondas moleculares

(reagdo de hibridagao) para detecao do acido ribonucleico do MT (Accuprobe®) ou na
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amplificagdo do acido desoxirribonucleico Genotype®), para identificagio do complexo M.

tuberculosis antes da realizacio dos testes de sensibilidade aos antibioticos. @

Accu-PROBE Mycobacterium tuberculosis complex culture identification test: E um teste

rapido (inferior a | hora) baseado na técnica de hibridagao de acidos nucleicos com
sonda de DNA, para a identificacao de M. tuberculosis complex a partir de meios
sélidos ou liquidos, ou a partir de produtos obtidos por Reacio de Amplificagio. (*
O sistema AccuProbe usa uma sonda de DNA de cadeia simples complementar com
o RNA ribossomal do M. tuberculosis complex, marcada com um composto
quimioluminescente (éster de acridina), empragnada nas paredes do tubo

correspondente. A tabela |7 explica os principais aspetos associados a cada etapa do

processo, sendo posteriormente apresentado em esquema as etapas detalhadas.

Preparacao da amostra Obtengéo do pellet micobacteriano.
Se apresentar cor branca é sugestivo de M. tuberculosis
complex, caso seja laranja é caracteristico das espécies atipicas.

Extragdo dos acidos nucleicos Obtengao dos acidos nucleicos através do agente de lise, do

(tubo de lise) banho de ultrassons e das esferas presentes no tubo de lise e
do choque térmico 95°C + 5°C

Reacao de hibridagao Obtencao de hibridos

(tubo com sonda)

Selegdo hibridos formados Selegdo através da solugdo tampao (reagente de selegio), que
permite eliminar a sonda nao ligada

Leitura e Interpretagao Leitura da quantidade de hibridos formados através do

luminémetro. As amostras sio positivas para M. tuberculosis
complex quando as unidades de luz relativa (RLU) forem
superiores a 30,000, caso contrarios nao esta presente este
complexo.

Tabela 17

Geno Type Mycobacterium CM/ AS:

Este ensaio conjuga duas técnicas: a de amplificagdo do produto cultural por reagao
de PCR e a de reagao de hibridagao reversa (3’—>5’) dos produtos amplificados em
tira de nitrocellulose com sondas imobilizadas para diferentes espécies de
micobactérias.

O Geno Type Mycobacterium CM é um teste qualitativo de genética molecular para a
identificagdo de common Mycobacteria com maior interesse para a clinica, incluindo
sondas para M. tuberculosis complex, membros do M. avium complex, M. kansasii, e M.
chelonae, enquanto que o Geno Type Mycobacterium AS possibilita a identificacao de
espécies que siao encontradas menos frequentemente, como a M. simiae, M.

mucogenicum, e M. celatum.
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No CHS), a identificagdo do isolado cultural é iniciada com o primeiro painel (Geno
Type Mycobacterium CM), caso nao ocorra hibridagao, ou nao seja possivel identificar
a micobactéria pelo padrao de bandas obtido, é realizado o segundo painel (Geno
Type Mycobacterium AS) com mesmo produto amplificado. Na tabela |8 encontram-se

sumariadas as etapas deste teste. ¥

Centrifugar | mL meio liquido MGIT (5 min., 14500 rpm)
Ressuspender o sedimento.

Lisar a parede micobacteriana: 20 min. a 95°C, e posterior
banho de ultrassons.

Centrifugar (5 min., 14500 rpm).

Transferir 5 uL sobrenadante para eppendorf.

PCR em termociclador normal (desnaturagao,
emparelhamento e amplificagao).

Kit com mistura de primers e nucledtidos, tampiao de
Amplificagdo multiplex com primers amplificagdo, cloreto de magnésio, Taq polimerase
biotinizados* termoestavel e suspensao inativadora de calor.

Nota: o Mix PCR apresenta coloragio rosa porque os volumes
a adicionar sao muito reduzidos e permite controlar o
procedimento.

Desnaturagao quimica dos produtos amplificados.

Hibridagdo dos amplicons as sondas de DNA, marcadas com
biotina, imobilizadas na membrana de nitrocelulose.

Lavagem.

Hibridagao reversa Adicao de Streptavidina ligada a enzima fosfatase alcalina.
Adicdo do substrato - Reagdo cromogénica mediada pela
fosfatase alcalina.

Lavagem final.

Secagem das tiras e interpretacao.

Extracao DNA

Tabela 18

Teste de sensibilidade aos antibioticos antibacilares: No Laboratério das

Micobactérias do CHSJ o teste de sensibilidade aos farmacos antibacilares é realizado por
um método nao radioativo e qualitativo rapido que compreende a avaliagao dos farmacos
estreptomicina, etambutol, isoniazida, rifampicina e pirazinamida, através do BD BACTEC
MGIT 960-SIRE-Kit e do BD BACTEC MGIT 960-PZA-Kit, sendo incubados e monitorizados no
sistema BACTEC MGIT 960. Estes baseiam-se no crescimento de isolados de micobactérias,
previamente identificadas, num tubo contendo farmaco numa concentragao prédefinida e
correlacionavel com a estabelecida para a terapéutica, que € comparado com um tubo isento
de farmaco (contolo do crescimento). A analise da fluorescéncia no tubo contento farmaco,
comparativamente com a fluorescéncia presente no tubo de controlo de crescimento, €
usada pelo instrumento para determinar os resultados da sensibilidade. O equipamento
BACTEC MGIT 960 interpreta estes resultados automaticamente e reporta-os como sensivel
ou resistente. Para que o ensaio seja validado os controlos de crescimento tém de atingir as
400 unidades de crescimento, no caso do controlo do SIRE durante 4°-13° dias (BACTEC™
MGIT™ 960 SIRE Kit For the Antimycobacterial Susceptibility Testing of Mycobacterium
tuberculosis), no controlo da pirazinamida durante 4°-21° dias (BACTEC™ MGIT™ 960
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PZA Kit For the Antimycobacterial Susceptibility Testing of Mycobacterium tuberculosis);
sendo o resultado para cada antibiotico reportado mediante um cutoff para as unidades de
crescimento de 100, como sensivel ou resistentes caso as unidades de crescimento sejam

inferiores ou superiores respetivamente.
Testes rapidos para detecao de antigénios - imunodiagnéstico

Os testes rapidos imunocromatogarficos sao frequentemente utilizados na rotina do
laboratério de Microbiologia Clinica na detecao de antigénios (de superficie ou soluveis)
bacterianos, viricos ou de parasitas. Razao principal da sua aplicagao é a rapidez, facilidade
de execugao e o baixo custo com que permitem gerar dados preliminares com interesse
clinico para o diagnodstico de infegoes. Apresentam também, precisao, facilidade de
interpretagio dos resultados e um processamento minimo da amostra. ® Na tabela 19 sio
apresentados os tempos médios de execucao dos métodos cultural e imunoenzimatico,
provas de identificagao dos isolados e respetivos testes de sensibilidade antimicrobiana;

estabelecendo uma comparagao com a duragao dos testes rapidos imunocromatografic

os. (19
Cultura microbiana 24-72 horas
Testes de identifucagio dos isolados culturais 4-24 horas
Teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos 24 horas
ELISA (Enzyme Ligand Immunoassay) 2-4 horas
Testes rapidos imunocromatograficos Desde minutos a |-2 horas
Tabela 19

Principio dos Testes rapidos imunocromatograficos: os testes rapidos imunocromatograficos

sao fornecidos no formato de cassetes com tira de nitrocelulose, impregnada por anticorpos
especificos anti-antigénio alvo, na zona da banda do teste e anticorpos anti-anticorpo
marcado com composto cromogénio (adicionado numa fase posterior) na zona da banda do
controlo. Na porgao terminal da cassete, numa depressao em plastico ou mesmo na tira de
nitrocelulose ¢é adicionado um conjugado (anticorpo marcado com uma molécula
cromogénia que apresenta afinidade com o anticorpo na zona da banda do controlo). A
amostra ao ser adicionada primeiro que este conjugado, se tiver o antigénio alvo, este vai-se
ligar ao anticorpo na zona da banda teste e o conjugado depois quando adicionado liga-se na
zona da banda de controlo, independentemente do antigénio alvo estar ou nao presente na
amostra (o que permite validar o teste). Apesar de rapidos e exatos, precisam sempre de

ser complementados por testes confirmatorios.
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Kits disponiveis no Sector da Microbiologia Clinica do CHSJ: Pesquisa na urina - Antigénio
Streptococcus pneumoniae (Binax NOW® da Alere) e Antigénio Legionella pneumophila
(BinaxNOW?® da Alere); Pesquisa em sangue total em EDTA - BinaxNow® Maléria e Pesquisa

em fezes - Antigénio Rotavirus e Adenovirus (Combi-Strip® da Coris)
Imunodiagnéstico - Detecao de antigénios por imunofluorescéncia

Na escolha do fluorocromo é tido em consideragao o microrganismo e o método
microscopico em causa, sendo o fluorocromo mais comumente usado em
imunofluorescéncia o isotiocianato de fluoresceina - FITC (fluorescéncia verde e intensa) (2).
Marcacao por imunofluorescéncia. Conjuga a especificidade associada a reacgao antigénio-
anticorpo entre o anticorpo especifico de uma determinada espécie de microrganismos
marcado com o fluorocromo e o antigénio da espécie do microrganismo alvo, com a
amplificagio de contraste gracas a fluorescéncia. Em imunofluorescéncia, tal como nos
ensaios imunoenzimaticos as etapas de lavagem sao muito importantes para garantir que o
anticorpo, conjugado com o fluorocromo, se ligue apenas ao antigénio alvo e que a detecgao
final por emissao de fluorescéncia se deva somente a esta, evidenciando a presenga do
microrganismo pesquisado.

Imunifluorescéncia especifica e inespecifica. No diagnostico com base em imunofluorescéncia
€ muito importante saber diferenciar a fluorescéncia especifica da inespecifica pois esta pode
gerar falsos positivos principalmente em amostras com flora microbiana associada, muco e
leucécitos. Enquanto que a fluorescéncia especifica é observada dentro das células alvo do
microrganismo, a inespecifica € observada num plano superior, fora das células.
Imunofluorescéncia direta e indireta. Na imunofluorescéncia direta é usado um anticorpo
IgG anti antigénio alvo (espécie do microrganismos pesquisado), marcado com o
fluorocromo. Esta técnica apresenta maior rapidez (realizada num so6 passo) relativamente a
imunofluorescéncia indireta que compreende duas etapas e, ainda, menor
imunofluorescéncia inespecifica (maior especificidade). Na imunofluorescéncia indireta, na
primeira etapa € adicionado um anticorpo anti antigénio alvo nao marcado (da espécie do
microrganismo pesquisado), na segunda adiciona-se um anticorpo anti imunoglobulina IgG
marcado com fluorocromo (anticorpo primario) que se liga ao primeiro, localizando o alvo
antigénico através da fluorescéncia. A imunofluorescéncia indireta apresenta maior
sensibilidade, por amplificagao do sinal, no entanto aumenta a fluorescéncia inespecifica

(perde especificidade). Outro aspeto a ter em consideragao é o grau de pureza dos
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anticorpos monoclonais usados, pois quanto maior, melhor sao a sensibilidade e
especificidade do método de imunofluorescéncia.

Controlo da qualidade em Imunofluorescéncia. Em imunofluorescéncia os resultados sao
sempre interpretados em relagao a um controlo negativo e positivo em paralelo com o
teste.

Processamento das amostras para pesquisa de antigénios por Imunofluorescéncia. No
Servico de Microbiologia Clinica do CHSJ a imunofluorescéncia é usada como método de
deteccao de antigénios de microrganismos com isolamento cultural dificil ou lento, no caso
da Legionella pneumophila e do fungo Pneumocystis jiroveci e ainda como método de detegao
rapido de infegoes viricas pelos virus do trato respiratorio (Adenovirus, Influenza A e B,
Parainfluenza I, 2 e 3, Metapneumovirus e Sincicial)) CMV e HSV | e 2. A
imunofluorescéncia € um método util por conciliar a especificidade e reproductibilidade dos
anticorpos monoclonais com a simplicidade e rapidez das técnicas. Desta forma, a detegao
direta de antigénio por imunofluorescéncia pode ser realizada como um método de
reastreio das amostras de doentes, através de um painel de anticorpos para multiplos virus.
Este rastreio é particularmente Gtil em pediatria, na deteccao de virus respiratorios (elevado
numero de particulas virais), por apresentar elevada sensibilidade. A imunofluorescéncia
apresenta ainda a vantagem de permitir fazer o diagnéstico mesmo na auséncia de anticorpos
na fase aguda da doenca e, principalmente, nos lactentes e imunodeprimidos em que os
niveis de anticorpos sao baixos ou indetetaveis. No caso da Legionella pneumophila, como o
isolamento cultural é dificil e lento, a imunofluorescéncia permite obter resultados
confirmatérios apos rastreio de amostras de urina de doentes por testes rapidos
imunocromatografico,de um modo mais célere e menos dispendioso face as técnicas de
biologia molecular (usada no caso de serem obtidos resultados positivos na detegao
antigénica por imunofluorescéncia). Relativamente ao Pneumocystis jiroveci, no CHSJ apenas
sao realizadas dois tipos de metodologias, detegao antigénica de quistos por
imunofluorescéncia e reacao de PCR. Na tabela 20 sao apresentados o tipo de amostras e o

respetivo tratamento conforme o agente etiologico pesquisado.
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Amostras com pedido especifico de exame virologico

Sangue total

Pesquisa de CMV

Secregdes brénquicas e aspirados nasofaringeos

Pesquisa de virus respiratorios (Adenovirus, Influenza
A e B, Parainfluenza I, 2 e 3 e sincicial e
metapneumovirus). No caso de se tratarem de
amostras provenientes da Pediatria Oncoldgica
pesquisar também os virus HSV | e 2 e CMV

Lavados brénquicos e broncoalveolares, aspirados
pulmonares e liquidos pleurais

Screening para pesquisa de virus respiratorios
(Adenovirus, Influenza A e B, Parainfluenza I,2 e 3 e
sincicial), HSV | e 2 e CMV. No caso do screening
ser positivo, efetuar a pesquisa dos virus respiratorios
individualizada

Raspados ou exsudados de lesGes

Pesquisa de CMV, HSV | e 2.

