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Resumo

Um diagnéstico, para que seja assertivo, faz-se com base numa multiplicidade de
fatores, em que os resultados biopatologicos desempenham um papel fulcral. Tais
resultados advém da analise detalhada de diferentes amostras bioldgicas, sendo o sangue
e a urina os mais utilizados. Através destas amostras consegue determinar-se uma
enorme variedade de parametros analiticos num laboratério, tais parametros sao
chamados de “meios complementares de diagnostico e terapéutica” e contribuem para

o diagnéstico, tratamento, e monitorizagao de doengas.

As andlises clinicas encontram-se divididas em 4 valéncias principais, que sao:
Imunologia, Hematologia, Microbiologia e Quimica Clinica. Este relatorio de estagio tem
como objetivo descrever os conceitos tedricos que estao na base dos parametros
analiticos avaliados em cada setor, as metodologias utilizadas, a rotina laboratorial, os
equipamentos disponiveis e, por fim, o Controlo de Qualidade. O estagio decorreu
durante 6 (seis) meses no Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E. (CHMT) — Hospital
Nossa Senhora da Graga, localizado em Tomar. O CHMT ¢é constituido por mais duas

unidades hospitalares, localizadas em Abrantes e Torres Novas.

No Servigo de Patologia Clinica (SPC) do CHMT- Tomar tive contacto com
todos estes setores, contudo, a Microbiologia e a Hematologia foram as selecionadas
para uma descricao mais detalhada; relativamente a Quimica Clinica e a Imunologia irei

fazer uma breve descricao dos setores.

Palavras-chave: Andlises Clinicas, Amostras Bioldgicas, Hematologia, Imunologia,

Microbiologia, Quimica-Clinica, Controlo de Qualidade.
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Abstract

A diagnosis is made on the basis of a multiplicity of factors, in which
biopathological results play a key role in making the diagnosis assertive. Such results
come from the detailed analysis of different biological samples, blood and urine are the
most used, it is through these samples that a huge variety of analytical parameters can
be determined in a laboratory and thus the clinician can complement or even confirm a

diagnosis and/or pathology.

The clinical analyses are divided into 4 main valences: Immunology, Haematology,
Microbiology and Clinical Chemistry. This internship report aims to describe the
theoretical concepts underlying each sector, the methodologies used, the laboratory
routine, the equipment used and, finally, Quality Control. The internship took place for
6 (six) months at Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E. (CHMT) - Hospital Nossa
Senhora da Graga, located in Tomar. The CHMT consists of two more hospitals, located

in Abrantes and Torres Novas.

In the Clinical Pathology Service (SPC) of the CHMT- Tomar | had contact with
all these sectors, however, Microbiology and Hematology were the ones selected for a
more detailed description; regarding Clinical Chemistry and Immunology | will make a

brief description of the sectors.

Keywords: Clinical Analysis, Biological Samples, Hematology, Immunology,

Microbiology, Clinical Chemistry, Quality Control.
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Introducao

As Anilises Clinicas constituem um importante meio complementar de diagnodstico e
desempenham um papel fulcral na prestagao de cuidados de saude, contribuindo para que haja
uma prevengao e detegao precoce da doenga. De notar que grande parte das decisées médicas
(70%) é tomada tendo em conta os dados fornecidos pelo laboratoério, isto &, o resultado da

validagao biopatologica.

As Anilises Clinicas acolhem profissionais de variadissimas areas: meédicos,
farmacéuticos, bidlogos, bioquimicos e técnicos de andlises clinicas. Sendo uma area
multidisciplinar onde a biologia, fisiologia, quimica, imunologia, microbiologia, hematologia se
cruzam e/ou convergem é fundamental que haja a interligagao de conceitos pois todos eles se
relacionam e num diagnostico todos eles se complementam.

O Estagio Curricular do Mestrado de Analises Clinicas decorreu, ao longo de 6 meses,
no SPC do CHMT. Fui integrada na equipa do SPC onde realizei o trabalho técnico
propriamente dito, interpretei os valores de modo a poder fazer uma validagao biopatologica
dos resultados obtidos, sob a orientagao do Dr. Luis Morais.

A Microbiologia e a Hematologia serao alvo de uma abordagem mais profunda, contudo
irei fazer uma breve referéncia a Quimica-Clinica, e Imunologia, focando-me no objetivo de
cada valéncia, nas rotinas laboratoriais, nas metodologias utilizadas e nos parametros
analisados.

Por fim, para que um laboratério obtenha resultados fidedignos € preciso que este
tenha implementado um programa de Controlo de Qualidade Interno e Externo. O SPC é um

servigo certificado, onde o rigor impera na obtengao dos resultados.

Objetivo

O objetivo deste relatério de estagio é a articulagao dos conhecimentos tedricos com
a pratica laboratorial, isto é, conseguir que se faca a “ponte” entre o que foi ensinado ao longo
do Mestrado e o que se faz efetivamente na pratica laboratorial, adquirir métodos de trabalho

e competéncias, e consolidar conhecimentos.



I. Caraterizacdao do Centro Hospitalar do Médio Tejo,

E.P.E.

I.1. Apresentacao

O Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E. integra trés unidades hospitalares,
localizadas em Abrantes, Tomar e Torres Novas. O CHMT tem uma area de influéncia que

engloba 15 concelhos, servindo uma populagao de cerca de 266 mil habitantes.

A sua missao é prestar cuidados de salde diferenciados, com eficiéncia e qualidade, em
articulagdo com outros servigos de saude e sociais da comunidade, a custos comportaveis, aos
utentes da area de influéncia do Médio Tejo, promovendo a complementaridade entre os

hospitais e apostando na motivagao e satisfacdo dos seus profissionais.

Tem como objetivo o tratamento e a reabilitagao, em tempo clinicamente adequado,

dos doentes, em condigoes otimas de qualidade e humanidade dos servigos prestados.

O CHMT rege-se pelo principio de acesso ao Servigco Nacional de Salde, de acordo

com as regras de organizagio e as redes de cuidados de saude .

2. Caracterizacao do SPC do CHMT

O SPC esta centralizado na Unidade de Tomar — piso 2, com espagos definidos para
cada um dos setores, sala de colheitas e gabinete de consulta de Hipocoagulagao Oral (HCO).
De notar que, em cada Unidade Hospitalar, o Servico de Patologia Clinica da resposta aos
pedidos do internamento e da urgéncia. Cada setor tem um responsavel: Dra. Eduarda
Campos — Quimica-Clinica e Imunologia, Dr. Moshen Rostami — Hematologia, Dra. Paula
Gama — Microbiologia.

O Servigo é constituido por uma vasta equipa multidisciplinar: Médicos Especialistas
em Patologia Clinica, Médicos de Formagao Especifica de Patologia Clinica, Farmacéuticos,
Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica (TSDT), Técnicos Superiores de Saude (TS)
(Biologos e Bioquimicos), Assistentes Técnicos (AT) e Assistentes Operacionais (AO).

O SPC tem como responsavel maximo o Diretor de Servigo (DS) — o Senhor Dr.
Carlos Cortes — Médico Patologista Clinico. A coordenagao dos TSDT é da responsabilidade
de Sandra Paredes — TSDT.

Cabe aos AT a inscricao dos utentes para as respetivas colheitas, que tendo como base

as requisi¢coes médicas, os registam no Sistema Integrado Laboratorial (Modulab) da Werfen®.



Neste processo € atribuido um nimero de pedido ao utente, anexado a um nimero processo,
saindo as respetivas etiquetas para os tubos e/ou contentores que vao ser posteriormente
utilizados para a colheita. Essa etiqueta € composta por: Nome do utente, sexo, data de
nascimento/idade, data do pedido (normalmente coincide com a data da colheita do produto),
tipo de produto, servico que requisitou e codigo de barras; estes dados confinados a uma
etiqueta identificativa facilitam o fluxo das amostras. O utente é chamado para a sala de
colheitas sendo fundamental a correta identificagao do mesmo e pede-se ao utente que
confirme o seu nome completo fornecendo outro dado identificativo — dupla verificagao.

As amostras de utentes internados no CHMT e no Servigo de Urgéncia (SU), sao
colhidas nos servigos onde se encontram e posteriormente enviadas para o SPC.

A amostra deve ser enviada o mais rapidamente possivel para o laboratério, sendo
mantida a temperatura ambiente, refrigerada ou congelada, consoante as determinagoes
especificas para cada andlise. Devido a centralizagao do SPC para Tomar, o envio das amostras
das outras unidades exige condigoes de envio e acondicionamento, asseguradas pelos

TSDT/TS.

3. Fases do Processo Laboratorial

O objetivo de um laboratoério clinico passa por garantir que os resultados dos testes
realizados nao contenham erros de importancia clinica e assegurar que todas as etapas do

processo sejam cumpridas.

Alguns resultados analiticos podem ser influenciados por uma série de variaveis que
vao desde a ingestao prévia de alimentos, a posicao do utente durante a colheita, ao uso de
determinados farmacos, ao tempo de estase venosa, etc. Por estas razoes, as colheitas devem
ser padronizadas, tendo em conta as condigoes de pré-colheita que existem para os varios
parametros, as condigoes de colheitas, o manuseamento das amostras apos colheita e o seu

transporte para o SPC.
O processo laboratorial compreende 3 fases:

- Fase pré-analitica — esta fase envolve a identificagao do utente, o pedido da(s) analise(s)
por parte do médico, a preparagao do utente, a colheita, o transporte e a preparagao dos
tubos para realizar a analise. A fase pré-analitica € um processo fundamental na atividade do
laboratorio. Devido a comunicagao com doentes, clinicos e outros profissionais, a dispersao
geografica dos pontos de colheita, a diversidade dos profissionais do laboratorio envolvidos e

a panoplia de procedimentos na preparagao, colheita, tratamento e transporte das amostras



bioldgicas, faz com que a fase pré-analitica seja a fase em que ocorre o maior niUmero de nao

conformidades e de erros laboratoriais ®.

- Fase analitica - fase do processamento das amostras, de acordo com a conduta adotada
pelos varios setores, de modo a que seja assegurada a qualidade dos resultados, com base
numa regular verificagao dos equipamentos em uso, do estado dos reagentes e de outros
consumiveis, bem como no cumprimento dos procedimentos de calibragao e controlo de

qualidade.

- Fase pods-analitica — esta fase engloba todos os procedimentos ou processos que ocorrem
apos a analise das amostras. A fase da validagao biopatolégica pelo Especialista, tem em conta
a interpretacao critica, integrando a informacao clinica que consta na requisicao do pedido de
andlises, a andlise comparativa com resultados anteriores e o enquadramento destes no
contexto clinico. Ha uma série de normas a cumprir ao longo desta fase: atuagao perante
resultados andémalos ou inesperados — conhecer as condicoes da amostra (hemolisada,
lipémica, presenca de fibrina ou de coagulo), avaliar a necessidade de repeticao do teste ou da

prépria colheita, dependendo da situacio .

4. Critérios de aceitacdo de amostras para analise

4.1. Amostra inadequada para analise

Tal como ja foi referido anteriormente, a fase pré-analitica é aquela que concentra o
maior numero de erros laboratoriais e, consequentemente, a rejeicao das amostras biologicas.

A rejeicao de uma amostra pode levar a uma repeticao da colheita.
Destacam-se, de seguida, alguns critérios que levam a rejeicao das amostras:

v Discrepancia na identificacio do utente entre a amostra e a requisicio ©;

v Discrepancia entre o tipo de amostra enviada e a requisicao ©;

v’ Amostra sem identificagio (nome e n° de processos do utente) ©;

v Contentor ou sistema de meio de transporte nio apropriado para a amostra e/ou
analise a efetuar ®;

v' Volume inadequado de amostra ©;

v' Condigdes inadequadas de colheita de amostra ©;

v’ Integridade do meio de transporte nao assegurada ©;



v Verificacio de mas condicdes de conservacio e estabilidade da amostra @

v" Contaminagio macroscépica da amostra

>

v’ Presenca de codgulos na amostra a analisar em que estes possam interferir no resultado ;
v' Amostras hemolisadas, lipémicas ou ictéricas, que interfiram nos resultados ;

v Produto enviado em seringa com agulha ©;

v' Amostras derramadas (residuos de amostra no exterior do contentor/requisicio) ;

v Cateter nio acompanhado de hemocultura ©;

v Propor¢io sangue-anticoagulante incorreta ©.



5. Fluxograma Geral

Prescricao médica

Instrucoes para a(s)
colheita(s)

Colheita e identificacao
das amostras

Registo da colheita

Acondicionar e enviar
amostras para o SPC

Rececao das amostras

Requisicao conforme?