Amostras do trato respiratério com pedido especifico de exame nao virologico

Pesquisa de Pneumocystis jirovencii
Pesquisa de Legionella pneumophila

Processamento das amostras

Sangue total colhido em tubo de hemograma com EDTA

Separagdo dos leucocitos por sedimentagio dos
eritrocitos com dextrano e centrifugagdo a baixas
rotagoes

Homogeneizagdo da amostra por inversao
Transferir a amostra para tubo de centrifuga
Adicionar dextrano, incubar 20 minutos a 37 ° C na
posicao vertical

Transferir o sobrenadante (Buffy coat) para novo
tubo de centrifuga

Adicionar tampao PBS ao sobrenadante

Centrifugar a 1500 rpm/10 minutos

Descartar por inversao o sobrenadante

Lisar os eritrécitos vestigiais presentes no sedimento:
Adicionar reagente de lise, vortexar, choque térmico
durante 10 minutos no congelador

Adicionar tampao PBS ao sedimento e centrifugar
1500 rpm/10 minutos

Obtengao de pellet branco (leucécitos)

Contagem diferencial leucocitaria

Em Contador de células Sysmex XE-2100D ou XE-
5000

Obtencgao de suspensio leucocitaria com densidade

Diluir ou concentrar de modo a obter a densidade

standarizada 2000 leucécitos/pl pretendida
Efetuar esfregago 20 pL / pogo
Secara37°C

Fixagdo e permeabilizagao

Fixar a amostra com formaldeido, lavar com solugao
de lavagem (1% de soro fetal bovino em tampao PBS),
Permeabilizar a membrana dos leucécitos  para
permitir a entrada dos anticorpos (com soluciao do
kit) e lavar novamente com a mesma solugio de
lavagem

Amostras do trato respiratorio

Tratamento da amostra, considerando o volume,
presenca de muco, flora associada e sangue

Concentrar por centrifugagdo 3000 rpm/10 minutos
se volume se > 2 mL:

Lavar com tampao PBS/agua estéril* e fluidificar com
NALC se muito espessa/com muito sangue — no caso
das secregbes brénquicas principalmente

Diluir com tampdo PBS ou agua estéril* a amostra
(diluigdo 1:2) se volume entre [-2 mL:

*P.jirovencii

Homogeneizar

Pipeta de Pasteur e vortex

Transferir para tubo de centrifuga

Centrifugar

A 3000 rpm/10 minutos

Rejeitar o sobrenadante

Homogeneizar o sedimento ao vortex -

ficando apenas | mL de modo a assegurar produto
suficiente caso seja necessario efetuar novo teste.
Quando a transparéncia do produto nio permitir a
separagao com obtengio de sedimento, fazer logo
homogeneizagio por vortex sem rejeitar produto.
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Efetuar esfregaco Virus respiratorios
e  Adicionar 20 pL de amostra em cada pogo,
nas posigoes |- Adenovirus, 2 e 3- Influenza
A eB, 45 e7- Parainfluenza I, 2 e 3, 9-
Metapneumovirus e | |- Sincicial
L. pneumophilla
e Adicionar 20 pL de amostra em duplicado
(Ldmina com dois pogos)
P jirovencii
e Adicionar 20 pL de amostra em duplicado
(Ldmina com dois pogos)

Secar a 37°C
Fixar Com acetona, |0 minutos
Raspados ou exsudados de lesces
Vém ja colhidos em laminas, ndo necessitam de preparagiao da amostra
Tabela 20

Criterios para interpretacao da imunofluorescéncia. Devem existir critérios standard para a
interpretagao da intensidade de fluorescéncia, bem como relativos ao reconhecimento
morfolégico das inclusdes virais. Na tabela 2| encontram-se os principais padroes de

fluorescéncia.

Microrganismos Padrio de fluorescéncia

Virus Influenza, adenovirus e herpes virus Marcagdo nuclear/ nucleo-citoplasmatica (dependendo
da estirpe e estado de infe¢dao) — inclusao fluorescente
granular.

Virus respiratérios sincicial e parainfluenza Marcagcdo citoplasmatica - inclusio fluorescente

granular. Os virus sincicial rebentam as células que
infetam e a fluorescéncia apresenta-se como um
pontuado que parece que sai das células.

Metapneumovirus Intracitoplasmatica — inclusdo fluorescente granular
grossa e uma espécie de nucléolos.

P. jirovencii Fluorescéncia trasnlicida, oocistos apresentam forma
semelhante a azeitona, podendo alguns assemelharem-
se as bolas de basebol, formando clusters.

L. pneumophilla Bacilos verde fluorescente, num fundo vermelho.
CMV Nuclear, podendo estender-se ao citoplasma das células
Polimorfonucleares.
Tabela 21
Serologia

Os métodos imunoquimicos usam antigénios e anticorpos como ferramentas para detec¢ao
de microrganismos.

Os métodos serologicos de rotina sao desenhados essencialmente para o doseamento ou
pesquisa das classes de anticorpos IgG e IgM. As imunoglobolinas IgM sao produzidas como
resposta primaria aos antigénios, apesar de os niveis permanecerem elevados de um modo
transitorio, indicando uma infegao ativa ou recente. Ja as IgG podem persistir por longos
periodos apods o curso da infegao.
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Individuos imunocompetentes produzem IgM e IgG em resposta a maioria dos patogénios.
Geralmente a IgM é produzida apds o primeiro contacto com o patogénico tornando-se
indetetavel num curto periodo de tempo, enquanto que as IgG geralmente conferem
imunidade. Outro aspecto importante é a determinagao do titulo de anticorpos, que é a
diluicao mais elevada do soro de doentes em que o anticorpo ainda ¢ detetdvel. Numa fase
aguda os titulos sao cerca de 4 vezes superiores aos observados numa fase de
convalescenca, sendo importante a colheita de amostras nestas duas fases. @

Técnicas usadas no Servico de Serologia do CHS|. As técnicas de serologia sao baseadas em
reagoes antigénio-anticorpo, sendo umas manuais e outras em sistemas automatizados. A
garantia da qualidade é transversal a estas técnicas com recurso a controlos positivos e
negativos e calibradores para construgao de curvas de calibragao nos diferentes softwares
dos equipamentos disponiveis, participando no programa de garantia de quanlidade externa
UK NEQAS, mensalmente.

Testes rapidos imunocromatograficos — estes testes permitem a detecao qualitativa de

anticorpos, através da imobilizagao de antigénios na zona que corresponde a linha do teste.
A amostra, migra cromatograficamente, até alcangar esta zona dos antigénios, ocorrendo a
ligagdo antigénio-anticorpo, que é detetada pelo aparecimento de cor.

Pesquisa de Anticorpos Heterofilos na Mononucleose Infeciosa — os testes serologicos
permitem o diagnéstico de Mononucleose Infeciosa provocada pelo virus Epstein-Barr
(EBV), uma vez que o isolamento do virus nao é executado na pratica laboratorial e os
anticorpos aparecem num periodo de tempo bem definido apods a infegao primaria. O
diagnostico é estabelecido pela clinica e idade do doente e pela presenga de anticorpos
heterofilos da classe IgM. Contudo estes nao positivam em criangas e idosos, sendo

importante a pesquisa de outros anticorpos anti: antigénios precoces - EA, antigénios

capside virais - ACA e antigénios nucleares Epstein-Barr — EBNA. ?

Provas manuais

Reacoes de aglutinacao: Reagao Rose Bengal - permite a detegao de anticorpos
contra a Brucela, de fase aguda ou croénica, sendo uma boa técnica em lamina de
screening para Brucelose. Se as amostras positivarem ¢ feita a quantificacao pela
reagao de WRIGHT (titulo), que é um teste quantitativo de aglutinagio em
microplaca (microELISA), com varias diluicoes e um controlo positivo (geralmente
uma amostra positiva de um doente com brucelose) que permite saber a maior
diluicao que positiva; Reagcao de WIDAL - teste semi-quantitativo de aglutinagao em

tubo para deteccao de anticorpos anti-salmonella; sao usados os antigénios de
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Salmonella typhi (antigénios flagelares-TH e somaticos — TO) e de Salmonella paratyphi
(antigénios flagelares - BH e somaticos- BO). Pode haver aglutinagado em amostras de
doentes com outras infe¢oes devido a reatividade cruzada ou imunizagao prévia.

Reaciao de floculacao: VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) — teste nao-
treponémico qualitativo e semi-quantitativo para a detecg¢ao de anticorpos anti-
cardiolipina (reaginas), por reacao de floculagao em lamina de vidro. A sifilis € uma
doenga sexualmente transmissivel provocada pela espiroqueta Treponema pallidum e é
diagnosticada primeiramente por serologia. A infecdo por esta bactéria induz uma
resposta imunolodgica caracterizada pela produgao de anticorpos anti-treponémicos e

nao treponémicos.

A VDRL apresenta-se particularmente Util no seguimento da resposta ao tratamento
em doentes com infeccao ativa, sendo feito em amostras com reatividade no teste
treponémico (imunoensaio com detecao final em quimioluminescéncia), com base no
algoritmo reverso. Caso o teste VDRL seja positivo é feita a determinagao do titulo.
Este rastreio pelo algoritmo reverso apesar de automatizado, levanta problemas de
interpretacao dos resultados, principalmente quando ha discordancia entre testes
treponémicos e nao-treponémicos. Neste sentido o teste confirmatério permite
diferenciar a situagao de sifilis tratada com sucesso da doenga latente/tardia, por

Western blot. "

Western blot: Os antigénios do microrganismo patogénio sao separados por
eletroforese e vao migrando conforme o seu peso molecular em gel, cujas bandas sao
posteriormente transferidas para membranas de nitrocelulose. Se a amostra do
doente tiver anticorpos, estes vao-se ligar a estes antigénios. Sendo esta ligagao
revelada numa segunda fase pela adicao de anticorpos anti-IgG e anti-IlgM humanas
(conjugado) e de substrato (solugao de NBT/BCIP - nitro-azul tetrazolio e 5-bromo-
4- -3'-indolfosfato), aparecendo como bandas coradas de escuro na tira de
nitrocelulose. A leitrura é feita através de um scanner ou por intermédio de uma tira

controlo. @

Automatizacao em Serologia: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA): O equipamento VIDAS (Vitek Immuno
Diagnostic Assay System) da Biomerieux possui uma técnica que combina o método

ELISA com uma leitura final em fluorescéncia. A enzima usada para a gama VIDAS ¢ a
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fosfatase alcalina e o substrato o 4- metil umbeliferil fosfato (4-MUP) que é

hidrolisado em 4-metil umbeliferona (4-UM) que tem a propriedade de reemitir a luz

a 450 nm apos excitagao a 370 nm. Os kits comerciais estdo apresentados na forma

de barrete, que contém varios pogos e um cone que funciona de matriz de reagao e

pipeta. Numa primeira fase, a amostra que é colocada no primeiro pogo é aspirada

pelo cone para o pogo seguinte onde ¢ diluida e tamponizada. Posteriormente ocorre

a reagao com o conjugado (antigénio marcado com a fosfatase alcalina), e o

excedente que nao ligar ¢ retirado através de uma etapa de lavagem. De seguida é

adicionado o substrato da enzima, e o produto final é excitado e detetada a luz de

emissao deste, sendo dada em valores de fluorescéncia relativa. Depois por

extrapolagao da curva de calibragao é emitido um resultado quantitativo.

Sistema MicroELISA — Mago IFA Plus, da Erba® Diagnostics: os testes efetuadas
neste equipamento sao realizados por um ensaio de MicroElisa para a pesquisa
semiquantitativo de anticorpos no soro.

Multiplex flow immunoassay (MFl) - Bio-Plex® 2200 Multiplex Immunoassay
Systems da Bio-Rad. E um sistema que concilia o0 método de ELISA com citometria
de fluxo. As amostras sao aspiradas para microtubos de reagao que contém
microesferas magnéticas revestidas por proteinas recombinates dos agentes
etiologico em estudo (antigénios) e diluente da amostra. Apés um periodo de
incubagao e lavagem ¢é adicionado anticorpo anti imunoglobolina humana, o qual é
marcado com ficoeritrina (fluorocromo). Apos novo ciclo de incubagao e lavagem
é efetuada uma leitura de fluorescéncia em intensidades relativas de fluorescéncia
que por comparagao com um padrao interno € convertido em racio de
fluorescéncia. Este depois por extrapolagao da curva de calibragao permite
determinar a concentragao do anticorpo na amostra (antiboby index units), sendo
um resultado quantitativo. Os diferentes niveis de controlos da qualidade usados
permitem fazer uma leitura de fluorescéncia de base, avaliar a integridade da
amosta e minimizar a interferéncia das ligagoes inespecificas no resultado final.
Sistema ELISA com detegao final em quimioluminescéncia - ARCHITECT C 4000

Immunoassay Analyzers da Abbott Diagnostics.

= Syfilis TP € um imunoensaio com recurso a microparticulas com detegao final
em quimioluminescéncia de anticorpos anti-TpNI5, TpNI17 and TpN47 de

Treponema pallidum. Numa primeira fase, a amostra € adicionada a
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microparticulas revestidas pelas proteinas recombinantes (antigénios) e a
amostra ¢ diluida posteriormente. Os anticorpos presentes na amostra ligam-
se aos antigénios alvo, havendo uma etapa de lavagem e, posteriormente, é
adicionado uma solugao conjugado (anticorpos anti-IlgG e IgM humanas
marcados com acridinio). Apds nova etapa de lavagem é feita a leitura em
quimioluminescéncia, em unidades relativas de luz (RLUs). O resultado é
considerado positivo/reativo ou negativo/nao reativo se o sinal de
quimioluminescéncia obtido superior ou inferior ao valor de cutoff

estabelecido pela calibragao.
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HEMATOLOGIA CLINICA
Introducao

O Setor de Hematologia do servico de patologia clinica do Hospital Sao Joao, do Porto,
encontra-se situado no 4° andar, e é dirigido pelo Médico Patologista Luis Marinho. Dispoe
de uma drea destinada aos equipamentos, duas salas de microscopia e validacio médica e
dois armazéns de material e reagentes.

Em média diaria, o nUmero de amostras clinicas realizadas ronda as 1300, com picos maximo
a segunda-feira e minimo ao fim-de-semana; quantidade que inclui as amostras de
neonatologia e pediatria, uma vez que estao inseridos no mesmo hospital.

O contexto hospitalar € completamente distinto da realidade de ambulatério, ja que as
amostras sendo provenientes de doentes com patologias associadas sao predominantemente
positivas em termos de alteragoes hematolodgicas.

Os valores de referéncia para a normalidade sao calculados a partir de grupos de individuos
saudaveis, no entanto em situagao de patologia os critérios sao estabelecidos de modo
diferente, ajustados a amostra em causa. Neste sentido, a intervengao clinica dos médicos e
técnicos permite suportar a tese de diagnostico, se numa fase precoce, de monitorizagao da
efetividade e seguranga se num contexto terapéutico (em oncologia) e de alerta para valores

criticos se num pos operatorio.

Colheita, Conservacao e Transporte das amostras sanguineas

As amostras analisadas no Servico de Hematologia Cinica sao sangue total em EDTA
dissédico e ou em citrato trissodico (confirmagao de trombocitopenias) e sio obtidas por
venopuncao pelo sistema de vacuo. O sal disodico de EDTA é um anticoagulante eficaz e
muito usado em hematologia, com maior solubilidade que o sal trissoédico, encontrando-se
na forma vaporizada nas paredes do tubo de modo a garantir uma maior captagao pela
amostra sanguinea. Encontra-se na concentragio 1,2 mg do sal anidro por mL sangue,
atuando por quelagao dos ides calcio presentes no sangue. No entanto, o excesso deste
anticoagulante causa alteragdes eritrocitarias e leucocitarias (degeneragao e lise das células),
com redugao do hematdcrito apds centrifugagdo e aumento da concentragao de
hemoglobina corpuscular média, conduzindo ainda a uma falsa trombocitose por provocar
desintegragao plaquetaria. No caso do anticoagulante citrate trissodico, o fator de diluigao é

maior, 9 volumes de sangue para | de anticoagulante, sendo critico em termos de
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osmolaridade e alteragdes da concentragao do calcio livre (principalmente nos testes de
estudo da coagulagdao sanguinea nao realizados no servigo de Hematologia Clinica do CHSJ).
(12)

Os tubos de amostras, devidamente identificados, chegam ao laboratério via sistema de
vacuo ou através de profissionais (Assistentes Operacionais), sendo separados e triados

conforme o local da colheita (servigo), grau de urgéncia e o tipo de andlise.

Processamento das amostras

A fase pré-analitica corresponde a rece¢ao das amostras no laboratério, devidamente
etiquetadas com um codigo de barras (com informagao relativa ao paciente e pedido de
andlise), que permite o registo dessa recegao, verificar a qualidade da amostra e detetar
eventuais erros de modo precoce

De modo a maximizar o rendimento e a diminuir o erro, as amostras entram num sistema
em cadeia de autoanalisadores hematoldgicos. Depois, através do organizador e arquivador
TS-500, as amostras sao distribuidas pelos equipamentos com base na informagao
transmitida pelos codigos de barras (por intermédio do sistema informatico Sysmex,
middleware, que estabele a ligagao entre o sistema informatico CLINIDATA e os equipamentos,
processando automaticamente a informagao).

Apos a execugao das andlises, procede-se a validagao técnica dos resultados (confirmagao
dos dados do doente: idade, sexo, patologias, historico e valores identificativos do doente
(como o volume médio globular), condi¢oes da amostra: hemodiluida, hemoconcentrada,
hemolisada, lipémica, ictérica tubo de colheita errado, volume de amostra, coagulada, entre
outros), e a insergao dos dados no sistema informatico Sysmex. Posteriormente, na fase pos-

analitica o patologista clinico valida os resultados.
Controlo de Qualidade

|. Controlo de qualidade interno - Pode ser facultado pelo fornecedor dos equipamentos ou

realizado com amostras de doentes (tabela 22).

Equipamentos Niveis de controlo de qualidade
XT-2100D e XT-5000 alto, médio e baixo (Sysmex) — modo automatico
I nivel (alternadamente)— modo aberto
BIO-RAD VARIANT Il Hemoglobin Testing System 3 niveis preparados com Dilution Solution
VES-MATIC 60 e VES-MATIC cube 200 2 niveis: alto e normal
Tabela 22
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2. Controlo de qualidade externo - E usado o programa UK NEQAS: contagem manual e
automatica nos equipamentos XE-5000 e XE-2100D, avaliacao de dois esfregacos de sangue
periférico, contagem de reticulocitos e uma situagao para indicar as cinco principais

alteragoes presentes a reportar ao clinico.

3. Calibracao — a calibragao dos equipamentos ¢ realizada pelos técnicos das respetivas casas

comerciais.

Estudo Laboratorial das Células Sanguineas

Sistema hematopoiético

As células sanguineas presentes no sangue periférico sao produzidas na medula Ossea,

estando apresentado na tabela 23 os locais de hematopoiese ao longo da idade.

Locais de hematopoiese ao longo da vida

Feto 0-2 meses saco vitelino
2-7 meses figado e bago
5-9 meses medula 6ssea

Crianga Medula éssea em quase todos os ossos
Adulto Medula 6ssea (vértebras, costelas, esterno, sacro, pélvis e extremidade proximal do fémur)
Tabela 23

As células hematopoiéticas (HPC) sao responsaveis pela producao de células sanguineas
funcionais e nao sao frequentemente detetadas nas extensoes de sangue periférico, com
excecao dos recém-nascidos e das mulheres gestantes. Contudo, surgem mais em doentes
com leucemia ou noutras doengas do foro hematologico e em situagoes de infecao severa.

(13)

e Desenvolvimento das células sanguineas

Diariamente sio produzidos 10'? eritrocitos, sendo apresentadas as células

percursoras eritroides na ilustragao 7.

s ~
Eritoblasto

basofilo

T e Ll 2
Eritroblastos
N N policromatofil

Pronormoblas Normoblastos —
to (nucleado) (nucleados) Eritroblasto

ortocromatic

o

——
_4

Eritrécitos Policromatofil Eritrocito
(anucleados) o maduro (disco
(Reticulocito) ) biconcavo )

llustragao 7
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Sao apresentadas na tabela 24 as caracteristicas das respetivas células supra

mencionadas: composicao em acidos nucleicos e localizagdo - medula &ssea ou

sangue periférico. 'Y

Caracteristicas e localizagio Normoblastos Eritrocito Eritrocito maduro
policromatofilo

ADN nuclear Sim Nio Nio

ARN citoplasmatico Sim Sim Nao

Medula 6ssea Sim Sim Sim

Sangue periférico Nao Sim Sim

Tabela 24

No sangue periférico de individuos saudaveis as células eritroides nucleadas
encontram-se presentes em numero residual (com excegao dos recém-nascidos e
mulheres gestantes), sendo facilmente reconhecidas pela coloragao rosa acinzentada
do citoplasma e pela morfologia semelhante a linfocitaria (contudo apresentam menor
racio nucleo/citoplasma e densidade de coloragao nuclear homogénea).

Os eritrocitos maduros sao anucleados, apresentam contorno redondo e regular,
tamanho proximo ao do nucleo dos linfécitos e coloragao citoplasmatica acidoéfila
(rosa) devido ao elevado contelldo em hemoglobina. Apesar de predominar a forma de
disco biconcavo, podem ser encontrados outras, nomeadamente ovalécitos, picnocitos

e esquizocitos em amostras de neonatologia. (¥

Megacariopoiese

O megacaridcito € uma célula de grandes dimensdes que por fragmentagao do
citoplasma origina as plaquetas (na medula 6ssea), apresenta um citoplasma basofilo,
com muitos granulos citoplasmaticos e, geralmente, surge com muitas plaquetas
adjacentes na periferia. ¥

As plaquetas sao pequenos fragmentos granulares azul acinzentados com muitos
granulos vermelho arroxeados de pequenas dimensdes - inferior ao tamanho dos
eritocitos ou proximo quando se trata de plaquetas grandes ou gigantes. Em termos
de andlise da extensao do sangue periférico, importa avaliar a presenga de anisocitose
plaquetdria nas situagdes de trombocitopenia (abordada posteriormente), sendo
obrigatorio registar em comentdrio a presenca de megacariocitos caso sejam

observados. ¥

Granulopoiese

A série granulocitica é apresentada na ilustragao 8 e as principais caracteristicas que
permitem diferenciar as células desta série (até ao metamieldcito), constam da tabela

25.
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Neutrofilo em =
utrofilo Neutrofilo
banda
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Basofilo em Basofilo
banda
-
llustragdo 8
Caracteristicas Mieloblasto Promielécito Mielocito Metamielocito
Presenca no sangue . . .
G. L 8 Muito rara Muito rara Incomum Reduzida
periférico
Mondcito > Superior ao do Inferior ao do Inferior ao do

Tamanho e forma

Mieloblasto > Linfocito

Mieloblasto

Promielécito

Mielocito

Racio nucleo/citoplasma

Elevado

Inferior ao do
Mieloblasto

Progressivamente menor

Citoplasma

Escasso e baséfilo
(azul)

Mais abundante e
basdfilo que o do
Mieloblasto

Azul- rosa

Rosa

Forma nuclear

Redonda

Redondo a oval e
excéntrico
Zona perinuclear
clara

Redondo a oval

EmUouC

Condensacao da cromatina

Difusa

Maior grau de
condensagao que
no mieloblasto

Maior grau de
condensacao da
cromatina que no
Promielécito

Grau idéntico ao do
mieldcito

Nucléolo

Pode ser visivel

Visivel

Ausente

Granulagoes

Auséncia

Primarias
(azurdfilas)

Primarias e secundarias
(especificas das linhas
celulares)

Apenas secundarias
(especificas das linhas
celulares)

Tabela 25

As formas em banda, ou bastonetes, sao referidos posteriormente por ja permitem a

diferenciagao dos granulocitos.

Neutrofilo em banda. Os neutrdfilos em banda sao uma populagao minoritaria no

sangue periférico de individuos saudaveis. Apresentam caracteristicas intermédias

entre metamieldcitos de neutrofilos e neutrofilos segmentados e sao contabilizados

nos neutrofilos segmentados. O nlcleo € irregular, com forma em banda ou fita,

diferindo do neutroéfilo segmentado/maduro por nao apresentar o nucleo segmentado.

As formas em banda quer do eosindfilo, quer do basdfilo sao bastante incomuns, pelo

que nio sio descritas.!"”
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Neutréfilo segmentado. E o tipo de leucécitos mais abundante e frequente em

individuos adultos saudaveis e recém-nascidos durante os primeiros dias de vida
(depois os linfocitos passam a predominar até aos 4-5 anos, regressando ao
predominio inicial que se estende e mantém durante a fase adulta).

Devido a sua grande mobilidade e capacidade fagocitaria intervém na resposta
inflamatoéria aguda. O nucleo é segmentado (3-5 I6bulos), predominando os com 3-4
segmentos, estando os segmentos conectados por fragmentos de cromatina. A
cromatina apresenta aglomeragoes e esta normalmente na periferia do nucleo, onde se
condensa (corando de violeta).

Podem aparecer formas hipossegmentadas (Pelger-Huét congénitos) ou neutrofilos com
apenas um nucleo redondo, que apesar de nao levantar problemas em termos de
clinica por serem alteragoes congénitas, nao devem ser confundidos com desvio a
esquerda (abordado posteriormente). Contudo, se em contexto de neutropenia, esta
hipossegmentagao (Pseudo Pelger-Huét ou Pelger-Huét adquiridos) esta associada a
neoplasias. Ainda podem ser observados neutrofilos hipersegmentado (designa desvio
a direita), que apresentam mais de 5 |obulos devido a deficiéncia em cianocobalamina
(vitamina B,,) ou acido félico (vitamina B,), associados a macrocitose. *°

O citoplasma é abundante e cora de rosa, apresentando muitas granulagoes
secundarias de pequenas dimensodes, especificas dos neutréfilos. ()

O aumento do numero de granulagoes é frequente em situagoes de infecao ou
respostas inflamatoérias — granulagdes téxicas, podendo também ocorrer durante a
gravidez. Quanto as inclusdes citoplasmaticas (hereditdrias ou adquiridas), as mais
comuns sao os corpos de Déhle durante a gravidez e na resposta a situagoes de infegao
ou inflamagao. Outro tipo de alteragoes citoplasmaticas comuns sao os vacuolos
citoplasmaticos que surgem em resposta a infegoes severas, estando associados a
presenca de granulagdes tdxicas, no entanto podem ser mero artefacto. ¥

Eosindfilo. Representam menos de 5 % dos leucocitos circulantes no sangue periférico
do individuo adulto saudavel, sendo um pouco maiores que os neutrofilos. A maioria
apresenta nucleo bilobulado (cromatina violeta grosseiramente aglomerada), com
citoplasma abundante com granulos secundarios eosindfilos (laranjas) de maiores
dimensdes e mais uniformes que os dos neutréfilos. ()

Baséfilo. E a populagio menos frequente dos leucécitos circulantes, até 1,5% em

individuos adultos saudaveis. Apresentam tamanho intermédio entre os neutrofilos e

os eosinodfilos, com um nucleo bilobulado em que os segmentos nucleares tendem a
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dobrar-se (um sobre o outro) resultando num nucleo denso, irregular e compacto.
Devido a presenga de numerosas e grandes granulagoes secundarias basofilas (que
coram de azul escuro ou purpura) o nucleo costuma nao ser observavel.