Sim

Atribuicido do namero (n°) de registo:
identifica a amostra com os dados do
utente (home, n° de processo, data
de nascimento/idade), servico, tipo
de tubo, setor a que se destina ou
origem do produto (na microbiologia)
e codigo de barras

Dependendo dos analitos a serem
doseados e/ou produtos o
transporte é feito a temperatura
ambiente, refrigerado ou a 37°C.

Contatar médico prescritor

Retificacdo da requisicao




Dar entrada dos produtos
no sistema informatico do
SPC

Centrifugar as amostras,
€aso seja necessario

Distribuir os produtos
pelas varios setores
analiticos ou aliquotar e
armazenar - para manter a
estabilidade até serem
processadas

Processamento das
amostras

Amostra conforme?

(Se nao, repetir passos anteriores)

Validacao biopatoldgica
dos resultados

Rejeitar a amostra

Solicitar nova colheita

Todas as amostras que nao sao
processadas in situ, sao devidamente
acondicoonadas para serem enviadas

a outro Laboratério (quer seja
externo ou do centro hospitalar)

A programacao pode ser manual ou
automatica. Recorre-se a transmissao
bidirecional entre os equipamentos e

o Modulab (esta transmiss3o veio

minimizar os erros de programacao e
de transcricio de resultados)

Figura |- Fluxograma geral do SPC do C.H.M.T.



6. Controlo de Qualidade (CQ)

Segundo o Manual de Boas Praticas Laboratoriais, define-se “Qualidade” como a
“aptidao de um produto ou servigo para satisfazer as necessidades expressas ou implicitas do
utilizador. No dominio dos exames laboratoriais, a qualidade é a adequagao entre os meios
utilizados as informagdes esperadas pelo médico prescritor e as expectativas do doente” ©.

Define-se CQ como um conjunto de técnicas e atividades usadas para cumprir os
requisitos de qualidade — é um processo estatistico que monitoriza e avalia os processos
analiticos utilizando dados reunidos através de ensaios com produtos de controlo de
qualidade. Tem como objetivo assegurar a fiabilidade dos resultados analiticos dos utentes e

como objetivo especifico a redugao da variabilidade dos resultados obtidos por intermédio do

processo analitico .

O desenvolvimento de um sistema da qualidade é imprescindivel para o correto
exercicio profissional nos laboratorios. Assim, de modo a assegurar a qualidade e fiabilidade
dos resultados é implementado um “Sistema da Qualidade (SQ)” — que se define como
estrutura organizacional, responsabilidades, procedimentos, processos e recursos para
implementacio e gestio da qualidade ©. Todo este processo abrange as fases pré-analitica,

analitica e pos analitica.

6.1. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

Define-se Controlo da Qualidade Interno (CQI) como um “conjunto de
procedimentos postos em pratica num laboratério com vista a permitir um controlo da
qualidade dos resultados das analises a medida que as mesmas sio executadas” ©.

O CQI abrange, assim, todos os procedimentos assumidos pelo laboratério para
conseguir a avaliagao continua do seu trabalho, cuja finalidade é assegurar a consisténcia dos
resultados diarios e a sua conformidade com critérios definidos, avaliando a precisao dos
ensaios e dando indicagao do momento para se promoverem agoes corretivas quando surge
uma nio conformidade ©.

O CQI tem como objetivo detetar problemas na rotina dos métodos aplicados num
laboratério e mudangas na performance do método (ao longo do tempo) .

O laboratorio tem implementado um programa de CQI, que se torna indispensavel na
detecao de nao conformidades (anomalias), avaliagao de erros (e a sua imediata corregao) e a

consequente execugdo de agdes corretivas e preventivas ).



Falar de CQI ¢é falar de “Precisao” — a precisao avalia a variabilidade dos resultados
analiticos em torno do verdadeiro valor e a concordancia entre as medidas repetidas
(reprodutibilidade). A precisao ¢ afetada pelo erro aleatorio.

No SPC, sao processados diariamente CQI, contudo, os niveis de controlo e a
periodicidade com que sao feitos em cada setor, estao dependentes do que esta estabelecido
em Instrugoes de Trabalho (IT).

Assim, no setor da Imunologia e Quimica Clinica — todos os dias se colocam os

controlos necessarios: para as analises feitas diariamente no setor da Quimica Clinica,
colocam-se dois (2) niveis de controlo de manha e o 3° nivel a tarde, ao contrario do setor
da Imunologia, onde os 3 niveis sao efetuados de manha. Para as andlises que se efetuam
semanalmente colocam-se trés (3) niveis no dia da semana estipulado para a analise de acordo
com a IT definida pelo SPC.

Relativamente a Hematologia, deixar ficar avaliam-se 2 niveis de controlo por dia,
alternando entre o normal, alto e baixo. No equipamento da velocidade de sedimentagao (VS)
faz-se uma passagem de controlo semanal. No que concerne ao equipamento da coagulagao,
passam-se 2 niveis de controlo diariamente. Em relagao aos parametros de coagulagao especial
(Tempo de Trombina, doseamento da Antitrombina lll, fator VIII, Fator vonW/illebrand,
Proteinas S e C funcional, Anticoagulante Llpico) estes tém controlos proprios, que sao
preparados no dia e de acordo com diferentes especificagoes. No Anexo |, Tabela | encontra-

se descrito o plano para o CQI para este setor.

Existem varios momentos em que é necessario processar um CQI, além do que esta
estipulado na rotina didria do laboratério, sao exemplos desses momentos:
v Apds uma calibragio ou recalibragio;
Apos uma manutengao especifica;
Apos procedimentos de rapida resolugao de um problema no equipamento;
Sempre que se utiliza um novo reagente;

Quando se verifica que pode haver tendéncias nos resultados;

AR NEENEE NN

Sempre que se achar necessario.

A existéncia de uma transmissao bidirecional faz com que os resultados sejam
transmitidos diretamente para o Modulab e registados em cartas de Levey-Jennings.
Diariamente estas cartas sao analisadas tendo por base as Regras de Westgard. Os critérios
de aceitagao ou de nao aceitacao dos resultados sao estabelecidos pelo responsavel da

Qualidade do Laboratério.



Sempre que se verifica a violagao de uma regra de CQ ou uma tendéncia, os resultados
das anadlises podem estar sujeitos a presenca de erros clinicamente significativos e, nesta altura,
as amostras devem ser novamente examinadas — apos, claro, correcao do erro. Pode ser
necessario recalibrar, colocar um novo reagente ou executar manutengoes. Qualquer agao,
preventiva ou corretiva, carece de registo.

Validar os resultados dos controlos bem como verificar se esta tudo operacional é
obrigatorio antes de se iniciar o processamento das amostras.

Relativamente ao setor da Microbiologia, o CQI recorre a manipulagao e conservagao de
estirpes bacterianas ATCC (do inglés American Type Culture Collection) para controlo do
Vitek®2, controlo estéril das placas, controlo estéril dos reagentes, e controlo da solugio
salina.

A utilizagio de estirpes ATCC, que tém caracteristicas fenotipicas previamente
conhecidas, permite avaliar os procedimentos utilizados para a realizagao dos testes de
identificagao (ID) e de suscetibilidade aos antimicrobianos em equipamentos automatizados, e
instituir medidas corretivas, caso sejam detetados erros ©.

As culturas de trabalho sao culturas preparadas a partir de culturas de armazenamento,
ou a partir da cultura original, e destinam-se a utilizagao posterior para fins de CQI, ou outros.
Deste modo, as segundas, tergas ou quartas-feiras sao os dias em que a cultura de trabalho
pode ser preparada — consultar Anexo Il, A. Uma vez por semana realiza-se o controlo (uma
estirpe diferente por semana), em que se efetua a sua identificagio bem como o TSA - Anexo
I, B.

Sempre que se verifica um resultado nao conforme, a causa de erro é procurada e
corrigida, quando possivel. Quando tal sucede, os testes devem repetir-se na semana seguinte,
independentemente do que esta previsto para essa semana. Toda e qualquer agao corretiva
tem de ficar registada.

Relativamente ao controlo das placas de meios de cultura, estas tém de ser estéreis e
e apresentar boas condi¢goes de conservagao que permitam o crescimento microbiologico das
amostras dos utentes, sem interferéncias. Este controlo é feito através da incubagao das placas
nao inoculadas a 35+2°C durante 48h. Procede-se assim sempre que um novo lote é aberto,
e os resultados sao registados as 24 e as 48h. Ja a solugao salina é controlada a partir da sua

inoculagao numa gelose COS (Gelose de Sangue Colombia), incubada a 35+2°C por 48h.



6.2. Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

Entende-se por Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ) a avaliagao, por uma entidade
ou organismo exterior, idoneo, da qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratorio,

mediante analise cega de amostras disponibilizadas pelo promotor externo do programa de

AEQ ©.

A AEQ permite que haja a melhoria nos niveis de desempenho do laboratério, permite
comparar resultados com outros laboratérios, e todos estes fatores fazem com que haja uma
uniformidade e credibilidade do trabalho realizado. Sempre que um resultado nao cumpre os
critérios de desempenho, que estio pré-estabelecidos, é necessario implementar agoes

corretivas.

Quando se fala em AEQ fala-se em exatidao — proximidade, em termos de localizagao
(média), dos resultados analiticos em relagao ao verdadeiro valor; é a propriedade do método
analitico de fornecer resultados do analito proximos do seu valor real na amostra; é afetada

pelo erro sistematico .

No SPC, a grande maioria dos parametros esta sujeita a AEQ, o que permite aferir a
exatidao dos resultados obtidos e verificar tendéncias nos sistemas analiticos. O envio das
amostras é feito com uma periodicidade adequada, de modo a que seja possivel, em tempo
util, efetuarem-se as eventuais corregoes aos desvios observados.

O DS em conjunto com o responsavel da qualidade do SPC e o responsavel do setor,
avaliam o resultado da AEQ.

A AEQ pode ser mensal, trimestral ou semestral e existe em todos os setores.

O SPC participa em varios programas de CQE, que podem ser consultados no Anexo

3, Tabela Ill.



Atividade Desenvolvidas

I. Quimica Clinica

O setor de Quimica Clinica funciona juntamente com o de Imunologia e, como tal, é
designado como “Imunoquimica”. Encontra-se sob a responsabilidade da Dra. Eduarda
Campos, Técnica Superior de Saude.

A Quimica Clinica é uma area multidisciplinar cujo objetivo passa pela determinagao
de variados parametros bioquimicos que auxiliam o diagnodstico, prognostico, tratamento e
monitorizagao da doenga bem como tém um papel importante na vigilancia da saude nos
cuidados de saude primarios. Estas analises avaliam as fungdes organicas do ser humano e
encontram-se organizadas por 6rgaos e sistemas, nomeadamente, a fungao renal, cardiaca,
hepatica, gastrica, pancreatica e intestinal, estudo das dislipidémias, diabetes, proteinas
plasmaticas, analises da urina, entre outras fungoes e patologias.

O termo imunoquimica diz respeito a determinagao de parametros bioquimicos
através de métodos imunologicos, por exemplo, através da quimioluminescéncia.

A grande maioria das amostras enviadas para o setor da Quimica Clinica sao de sangue
total. Estas amostras sao colhidas em tubos, sem anticoagulante, contendo esferas de silica
procoagulantes, de modo a promover a ativagao da cascata da coagulagao e, assim, apos
centrifugagao (3500rpm, 10 minutos), se obter o soro sanguineo. O soro é o fluido biologico
mais usado neste setor e serve para determinar variadissimos parametros bioquimicos, tais
como ioes, enzimas, proteinas. Aqui também chegam amostras de urina pontual, urina de 24h,
outros liquidos biologicos (ascitico, pericardico, pleural e sinovial) e LCR. Os liquidos
biolégicos sao previamente homogeneizados e centrifugados antes de serem processados. Por
exemplo, a urina pontual, de 24h e os liquidos sao centrifugados a 2500rpm-5min, de modo a
nao haver destruigao celular, processando-se apenas o sobrenadante.

No Anexo 4, Tabela IV, encontram-se discriminados os parametros bioquimicos,

pesquisados no SPC, por equipamento e método.