Estes sao percursores dos mastocitos, classificados como os basofilos dos tecidos
periféricos. *?

Mondcitos. Sao os leucécitos circulantes de maior dimensao e a terceira populagao
leucocitaria mais frequente, no sangue periférico de um individuo adulto saudavel. Sao
células com grande mobilidade e capacidade fagocitaria, sendo percursores dos
macrofagos que se encontram nos tecidos periféricos e nos orgaos linfoides.

Tém um nucleo grande, frequentemente com forma de ferradura, podendo estar
dobrado em espiral (mas nunca segmentado). A cromatina € mais laxa (fina) e esta
distribuida mais uniformemente que nos nucleos dos neutrdfilos e podem ser
observados dois ou mais nucléolos. O citoplasma é amplo e cora de azul-acinzentado
palido, contendo numerosas e finas granulagoes lisossomicas de pequenas dimensoes
(rosa-violacias) e vacuolos citoplasmaticos. Por vezes sao dificeis de distinguir dos
linfocitos T ativados presentes em amostras de doentes com Mononucleose Infeciosa,
ou das células circulantes nos Linfomas de alto grau. Contudo, as duas caracteristicas
principais que permitem auxiliar na identificagao sao: a cor do citoplasma (sendo cinza
e azul nos mondcitos e linfécitos respetivamente) e o grau de condensagio da
cromatina (mais compacta nos linfocitos).!"”

Linfopoiese

A partir de uma célula imatura, linfoblasto sao gerados os diferentes linfocitos
(Linfocitos B, T e células Natural Killer). Este blasto apresenta elevado racio
nucleo/citoplasma, com nucleo moderadamente denso e cromatina laxa.

Cerca de 85% dos linfocitos circulantes sao Linfocitos T ou células Natural Killer,
circulando na forma inativa, com dimensoes pequenas e redondas, com uma delgada
(variavel conforme a atividade dos linfocitos) lamina de citoplasma que contém, em
ocasioes, alguns granulos azurofilos. O nlcleo tem um tamanho uniforme, geralmente
redondo e cora marcadamente de violeta, apresentando uma cromatina homogénea
com algumas aglomeragoes na periferia nuclear.

Os linfocito sao a populagao maioritaria, a seguir aos neutrofilos, no sangue periférico
de individuos adultos saudaveis, ho entanto nos idosos o humero de linfocitos diminui,

(refletindo-se na contagem leucocitaria).!'?
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As infegdes virais sio responsaveis pela maioria das alteragdes linfociticas. Quando
ativados, os linfocitos apresentam dimensoes maiores (com relagao nicleo citoplasma
menor), cromatina menos compacta, podendo o citoplasma conter granulagoes
azurdfilas — Linfocitos grandes granulares, ou linfocitos grandes (na auséncia de
granulagoes). Os linfocitos grandes granulares podem representar até 10-20% dos
linfocitos do sangue periférico dos individuos saudaveis sendo contabilizados na
contagem dos linfocitos (acrescentando comentario caso a percentagem aumente).
Nas criangas é frequente encontrarem-se linfocitos grandes e mais pleiomorficos que
nos adultos. ¥

Tanto nas infegoes viricas e bacterianas graves, como no Mieloma Multiplo, aparecem
células plasmaticas. Estes plasmocitos resultam da diferenciagao dos linfocitos B em
resposta ao estimulo imunitario, apresentando-se redondos a ovais, com nucleo
pequeno e redondo, com posicao excéntrica que cora marcadamente roxo. A
cromatina esta grosseiramente aglutinada, com nucléolo nao visivel, citoplasma azul
com uma zona paranuclear clara, podendo apresentar-se formas binucleadas.®”

Menos frequente, a linfocitose surge associada a alteragoes morfologicas, no caso de

patologias neoplasicas (Leucemias Linféides como nos Linfomas).

Técnicas laboratoriais em Hematologia Celular

e Hemograma e citologia

O hemograma consiste numa analise quantitativa e qualitativa dos elementos celulares do
sangue (eritrocitos, leucocitos e plaquetas), sendo um dos exames complementares de
diagndstico mais requisitado.

No CHS] como o volume de trabalho é elevado, as amostras sao analisadas por
autoanalisadores hematoldgicos e sempre que os critérios de validagao automatica forem
violados, as amostras sao colocadas num equipamento que prepara e cora esfregacos de
sangue periférico. Os Autoanalisadores hematologicos usados sao Sysmex XE — 2/00 D
e Sysmex XE — 5000, que se dividlem em sete canais, cada um dos quais permite uma

determinagao especifica (tabela 26)

Parametros Métodos
Hemoglobina Espetrofotometria (SLS)
RBC/PLT (eritrocitos e plaquetas) Impedancia elétrica (Principio de Coulter)

DIFF (diferencial de leucécitos)

WBC/BASO (contagem de basdfilos)

Citometria de fluxo e fluorescéncia
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IMI (células imaturas granulociticas)
NRBC (eritrocitos nucleados)
RET (reticulécitos/eritocito policromatofilo).

Tabela 26

Canal para a determinacao da concentracao de hemoglobina: A Hemoglobina é uma

proteina formada por quatro grupos hemo e quatro cadeias de globina, responsavel pelo
transporte de O, pelos eritrocitos. Nos eritrocitos normais do adulto, a Hb A (02-32)
constitui 97%; a Hb A2 (02-02) representa quase 3% e menor que 1% é Hb F (fetal) (a2-
Y2). Em termos clinicos, a diminuigdo da concentragao de Hb, decorrente da diminuigao

da massa eritrocitaria, define a anemia (tabela 27). ®”

Anemia Causas

Anemia por Deficiéncia de ferro
Anemia da Doenga Croénica
Anemia Sideroblastica congénita
Talassemia

Microcitica

Inicio de Anemia por Deficiéncia de ferro

Inicio de Anemia da Doenga Cronica

Perda de sangue recente

Deficiéncia combinada de ferro e acido félico ou Vitamina B2
Faléncia renal

Anemia Hemolitica

Normocitica

Deficiéncia de Vitamina B12
Deficiéncia de Acido Félico
Administragao de farmacos
Patologia hepatica

Excesso de alcool
Hipotiroidismo

Anemia Hemolitica
Sindrome Mielodisplasico

Macrocitica

Tabela 27

Canal RBC/PLT: A maioria dos contadores de células sanguineas determinam o nldmero

de eritrocitos (RBC), o volume eritrocitario médio (VCM) e a concentragao de
hemoglobina ([Hb]). Os restantes parametros eritrocitarios, incluindo o hematocrito
(Ht), hemoglobina corpuscular media (HCM) e a concentragio de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) sao calculados a partir dos primeiros.

Determinacao do hematocrito (Ht): Define-se como a relagao entre a coluna de RBC

(Red blood cells ou eritrocitos) e a coluna de sangue total, sendo apresentado em

percentagem.

| Ht (%) = RBC X VCM :

U |

Causas de erro e determinacao do microhematocrito: Quando a CHMC esta elevada
(> 37 g/dL), o nimero de eritrécitos é baixo e o RDW esta aumentado, suspeita-se
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da presenca de crioglutininas que sdao auto-anticorpos anti-eritrocitarios capazes de
aglutinar os eritrocitos a frio. De modo a ser contornada esta situagao, as amostras
sdo aquecidas a 37° C durante 30 ou 60 minutos conforme o valor seja superior a 37
ou 37,5 g/dL, respetivamente; depois repete-se o hemograma no Sysmex XE-5000 (no
canal dos reticuldcitos/plaquetas éticas, onde a temperatura atinge os 41 °C havendo
a correcao dos valores hematimétricos caso a causa seja a presenca de
crioglutininas).

Se depois do aquecimento a MCHC se mantiver elevada e, paralelamente, existir
microcitose, com o numero de eritrocitos e concentragao de hemoglobina normais, a
alteragdo do hematécrito deve-se a perturbagoes na leitura de absorvancia por
turvagao da amostra (lipémia, hemolise ou amostra ictérica) sendo determinado o
microhematocrico.

O microhematocrito € determinado apds a microcentrifugagao de uma aliquota de
amostra (a 12000 rpm durante 5 minutos) num tubo capilar e a leitura do volume de
eritrocitos na coluna de sangue, com recurso a uma escala de referéncia MiKro-

(17

Hdmatokrit da Heraeus Instrument em mm."” Na tabela 28 encontram-se resumidas as

situagoes que podem causar alteragoes deste parametro.

Resultados do Microhematocrito em mm Interpretagao

Diminuido Hemodiluicido da amostra ou perda maciga de
sangue.

Aumentado Hemoconcentragao da amostra por desidratagao
ou policitémia vera.

Tabela 28

Determinacao dos indices eritrocitarios:

o Volume corpuscular médio (VCM): Este parametro avalia a média do tamanho
(fL) dos eritrocitos, sendo esta a média das amplitudes de voltagem produzidas

aquando da passagem das células (tabela 29).

Volume corpuscular médio Interpretacao

Microcitose Défice de ferro e talassemias

Macrocitose Reticulocitose, alcoolismo e défice de vitamina
Bi2 ou 4cido fdlico

Tabela 29

o Hemoglobina corpuscular média (HCM): E a concentragio média de hemoglobina

em cada eritrocito (pg), determinada através do seguinte calculo:

HCM =[Hb]/RBC 1

1
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o Concentracio de hemoglobina corpuscular média (MCHC): E a concentragio média
de Hb por unidade de volume de eritrocitos (g/dL). Este indice (MCHC) permite a

avaliagao do grau de saturagao de Hb no eritrocito (tabela 30).

MCHC Interpretagao
Diminuida Eritrocitos hipercromicas
Aumentada Eritrécitos hipocromicos
Tabela 30
[ i e e o
: MCHC = [Hb]/Ht :

R e e o o e e - -

e indice de variacio do tamanho dos eritrécitos (RDW - Red Cell Distributions
Width). Este indice quantifica a anisocitose eritrocitaria, sendo a variagao do tamanho
dos eritrocitos analisada eletronicamente pela variagao de pulsos, que gera dois
indices: RDW-SD (desvio standard do indice RDW) apresentado em fL e RDW-CV
(coeficiente de variagdo do indice RDW) em percentagem. Em caso de dupla

populacao eritrocitaria o RDW esta aumentado.

Canal NRBC (Eritroblasto). Os eritroblastos sao apresentados em numero absoluto e em

relativo (%), estando na tabela 3| explicadas as situagoes clinicas que conduzem ao aumento

destes.
Aumento do n°. de eritroblastos
Fisiologico Recém-nascidos
Anemias regenerativas
Patologico Stress hematopoiético
Sindromes Mieloproliferativos
Tabela 31

Canal Reticulocitos. Os reticulocitos sao células anucleadas que ainda apresentam ARN

ribossomal, marcado por um corante fluorescente. Depois, por citometria de fluxo e

fluorescéncia, é realizada a contagem destas células e avaliado o grau de maturagao (tabela

32), atendendo a que:

* Os reticulocitos mais imaturos tém mais ARN, pelo que emitem uma fluorescéncia mais
forte (indice HFR: High Radiofrequency); normalmente emitem uma fluorescéncia mais
baixa (LFR: Low Radiofrequency);

* Os reticulocitos em estadio intermédio emitem uma fluorescéncia intermédia (MFR:

Medium Radiofrequency).
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N°. Reticuldcitos Interpretacao

Reticulopenia IRF aumentada: medula ssea esta a repor os eritrocitos
IRF diminuido: anemia aplasica grave ou insuficiéncia renal

Reticulocitose IRF aumentada: hemolise aguda ou perda de sangue

Contagem normal a baixa IRF aumentada: Deseritropoiese e resposta precoce ao
tratamento de anemia aplasica grave

Tabela 32

Determinacao dos indices plaquetarios:

No que respeita as alteragdes plaquetarias apenas existem em termos quantitativos
(trombocitopenia e trombocitose).
Na trombocitopenia sem historico clinico e com anisocitose plaquetaria (devido a presenca
de agregados plaquetarios, ou esquizocitos, ver ilustragao 9), o nimero de plaquetas é
confirmado por fluorescéncia.
.
. ¢

-...
ot
s ®

llustragao 9

Nas restantes situagoes de trombocitopenia (sem grandes alteragoes no histograma) é
fundamental a verificagao de coagulo na amostra e a realizagao de um esfregaco de sangue
periférico. A trombocitopenia pode adevir da presenca de plaquetas gigantes, que siao
contadas como eritrécitos pelo método de impedancia (eritrocitose com trombocitopenia e

satelitismo plaquetario — ver ilustragio 10). ®©

llustragao 10

Apods contagem por fluorescéncia, se o numero de plaquetas for superior ao obtido por
impedancia a causa é a presenca de agregados plaquetdrios, caso diminua deve-se a

presenca de esquizocitos.
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Apesar da metodologia dos autoanalizadores ser mais exata, precisa e rapida que a manual,
quando o nimero de plaquetas é igual ou inferior 10 x 10°/uL a maioria dos
autoanalizadores faz contagens sobreestimadas em cerca de 10 a 30% relativamente ao
método standarizado internacional com uso de anticorpos monoclonais.

As causas de falsa trombocitopenia incluem: amostra coagulada (pequnos coagulos ou
fibrina) agregacao plaquetar ou satelitismo e quelagao por catices divalentes em amostras
anticoaguladas (anticoagulante EDTA). !® Nesta ultima situagdo, a contagem plaquetar é
realizada em duas amostras de sangue, uma anticoagulada com EDTA e outra com citrato,
ou por estimagao do numero por contagem manual. O nimero de plaquetas pode ser
determinado por estimativa através da observagao de esfregagos de sangue periférico
(com excegao dos doentes com anemia), na auséncia de agregados plaquetarios. Numa
contagem normal, aproximadamente 8 a |5 plaquetas (isoladas ou em pequenos
agregados), devem ser observadas por campo numa ampliagao de x1000, devendo existir |
plaqueta por cada 20 eritrécitos. ('

Quanto as causas de pseudotrombocitose, estao incluidas a microcitose severa (microcitos

contabilizados como plaquetas), crioglobulinas e fragmentos de leucocitos.

e Determinacao do MPV (volume plaquetario médio, em fL). O volume plaquetario médio
indica a média do volume de plaquetas e constitui um parametro muito util sobretudo
em trombocitopenias, na determinagao da sua origem intravascular/periférica ou
central/medular (aumentado ou diminuido, respetivamente).

o Determinacao do PDW (Platelet Distribution Width, em fL). Este parametro permite
avaliar a presenga de anisocitose plaquetdria, particularmente Gtil na detegao de
plaquetas jovens enquanto marcador de megacariopoiese medular. O PDW permite,
ainda, diferenciar trombocitémia essencial da trombocitose reativa, visto que se encontra
aumentado e diminuido, respetivamente.!'”

o Determinacao do P-LCR (Platelet large cell ratio em %). O P-LCR é o quociente do
numero de plaquetas com tamanho inferior a 12 pelo niUmero total de plaquetas, que se
estiver aumentado pode indicar a presenga de destruicdio imune periférica de
plaquetas.!”

e Determinacao do plaquetocrito (PCT em %). Define-se como a percentagem do volume
de plaquetas sobre o volume total de sangue, nao apresentando grande significado em

termos clinicos, sendo calculado através da seguinte férmula:

e
I Plaquetécrito = MPV x PLT i

S ——-
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Avaliacao qualitativa, quantitativa e diferencial leucocitario

A contagem dos leucocitos (em valor absoluto e relativo) e formula leucocitaria processa-se
no Canal DIFF, por citometria de fluxo utilizando um laser semi-condutor para a
determinagao dos angulos frontal e lateral e marcagao por fluorescéncia para o diferencial

(metodologia descrita na llustragao | 1).

Adicao de um reagente de lise (Stromatolyser-40 L)
LV

Lise dos eritrocitos e das plaquetas e permeabilizagio da membrana dos leucécitos

¥

A adigdo de uma solugio corante ( Stromatolyser — 4DS)

AV

Marcacao fluorescente de ARN/ADN leucocitario

N

Anaise por citometria de fluxo

Intensidade de luz dispersa frontal e

Intensidade de fluorescéncia
lateralmente

llustragao 11

No sangue periférico, os leucécitos observados na auséncia de doenca sao: neutrofilos,
linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos. Em situagoes patologicas, encontram-se
linfocitos atipicos, granulécitos imaturos e blastos (valores de referéncia no anexo 19).

Canal WBC/BASO. A adicao de um reagente de lise acido destréi as membranas dos

eritrocitos, plaquetas e dos leucocitos com excegao dos baséfilos, permitindo a contagem de
baséfilos por citometria de fluxo.

Canal IMI. Através da adicao de um reagente de lise membranar que leva a destruicao das
células com maior teor lipidico (maduras), os granulocitos imaturos sao detetados por

citometria de fluxo.
Outros Estudos Laboratoriais
e Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria € util mas inespecifica de processos inflamatoérios.
E um indicador que, juntamente com a histéria clinica do doente e dados de exame fisico, se
revela Gtil no rastreio de reagoes inflamatérias agudas e na monitorizagao de doengas
crénicas inflamatérias (auto-imunes e do foro oncologico). No entanto, nos processos
agudos apresenta menor sensibilidade e é muito influenciada pelas proteinas plasmaticas,
temperatura ambiente, presenga de anemia, bem como por alteragoes fisiologicas (gravidez e

ciclo menstrual, tabagismo e medicamentos). (19
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Fundamento. A membrana dos eritrocitos contém proteinas e glicoproteinas numa bicamada
lipidica que confere flexibilidade a célula. As glicoproteinas encontram-se associadas a
moléculas de acido sidlico conferindo cargas negativas aos eritrocitos, criando forgas
repulsivas entre eles. Durante os processos inflamatorios ha aumento da produgao hepatica
de proteinas de fase aguda, responsaveis pela neutralizagdo da carga dos eritrocitos e,
consequente, anulagao das forgas repulsivas, levando a aglutinagao eritrocitaria em coluna
(efeito rouleaux) e sedimentagio mais rapida. (®

Equipamentos:

Os equipamentos disponiveis sao equivalentes em termos de metodologia e sistema de de
detegao, no entanto o VES-MATIC CUBE 60 permite a determinagao da VS em amostras com
volume reduzido, assim como a confirmagao de resultados obtidos no VES MATIC CUBE 200,

quer sejam elevados (> 140 mm), baixos (Imm) ou indeterminados (tabela 33)

VES MATIC CUBE 200 Método de Westergreen modificado
Amostra: tubos com o antigoagulante EDTA
Leitura de VS: 6ptica electronica
VES-MATIC CUBE 60 Método de Westergreen modificado
Amostra: transferida para tubo VACU-TEC (citrato de sodio)
Leitura de VS: 6ptica electronica - aos 0 e 20 minutos
Vantagem: Permite Confirmagao de resultados de VS - elevados (> 140 mm),
baixos (Imm) ou indeterminados

Tabela 33

e Hemoglobina Glicada
Segundo a Norma da Direcao Geral de Saude 033/2011, de 30/9/2011 - Prescricao e
Determinagao da Hemoglobina Glicada A,C, a hemoglobina glicada resulta de uma reagdo ndo
enzimdtica, lenta e irreversivel (glicagdo), entre a glicose que circula no sangue e os grupos amina
livres existentes na hemoglobina dos eritrdcitos. Previamente a glicacdo, ocorre uma reacdo
enzimdtica reversivel (glicosilacdo), por meio de glicosiltransferases, formando-se uma Hb A c labil
ou préHbA ¢, que pode interferir com alguns ensaios, embora isso ndo acontega, presentemente, na
maioria dos métodos laboratoriais. A glicagao da hemoglobina depende da concentragao da
glicose a que os eritrocitos sao expostos, durante o tempo de vida destas células. Deste
modo, a hemoglobina glicada é um indicador de grande utilidade clinica, refletindo a glicemia
média nas Ultimas 8 a |12 semanas (turnover eritrocitario € de 120 dias). Permite avaliar o

grau de controlo glicémico e estabelecer o diagndstico de Diabetes Mellitus. Contudo devem
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ser consideradas as causas de interferéncia neste parametro, e destacar as alteragao do
turnover eritrocitario e hemoglobinopatias.

Relativamente aos resultados, estes devem ser apresentados nas unidades indicadas pela
International Federation of Clinical Chemistry (mmol/mol), bem como em percentagem
(National Glycohemoglobin Standardization Program/ Diabetes Control and Complication
Trial). Também é recomendada a apresentagao do valor da glicemia média estimada, obtida

por calculo a partir do valor da HbA,C em percentagem (Anexo 15). ¢

Equipamento: BIO-RAD VARIANT Il Hemoglobin Testing System - determina a percentagem de
hemoglobina A,C no sangue total humano utilizando o método de anadlise de HPLC (Hight
Performance Liquid Chromatography). Apos separagao das hemoglobinas por HPLC, estas
passam pela célula de fluxo do fotometro e é determinada a absorvancia aos 415 nm. Esta
metodologia permite detetar hemoglobina A /C sem interferéncia das variantes da
hemoglobina A,C Iabil, hemoglobina carbamilada, lipémia, para além de quantificar HbA ,C na

presenc¢a de hemoglobina S, C e F.

Validacao biopatologica dos resultados

De um modo geral, sempre que houver alteragoes quantitativas, os resultados devem ser
acompanhados por comentario baseado na anidlise do esfregaco de sangue periférico.
Contrariamente aos analitos doseados em Quimica Clinica, as alteragoes fisiologicas afetam
muito mais em termos quantitativos as células sanguineas (n°. total de leucécitos e
diferencial leucocitiario) devido ao processo de resposta adaptativa medular aos sinais
hormonais e as citocinas.

Todos os resultados sao obrigatoriamente interpretados por Patologistas Clinicos,
essencialmente com base em intervalos de referéncia adotados pelo laboratério e no

histérico do doente (anexo 19)

Anilise de histogramas e scattergramas:

Na tabela 34 encontram-se os dados obtidos a partir dos graficos scattergrama e

histograma apresentados no anexo |8.
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Células

Interpretagao

Blastos

Células imaturas indiferenciadas.

Granulécitos imaturos (IMI)

Apenas incluem células imaturas da linha mieloide (promielécito, mieldcito e
metamielocito) com excegao dos bastonetes.

A presenga de granuldcitos imaturos no sangue periférico € um indicador para
o diagndstico precoce de sépsis, e o numero de granuldcitos imaturos permite
estabelecer um progndstico favoravel e monitorizar estes doentes 2)

Desvio a esquerda

Aumento da fragio das formas em banda e neutrdfilos hipossegmentados,
podendo aparecer metamieldcitos, promielocitos e mielécitos.(20) Embora as
formas em banda, metamielocitos e ocasionalmente mielocitos com granulagdes
toxicas sejam mais comuns na sépsis por infegao aguda bacteriana, em infegoes
severas as formas imaturas promielocitos e mielécitos também sao observadas
(Reagdo leucemoide que permite diferenciar de leucemias). O nimero de
formas em banda também pode aumentar, comumente durante a gravidez. (7)

Linfécitos atipicos

Linfécitos anormais/linfoblastos

Células progenitoras hematopoiéticas (HPC)

(referidos anteriormente)

Eritrocitos nucleados ou eritroblastos (NRBC)

E muito importante esta diferenciacio, uma vez que nos contadores de células
sanguineas em que nao ocorre esta distingdo, estas células entram na contagem
de leucécitos levando a falsa leucocitose, que tem que ser esclarecida através
de uma contagem manual — quantos NRBC existem em 100 leucdcitos, havendo
a corregiao do numero de leucocitos: (n°. total de células nucleadas - n°.
NRBC)

Plaquetas reticuladas (IPF)

(referidas anteriormente)

Hemoglobina dos reticulocitos

O doseamento permite suportar o disgnéstico e tipo de anemia, bem como o
seguimento durante a terapéutica.

Agregados plaquetarios

(referidos anteriormente)

Tabela 34

‘Estudo de Extensao de sangue periférico normal:‘

Os elementos do sangue pertencem a trés classes funcionais fundamentais:

eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Sempre que surgirem comentarios morfologicos

nos resultados do hemograma € necessario realizar uma extensao do sangue

periférico, assim como nas anemias sem histérico (por permitir avaliar a necessidade

de pedido de mielograma), trombocitopenias (sem presenca de coagulo e sem

historico), quando nao for realizado diferencial leucocitario ou existirem alteragoes

na forma do respetivo scattergrama e nas alteragdes qualitativas leucocitérias. ('

O método habitual para o estudo do sangue consiste em realizar uma extensao de

sangue periférico

sobre uma

l[amina de vidro, podendo ser manual ou

automaticamente. No CHSJ as extensoes de sangue periférico sao realizadas e

marcadas por uma coloragao policromatica (com os corantes May-Griimwald e

Giemsa) automaticamente no equipamento SP-/000i a nao ser que as amostras

estejam em tubos pediatricos. O SP-1000i adequa a espessura da gota de sangue a
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pipetar com base no valor do hematocrito, uma vez que a espessura e a inclinagao da
lamina que executa a extensio determinam a qualidade do esfregago. Depois as
laminas sao colocadas no equipamento Cell-Vision DM 96 que procede a analise digital
das células sanguineas (através do microscopio otico incorporado), sendo as imagens
transferidas para o respetivo sistema informdtico e, em caso de dulvidas na
interpretagao das imagens, os esfregacos sao observados manualmente.

A contagem automdtica apresenta a vantagem de maior precisao (na auséncia de
populagoes celulares anormais) por contar mais leucocitos (200 leucécitos, enquanto
que no método manual apenas 100), exatidao e reprodutibilidade em leucocitoses e
leucopenias. ' Apresenta, ainda, dispde de uma base de dados que permite a

classificagao das células, podendo ser sempre reclassificadas pelo Patologista Clinico.

Técnica de May-Griimwald-Giemsa. Dependendo da afinidade dos distintos organelos

celulares para os corantes usados, € possivel identificar quatro caracteristicas

especificas: basofilia, azurofilia, eosofilia e neutrofilia, sendo detalhadas na tabela 35.**

, . Fundamento
Caracteristica Cor

Afinidade pelo corante basico azul de metileno, sendo
Basofilia Azul escuro caracteristica do ADN nuclear, ARN citoplasmatico
(por exemplo dos ribossomas)

Afinidade pelos corantes azures, sendo tipica dos
lisossomas (tipo de granulo presente nos leucocitos)
Afinidade pelo corante acido eosina, sendo uma
Eosofilia Rosa caracteristica particular da hemoglobina que ocupa o
citoplasma eritrocitario.