Il. Imunologia

O sistema imunitario € um sistema de defesa do organismo extraordinariamente
versatil, que tem evoluido para proteger os animais de microrganismos (MO) patogénicos e
de doengas como o cancro. O sistema imunitario tem a capacidade de gerar varias células e
moléculas capazes de reconhecer e eliminar especificamente uma variedade, aparentemente

ilimitada, de invasores. Funcionalmente, uma resposta imunitaria pode ser dividida em duas
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atividades relacionadas entre si - reconhecimento e resposta. O reconhecimento, por parte
do sistema imunitario, € notavel pela sua especificidade. Este sistema é capaz de reconhecer
diferengas quimicas subtis, distinguindo um agente patogénico de outro. Além disso, o sistema
é capaz de discriminar as moléculas estranhas das suas préprias células e proteinas. Assim que
uma molécula, estranha ao organismo, é reconhecida o sistema imunitario recruta uma
variedade de células e moléculas de modo a dar uma resposta efetiva na eliminagao ou
neutralizagdo do organismo invasor. Desta forma, o sistema é capaz de converter o
reconhecimento inicial numa resposta efetora capaz de eliminar um determinado tipo de
agente patogénico. Numa exposicao posterior ao mesmo organismo estranho, o sistema
imunitario, induz uma resposta de memoria, caraterizada por ser rapida e intensa, para eliminar
o agente patogénico e prevenir a doenca .

O setor de Imunologia é também bastante automatizado, sendo a maior parte das
determinagoes efetuada em equipamentos automatizados, contudo, existem alguns
parametros realizados por técnicas de serologia manual. No Anexo 5, na Tabela V estao
exemplos dessas técnicas bem como a patologia associada, realizadas no SPC.

Os produtos biologicos mais comuns neste setor sao o soro, o plasma e urina (pontual
ou de 24h). Para se obter o soro, é feita uma colheita de sangue venoso para um tubo sem
anticoagulante. O plasma, é obtido através de uma colheita de sangue para tubos contendo
K;-EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), este € um anticoagulante que inibe a cascata da
coagulagao, nao havendo formagao de codgulo e, assim, apds centrifugacao, obtém-se o
plasma. Contudo, existem compostos que sao instdveis a temperatura ambiente e que
requerem um tratamento diferente, nomeadamente a ACTH, que é doseada a partir do plasma
e colhida a frio (material de colheita todo no frio), centrifugado a frio e o plasma congelado
para posterior determinagao. Ja as crioglobulinas precisam de um tratamento a “quente”, ou
seja, material de colheita na estufa e para se obter o soro é feita uma centrifugagao a 37°C.

Por ultimo, é ainda neste setor que se realizam proteinogramas e as imunofixagoes
(soro ou urina). Num proteinograma, eletroforese das proteinas séricas, detetam-se possiveis
anomalias no perfil proteico. Nas imunofixagoes o objetivo passa por separar e caracterizar
os diferentes tipos de imunoglobulinas (incluindo cadeias leves — kappa e lambda — e pesadas
— 1gG, A, M, D e E) e saber se esta a haver secrecao de alguma imunoglobulina monoclonal,
por parte dos plasmocitos. Estas técnicas auxiliam nao so na orientagao do diagnostico, bem
como na monitorizagao dos doentes com mieloma multiplo, gamopatias monoclonais de
significado indeterminado (MGUS), macroglobulinemia de Waldenstrém 9.

Por tudo isto, percebemos a importancia deste setor na quantificagdo de anticorpos (Ac),

autoanticorpos, marcadores tumorais séricos, hormonas, proteinas, e de alguns farmacos.



Para que seja possivel dosear os parametros acima referidos, recorre-se a diversas
metodologias analiticas, efetuadas em equipamentos automatizados, que irei abordar de
seguida. No Anexo 6, Tabela VI encontram-se todos os parametros pesquisados no SPC —

Imunologia, por equipamento e metodologia.

Autoimunidade

A autoimunidade resulta da faléncia da autotolerancia. A tolerancia aos autoantigénios é
uma propriedade fundamental presente num sistema imunitario normal. Quando ha falha na
autotolerancia surgem as reagoes imunoldgicas contra os antigénios do proprio
(autoantigénios, ou antigénios autologos). Estas reagoes sao conhecidas pelo nome de
‘“‘autoimunuidade”, e as doengas causadas pelas mesmas sao denominadas de doengas
autoimunes "

Estas doengas tem sido alvo de varios e aprofundados estudos, sendo um tema em
constante atualizagao. Para o desenvolvimento da autoimunidade contribuem os seguintes
fatores: a suscetibilidade genética (componente genética muito forte) e os triggers ambientais
(dieta, fArmacos, toxinas, infegdes e lesdes locais nos tecidos) !'". A Figura 2, representa esses
mesmos fatores, juntamente com a obvia regulagao imunitaria ou a falha desta, que nos permite
perceber que para o desenvolvimento das doengas autoimunes € preciso que um conjunto de

fatores atue em simultaneo. e
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Figura 2 - Fatores que contribuem para autoimunidade '?.

Fonte - http://www.doencasdofigado.com.br/Autoimunidade.pdf

As doengas autoimunes podem ser divididas em duas amplas categorias: doengas
autominunes sistémicas, e especificas de 6rgao. Estima-se que estas doengas afetem 5% a 7%
da populagdo humana, muitas vezes causando doengas crénicas debilitantes .

Nas doengas autoimunes sistémicas, a resposta é direcionada contra uma vasta gama
de antigénios alvo, envolvendo uma série de orgaos e tecidos. Surgindo o aparecimento dos

autoanticorpos contra componentes celulares, presentes em todo o organismo. Estas doengas
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refletem um defeito geral na regulagao imunologica, resultando em células T e B hiperativas.
O dano no tecido é generalizado, seja por respostas imunologicas mediadas por células, quer
por dano celular direto causado por autoanticorpos ou pela acumulagao de imunocomplexos
@), Exemplos destas doencas e os seus Ags (Ags Self), encontram-se em Anexo 7, Tabela VII.
Nas doengas autoimunes especificas de 6rgao, a reposta imunitaria é direcionada a um
Ag alvo Unico de um Unico érgao ou glandula, ficando grande parte das manifestagoes limitadas
a esse orgao. As células do 6rgao-alvo podem ser danificadas diretamente por resposta
humoral ou por mecanismos efetores mediados por células. Em alternativa, os Ac podem

©

estimular ou bloquear a fungao normal do érgao alvo . Exemplos destas doengas autoimunes,

encontram-se no Anexo 8, Tabela VIII.

Para que seja possivel fazer-se o estudo/diagnostico destas doengas € fulcral a pesquisa
e a identificagao dos anticorpos antinucleares (ANA) e anticitoplasmaticos. Esta pesquisa tem
sido feita por IFl, pois é a técnica de referéncia. Contudo, devido a necessidade crescente da
se efetuar pesquisa de ANA surgiram evolugoes técnicas, surgindo novos meios de
diagnostico, tais como: ELISA, quimioluminescencia, ensaios fluoroenzimaticos e

immunoblotting.

No SPC, o estudo da autoimunidade faz-se com o apoio dos métodos de IFl, ELISA, e
immunoblotting, de acordo com o que é pedido em cada caso. De realgar apenas que, devido
ao elevado custo destes testes, o servigo organiza-se de modo a reunir um ndmero de
amostras que justifique a realizagdo do mesmo. O tempo de resposta nesta area €, por isso,
mais alargado, nao sé pelo ja mencionado, mas também porque muitas vezes sao precisos

testes confirmatoérios ou doseamentos especificos.

I1l. Hematologia

O setor de Hematologia encontra-se sob a responsabilidade do Dr. Moshen Rostami,
Assistente Hospitalar de Patologia Clinica e da Dra. Sandra Monteiro, TSS especialista em
Analises Clinicas.

Neste setor fiz parte da rotina laboratorial, preparando as amostras para serem
colocadas nos equipamentos, preparagao, coloragao e observagao de esfregacos de sangue
para contagem celular e a sua morfologia, testes de avaliagdo da hemostase e, neste contexto,
assisti a consulta de HCO, realizada pelos Médicos Patologistas do Servigo, uma vez por
semana em cada unidade — a 2° feira na Unidade Abrantes, a 4* feira na Unidade de Torres

Novas e a 52 feira na Unidade Tomar.



A Hematologia estuda o sangue — tecido fluido, formado por uma porgao celular que
. ~ . ;. (13) . ,

circula em suspensao num meio liquido, o plasma “'”. Este estudo incide sobretudo nas células
sanguineas — eritrocitos (ou globulos vermelhos), leucocitos (ou globulos brancos) e plaquetas,
e na coagulagao sanguinea. Para a realizagao deste estudo surgiu a necessidade de haver um
exame que avaliasse quantitativa e qualitativamente os elementos celulares do sangue — o
hemograma. O hemograma é o exame complementar mais requisitado quer em consultas quer
em internamentos Y. De seguida, irei abordar de forma sucinta, todos os elementos que

constituem um hemograma.

Hemograma

O hemograma é a analise de rotina mais pedida no SPC, cerca de 6150
hemogramas/més. E de facil execucio, nio requerendo muita manipulagio por parte do
operador, contudo esta simplicidade de execuciao esconde uma anadlise complexa, envolvendo
26 parametros a que se pode somar ainda a contagem de eritroblastos e reticulocitos, quando

necessario. Deste modo, fazem parte do hemograma os seguintes elementos:

v' Eritrograma — parimetro do hemograma que avalia os elementos da série
eritrocitaria e permite obter o Hematécrito (HTC), a concentragao de hemoglobina
(Hb), a contagem de eritroécitos, o Volume Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM), a Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) e o Coeficiente de Dispersao Eritrocitaria (RDW — Cell Distribution Witdth);

v' Leucograma — parimetro que avalia os leucdcitos, através deste obtém-se a
contagem total de leucocitos (WBC, White Blood Cells) e a Formula leucocitaria.

v' Plaquetograma — estudo das plaquetas, este parimetro fornece a contagem de
plaquetas, o Plaquetocrito, o Volume Plaquetar Médio (VPM) e o Coeficiente de

Dispersao Plaquetar (PDW — Platelet Distribuition Width).

Para a realizagio de um hemograma, a amostra utilizada é a de sangue total. Esta
amostra obtém-se colhendo sangue venoso em tubos contendo K;-EDTA, um anticoagulante
que funciona como um agente quelante dos ides Calcio (Ca**) que inibe, assim, o processo de
coagulagao. A amostra € colocada num agitador antes de ser inserida no equipamento —
Sysmex XN-1000™. E um analisador hematolégico compacto de alta performance que fornece

informagao quantitativa, faz avaliagao qualitativa das 3 séries e ainda emite alertas para
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determinadas anomalias. Colocando a amostra no equipamento, parte desta € aspirada para
diferentes canais, onde sao aplicados diferentes principios de funcionamento de modo a obter
os diferentes parametros.

De uma forma breve, descreverei os diferentes parametros de um hemograma bem

como a metodologia utilizada em cada parametro, compilada no Anexo 9, tabela IX resumo.

Eritrograma
Contagem de Eritrocitos (RBC, Red Blood Cells) e Plaquetas (PLT)
Canal: RBC/PLT
Método: Focagem hidrodinamica com detegao por impedancia elétrica.

O canal RBC/PLT conta os eritrocitos e as plaquetas a partir de uma corrente de
particulas, que passam por uma abertura especifica (célula de contagem), sujeita a uma
corrente continua. A medida que cada célula do sangue, suspensa no liquido condutor, passa
pelo centro dessa abertura, gera-se um impulso que se traduz numa alteragao da condutividade
elétrica. O n° de impulsos diz respeito ao numero de particulas/células e a amplitude
(intensidade) ao volume das mesmas. Os dados obtidos neste processo sao convertidos em
histogramas. A separagao das 2 populagoes celulares é efetuada com discriminadores méveis
presentes no equipamento *.

Para os RBC, o resultado é expresso em nx10'* células por L.

Para as PLT, o resultado é expresso em nx |0’ células por L.

Hematocrito - HTC

O hematocrito representa o volume ocupado pelos eritrocitos num determinado

volume de sangue. Calcula-se através da formula !*:

HCT (%) = (RBC) x (VCM) / 10

O HCT nos analisadores Sysmex XN-1000™ é obtido pelo método da soma da altura
dos impulsos dos eritrécitos num volume fixo .
Valor de referéncia: 35 — 47%

Hemoglobina (Hb)
Canal: HGB

Método: Lauril Sulfato de Soédio (SLS, do inglés Sodium Lauryl Sulfate) sem cianeto



Neste método, a amostra contata com o SLS sem cianeto. O SLS é um reagente que
hemolisa os eritrécitos e leucocitos da amostra. Os grupos hidrofobicos do SLS vao atuar na
molécula da globina, modificando a sua conformacgao. Verifica-se a oxidagao do grupo heme
Fe?* = Fe*. Os grupos hidrofilicos da molécula do SLS ligam-se ao Fe**, formando um produto

de reagao corado e estavel que é analisado fotometricamente a 555nm.