Afinidade por um corante designado anteriormente por
Neutrofilia Rosa salmao ou lilas neutro (apesar de nao ser), sendo caracteristica dos
granulos citoplasmaticos dos neutrofilos.

Azurofilia Violeta

Tabela 35

Contagem automatica e manual:O estudo consiste na visualizagao da extensao de

sangue periférico ao Microscépio otico:

o Com a objetiva de menor amplitide (x10) é selecionada a drea da extensao onde
os eritrécitos estio em contato mas nao haja sobreposicao (1/3 final da
extensao);

o Em seguida, com uma objetiva de maior ampliagao (x40) e depois de adicionar
uma gota de Oleo de imersiao para a realizagdo da contagem, observa-se na
objetiva de maior ampliagao (x100). Com a ajuda de um contador de células é
realizada a contagem de 100 leucocitos. Em simultineo, siao avaliadas as
caracteristicas morfologicas e cromaticas dos eritrécitos e das plaquetas.Na

llustracao |2 encontra-se representada a extensao de sangue periférico ideal,
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com a indicagao da disposicao dos leucocitos ao longo desta e da zona ideal

para a contagem (ideal thickness). (')

Lymphocytes + Polymorphs ++

Head —Tall
—Film
too thin

Film Ideal thickness
oo thick

llustragao 12

Na ilustragao |3 encontra-se esquematizado o método para contagem
leucocitaria usado no CHSJ. A contagem pode ser realizada na zona A, que
abrange a periferia e zona central ou na zona B, contando 50% no centro e
50% na zona mais proxima do bordo. No entanto, quando o nimero de
células for reduzido ha necessidade de percorrer a lamina toda. Relativamente
a rapidez com que se muda de campo, esta depende do niumero de leucocitos
na amostra. Por exemplo, nas leucopenias as passagens devem ser mais

lentas.®"

Y
5 o

llustragao 13
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CONCLUSAO

Apos seis meses de estagio classifico a minha passagem pelo Servico de Patologia
Clinica do CHSJ como uma experiéncia muito gratificante e enriquecedora do ponto
de vista da formagao dos estagiarios, uma vez que possibilitou o contacto com a
dinamica da atividade laboratorial em contexto hospitalar e, principalmente com
realidades clinicas diversas.

Nao obstante a elevada automatizagao do Servico de Patologia Clinica, durante o
estagio tive a oportunidade de manipular e processar varios produtos biologicos e,
em algumas areas, proceder a validagao biopatologica dos resultados.

Fazendo uma andlise retrospetiva, posso afirmar com veeméncia que os dados
gerados pelo Servico de Patologia Clinica apresentam uma importancia clinica
elevada, na medida em que diariamente este Servico é solicitado para diversos
doseamentos, necessarios para sustentar a tese de diagnostico clinico.

Sublinho como aspetos positivos a possibilidade de praticar as técnicas estudadas ao
longo do Mestrado, conhecimentos adquiridos e a consideravel integracio do
farmacéutico na equipa multidisciplinar deste Servico. Apesar de curta duragao do
estagio, a excecional equipa deste Servigo integrou-me desde logo nas atividades,
proporcionou-me momentos de partilha de informagao e conhecimentos, fazendo
perceber os procedimentos e a dindmica das atividades, tornando, assim o estagio
muito enriquecedor.

Por tudo, agradeco ao Professor Dr. Tiago Guimaraes pela possibilidade de estagio.
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ANEXOS

Meio de cultura

Componentes

Fungao principal

Bilis-esculina

Meio nutritivo com citrato
férrico. A hidrolise de esculina
pelos Streptococcus do grupo D

leva a formagao de esculetina que
reage com os ioes ferro
formando-se um precipitado que
confere cor castanha escura ao
meio.
O desoxicolato de sodio inibe o
crescimento de muitas bactérias
de Gram positivo (com excegao
do Enterococcus spp.).

Isolamento diferencial e identificagdo presuntiva de
Streptococcus do grupo D (coldnias escuras).

Gelose de Sangue

Meio de Trispticase de soja com
5% de sangue de ovelha, que
contém
uma mistura de peptonas
(crescimento de microrganismos
fastidiosos), sendo nutritivo ndo
seletivo. Isolamento diferencial
pelo tipo de hemdlise: . beta-
hemolise/lhemolise completa (um
halo amarelo), alfa-
hemolise/parcial (halo esverdiado)
ou gama-hemolise (sem
hemodlise).

Colodnias mais pequenas: cocos de Gram positivo
Colénias grandes: bacilos de Gram negativo

Gelose de Columbia

Contém 3 fontes de peptonas e
5% de sangue de ovelha
desfibrinado. Permite a

diferenciacdo de colodnias
bacterianas a partir do tipo de
hemolise. Os antibidticos
(colistina e acido nalidixico)
permitem suprimir o crescimento
da maioria dos bacilos de Gram
negativo, enquanto que favorece
o crescimento de Gram positivos.

Meio seletivo, diferencial e de isolamento de cocos
de Gram positivos.

Gelose de Chocolate

Meio essencialmente igual a
Gelose de sangue, no exceto na
fase de lise dos glébulos brancos

na etapa em que o meio é

fundido. Esta lise liberta
hemoglobina, fator X e V para o
meio, sendo utilizados pelas
bactérias fastidiosas .

Obtencao de isolados culturais de Haemophilus spp.
e Neisseria spp. patogénicas (que ndo crescem em
Gelose de sangue).

Campylosel

Presenca de sangue de carneiro
que favorece o crescimento das
espécies pesquisadas, agentes
redutores (que aumentam a
capacidade nutritiva), antibioticos
e antifingicos que tornam o meio
seletivo.

E um meio seletivo para o isolamento de
Campylobacter intestinal (C. jejuni e C. coli
principalmente).
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CLED (Cisteina Lactose
Electrolitos em Deficiéncia)

Meio com lactose, fraco em
electrdlitos (previne a formagao
de swarming pelas espécies de
Proteus spp.) e com o indicador de
pH azul de bromotimol permite
distinguir as bactérias
fermentadoras nao fermentadoras
de lactose.

Importancia no isolamento de microrganismos
responsava por infegoes do trato trato urinario.
As bactérias lactose positivas produzem colonias
amarelas ou amarelas palidas por acidificagao do

meio.
As bactérias que nio fermentam a lactose produzem
colodnias verdes, azuis ou incolores.

MacConkey

Meio primario seletivo e
diferencial mais frequentemente
usado. A base sdo peptonas e
apresenta lactose. A presenca de
cristal violeta e sais biliares inibe
o crescimento de bactérias de
Gram positivo e fungos, e
favorece o crescimento de alguns
bacilos de Gram negativo. O
indicador de pH, vermelho
neutro, permite a diferenciagao
de fermentadores de nao
fermentadores de lactose, uma
vez que na presenca de
fermentadores o pH diminui (com
a produgio de acido) virando o
indicador para a cor rosa ou
vermelha. As colonias nao
fermentadoras, por exemplo do
género Shigella spp. permanecem
incolores/translucidas.

Isolamento diferencial de bacilos de Gram negativo
fermentadores (colonias rosas) e nao fermentadores
de lactose (coldnias incolores).

Salmonella Shigella

Meio com base em peptonas,
lactose, citrato férrico e de sédio.
Os sais biliares e o verde
brilhante inibem as bactérias
coliformes. Como indicador de
pH apresenta o vermelho neutro.
Este meio possui ainda, a
capacidade de detetar as bactérias
que fermentam a lactose e que
reduzem o tiossulfato (com
produgido de Ha2S que reage com
os ides ferro e forma um
precipitado negro - coldnias com
um centro negro). Os
microrganismos que fermentam a
lactose produzem coldnias rosa,
sendo que os que nao fermentam
produzem coldnias incolores.

E um meio seletivo e diferencial, recomendado para
a detecdo das espécies Salmonella spp. e Shigella spp..
Coldnias nao fermentadoras de lactose e produtoras
de H2S:
o Salmonella spp. : incolores ou amarelo
palido, com centro negro;
o  Proteus spp.: com dimensoes maiores que
as de Salmonella spp.;
Colénias nao fermentadoras de lactose nem
produtoras de H2S:
o  Shigella spp.: incolores, rosa palido, ou
alaranjadas sem centro negro.
Coldnias fermentadoras de lactose: rosas (sem
interesse clinico)
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Meio de isolamento seletivo para a diferenciagao de

diversas espécies de Yersinia spp..

Yersinia

Meio contém manitol e vermelho
neutro que permite diferenciar os
diferentes tipos pela coloragao
que apresentam (coldnias rosa
escuro a vermelho). Contém
também colato, desoxicolato,
cristal violeta, irgasan e
antibioticos que inibem o
crescimento de bactérias de
Gram negativo e positivo. As
coldnias representativas da
Yersinia spp. sdo incolores com
centro colorido (“olho-de-boi”)

Meio com peptonas, sais biliares e

Seletividade para Salmonella spp. e Shigella spp.

Tetrationato

tiossulfato de sédio que inibem
bactérias de Gram positivo e
Enterobacteriaceaes.

Meio seletivo de isolamento de Staphylococcus spp..
As coldnias fermentadoras de manitol apresentam-se

Manitol Salgado

Meio que tem na base peptonas,
manitol e o indicador de pH
vermelho de fenol. Apresenta

uma concentragao de sal de 7,5%

que inibe a maioria das bactérias.

amarelas, sendo indicativo de S.aureus

Meio seletivo para o isolamento e cultura de fungos.
Colonias de C. albicans

Sabouraud

Contém peptonas, que sio fontes
de azoto e glicose (responsaveis
pelo crescimento fingico). O
meio é considerado seletivo por
conter altas concentracdes de
glicose, que é uma vantagem para
o crescimento de fungos. A
grande maioria das bactérias ndo
consegue tolerar altas
concentragdes de agucares e
ainda um baixo pH, o que se
verifica neste meio.

Este meio é 100% especifico para

Granada

GBS e utiliza granadaene, um
pigmento vermelho poliénico,

espécies patogénicas. Este mei

para diferenciar GBS das outras

O meio Granada é um meio seletivo e diferencial
o que permite uma detecao facil e rapida e a
identificagdo de Streptococcus agalactiae
(Streptococcus do grupo B, GBS).

tem a capacidade de inibir todas
as bactérias que n3o pertencem a
espécie de Streptococcus
agalactiae assim como leveduras e
contém cristal violeta que inibe a

As coldnias de S. agalactiae apresentam-se cor de
laranja a cor salmao.

producdo de Staphylococcus spp..
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Brain-Heart Infusion

Contém nutrientes de cérebro e
coragao, peptonas e dextrose. A
peptona e a infusdo sio fontes de
azoto, carbono, enxofre e
vitaminas; enquanto a dextrose é
o hidrato de carbono que os
microrganismos fermentam para
obtengdo de energia.

E um meio de enriquecimento.

Contém caseina pancredtica, meio

Meio de enriqueciomento e de suporte para
anaerobios, aerdbios, microaerofilicos e bactérias

Tioglicolato . L , . o,
g de soja e glucose. fastidiosas (é o mais usado no diagnostico
bacterioldgico).
. Meio suplementado com acido Meio de enriquecimento e seletivo para Streptococcus
Todd-Hewitt P q P P

nalidixico e gentamicina/colistina .

agalactiae

Mueller-Hinton

A presenta uma composi¢ao bem
definida de extratos de carne e
caseina, sais, catides divalentes e
amida soltvel que é necessaria
para a obtengao de resultados
reprodutiveis.

O meio de cultura Mueller-Hinton é utilizado no
procedimento normalizado de difusao de disco para
a determinacao de suscetibilidade de isolados de
microrganismos aerobios de rapido desenvolvimento
aos agentes antimicrobianos.

Meio Mueller-Hinton 2+5% de
sangue de ovelha

A suplementagiao com sangue de
ovelha permite o crescimento de
bactérias mais fastidiosas, sem
interferir nos resultados. A baixa
concentragao de timina-timidina
(inibidores de sulfonamidas)
restringe o crescimento a vola
dos discos, permitindo uma
medida mais exata das zonas de
inibicao.

Meio utilizado para a determinagao da
suscetibilidadde de Pneumococcus e outros
Streptococcus.

Haemophilus Test Medium

Consiste na associacio do meio
Mueller-Hinton a suplementos de
fator X e V, contendo também
extrato de leveduras.

Utilizado para cultura e testes de suscetibilidade a
Haemophilus spp.
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Meios solidos em placa de Petri

Esgotamento do inéculo a
superficie do meio sélido

Esta técnica é feita em 4 quandrantes. Com
uma ansa estéril (de plastico descartavel ou
de metal) recolhe-se um pouco de in6culo
e comega-se a estender no primeiro
quadrante, seguindo-se os restantes
quadrantes, aumentando o espago entre as
estrias de modo a obter coldnias isoladas.
se a ansa for de metal, esterilizar por
carbonizagao do primeiro para o segundo e
de novo do segundo para o terceiro
quadrantes.

E uma técnica de dilui¢do do indculo, que
permite o isolamento das colénias bacterianas.
O resultado é semi-quantitativo:

I+ : reduzido crescimento, limitado ao
primeiro quadrante

2+: crescimento moderado, extende-se ao
segundo quadrante

3+ - 4+: cresciemnto abundante, extende-se ao
terceiro e quarto quadrantes.