SLS sem cianeto nao é o método de referéncia para a medicao da concentragao de Hb
recomendado pelo International Committee for Standardization in Haematology (ICSH), este
recomenda o método da cianometahemoglobina (método de referéncia). Contudo, o método
utilizado pelo equipamento Sysmex XN-1000™ apresenta uma boa correlagio com o método
de referéncia .

Valor de referéncia: Sexo masculino (J): 13 — 17 g/dL; Sexo feminino (9): 12 — 15 g/dL

A determinagao do valor de Hb é importante dado que esta desempenha uma fungao
fundamental no organismo: é responsavel pelas trocas gasosas que ocorrem entre o eritrocito
e os tecidos ou os pulmoes. A principal fungao dos eritrdcitos € o transporte de oxigénio para
os tecidos e o retorno do dioxido de carbono dos tecidos para os pulmoes, esta troca €
executada por uma proteina especializada — a hemoglobina °.

A patologia mais frequentemente associada a Hb é a anemia. Define-se anemia como a
diminui¢ao da concentragao de Hb abaixo dos valores de referéncia para a idade e para o sexo
(I6).

As anemias sao desencadeadas por varios fatores e sao classificadas segundo 2 critérios
— morfoldgico e cinético ou fisiopatoldgico. O critério morfoldgico nao permite determinar a
causa da anemia, apenas se obtém a informagao do aspeto morfoldgico dos eritrocitos
presentes na circulagao sanguinea. Segundo este critério, as anemias podem ser Macrociticas,
Microciticas, ou Normociticas — referindo-se ao tamanho do eritroécito. O critério cinético da
classificacao das anemias fornece a base fisiopatologica para se conseguir explicar os diferentes
tipos ¥

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia em todos os paises do Mundo;
porém existem outras causas que se encontram no quadro resumo, sobre a classificagao dos

diferentes tipos de anemia, abaixo no Quadro A:



Microcitica, . L. .
g S Normocitica, normocrémica Macrocitica
hipocromica
VCM < 80 fL VCM = 80-95 fL
HCM < 27 pg HCM < 27 pg VEM>95 1L
Anemias hemoliticas.
Deficiéncia de ferro Anemia da doenga croénica.
(Ferropénica). Anemia pds-hemorragica aguda. Anemia megaloblastica:
Talassémias. Nefropatias. deficiéncia de vitamina BI2.
Anemia da doenga crénica. Deficiéncias mistas. Nao megaloblastica: alcoolismo,
Intoxicagao por chumbo. Insuficiéncia da medula 6ssea hepatopatias mielodisplasias.
Anemia sideroblastica. (pos-quimioterapia, por
exemplo)

Quadro A - Classificagio dos diferentes tipos de anemias .

Contagem diferencial de WBC
Canal: WDF (para WBC)
Método: Citometria de fluxo de fluorescéncia (FFC - fluorescence flow cytometry)

Os eritrocitos sao lisados pelo surfactante e as membranas dos leucocitos sao
perfuradas com poros ultramicroscopicos através dos quais um marcador fluorescente migra,
indo ligar-se aos acidos nucleicos, seguindo-se a andlise por citometria de fluxo com

fluorescéncia.

Sobre as células incide feixe de laser semicondutor (a 633nm) cuja dispersao em
diferentes dire¢oes permite discriminar as células:

- Dispersao frontal de luz (forward scatter — FSC): a intensidade desta indica o volume

celular;

- Dispersao lateral de luz (side scatter — SSC): fornece informagao sobre o conteido

celular (como por exemplo: nlcleos e granulos);

- Fluorescéncia lateral (side fluorescence — SFL): indica a quantidade de ADN e ARN

(acido ribonucleico) presente na célula.

Os resultados sao apresentados em diagramas de dispersao (Figura 3), conseguindo

discriminar os diferentes agrupamentos celulares '°.



WDF scattergram

Abnormal lymph
Blast

Atypical lymph

Abnormal lymph
Blast ‘mMonNO

SFL : Side fluorescent light

Left shift

NEUT+BASO

NRBC
Debris

SSC : Side scattered light
Figura 3 - Diagrama de dispersio dos leucécitos. (SFL/SSC) '),

Fonte: MATSUSHITA, Hiromichi et al. - Clinical Case Report. Sysmex, XN-Series - Automotated Hematology Analyser. Volume |. Kobe, Japan. 2016.

Contagem total de Reticulocitos
Canal: RET
Método: Citometria de fluxo com fluorescéncia

Um reagente de lise, inicialmente, perfura ligeiramente as membranas celulares,
deixando as células intactas. Numa segunda etapa, os acidos nucleicos sao marcados pela
fluorescéncia do corante e o sinal emitido é diretamente proporcional a quantidade de acidos
nucleicos dos leucocitos, eritroblastos e reticulécitos. Os reticuldcitos emitem um sinal maior
de fluorescéncia que os eritrocitos (pois estes nao tém ARN) mas menor sinal em relagao aos
leucocitos. Dado que o conteido em ARN vai diminuindo ao longo do processo de maturagao
dos reticulocitos € assim possivel determinar trés parametros que refletem esses estados de
maturagao (reticulocitos de baixa, média e alta fluorescéncia).

Valor de referéncia: 0,5 — 1,5%

indices hematimétricos, VCM, HCM e CHCM:

Volume Cospuscular Médio - VCM

Volume corpuscular médio é o volume médio de um eritrécito ¥, e obtém-se a

partir da seguinte férmula:

VCM = (HTC/ RBC) x10

Valor de referéncia: 85 — 95 fL
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Hemoglobina Corpuscular Média - HCM

Este pardmetro diz respeito a quantidade média de Hb contida em cada eritrocito ¥,

Obtém-se a partir de:

HCM = (Hb/RBC) x 10

Valor de referéncia: 27 — 32 pg

Concentracao da Hemoglobina Corpuscular Média - CHCM

(14

E uma estimativa da concentracio média de Hb presente nos eritrécitos . Calcula-

se a partir de:

CHCM = Hb/HCT x 100
Valor de referéncia: 32 — 36 g/dL

Os valores de referéncia para os parametros acima referidos, encontram-se descritos

no Anexo 10, Tabela X.

Esfregaco de sangue periférico e coloracio May-Griinwald-Giemsa

A pedido do médico requisitante ou quando o hemograma apresenta alteragoes
significativas, surgindo um alerta no equipamento, é efetuado um esfregago de sangue

periférico (ESP).

Um ESP é efetuado a partir de sangue periférico colhido em tubo K;-EDTA, sobre uma
lamina de vidro, executado pela técnica representada na Figura 4, ficando assim disponivel para
posterior observagio uma fina camada de células. Depois de seca, a lamina é corada, com
recurso a equipamento automatizado (RAL Stainer), segundo a coloragao de May-Griinwald-
Giemsa. Esta coloragao permite a visualizagao, de forma pormenorizada, das caracteristicas
celulares, a evidenciagao de material extracelular, e a visualizagdo de microrganismos (MO)
(7. De forma automatizada, os ESP sio fixados pelo metanol. O azul de metileno (corante
basico) cora o nucleo e os componentes citoplasmaticos acidos, corando as granulagoes
basofilas bem como os nucleos das células, de azul e roxo. A eosina (corante acido) vai corar
os componentes citoplasmaticos basicos: citoplasma celular e as granulagoes dos eosinofilos

(aciddfilas), ficando estas estruturas em tons de rosa-alaranjado.
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D : — s
Figura 4 - Execugio de ESP ®.

Fonte: https://document.onl/documents/esfregaco-sanguineo-e-coloracao-universidade-o-sanguineo-e-coloracao-prof.html

Legenda: A — Depositar uma gota de sangue na extremidade de uma lamina |

B — Segurar uma lamina 2 ou lamela e desloca-la até a gota. A lamina 2 deve estar apoiada sempre na
lamina | e o angulo formado entre laminas deve ser de 30° a 45°. Deixar que a gota se difunda ao longo
da lamina 2.

C e D — Com um gesto uniforme, deslizar a lamina 2 sobre a lamina | até a extremidade até que o

sangue se esgote.
Deixar secar o ESP. Garantir que a lamina esta identificada com o n° do processo e data.

O ESP no fim de corado é observado no microscopio ético. Primeiro com a objetiva
de baixa ampliagao (10x) para verificar a qualidade da preparagao, bem como a distribuicao
celular. De seguida, com a objetiva de maior ampliagao (100x), com recurso a 6leo de imersao,
observar a morfologia das 3 séries: eritrocitaria, leucocitaria e plaquetar. Para a obtencao
correta da féormula leucocitaria devem contar-se 200 leucécitos na objetiva de 100x. De notar
que esta contagem deve ser feita numa zona do ESP onde as células se encontrem

individualizadas, evitar o inicio e a franja do ESP.

Alteracoes das series Eritrocitaria, Leucocitaria e Plaquetar
|I. Série Eritrocitaria ou Vermelha

Existem diversas alteragoes que se podem observar na série Eritrocitaria, nomeadamente:

- Anisocitose, que se carateriza por existirem varios tamanhos de eritrocitos.

- Poiquilocitose, carateriza-se pela presenca de eritrocitos de diferentes formas, por
exemplo: esferécitos, eliptocitos, estomatocitos, células em alvo ou target cells, acantocitos,
equindcitos, dacriocitos ou células em gota ou lagrima, esquizécitos e queratécitos.

- Anisocromia ¢ a variagao da cor do eritrocito devido as diferentes concentragoes de

Hb. O eritrécito pode apresentar hipocromia ou policromasia.
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- InclusBes eritrocitarias sao inclusoes presentes nos eritrécitos que se podem
observar no ESP, por exemplo: pontuado basdfilo, corpos de Howell-Jolly, anel de Cabot,

corpos de Heinz !+ '),

E ainda possivel, em determinadas situagdes, que haja alteracio na distribuicio dos

eritrocitos, como os roleaux ou aglutinagao.

2. Série Leucocitaria ou Branca
Leucécitos totais (Valor de referéncia: 4-10x10°/L)

Devem observar-se possiveis alteragoes na morfologia, no grau de maturagao (aspeto
da cromatina/citoplasma, presenga de blastos — precursores imaturos), inclusoes
citoplasmaticas, e alteragdes quantitativas na série branca. De seguida, de forma breve, estao
descritas as alteragoes quantitativas (diminuicao e aumento dos glébulos brancos), bem como

possiveis causas que possam estar na base dessas alteragoes.

v" Neutrofilos (45-70%)

- Neutropenia quando o valor de neutrofilos é < 1,5x10°/L. Esta diminuicio pode estar
associada: a farmacos, ao alcoolismo, a doengas como anemia megaloblastica, hemoglobinuria
paroxistica noturna, hiperesplenismo e hemato-oncolodgica. Pode ainda ser de causa imune, ita

ou devido a aplasia medular ¢?,

- Neutrofilia quando o valor de neutréfilos é > 7x10°/L. O aumento do n° de neutrdfilos
verifica-se na infegao bacteriana, nas respostas inflamatorias, nas sindromes mieloproliferativas,
nos tratamentos com corticosteroides, nos ultimos meses de gravidez, nas pessoas com

habitos tabagicos, em intoxicagdes entre outros. A neutrofilia também pode ser hereditaria

(16:20)

v Eosinéfilos (1-5%)

- Eosinofilia, quando se verifica a presenca de eosinéfilos (> 0.4x10%/L). A eosinofilia ocorre
nas alergias, na sindrome hipereosinofilica idiopatica, na hipersensibilidade medicamentosa, na
infecao parasitaria, na doenga linfoproliferativa, nas sindromes mieloproliferativas, nas doengas

autoimunes (429,
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v Basoéfilos (<1%)

- Basofilia, quando a presenca de baséfilos é > 0,IxI0°’/L. Ocorre em sindromes

mieloproliferativas, leucemia mieloide crénica 429,

v" Linfécitos (20-40%)
- Linfopénia, quando o nimero de linfécitos é < Ix10%/L. Terapéutica com corticosteroides,

imunodeficiéncias, sao exemplos em que se pode verificar linfopenia.

- Linfocitose, quando hi linfocitos > 3,7 I x10°/L. Pode observar-se linfocitose na mononucleose

infeciosa, LES, toxoplasmose, doencas autoimunes, leucemia linfocitica aguda e cronica,

macroglobuilnémia (disturbio maligno dos plasmécitos) de Waldenstrom (%29,

v" Monécitos (2-10%)

- Monocitopénia, presenca de monécitos < 0,2x10°’/L. Na leucemia a “hairy cells” e na

terapéutica com glucocorticdides pode encontrar-se monocitopénia 29,

- Monocitose, quando os monécitos estio > 0, 7x10°/L. A monocitose pode estar presente n
tuberculose, malaria, febre tifoide, endocardite bacteriana, doengas inflamatérias, linfoma de

Hodgkin, leucemias mielomonocitica e monocitica, sindromes mielodisplasicas .