Com uma ansa estéril descartavel calibrada,
traga-se uma linha longitudinal ao longo da
superficie do meio e de seguida o
estriamento desde o topo até a base (com

E uma técnica quantitative que permite a
contagem do nimero do nimero de unidades
formadoras de colonias por mL de amostra,

Quantitativa as estrias progressivamente mais através do uso de uma ansa calibrada.
apertadas) tocando varias vezes na Geralmente ¢é aplicada em amostras de fluidos
primeira linha longitudinal, produzindo biologicos estéreis e urinas.
coldnias isoladas.

O cateter é colocado no centro do meio, e
) Esta técnica é usada para o exame cultural
sendo semiado por rolamento do . .
e . quantitativo, sendo o resultado valorizado
Rolamento segmento no meio solido para tras e para 4 .
: quando o numero de unidades formadoras de
a frente (4 vezes) com o auxilio de uma L . .
L colonias for igual ou superior a 15.

ansa estéril.

Primeiro mergulha-se uma zaragatoa estéril

numa suspensao (0,5 MacFarland) e retira- i -

. Técnica usada para a realizagao dos testes de

se o excesso nas paredes do tubo. Depois - o .

Em toalha suscetibilidade aos antibiéticos, a qual permite

inocula-se o meio, rodando a zaragatoa, de
modo a fazé-lo em duplicado em cada
quadrante.

obter-se um crescimento homogénio.

Por sectores

Com a ajuda de uma ansa estéril de | pL
selecionar uma colénia isolada do meio de
cultura primario, e depois estriar em duas
ou mais dire¢oes perpendiculares
(obtengdo de um maior nimero de
coldnias).

Técnica que permite testar a sensibilidade de
coldnias alfahemoliticas a optoquina, para
diagnéstico de S.pneumoniae (que apresenga
sensibilidade a este agente).

Meios solidos em tubo

Picada central

Com uma ansa estéril recolher o produto
a semiar e introduzir verticalmente no
centro do meio de cultura, de seguida
remover a ansa na mesma diregao.

Estrias na rampa

Com uma ansa estéril recolher o produto
a semiar e estriar o plano inclinado do
meio, levemente.

Geralmente sdo usadas em testes bioquimicos,
na identificacao das Enterobacteriaceaes, ou na
obtencdo de isolados bacterianos puros para a
identificacao e determinagao da sensibilidade
aos agentes antibacterianos (por exemplo, o
Meio de Tripticase de soja).

Meios liquidos

Por dispersao

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
introduzir a amostra por dispersao,
libertando o conteldo da pipeta contra a
parede do tubo. Também pode ser
realizado com recurso a uma ansa estéril
descartavel, no caso de amostras fecais em
meio de tetrationato, por dispersiao do
produto na parde do tubo.

Técnica utilizada nos meios tioglicolato e caldo
de carne, de modo a evitar a formagio de
bolhas de ar (ndo sendo homogeneizados) e na
sementeira de brain-heart infusion,
tetrationato e caldo de chocolate sendo estes
homogeneizados por vortex ou com a propria
pipeta.
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Uropatogénios

Infegdo do trato
urinario adquirida em
ambiente hospitalar

Infegdo do trato
urinario adquirida na
comunidade

E. coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp.,
Staphylococcus spp.;

Outras Enterobacteriaceas,
Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus spp. e
Candida spp..

Nao complicada

ITU complicada

-

E.coli uropatogénica
(mais frequente),
Klebsiella spp.;

A\

Qutras
Enterobacteriaceas,
Staphylococcus
saprophyticus,
Enterococcus spp

Proteus spp.,
Pseudomonas spp.,
Klebsiella spp.,
Enterobacter spp
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Trato respiratério
inferior

Enterobacteriaceas,
Pseudomonas spp.,
Acinetobacter,

Streptococcus pneumoniae |

e Haemophilus
spp.embora conforme a
etiologia da doenca e a

idade do doente.

Pneumonia adequirida
na comunidade

Nas criangas (2 meses-5
anos)

Pneumonia bacteriana
secundaria a virica

Pneumonia adequirida
em ambiente hospitalar

Adolescentes (até aos
14 anos)

Adultos

S. pneumoniae, S.aureus,
Moraxella catarrhalis, H.
influenzae

Uso de ventiladores

Aspiragdo suco gastrico

Imunodepressdo

Virus (80%),
Haemophilus influenzae,
S. pneumoniae e S.
aureus

M. pneumoniae

M. pneumoniae

S. pneumoniae

(idosos, diabéticos e
doentes com doengas
pulmonares)

Pseudomonas aeruginosa
(Fibrose Quistica)

P.aeruginosa,
Enterobacter, Klebsiella,
Enterobacteriaceaes, S.
aureus (MRSA),
Acinetobacter e S.
pneumoniae

Gram negativo e
Staphylococcus

Mycobacterium spp.
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Gastrointestinais

Bactérias

. o

Virus (maioria)

Samonella spp.,
Shigella spp., Yersinia
spp., Campylobacter

spp. e algumas

estirpes de E. coli.
Enteropatogénica )

~,

Rotavirus Adenovirus

Patogénios isolados de catéteres

s s e
outros
Staphylocchus Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas ey — Candida spp.
epidermidis aureus spp. coagulase aeruginosa
negativa
o A\ o A\ o \ W
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Patogénios isolados de LCR

J
Vs ™~
Meningite Aguda Meningite Crénica
v
\( \( M. tuberculosis (éa )
mais frequente) e
Recém-nascidos Até aos 6 anos Adultos LS e
capsulatum, B.
dermatidis e Candida
J Y SPP

Streptococcus
agalactiae, E.coli,
outros bacilos de

Gram negativo,

Listeria
monocitogenes

H. influenzae, N.
meningitidis e S.
pneumoniae

negativo

N. meningitidis, S.
pneumoniae, L.
monocitogenes, S.aureus
e bacilos de Gram

Exsudado

Meios de cultura

Agentes etiologicos

Condigoes de Incubagao

Nasal - Pesquisa de
MRSA

Gelose de Sangue e
Manitol Salgado.

Estirpes de Staphylococcus
aureus Meticilino
resistentes.

Ferida pos-cirdrgicas

Gelose de sangue,
MacConkey e Manitol
Salgado.

Dependendo da localizagao
da ferida podem ser
isolados diferentes agentes
etiologicos.

35+2°C, 24-48 horas, em
atmosfera capnofilica, com
observagio apos 24 horas.

Vaginal

Gelose de Sangue,
Gelose de chocolate e
Sabouraud (se pedido

exame micologico)

Gardnerella vaginalis
Candida spp.

35+2°C, 24-48 horas, em
atmosfera capnofilica, com

observagdo apos 24 horas, caso
do exame micoldgico, incubar a
25+2°C, 7 dias com observagio

diaria.

Endocervical

Gelose de Sangue e
Gelose de Chocolate

N. gonorrhoeae

35+2°C, 24-48 horas, em
atmosfera capnofilica com
observagio apods 24 horas

Vaginoretal - Pesquisa
de S. agalactiae

Granada (sem ser por
passagem de Todd
Hewitt que é um meio
com antibiéticos usado
para inibir o
crescimento das
bactérias da flora
vaginal e promove o
crescimento do S.
agalactiae)

S. agalactiae

35+2°C, 24-48 horas (porque

nao ha enriquecimento primario

em Todd Hewitt)




Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. Coagulase negativa
Streptococcus pyogenes

Enterococcos spp.

Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp.
Escherichia coli

Pseudomonas spp.

Candida spp.

§Provével patogénio se o mesmo microrganismo for isolado em mais que uma hemocultura obtida a partir

de diferentes tempos de colheita e locais anatémicos, crescimento de microrganismos suspeitos a partir de
doentes com endocardites (Enterococcus spp.) ou o isolamento de bacilos de Gram negativo a patir de doentes
com historico de sépsis por estes agentes causais, isolamento de comensais da microflora em hemocultura obtida

de doentes com suspeita de bacteriémia (imunodeprimidos ou com catéter).

EPI"OVE'IVG| contaminante se bacteriémia for polimicrobiana e, principalmente, se obitida apenas numa das

hemoculturas (é incomum); se a apresentagdo clinica e/ ou a evolugdo n3ao é consistente com sépsis; houver
discordancia entre o agente causal isolado a partir de uma amostra de um local anatémico com infegao primaria e

o microrganismo a partir da hemocultura.

Bacillus spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium acnes e

Staphylococcus spp. coagulase negativa (se o crescimento for apenas numa das varias hemoculturas).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphyloccoccus spp.

coagulase negativa, Enterococcus spp., Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Viridans
streptococci, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus spp., Streptococcus agalactiae, Anaerdbios—

Bacteroides spp. e Clostridium spp..
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Volume étimo

Tipo de hemocultura Microrganismos isolados Composigao
de amostra
Cultura e isolamento Agua processada (40 mL), Meio liquido de soja-
qualitaivo de caseina digerido, extrato de leveduras, tecido
microrganismos aeroébios animal digerido, piruvado de sédio, dextrose,
BACTEC Peds Plus/F Culture Vials (bactérias e fungos) a sacarose, hemina, menadiona, Polianetolsulfato [-3 mL
partir de asmostras de sddio, vitamina Bé, resinas neutralizantes de
pediatricas/ou outras de antibioticos (absorvente ndo idnica e
volume inferior a 3 mL permutadora cationica), enriquecido com CO,
Agua processada (30 mL), Meio liquido de soja-
caseina digerido, extrato de leveduras, tecido
Cultura e isolamento animal digerido, aminoacidos, aglcar, citrato de
BACTEC Plus Aerobic/F Culture Vials e qualitaivo de sodio, Polianetolsulfato de sédio, vitaminas, 8-10 mL
BACTEC Plus Anaerobic/F Culture Vials | microrganismos aerdbios e | antioxidantes/redutores, resinas neutralizantes
anaerdbios. de antibioticos (absorvente nao iénica e
permutadora catidnica), previamente reduzido
e distribuido com CO, e N,
BACTEC Mycosis IC/F Meio seletivo para cultura | Agua processada (40 mL), Meio Liquido de
e isolamento de leveduras | Infusio Cérebro Coragio, Meio Liquido de
e fungos soja-caseina digerido, extrato de leveduras,
sacarose, dextrose, m-inositol, citrato de
R . o 8-10 mL
amonia férrico, Polianetolsulfato de sddio,
saponina, cloranfenicol, tobramicina, agente
anti-espuma, distribuido com CO,
BACTEC Myco/F Lytic Meio de cultura e nio | Agua processada (40 mL), Meio de
seletivo de isolamento de | Middlebrook 7H9 suplementado e Meio
microrganismos aerdbios | Liquido de Infusio Cérebro Coragio,
micobactérias, leveduras e ! hidrolisado de caseina, suplemento H, isositol, 3.5 mL

fungos

glicerol, Polianetolsulfato de sodio, Polisorbato
80, HCI piridoxal, citrato de amoénia férrico,
fosfato de potassio, saponina, anti-espuma,
sendo distribuido com O, e CO,.

aF

O teste da oxidase pesquisa a enzima citocromo oxidase (metaloproteina com um grupo heme presente em

microrganismos aerodbios, microaerofilicos e anaerdbios facultativos) que catalisa a transferéncia dos electrées da molécula

hidrogénio para a molécula oxigénio que é o aceitador terminal na respiragao aerdbia, com a formagao de agua. Permite

identificar microrganismos sem esta enzima ou anaerodbios estritos. O teste da oxidase é realizado recorrendo ao

composto tetrametil — p- fenilenodiamina (incolor na forma reduzida e que substitui artificialmente a acgdo do oxigénio)

que na presenga da citocromo oxidase é oxidado e convertido em azul indofenol (azul de Wurster, com cor purpura).

Inicialmente é colocada uma gota do reagente tetrametil-p-fenilenodiamina no papel de filtro (disposto numa placa de Petri)

e de seguida, com auxilio de uma anga de plastico (pois os 6xidos de ferro conduzem a falsos positivos devido ao poder

oxidante), a colénia a ser testada é espalhada sobre o papel de filtro. Se aparecer uma coloragio pulrpura imediata (até 60 s

pois o oxigénio atmosférico conduz a falsos positivos) significa que o microrganismo presente é oxidase positiva, portanto

pertence a familia Pseudomonadaceas, sendo é oxidase negativa (familia Enterobactereaceas).
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Este teste permite a pesquisa da enzima urease em meio de ureia que contém ureia, L-triptofano, tampao fosfato, glucose e
o indicador de pH vermelho de fenol. Esta enzima é responsavel pela hidrélise da ureia (diamina do acido carboénico,
resultante do metabolismo dos aminoacidos) em aménia e CO>, segundo a seguinte reacgio quimica (NH2) CO + H.O -
CO; + 2NHs. Dado que a amoénia alcaliniza o meio, o vermelho de fenol liga-se aos ides HO- provocando-lhe alteragiao da
configuragao electronica e, consequentemente mudanga da cor, observando-se a cor rosa cereja no meio. A técnica
consiste na inoculagio de coldnias isoladas (com a ajuda de uma ansa) no meio de ureia, por estriagio na rampa

(geralmente apenas por picada central), sendo depois o meio incubado a 37°C durante 24 horas.

Urease positiva Urease negativa
ot o Pt e Klebsiella spp. Escherichia coli
\\, ‘ Proteus spp. Shigella spp.
! Yersinia spp. Salmonella spp.