3. Série Plaquetar

Observa-se a morfologia das plaquetas: anisocitose plaquetar (variagio do tamanho),
plaquetas gigantes; granulagoes; distribuicao — agregados, satelitismo. Quanto as alteragoes

quantitativas, estas podem ser:

- Trombocitopenias, quando se verifica que o niumero total de plaquetas se encontra

com um valor <150x10%/L. Esta situagio pode ter varias causas, tais como: coagulagio
intravascular disseminada, infe¢coes virais, malaria, trombocitopenia gestacional, presenca de

autoanticorpos, sindrome hemolitica urémica 2.

- Trombocitose quando se verifica um valor total de plaquetas > 400x10°/L. Verifica-

se esta situagao em processos inflamatérios agudos, apos hemorragias, disturbios

mieloproliferativos ¢,

Velocidade de Sedimentacao eritrocitaria (VS)

Consiste na medida, em milimetros, da sedimentagao dos eritrécitos numa coluna

padrao apds 60 minutos (| hora), ou seja, mede a velocidade com que os eritrocitos
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sedimentam no periodo de uma hora — método de referéncia Westergren — o resultado é
expresso em mm/h @2 E um parimetro nio especifico que se altera na presenca de
processos inflamatérios, infeciosos ou neoplasicos ®.

Num processo inflamatoério, altas concentracoes de proteinas de fase aguda estao
presentes com aumento da agregacao dos eritrocitos e formagao dos rouleaux, o que se traduz

21;23)

num aumento da massa celular e da VS ®"*), As patologias que interferem com a forma dos

eritrocitos levam a uma diminuigao da VS, pois interferem com a formagao dos rouleaux.

- Diminuicao da VS: insuficiéncia hepatica e cardiaca, hipofibrinogenémia e o uso de anti-

inflamatérios ®.

- Aumento da VS: anemia, policitémia (aumento do n° de eritrocitos), neoplasias malignas, nos

recém-nascidos ®,

No SPC a medicao da VS é realizada no equipamento automatizado Alifax Test | THL
(utilizando sangue total colhido em tudo de K;-EDTA) pelo método de fotometria capilar de
fluxo. Os valores obtidos sao convertidos para valores comparados ao método de

referéncia®).
Valor de referéncia: 0 — 20 mm/h.
Hemostase

A hemostase é um processo fisioldgico que interrompe a perda de sangue no local de
uma lesao, enquanto mantém o fluxo normal de sangue em outras partes da circulagao. A

perda de sangue é interrompida pela formagio de um tampao hemostatico ('®.

A hemostase pode dividir-se em 3 fases: primaria, secundaria e fibrindlise ®. Na
primaria, acontece a agregacao plaquetaria e formagao do tampao plaquetar em que as
plaquetas sdo ativadas num processo multifacetado **). As plaquetas requerem interagdes
especificas plaqueta-parede vascular (adesao) e plaqueta-plaqueta (agregacao), parcialmente
mediadas pelo Fator de von Willebrand (FYW) e, como resultado, aderem ao local da lesao e
umas as outras, obstruindo a lesao. A secundaria refere-se a deposigao de fibrina insoluvel,
que é gerada pela cascata de coagulagao proteolitica. A fibrina vai infiltrar os agregados de
plaquetas, nos locais de lesao vascular, convertendo os tampoes primarios e instaveis de
plaquetas em tampoes hemostaticos firmes e estaveis. Esses dois processos acontecem
simultaneamente e estao mecanicamente interligados. A fibrindlise consiste na degradagao da
fibrina, pela plasmina, em produtos sollveis. O equilibrio adequado entre os sistemas pro-

coagulantes e os sistemas anticoagulantes é fundamental para a hemostase .
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Cascata da Coagulacao

A cascata da coagulacao (Figura 5) € um processo complexo que envolve um sistema
de amplificagao bioldgica, no qual, poucas substancias de iniciagdo ativam em sequéncia, por
7. ’ . . . (33
proteolise, uma cascata de proteinas precursoras circulantes — enzimas, denominadas “fatores
de coagulagao” — que culmina na formagao/producao de trombina. A trombina vai, por sua

vez, converter o fibrinogénio sollvel do plasma em fibrina ('°.
A cascata tem 2 vias: extrinseca que envolve elementos do sangue que, por norma,
nao estio presentes no espago intravascular e uma intrinseca, que é iniciada por

componentes presentes No espago intravascular, que convergem para uma via comum, a partir

do fator X (FX) ®°.

HEMOSTASIA SECUNDARIA

CONTATO DO SANGUE COM O FATOR

CONTATO DO SANGUE COM
SUPERFICIES DE CARGA
NEGATIVA (COLAGENO)
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Figura 5 - Cascata da coagulagio .

Fonte: https://www.centerlab.com/blog/Centernews_107/

Legenda: - Via extrinseca: fator VIl plasmatico é ativado na presenca de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o
complexo fator VIl ativado/FT (FVIIa/FT), responsavel pela ativagiao do fator X.

- Via intrinseca: a ativagdo do fator Xll ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas
elétricas negativas. Este processo é denominado por "ativagio por contato" e requer, ainda, a presenca de outros
componentes do plasma: pré-calicreina (PK - uma serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (HWHK — um
cofator ndo enzimatico). O fator XI| ativado ativa o fator Xl que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na
presenca de fator VIl ativado pela trombina, e em presenca de iGes calcio (complexo Xase), ativa o fator X da coagulagao.
Uma vez o FX ativado, desencadeia-se a geragao de trombina e, subsequentemente, formagao de fibrina (via comum) (26).
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Avaliacao laboratorial da hemostase

O tempo de protrombina (PT) e o tempo de tromboplastina parcial ativado (aPTT), o
fibrinogénio e os D-dimeros constituem parametros de rotina. Existem outros parametros,
chamados de “coagulagao especial”’, que nao sao feitos todos os dias, tais como Tempo de
Trombina (TT), doseamento da Antitrombina lll, do fator VIII, F¥W, Proteinas S livre e C
funcional, e o Anticoagulante Lupico (AL).

No SPC o equipamento disponivel para o estudo da hemostase é o analisador
automatizado ACL TOP 500® da Instrumentation Laboratory. Este equipamento utiliza o
método turbidimétrico para todos os parametros a excegao dos D-dimeros e do
Anticoagulante lupico (AL), para estes usa o método imunoturbidimétrico. Pelo principio da
turbidimetria avalia-se o decréscimo da luz transmitida a medida que o coagulo se vai
formando. No método imunoturbidimétrico ha formagao de um complexo Ag-Ac, que afeta a

transmissao da luz pela amostra .

Determinacao do Tempo de Protrombina (TP)

A tromboplastina (semelhante ao fator tecidual) e o cdlcio sao adicionados a amostra
ativando-se a via extrinseca. A tromboplastina vai ativar o fator VII, ha formagao do complexo
que, na presenga de ides calcio, é responsavel pela transformagao da protrombina em
trombina.

O TP avalia a atividade os fatores VII, X, V, protrombina (ll), e fibrinogénio (l) — via
extrinseca e comum. E utilizado para monitorizar a terapéutica anticoagulante oral
(antagonistas da vitamina K).

Aumentos de TP podem surgir por varias causas: deficiéncia ou inibicao dos fatores da
via extrinseca ou da via comum (insuficiéncia hepatica — os fatores sao sintetizados no figado,
deficiéncia ou ma absorgao de vitamina K); toma de anticoagulantes orais (varfarina interfere

com a atividade dos fatores II, VII, IX e X); coagulacio intravascular disseminada (CIVD) ¢ *),

International Normalized Ratio (INR)

A terapéutica anticoagulante é monitorizada pelo valor de INR. O INR é calculado a
partir do valor de TP. No sentido de haver uma padronizagao dos resultados deste teste, a
Organizagcao Mundial de Saude (OMS) preconizou o uso do INR. A tromboplastina presente
no reagente deste teste pode variar entre laboratérios entao, de modo a reduzir influéncia
desta variével no resultado do TP, a OMS criou o ISI (International Sensitivity Index) *. O 1SI

determina-se através da comparagio de cada reagente com uma tromboplastina padrao
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(preparagao de referéncia internacional), este dado é fornecido pelos fabricantes. Entao, o
INR baseia-se na relagao entre o TP do doente e um TP médi&>hormal corrigido para a
“sensibilidade” da tromboplastina em uso, uniformizando os resultados dos doentes sujeitos a

terapéutica com antagonistas da vitamina K (3%, Célculo de INR:

INR = ( TP utente em segundos )
~ \TP referéncia em segundos

O valor de INR deve ser de | numa pessoa saudavel. Em doentes sujeitos a terapéutica
anticoagulante o valor deve manter-se entre 2-3. Para os doentes com protese valvular
mecanica 2,5-3,5 @, Assim, perante um aumento de INR —aumento no tempo de coagulacio
— a dose do antagonista da vitamina K é diminuida e vice-versa.

Um valor de INR aumentado pode traduzir deficiéncia de vitamina K ou dos fatores |,

I, V, VIl e X, doenca hepética grave, CIVD, terapéutica com anticoagulantes, entre outros *%.

Determinacao do Tempo de tromboplastina Parcial Ativada (aTTP)

O aPTT indica globalmente a eficacia da via intrinseca e comum (cascata da coagulagao)
depois de ativados os fatores de contato, avaliando os fatores XlI, XI, IX e VIIl além dos fatores
da via comum, X, V, protrombina (ll) e o fibrinogénio () e ainda a pré-calicreina e o cininogénio
de alto peso molecular (HWHK). E também usado na monitorizacio de terapéuticas com
heparina ' ??. Neste teste, sao adicionadas 3 substincias ao plasma citratado: os fosfolipidos,
um ativador por contacto (silica) e calcio, e mede-se o tempo de coagulagao do plasma.
Verifica-se um aumento de aPTT quando ha deficiéncia ou inibicao dos um ou mais dos
seguintes fatores de coagulacao: Xll, XI, IX (doen¢a de Christmas), VIl (hemofilia), X, V,

protrombina (ll) e fibrinogénio (I); bem como em terapéuticas com heparina e na CIVD 9.

Valores de Referéncia: 25,4 — 34,3 segundos

Determinacao do Tempo de Trombina (TT) — Coagulagcao Especial

O TT é sensivel a deficiéncia de fibrinogénio ou a inibicao da trombina. Este parametro
avalia a conversao do fibrinogénio a fibrina — ultima etapa da via comum. Acrescenta-se
trombina calcica ao plasma citratado e mede-se o tempo de coagulagio do plasma. Ao
acrescentar-se a trombina a conversao é feita sem que haja a ativagao das vias intrinseca e
extrinseca. Um aumento do TT, pode dever-se: a deficiéncias de fibrinogénio (quantitativa e
qualitativa); a inativagao da trombina pela terapéutica com heparina ou dabigatrano; a presenga

de produtos da degradacio da fibrina (estes inibem a conversio do fibrinogénio a fibrina) .
Valores de Referéncia: | | — 16 segundos
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Determinacao do Fibrinogénio

O fibrinogénio ou fator | (via comum), é uma proteina de fase aguda, produzido pelos
hepatécitos @Y. Esta glicoproteina estd presente em grandes quantidades no plasma e é
fundamental para a formacao do trombo de fibrina. A conversao de fibrinogénio a fibrina,
ocorre sob a agio da trombina (fator final da cascata da coagulagio) ®?. O fibrinogénio integra
um grupo de biomarcadores inflamatérios ®?. Verifica-se um aumento do nivel de fibrinogénio
nos casos de diabetes, sindromes inflamatorias e obesidade; uma diminuicao de fibrinogénio é
encontrada em CIVD, fibrinogendlise (remogao do excesso de fibrina - aumento do consumo)
(35)'

Na rotina laboratorial a quantificagao do fibrinogénio ¢é feita pelo método de referéncia
— Método Clauss. Neste, o tempo de coagulagio do plasma é medido na presen¢a de um
excesso de trombina (diluido em proporg¢oes adequadas) e vai depender diretamente da
quantidade de fibrinogénio plasmatico e nao da trombina. Posteriormente, o tempo de
coagulagao obtido é comparado com uma preparagao de fibrinogénio padrao onde se verifica
uma proporcionalidade inversa entre a concentragao de fibrinogénio (presente na amostra) e

o tempo de coagulagio ©°.

Valores de Referéncia: 2-4 g/L

Determinacao do Anticoagulante Lupico — Coagulacao Especial

O Anticoagulante Lupico (AL) é considerado um inibidor adquirido da coagulagao, pois
prolonga in vitro os tempos de coagulagao dependentes de fosfolipidos (FL), neutralizando os
FL dos reagentes utilizados ®”. O AL é considerado uma “alteracio” laboratorial, que esta
associada a uma sindrome antifosfolipidica ®®. AL, Ac antifosfolipidico, inicialmente detetado
em doentes com LES (10%) e outras doencgas autoimunes (que frequentemente tém Ac para
outros Ag lipidicos), é identificado pelo prolongamento do aPTT ('®). Apesar de o AL nao estar
associado a risco hemorragico verifica-se o risco aumentado de trombose venosa ou arterial
(19, Suspeita-se de AL quando h4 trombose, abortos recorrentes ou testes de coagulagio
dependentes de fosfolipidos prolongado, sem outras causas aparentes ou identificaveis; a sua
presenca pode ser transitoria ou persistente ©®.

A pesquisa do AL é feita com recurso a reagentes que contém FL, Ca**, inibidor de
heparina, veneno da vibora de Russel (dRVVT — Dilute Russell’s Viper Venon time), este veneno

contém um potente ativador do fator X e na presenca de Ca** desencadeia a coagulagio,
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eliminando-se assim, as interagoes dos fatores das vias extrinseca e intrinseca (nao ocorrem)
e assim ocorre a conversio do fibrinogénio a fibrina, sem ativar as vias referidas vias .

O teste de screening é realizado na presenga de uma baixa concentragao de FL e na
presenca de AL o tempo de coagulagao é prolongado (aumenta). De seguida realiza-se o teste
confirmatorio, recorrendo a uma maior concentracao de FL, estes neutralizam os AL
presentes no plasma que se esta a testar e, assim, o tempo de coagulagao sera menor, quando

comprado ao teste de screening '°.

Valores de Referéncia: Screening — Negativo' ou Positivo®.

Confirmacio’® — razio superior a |,2.

Nota:

'Tempo normal: sem presenca de AL — Negativo

*Tempo prolongado: presenga de AL ou deficiéncia de fatores

3Razio tempo de screening/tempo de confirmagio > |,2: confirmatério da presenca de AL.

Determinacao dos D-dimeros

Os D-dimeros sao produtos da degradagao especifica da fibrina (pela plasmina) e na
presenca de uma trombose recente a concentragao destes encontra-se aumentada.
Representando uma grande vantagem em relagao a medigao dos produtos de degradagao da
fibrina, dado que esses produtos sao produzidos quer quando a plasmina degrada a fibrina

(16 3% " A sua determinagio é util para exclusio de

quer quando degrada o fibrinogénio
tromboembolismo venoso, quando se verifica um valor inferior a 500 pg/L. Um valor
aumentado de D-dimeros verifica-se CIVD, em periodos pods-operatorios, neoplasias,
patologias infeciosas graves e hemorragias *”. Recomenda-se a sua determinagio antes de
iniciar qualquer terapéutica anticoagulante.

O teste realiza-se com base nas microesferas de latex, que possuem Ac monoclonais
especificos para os D-dimeros. Quando os D-dimeros estao presentes, no plasma que se esta
a testar, ocorre aglutinagao destas microesferas aumentando a turvagao da mistura reacional

que depois é medida por fotometria .

Valores de Referéncia: 0 — 500 pg/L
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IV Microbiologia

Este sector encontra-se sob a responsabilidade da Médica Patologista Clinica — Dra.
Paula Gama. Neste sector estao presentes | TSDT, 2 TS, um Farmacéutico Especialista em
Anadlises Clinicas — Dr. Luis Morais e a Dra. Arminda Gongalves, Biologa especialista em

Analises Clinicas. O Dr. Luis Morais ficou designado como o meu orientador externo.

Um pedido de estudo microbiologico é motivado pela suspeita de um processo
infecioso. Assim, o principal objetivo do trabalho efetuado neste setor é a identificagao dos
microrganismos responsaveis por esse processo € a obtengao do respetivo perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos *'.

Sao varios os produtos biologicos analisados neste sector: urina, sangue, exsudados
(purulento/vaginal/retal), fezes, e secregOes respiratorias (expectoragao, lavado/aspirado
broncoalveolar). Contudo existe uma panoéplia de outros produtos biolégicos que poderao
chegar ao setor da Microbiologia tais como: catéteres, medula éssea (sangue medular), liquido
cefalorraquidiano (LCR), liquidos (pleural, peritoneal, pericardico, sinovial), bilis, aspirados de
ganglios/quistos, biopsias cirurgicas e material protésico.

Dependendo do produto biolégico e do pedido feito pelo clinico, realizam-se
diferentes andlises microbiologicas: bacteriologicas, parasitoldgicas, micologicas e
micobacterioldgicas. Estas analises requerem procedimentos, normas de seguranga e de
manuseamento especificos e, tais procedimentos/normas, estao todos descritos nos manuais
internos e em instrucoes de trabalho do SPC.

Para que possa ser fornecida informagao para o diagnostico e tratamento das doengas
infeciosas tem de ser garantida a qualidade das amostras, isto €, que estas tenham sido colhidas,
acondicionadas e transportadas de forma correta e que estejam munidas de informagao clinica
que seja pertinente 4.

Uma vez que a microbiologia esta centralizada na unidade de Tomar, aqui sao recebidos
todos os produtos provenientes das outras unidades sendo vital o correto transporte das
amostras.

Os produtos sao recebidos no setor aplicando, de forma rigorosa, os critérios de
rejeicao de amostras. Da-se prioridade as amostras que nao se encontram em meio de
transporte, seja na recegao dos produtos seja no seu processamento. Feita a recegao dos
produtos as etiquetas de identificagao das placas sao impressas.

O setor possui varios equipamentos: 4 estufas (3 delas a 35 + 2°C e | a 25°C), 3

camaras de fluxo laminar, 2 equipamentos de coloragao automatizados — corador de laminas

PolyStainer® e o Aerospray®, um equipamento para identificagio e teste de suscetibilidade aos
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antimicrobianos (TSA) Vitek®2 da bioMérieux, BACTEC™9120 — equipamento para as
hemoculturas, BACTEC™9000MB — equipamento para hemoculturas de micobactérias, e 2
equipamentos de biologia molecular com andlise feita por Polymerase Chain Reaction (PCR) -
GeneXpert™ e o FilmArray ™. Ao longo do relatério referir-me-ei, com mais detalhe, a alguns

deles.

IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS E OUTROS MICRORGANISMOS

I. Exame direto a fresco

Consiste na observacao direta, microscopicamente, da amostra sem esta ser fixa ou
corada, permitindo fazer uma avaliagao semi-quantitativa dos elementos celulares e MO —
bactérias, fungos e parasitas. Permite observar nao s6 MO vivos, preservando a sua morfologia
e mobilidade, mas também o tipo de agrupamento das bactérias ou presenga de outras células.

E um procedimento simples, em que o produto bioldgico é colocado entre limina e

lamela, e depois observado nas objetivas de 10x e 40x. Se se tratar de urina, antes de ser

observada, deve ser centrifugada a 1500rpm-10 min.

2. Exame direto com coloracio: coloracio de Gram

Este tipo de coloragao foi desenvolvido em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués
Hans Christian Gram “. E a coloragio mais utilizada em microbiologia, sendo um dos
procedimentos de coloragao mais Uteis pois, através deste método, torna-se possivel
classificar as bactérias em 2 grandes grupos: Gram-positivo e Gram-negativo, tornando-a numa
coloracio diferencial .

Esta técnica aplica-se as amostras de produtos biolégicos ou a coldnias isoladas
provenientes do exame cultural. Permite fazer a identificagao presuntiva do agente infecioso
bem como avaliar a qualidade da amostra e da flora saprofita existente, também permite
distinguir as formas e/ou arranjo das bactérias: estas podem ser cocos, bacilos, espirilos ou
vibrices.

Os diferentes tipos de bactérias reagem de modo distinto a coloragao de Gram pois
existem diferengas estruturais nas suas paredes celulares, que vao afetar a retengao ou a
libertagao do corante (combinagao do complexo cristal de violeta e iodo). As bactérias Gram-
positivo possuem uma parede celular de peptideoglicano mais espessa que as bactérias de
Gram-negativo. O cristal de violeta (roxo) e o iodo penetram facilmente dentro das células
nao podendo ser removidos, pelo alcool-acetona, da camada intacta do peptideoglicano das

células Gram-positivo. Consequentemente, as células Gram-positivo vao reter a cor do
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corante cristal violeta. Ja nas células Gram-negativo, a presenga de uma fina camada de
peptidoglicano rodeada por uma membrana externa de lipopolissacarideos e proteinas, faz
com que esta nao retenha o cristal de violeta, deste modo a lavagem com alcool-acetona
remove o corante. Como resultado, as bactérias Gram-negativo permanecem incolores até
serem coradas com o 2° corante de contraste - a safranina - onde adquirem a cor rosa. Em
resumo, as bactérias Gram-positivas retém o corante e permanecem com a COr roxa € as
Gram-negativo apresentam-se de cor rosa ).

Apos o esfregago ter sido fixado pelo calor, é colocado no equipamento de coloragao
que se encontra no setor — Aerospray®. A Figura 6 representa os passos manuais desta
coloragao (o equipamento faz o mesmo, mas de modo automatizado):|. Cristal de violeta (1°
corante): | minuto; 2. Lavagem com agua corrente: 1,5 minutos; 3. lodo (mordente, que ajuda
a fixar o primeiro corante): | minuto; 4. Lavagem com dagua corrente: |,5 minutos; 5.
Descoloragao com solugao dlcool/acetona (solvente organico): | minuto; 6. Lavagem com agua
corrente: | minuto; 7. Safranina (2° corante, contraste): | minuto; 8. Lavagem com agua

corrente; 9. Secagem da lamina .

Legenda
, l l , B cristal violeta

il I?do
/ / / F i

——

6.\\ AR A e
NGV \ ,/ 3 J 7 \ 24

@ Aplicacéo de cristal @ Aplicagéo de iodo © Lavagem com élcool @ Aplicacéo de safranina
violeta (corante purpura) (mordente) (descoloracéo) (contracorante)

Figura 6 - Passos manuais da coloragio de Gram .

Fonte: TORTORA, Gerard J.; FUNKE, Berdell R.; CASE, Christine L. — Microbiologia. 10® Ed. Porto Alegre: Artmed, 2012.

3. Exame direto com coloracao: coloracao Kinyoun (ou Ziehl-Neelsen

Modificada) e Auramina O

A coloragao de Kinyoun, permite detetar a presencga de bacilos acido-alcool resistentes

(BAAR), nomeadamente os do género Mycobacterium. Estas bactérias possuem uma parede
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celular distinta, que é estruturalmente semelhante a das bactérias Gram-negativo, mas nas
micobactérias a camada mais externa de lipopolissacarideos é composta pelos acidos
micolicos, formando-se uma camada serosa e resistente a agua — conferindo hidrofobicidade.
Isso torna as bactérias resistentes a descoloracio com solucées acido-alcool ¥

O método Ziehl-Neelsen é o método mais antigo para corar BAAR mas este requer
aquecimento da amostra, levando a libertagao de vapores toxicos durante o procedimento o
que fez com que muitos laboratérios o tivessem substituido pela coloragao acido-alcool
resistente “a frio” — método de Kinyoun — ou a coloragao com fluorocromo (método da
Auramina) ®, como acontece no SPC.

O principio da coloragao Kinyoun é o mesmo do método Ziehl-Neelsen, em que os
organismos corados com fucsina basica (carbolfucsina basica ou fucsina fenicada — mistura de
fenol com fucsina basica) vao resistir a descoloragao com as solugoes acido-alcool. O fundo é
contra-corado com azul de metileno e os organismos aparecem corados de vermelho num
fundo azul. Para captar a fucsina é necessario aquecimento da amostra — coloragao “a quente”
e na de Kinyoun nao requer aquecimento; isto porque no método Ziehl- Neelsen o calor atua
como um mordente fisico enquanto que no método de Kinyoun o fenol da carbolfucsina vai
funcionar como um mordente quimico .

A coloragao pela Auramina O requer a utilizagao de microscopia de fluorescéncia para
a observacio de esfregacos de produtos descontaminados. E utilizado um corante em que os
BAAR aparecerem com fluorescéncia verde-amarelada contra um fundo escuro.

Antes de se realizar a coloragao, os esfregagos sao fixados pelo calor, depois colocados

no equipamento que realiza os 2 tipos de coloragio - PolyStainer®.