Ul

e O meio Kligler € um meio semi-inclinado complexo (| g de glucose, 10 g lactose, citrato férrico amoniacal,
tiossulfato de soédio e o indicador de pH vermelho de fenol) que permite o estudo da fermentagio de
hidratos de carbono (glucose e da lactose), produgio de gas (CO2 e H>) e de tiossulfato de hidrogénio
(H2S), facilitando na identificagdo de Enterobactereaceas. Este meio, no sector de Microbiologia Clinica é
utilizado mais frequentemente para a identificagio de Salmonella e Shigella. Esta técnica é feita através da
inoculagdo do meio na zona direita em picada, e em estrias na zona inclinada, sendo o meio incubado a
37°C, durante 24 horas.

e Leitura da fermentagio da glucose no plano vertical - A fermentagdo da glucose pela via glicolitica é
detetada pela alteragdo da cor do meio (vermelho de fenol vira de vermelho para amarelo), devido ao
abaixamento do pH com a formagio de acido piruvico.

. Leitura da Fermentagdo da lactose no plano inclinado - Se a glucose se esgotar ao fim de 24 horas de
incubagdo o meio fica todo amarelo, podendo haver a fermentagdo do dissacarideo lactose (glucose +
galactose), sendo necessdrias duas enzimas a que permite a entrada da lactose nas células (galactosideo
permease) e a que hidrolisa a ligagdo galactosidica (galactosidase). Os fermentadores tardios da lactose ndo
possuem a permease, sendo apenas possivel a sua determinagio através do teste ONPG que é um
composto semelhante a lactose (onde o grupo nitrofenil substitui a glucose) que permite a detegiao da
galactosidade. Na auséncia de fermentagdo de lactose, ha oxidagdo de proteinas (que requer oxigénio),
com formagao de aminas que alcalinizagdo — a zona inclinada surge vermelha e a direita amarela. Quando
ndo ocorre fermentagio de glucose nem de lactose até as 24 horas toda a extensio do tubo fica vermelha

pois as proteinas sdo oxidadas.
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e  Produgio de gis (CO2 ou H2): a fermentagdo é acompanhada de maior ou menor produgio de gis que é
detetada pela formagao de bolhas ou mesmo fissuras na gelose. Formagao de H2S: o metabolismo de
aminoacidos contendo enxofre (cisteina ou metionina) origina a formagao de sulfureto de hidrogénio (H2S).
Como o meio de kligler contém peptonas ricas em cisteina e tiossulfato de sédio como substratos, as
bactérias utilizam-nos como substrat,o produzindo H2S que, ao reagir com citrato férrico amoniacal,
origina um precipitado negro insollvel (sulfureto ferroso). Na tabela seguinte encontram-se as bactérias

produtoras de gas, fermentadoras da glucose, e lactose e as produtoras de H2S.

Glucose positiva Lactose positiva Produtoras de gas Produtoras de H2S
E. coli E. coli Proteus spp.
Klebsiella spp. Klebsiella spp.
Enterobacteriacedes Enterobacter spp. Salmonella spp.
Citrobacter spp. Citrobacter spp. Salmonella spp.
. Enterobacter spp.
Serratia spp. Proteus spp.

Em aerobiose, as bactérias utilizam normalmente o oxigénio como aceitador terminal de eletroes pela via
oxidativa direta (fosforilagao oxidativa). As flavoproteinas sio autoocidaveis e os atomos de hidrogénio libertados fixam-se
diretamente sobre o oxigénio molecular, levando a formagdo de perdxido de hidrogénio ou do ido superédxido. Estes
acomulam-se nas células, sendo letais para as bactérias se ndo forem imediatamente degradados pelas enzimas superoxido

dismutase e/ ou catalase (superdxido dismutase: 207+ 2H* > Oz + H202 e catdlase: H202 > Oz + H20).

As bactérias aerotolerantes tém a superoxido dismutase, mas nao tém catalase, enquanto as bactérias aerrébias facultativas
tém ambas. Este teste é utilizado para a identificagdo de cocos de Gram positivo, permitindo diferenciar Staphylococcus spp.
(catalase positiva) de Streptococcus spp. e Enterococcus spp.. catalase negativos, sendo a positividade evidenciada pela
formagdo de bolhas O2 ou de efervescéncia. Para a realizagdo do teste coloca-se uma gota de H2O2 numa lamina, e com
uma ansa de | pL retira-se um pouco de uma colédnia isolada e misturas-e na gota de H2O:. Para a realizagio deste teste, as
coldnias testadas ndo podem ser retiradas de gelose de sangue por conzir a falsos positivos, uma vez que a catalase se

encontra presente dos eritrocitos.
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A coagulase é uma enzima proteolitica que converte o fibrinogénio em fibrina, muito importante para distinguir as
espécies Staphylococcus spp.. As espécies de Staphylococcus aureus libertam a enzima para o exterior, que no caso do plasma
vai ativar a protrombina em trombina e secundariamente o fibrinogénio em fibrina, o que faz com que haja a formagao de
um coagulo. Para além deste tipo de coagulase livre que, 95% dos Staphylococcus aureus produzem uma outra substincia que
fica unida a célula, a coagulase ligada ao fator de agregagcio (clumping factor). Este fator de agregacio (presente na
suspensio bacteriana) quando em contacto com plasma reage directamente com o fibrinogénio, levando a aglutinagdo das
bactérias S. aureus, macroscopicamente detectada pela visualizagdo de grumos. O reagente da coagulase contém particulas

de latex com anticorpos antipolissacarideos (capsula), anti-proteina A e anti fator de agreagacdo contra Staphylococcus
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aureus. Para a realizagdo desta prova coloca-se uma gota do reagente Pastourex Staph Plus® Bio-Rad num disco e de seguida

coloca-se uma colodnia sobre a gota e verifica-se ou nao a aglutinagao. @

A optoquina é uma substincia que inibe o crescimento de Streptococcus peneumonia, e esta prova tem como
principal objetivo o estudo da sensibilidade a esta substancia. Para a realizagao desta prova usa-se uma ansa estéril de IpL, e
seleciona-se uma colénia bem isolada do microrganismo a ser testado (coldnias 0 hemoliticas) e realizar uma sementeira
em setores em meio Gelose de sangue. De seguida com a ajuda de uma pinga estéril, colocar um disco de optoquina no
centro das areas semeadas. Por fim incuba-se 18 a 24 horas a 37°C em atmosfera capnofilica. =~ O aparecimento de uma
zona de inibigao igual ou superior a |4milimetros, significa que a bactéria é sensivel 2 optoquina, permitindo desta forma

identificar Streptococcus peneumonia.

A Bacitracina é um agente antimicrobiano que inibe o crescimento in vitro do Streptococcus 8 hemolitico do grupo
A. Para a realizagdo desta prova usa-se uma ansa estéril de L, e seleciona-se uma coldnia bem isolada do microrganismo a
ser testado (coldnias 3 hemoliticas) e realizar uma sementeira em setores em meio Gelose de sangue. De seguida com a
ajuda de uma pinga estéril, colocar um disco de bacitracina no centro das areas semeadas. Por fim incuba-se 18 a 24 horas a
37°C em atmosfera capnofilica. O aparecimento de uma zona de inibigdo igual ou superior a 14 milimetros, significa que a

bactéria é sensivel a bacitracina, permitindo desta forma identificar Streptococcus do grupo A.

Esta prova é utilizada para identificar o Haemophilus, uma vez que testa o seu comportamento in vitro
relativamente a 2 fatores de crescimento: o fator X (hemina) e o fator V (NAD). As espécies de Haemophilus exigem estes
fatores para o seu crescimento. O teste ¢ realizado no meio de Muller-Hinton. Sao colocados 3 discos contendo, os fatores

X, V e X+V sobre uma sementeira de 2 planos (dire¢oes diferentes) sobrepostos.

E uma técnica de aglutinagio em limina de vidro com anticorpos especificos para Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei. Para a realizagdo desta prova primeiro colocam-se os anticorpos existentes no kit
(Izasa) numa lamina de vidro. Com a ajuda de uma ansa de |pL estéril retira-se um pouco de inéculo do meio de cultura e
homogeneizar com os diferentes antissoros. Ao mesmo tempo deve ser efetuado um controlo negativo com agua
esterilizada. No caso de se verificar aglutinagdo o resultado é positivo, o que significa que a am ostra contém os antigénios
de Shigella. Se ndo se verificar aglutinagdo, significa que o resultado é negativo e a mostra ndo contém os antigénios de
Shigella. No caso de positividade com algum dos anticorpos, deve ser sempre testado os outros anticorpos para excluir

falsos positivos.
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Métodos de examinacao de B-A-A-R

Fluorocromo Auramina Kinyoun Relatorio
Ampliacdo
X250 X450 x1000
0 0 0 B-A-A-R nio visualizados

1-9(10 campos)
1-9 (por campo)

10-90 (por campo)

>90 (por campo)

IFCC
(mmol/mol)
31
42
53
64
75
86
97

108

Idade
0-1 més
I-2 meses
3-4 meses
5-6 meses
7-12 Eses
>| ano

2-18 (50 campos)
4-36 (10 campos)

4-36 (por campo)

>36 (por campo)

NGSP

(*%)

O 00 N o u»n

1S

Hemoglobina F (%)

63-84
42-64
7,0-39
3,0-7,0
0,6-2,6
<2,0

(100 campos)

1-9
1-9 (10 campos)
-9

1-9 (por campo)

>9 (por campo)

mg/dL

97

126
154
183
212
240
269
298

|+
2+ (raros)

3+(alguns)

4+(numerosos)

mmol/L

54
7,0
8,6
10,2
11,8
13,4
14,9
16,5

Hemoglobina A2(%)

0,0-2,5

1,5-2,9
2,0-3,5
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HOSPITAL DE Sy JOAO E.P.E. - PORTO
SERVIGO DE PATOLOGIA CLINICA — LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
TABELA DE VALORES DE REFERENCIA DE HEMATOLOGIA

Parametros 0-1dias | 1-5dias | 6-8dias [9-30dias|1-6 meses|7-12 meses| 1-3anos |4 -6 anos|7-9anos|10 - 13 anos Homem Mulher”
Eritrocitos (x 10712/1) 48-76 | 46-6.8 47-59 | 34-48 | 38-52 23-53 45-55 38-4.8
Hemoglobina (g/dl) 15.0 - 23.0 16.0 - 20.0 10.0-16.0 12.0-16.0 14.0-16.0 13.0-17.0 12.0- 150
Volume Globular (%) 48-76 48-64 30-46 3747 40-48 40-50 36-46
Volume Corpuscular Médio (fl) 92-118 82-104 | 76 -98 81-101 87 - 103
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 29-37 26-36 | 23-33 27-35 27-35
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (g/d) 27-37 20 537, 28-36
|IRDW-CV (%) i 11-16
RDW-SD (fl g S 37 - 54
[Plaquetas (x 10*12/]) __140-300 [ 150- 400 200 - 500 I 250 - 500 180 - 500
Leucdcitos (x 10%9/1) £ 14.2-342| = 48-24.8 . 65-185 6.0-14.0 4.7-42.7 55-11.5 4.0-11.0
Neutréfilos (%) IR 52.6 - 86.6] -36.3-80.3 = 18.0-56.0 13.1-49.1 32.2-622 40.9-64.9 53.8 - 69.8
Eosinofilos (%) 0.3-43 0.1-8.1 0.8-4.8 04-64 = 0.6-86 1.0-7.0 0.6-4.6
Basofilos (%) 0.0-1.0 3 0.0-15
Linfocitos (%) .4 - 35.4 8.6 - 48 27.7-67.7 39.2-75.2 27.1-554 265.3-47.3 22.6-36.6
Mondcitos (%) 5-115] 1.8-15. 54-174 21141 59-109 35-95 4.7-87
Neutrdfilos (x10797) 0-260] 19-16. 18-7.8 08-54 17-67 25-55 25-6.1
Eosinofilos (x1049/1) 0.08-1.08 0.05 - 0.65 0.02-0.8 0.02-0.5
|Basofilos (x10%9/) 0.0-0.2 0.0-0.08
Linfécitos (x10°9/1) 17-77 | 14-71 ] 3.0-9.0 2.9-85 T 1.75-5.35 [ 17-37 1.0-3.0
[Mondcitos (x10%9/1) B 08-28 | 03-21 | 04-24 0.2-15 I 02-1.0
iculdcil o 16-83 05-1.5 -
Reticulocitos (x10°9/1) b 110-5507? 50 - 100
- < - <!
Velocidade de Sedimentagsio (1° hora) 0-4 1 4-20 } 8_ ;ﬁ f,gg :2‘;:} 8 g §§ ng :223
%
Idade Hemoglobina F % Hemoglobina A2 % Fragilidade osmética dos eritrécitos Espermograma
0-1més 63-84
- 2 meses 42-64 0.0-25 2.0 g/l NaCl 100 % lise Volume 2-6ml
-4 meses 7.0-39 3.0 97 -100 Cor branco amarelado
- 6 meses 30-7.0 5 90-99 H 72-7.8
7 - 12 meses 06-26 15-29 4.0 50 - 95 Aspecto turvo
>1ano <20 2.0-3& 4.5 5-45 Coagulagao completa
5.0 0-6 Liquefacgao completa
Liquido Células/ul [ Neutréfilos %] Eritrécitos/ul 55 0.3 Viabilidade > 50 %
LCR Prematuro <29 .0 0 Motilidade ;
0-1més <32 0 (Li o 5 ) a0 30" > 40 % (progressiva)
- 5o 0 g > 20 x 10°6/ml
12 meses <10 Monécitos) 0 0 Conta erp 1
-4 anos <8 7. 0 Morfologia > 15 % normais
Adulto <5 8. 0
Pleural <1.000 <25 0 8. 0
Peritoneal <500 <25 <100.000
Pericaridico <500 <25 0 Fragilidade corpuscular média
Sinovial <200 <25 0 4.0 - 4.45 g/l NaCl
3 / 3010 (ke
| oo ) { deacea e
. Ao AR s nba
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