4. Provas classicas de identificacao bacteriana

Testes de identificacio Presuntiva

a. Prova da catalase

Esta prova é usada para identificar MO que tém a capacidade de usar a catalase, uma
enzima intracelular capaz de decompor o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Esta
prova serve para distinguir Staphylococcus spp de Streptococcus spp, sendo os primeiros catalase
positiva (+) e os segundos catalase negativa (-). Com o auxilio de uma ansa ou ponta de uma
pipeta de Pasteur, transferir uma coldnia pura da cultura em estudo para uma lamina de vidro,
adicionar uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% e verificar se ha formagao de bolhas de

ar (resultado positivo). Ter apenas atengao que culturas com mais de 24h podem resultar em
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falsos negativos, ja os falsos positivos podem surgir quando se usam colonias retiradas a partir

de meios que contenham sangue — devido a existéncia de catalase nos eritrocitos 2.

b. Prova da coagulase

Normalmente realiza-se esta prova quando estamos perante um resultado “catalase
+”, confirmando a presenga de Staphylococcus. Este teste permite fazer a identificagao
presuntiva de Staphylococcus aureus. Esta prova é feita em tubo com plasma de coelho onde se
inocula uma colonia isolada da cultura em estudo, com a incubacao a 35+2°C; ao fim de 4h
faz-se uma leitura, sem agitar o tubo, e se se verificar a formagao de um coagulo a prova é
considerada positiva. A coagulase livre, ou seja, aquela que foi libertada pelas células, vai atuar

na protrombina, dando a origem a uma substancia semelhante a trombina, que vai atuar no

(42 L™

fibrinogénio originando um coagulo de fibrina *. No SPC usa-se o teste comercial BD BB

Coagulase Plasmas.

c. Prova da oxidase (citocromo-oxidase)

A prova da oxidase é utilizada em bacilos de Gram-negativo, de modo a distinguir as

enterobactérias — oxidase negativa — de outros bacilos de Gram-negativo — oxidase positiva —
como por exemplo Pseudomonas. Para a realizagao desta prova usam-se testes comerciais
(BBL™ DrySlide™ Oxidase) com papel de filtro impregnado de tetrametil-p-fenilenediamina
dihidrocloreto 1% e o acido ascorbico como agente redutor e estabilizador.
No estado reduzido, o di-hidrocloreto tetrametil-p-fenilenodiamina é um reagente ¢ incolor. Se o
MO produzir citocromo oxidase, nao havera oxidagao direta do reagente, mas sim do citocromo
C que, por sua vez, ira oxidar o reagente, formando-se um composto de cor purpura/azul-
arroxeada sobre o papel de filtro, em cerca de 10 segundos, indicando a positividade do teste. A
oxidase é uma hemoproteina que atua como elo final na cadeia de respiragao aerobia.

A coldnia que se quer testar é retirada com uma ansa (nao metalica) e colocada sobre
o papel de filtro. Nota: nao se deve usar ansas de metal porque os produtos de oxidagao do
metal, que se formam aquando do aquecimento da ansa, podem resultar em reagoes
falsamente positivas .

d. Prova da urease

O meio reacional, onde se efetua o teste, contem ureia que ao ser degradada pela

urease o torna num meio alcalino; este tem um indicador de pH (vermelho de fenol) que,
.. ~ (46) . .

perante esta alcalinizagao, muda da cor amarela para rosa forte ™. Quando positiva, permite

excluir a presenca de Salmonella spp e Shigella spp (urease negativa) em amostras de fezes. No
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SPC recorre-se ao teste comercial Meio ureia indol, da bioMérieux. Para a realizacdo desta
prova pipetam-se cera de 0,5 mL de reagente para um tubo e inocula-se cerca de 2-3 colénias do

MO em estudo, com incubacio a 35°C+2°C durante 18-24h *9.

e. Teste de suscetibilidade a Optoquina

A prova de sensibilidade a optoquina é utilizada para a identificagao presuntiva de
Streptococcus pneumoniae.

A optoquina, é um antimicrobiano que se difunde facilmente num meio de cultura
solido, permitindo a observagao de um halo de inibicao do crescimento de Streptococcus
pneumoniae 7.

Este teste é usado para diferenciar o Streptococcus pneumoniae (previsivelmente sensivel
a agao da optoquina) de outros Streptococcus spp a-hemolticos (previsivelmente resistentes a
optoquina).

Para a realizagao deste teste prepara-se uma suspensao do MO a testar, com uma
turvagao de 0,5 McFarland (medida no densitometro); inocula-se a suspensao numa gelose de
sangue (COS), coloca-se o disco de optoquina (com a ajuda de uma pinga esterilizada ao bico
de Bunsen) sobre a gelose. De seguida coloca-se a placa a incubar na estufa de 35+2°C com
aproximadamente 5% de CO,, durante |8-24h. Apds incubagao, procede-se a leitura do halo
de inibigao com o auxilio de uma régua. Se halo < |4mm: o MO é resistente a optoquina e
pode presumir-se que nao se trata de Streptococcus pneumoniae. Se halo > a |4mm: estirpe €

sensivel a optoquina, podendo presumir-se a identificagao de Streptococcus pneumoniae.

5. Outros testes de pesquisa de MO realizados no SPC
a. Teste de Identificacao da Escherichia coli O157:H7

Teste Comercial: E. coli O157 Latex Test (Oxoid)

Amostra: Coprocultura. E necessario testar pelo menos 10 colénias.
Objetivo: Identificagao do serogrupo E. coli O157.

Método: Reagao de aglutinagao.

Sensibilidade: 100%; Especificidade: 99%. *®

b. Teste para identificacao de Streptococcus pneumoniae

Teste Comercial: Dryspot™ Pneumo Test (Oxoid)

Amostra: Colonias com morfologia sugestiva de Streptococcus spp. a-hemoliticos.
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Objetivo: Pesquisar o antigénio capsular do Streptococcus pneumoniae de modo a distingui-lo

de outros Streptococcus a-hemoliticos.
Método: Reagao de aglutinagao.

Sensibilidade: 97,9%; Especificidade: 93,2%. *

c. Teste Screening para Streptococcus do Grupo A
Teste Comercial: Clearview® Exact Strep A Cassette (Alere™)
Amostra: Exsudado faringeo sem meio de transporte.
Objetivo: Pesquisar o antigénio de Streptococcus B-hemolitico do Grupo A (Strep A).

Método: Imunocromatografia

Sensibilidade: 95,2%; Especificidade: 99%. ©°

d. Teste Screening para Streptococcus pneumoniae

Teste Comercial: Streptococcus pneumoniae Antigen Card (Alere™ BinaxNOW®)
Amostra: Urina. LCR

Objetivo: Pesquisar o antigénio soluvel de Streptococcus pneumoniae

Método: Imunocromatografia

Sensibilidade: Urina — 90%; LCR — 97%; Especificidade: Urina — 78%; LCR — 99%. ©"

e. Teste Screening para Legionella pneumophila

Teste Comercial: Legionella K-SeT (Coris BioConcept)

Amostra: Urina

Objetivo: Pesquisar o antigénio soluvel de Legionella pneumophila do serogrupo |.
Método: Imunocromatografia

Sensibilidade: 97,6%; Especificidade: 100%. ©?

f. Teste Screening para Clostridioides difficile

Teste Comercial: RIDA®QUICK (R-biopharm)

Método: Imunocromatografia

f.1. Pesquisa da Glutamato Desidrogenase (GDH)

Objetivo: Pesquisar a GDH de Clostridioides difficile
Sensibilidade: 100%; Especificidade: 95%
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Nota: sempre que o resultado for positivo, é obrigatoria a determinagao da produgao das

toxinas A e B associadas a esta infecio. ®¥

f.2. Pesquisa das Toxinas A/B

Objetivo: Pesquisar as toxinas A e B de Clostridium difficile
Sensibilidade: 100%; Especificidade: 91%
Nota: No caso de a pesquisa da GDH ser positiva e a pesquisa da toxina ser negativa, é

obrigatério fazer-se a pesquisa do gene da toxina por PCR. ¥

g. Teste Screening para Campylobacter spp.

Teste Comercial: RIDA®QUICK (R-biopharm)

Amostra: Fezes

Obijetivo: Pesquisar o Ag de Campylobacter jejuni e/ou Campylobacter coli.
Método: Imunocromatografia.

Sensibilidade: 98,4%; Especificidade: 98,6%. ©°

h. Pesquisa de Virus

h.l. Teste Screening para Rotavirus e Adenovirus
Amostra: Fezes
Objetivo: Pesquisar a presenca de Adenovirus/Rotavirus.
Método: Imunocromatografia.
Adenovirus - Sensibilidade: 90%; Especificidade: 100%
Rotavirus — Sensibilidade: 100%; Especificidade: 99%. ©°

h.2. Teste Screening para Virus Sincicial Respiratério (VSR)

Teste Comercial: BinaxNOW?® RSV, (Alere™)

Amostra: Exsudado nasofaringeo ou lavado nasal

Objetivo: Pesquisar o antigénio das proteinas de fusao do VSR.
Método: Imunocromatografia.

Sensibilidade: Lavado nasal 89%; Zaragatoa 93%;

57)

Especificidade: Lavado nasal 100%; Zaragatoa 93%. ¢
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h.3. Pesquisa do Virus Influenza A e B
Amostra: Exsudado nasofaringeo em meio de transporte para virus.
Objetivo: Pesquisar o RNA do Virus Influenza A e B.

Método: PCR em tempo real.

h.4. Pesquisa do Virus Papiloma Humano de Alto Risco

Amostra: Exsudado endocervical sem meio de transporte.
Objetivo: Rastreio do DNA do Virus do Papiloma Humano de alto risco e identificagao dos
sub-tipos 16 e 18/45.

Método: PCR em tempo real.

6. Métodos de identificacdo e TSA automatizados
Sistema Vitek®2

Representa o equipamento mais importante do setor de microbiologia do SPC do
CHMT. Este equipamento destina-se a identificagao e realizagao de TSA a bactérias e
leveduras. Até a data em que permaneci neste setor, o Vitek®2 era o principal meio de
realizagao de identificagoes e TSA contudo, na reta final do estagio, chegou ao setor um novo
equipamento, para ser usado em paralelo, o Microflex LT/SH da Bruker — um sistema MALDI-
TOF (espectrometria de massa) de bancada.

Relativamente a funcionamento do Vitek®2, este usa cartas seladas com pogos que
contém substratos bioquimicos. As cartas tém substratos especificos para os grupos de MO a
identificar: Gram-positivo, Gram-negativo, anaerobios, fungos leveduriformes, fastidiosos (ha

uma carta para os géneros Neisseria ou Haemobphillus).

Identificacio e TSA

Para a identificagao e TSA do MO, prepara-se uma suspensao em 3mL de solugao salina,
das colonias em estudo (puras), com uma turvagao pré-estabalecida, medida através de um
densitometro (Densichek). A turvagao necessaria depende do tipo de microrganismo em
estudo: 0,5-0,65 McFarland para a maioria das bactérias de Gram-positivo e Gram-negativo,
[,8-2,2 McFarland para leveduras, 2.8-3.3 McFarland para Neisseria spp, HACEK
(Haemophullus spp, Aggregatibacter, actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella
corrodens e Kingella kingae), anaerdbios e Corynebacterium spp. O tubo é entao colocado em

suporte préprio no equipamento Vitek®2, com as cartas adequadas a sua identificagio e TSA.
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Identificacao

A suspensao é aspirada para o interior das cartas, sujeitas a incubacio e sao
monitorizadas pelo sistema otico de transmissao, que verifica as alteragoes de cor — método
de colorimetria. As cartas possuem pogos com substratos bioquimicos liofilizados, que sao
metabolizados pelas bactérias ou fungos. Esta metabolizagao pode gerar alteragoes de cor,
sendo essa alteragao de cor lida pelos sensores fotométricos presentes no equipamento
permitindo, assim, identificar o MO em estudo.

Usam-se as seguintes cartas de identificagao: Carta GP (bactérias Gram positivo); Carta
GN (bactérias Gram negativo); Carta NH (para Neisseria spp., Haemophilus spp., Campylobacter
spp.); Carta YST (para leveduras); Carta ANC (para bactérias anaerobias e Corynebacterium
spp). Posteriormente, os resultados sao verificados e enviados para o sistema informatico

Modulab.
TSA

As cartas para TSA contém pogos com varios antimicrobianos liofilizados em diferentes
concentragoes, nos quais as bactérias ou leveduras, consoante o seu crescimento, levam a uma
alteragao da turvagao do meio. Esta é lida por sensores fotométricos, determinando-se a
concentragao minima inibitéria (MIC) para cada um dos antimicrobianos e, assim, obter o TSA

do MO em causa — método de turbidimetria.

Cartas para TSA: Carta AST-N355 (Enterobacterales), Carta AST-N373 (Pseudomonas spp.,
e eventualmente Enterobacterales multirresistentes), Carta AST-P648 (para Staphylococcus
spp.), Carta AST- P586 (para Enterococcus spp.); Carta AST-STO3 (para Streptococcus spp.) e a

Carta AST-576 (Streptococcus pneumonieae).

Os resultados expressos sao baseados em breakpoints e interpretam-se como sensivel,
intermédio ou resistente. O equipamento esta programado para analisar e/ou interpretar os
resultados de acordo com as diretrizes em vigor: EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing). Quando ha duvidas, resultados inconsistentes, ou caso nao
haja uma carta para o MO em estudo, como o Haemophillus spp, o antibiograma ¢ feito

manualmente, usando o método de difusao em disco.
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7. ldentificacao de fungos filamentosos

Aplica-se a todas as coldnias de fungos filamentosas em cultura. A identificagao requer
a analise macroscopica e microscopica. Macroscopicamente, observar o tipo e a cor da colonia
(frente e reverso), micélio, a temperatura de crescimento (as placas para pesquisa de fungos
incubam-se a 2 temperaturas — 25°C e 35+2°C) e o tempo de incubagao. A microscopia
permite observar o tipo de hifas (septadas ou nao septadas) e outras estruturas distintivas
(micro e macroconideos, clamidésporos, esporangios, conidioforos, entre muitos outros).

Para a observacio microscopica é feita uma limina pela técnica da “fita-cola”. E uma
técnica simples e de facil execugao: colocar uma gota de azul de lactofenol (liquido de
montagem) sobre uma lamina, de seguida basta tocar com a fita-cola na colonia e cola-la sobre

a lamina, cobrir com uma lamela e observar ao microscépio nas ampliagoes de 100x e 400x.

MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NO SETOR DE MICROBIOLOGIA - SPC

O exame cultural tem como objetivo recuperar os MO em estudo, para identificagao
e TSA. Existe uma enorme variedade de meios de cultura disponiveis no mercado e é
fundamental saber adequar o meio ao produto biologico em estudo bem como ter
conhecimento das condigoes ideais de crescimento dos agentes patogénicos mais provaveis
em cada produto bioldgico.

A natureza dos meios de cultura varia, podendo ser: sélida, semi-sélida ou liquida. No
SPC apenas se utilizam meios sélidos ou liquidos. O meio sélido permite visualizar as colonias
que se desenvolvem a superficie da gelose, auxiliando na sua identificagio. Os meios liquidos
destinam-se ao enriquecimento de produtos biologicos. Os meios sao escolhidos de acordo
com o protocolo que o setor estabeleceu, podendo ser: meios nao seletivos (ndo possuem
inibidores de crescimento, permitem o crescimento da maior parte dos MO que se encontram
nos produtos biologicos), seletivos (o meio é composto por uma mistura de antimicrobianos
ou substincias quimicas que vao permitir o crescimento de alguns MO em detrimento de
outros ficando o crescimento destes ultimos inibido), diferenciais (apresentam substancias
quimicas ou corantes, permitindo distinguir grupos de MO que estejam presentes no mesmo
inoculo), de enriquecimento (estes contém nutrientes que permitem a multiplicacao dos
MO que se encontrem com baixo inoculo/concentragio, num determinado produto
biologico), de transporte (o objetivo destes é manter a viabilidade dos MO até ao
processamento: meio de Amies para exsudados vaginais € meio de Cary-Blair para fezes), de
identificacdo (estes evidenciam as caracteristicas bioquimicas de certas espécies de MO,

tornando possivel nao sé o seu reconhecimento como também a sua identificagao).
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Assim sendo, os meios disponiveis no SPC- Microbiologia, de acordo com sua
classificagao, sao:

= Meio liquido de enriquecimento niao seletivo —BHI — Caldo Coracao Cérebro,

Brain Heart Infusion e Caldo Schaedler.

= Meio liquido de enriquecimento seletivo para Salmonella spp. — Selenito —

Caldo Selenito.

= Meio sélido ndo seletivo - COS — Gelose de Columbia +5% de Sangue de

Carneiro (vulgarmente, gelose de sangue) e PVX - Gelose Chocolate + PolyViteX™
(60)

= Meio sélido seletivo — HAE2 — Gelose Chocolate Heamophilus 2 (seletivo para
Haemophilus spp.), CNA — Gelose COS com acido nalidixico e colistina (seletivo
para Gram-positivo), VCA3 — Gelose Chocolate VCAT (seletivo para Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis), CAM — Gelose Campylosel (seletivo para
Campylobacter spp), YER — Gelose Yersinia (seletivo para Yersinia spp) (¢0).

= Meio solido seletivo e diferencial = HEK — Gelose Hektoen (seletivo e

diferencial para a Salmonella spp. e Shigella spp). MCK — Gelose MacConkey (seletivo
e diferencial para Gram-negativo) (¢0).

= Meio sélido niao seletivo e diferencial = CLED - Gelose Cistina, Lactose,

Deficiente em Eletrélitos ©°.

= Meio sélido cromogénico e diferencial - STRB — Gelose ChromID® Strepto B
(cromogénico e diferencial para Streptococcus agalactiae (Grupo B)) (69,

= Meio sélido seletivo para leveduras e fungos — SGC2 — Gelose Sabouraud com

Cloranfenicol 2 (60,

= Meio sélido cromogénico - MRSM - Gelose ChromID® MRSA SMART (60),

No Anexo |l, encontra-se a descricao de cada meio de cultura referido

anteriormente.

PROCESSAMENTO DAS AMOSTAS

Tipos de sementeiras

Existem varios tipos de sementeiras bem como técnicas para as executar. Os meios
sao semeados do menos seletivo para o mais seletivo. A técnica por esgotamento ou 4
quadrantes ou roseta (Figura 7, esquerda) ¢ utilizada para isolamento de colonias, em todos
os meios sélidos. A técnica de sementeira para quantificagao (Figura 7, direita) de colonias é

feita com uma ansa calibrada e apenas é usada para a urina A técnica de sementeira por
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espalhamento ou sementeira em toalha com zaragatoa (Anexo 12, Figura 8) é utilizada na
sementeira de meios cromogénicos, ChromID MRSA e ChromID StreptoB, e para execucao
de TSA. Quando estamos perante um meio liquido a inoculagao é feita com uma ansa, pipeta
ou zaragatoa, adicionando uma pequena por¢ao da amostra ao meio, homogeneizando. A
técnica de sementeira por inundagao, consiste em verter o liquido bioldgico sobre a gelose e
espalhar através de movimentos rotativos, girando a placa, com o objetivo de aumentar o
inoculo da amostra. O método Maki aplica-se a catéteres e basta rolar o catéter sobre a

gelose, com o auxilio de uma pinga ou ansa esterilizada.

Specimen is placed on plate
(@) with 1:100 or 1:000 pL loop

Colonies growing
after 18-24 hour
1 incubation

(@) Cross-streaks

Figura 7 - Técnicas de sementeira: por esgotamento (2 esquerda) e para

quantificagdo (a direita) ©".
Fonte: MAHON, Connie R.; LEHMAN, Donald C.; MANUSELIS, George — Textbook of Diagnostic Microbiology.
5° Ed. New York: Saunders, 2014.

Amostras

Consoante o tipo de amostra, esta é processada de maneira especifica e tendo em
conta as suas caracteristicas. O patologista tem de ser detentor de um enorme conhecimento
sobre a flora microbiana normal de cada local do organismo, de onde provém as amostras,
para nao se correr o risco de se sobrevalorizar MO que nao sao o agente causador da infegao.
Contudo, também é importante ter em atengao que se esses MO (da flora normal) estiverem
em n° superior ao esperado, terao de ser levados em conta aquando da validagao dos
resultados. O desafio é a distingao entre colonizagao e infecao. Nao esquecendo também que
pode haver a possibilidade de ocorrerem contaminagoes levando a falsos resultados.

As amostras mais comuns no setor de microbiologia do SPC sao:
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I. Urina

As infecoes do trato urinario sao as mais comuns em todo mundo bem como em
ambiente hospitalar, o que faz da urina o produto mais frequente recebido no setor. O trato
urinario de um individuo normal é estéril até a parte terminal da uretra, as infegoes urinarias
podem surgir em qualquer individuo independentemente da idade ou do sexo, contudo, por
questoes anatomicas, as mulheres apresentam maior propensao para tal. Quando afetam
homens, a causa mais comum € a hipertrofia benigna da prostata e a obstrugao da uretra. As
infecoes do trato urinario classificam-se como cistite, quando afeta o trato urinario inferior
ou como pielonefrite, quando atinge o trato urinario superior. Em qualquer dos casos o agente

patogénico mais comum é uma enterbactéria, a Escherichia coli ©?.

Colheita e processamento

E fundamental uma correta colheita da urina para se evitar contaminagées com a flora
comensal. Deve ser colhida a primeira urina da manha porque é a mais concentrada. O utente
deve lavar os 6rgaos genitais com agua e sabao, sem usar agentes desinfetantes, colher uma
parte do jato médio para um contentor estéril. No caso de serem amostras de outras
unidades, cujo transporte até a unidade de Tomar € necessario, a urina é colocada em meio
de transporte, isto é num tubo contendo acido bérico: estabilizador, tem como fungao
conservar o numero de bactérias, mantendo a viabilidade das mesmas até 48h, a temperatura
ambiente, é importante respeitar a marca de enchimento pois sao precisos 10 mL de urina
para se obedecer a proporgao urina-estabilizador. Existem ainda outros métodos de colheita:
pungao suprapubica — aqui a urina é colhida diretamente da bexiga — garantindo que todos os
MO aqui presentes serao relevantes; no caso de serem pacientes som sonda vesical, deve
desinfetar-se a sonda antes da pungao. A urina nunca deve ser colhida a partir do saco coletor.

Assim que as amostras chegam ao setor é realizada a urocultura, procedendo a
sementeira com posterior quantificagao dos MO. e uma analise sumaria da urina (tipo Il), que
inclui a observagao do sedimento urinario ao microscopio. A analise sumaria da urina é feita
no Aution Max AX4280.

De modo a quantificar os MO, as urinas sao semeadas no meio CLED com uma ansa
estéril calibrada de |pL. Feita a sementeira, esta é incubada a 35°C * 2°C, por 18-24horas.
De notar que se a urina for proveniente de uma gravida ou de uma colheita supra-pubica, vai
ser também semeada em COS, de modo a detetar-se a presenga do Streptococcus [B-hemolitico

do Grupo B. A importancia deste MO ¢é referida no capitulo “exsudados vaginais”.
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Resultados

Uma urocultura para ser considerada positiva tem de preencher varios critérios de
validagao. Considera-se “positiva” quando a contagem do nimero de colonias for superior a
| 0° unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro (mL) (10°UFC/mL), correspondendo
ha existéncia de 100 UFC observadas em cultura “?. E considerada positiva com menos de
|0°UFC/mL nas colheitas por pungio supra-pUbica (técnica asséptica). Perante a presenca de
3 ou mais tipos de colonias considera-se que a amostra se encontra contaminada e, nesse

caso, deve solicitar-se nova colheita.

2. Sangue

As hemoculturas — cultura de sangue — constituem o meio para a dete¢ao de uma

a ®. Quando se isola um MO a

bacteriémia, que pode ser transitoria, intermitente ou continu
partir da hemocultura, por norma, ¢ esse o agente etioldgico da infecio. E por isso muito
importante a sua identificagdo para se poder instituir uma adequada terapéutica *”. O pedido
de uma hemocultura surge no contexto de febre ou febre sem foco conhecido, de choque ou

quando se suspeita de uma infegio num determinado local com sintomas associados ©*.

Colheita e processamento

A correta colheita das hemoculturas é a base de um resultado seguro devendo obter-
se uma amostra livre de contaminagoes e com um volume correto. O volume de sangue
colhido assume especial importancia devido a baixa concentracao de MO presentes.
Recomenda-se a colheita de 40mL para os adultos e de 3 a 5 mL para as criangas “*. Este
menor volume deve-se a maior concentragao de MO nas bacteriémias das criangas.

Deve desinfetar-se o local a puncionar com 2 anti-sépticos diferentes: cloroexidina 2%,
e solugao alcodlica para evitar contaminagao com os MO existentes na superficie da pele.

No adulto sao colhidos 2 pares de hemoculturas, sendo cada par constituido por um
frasco de aerobiose e um de anaerobiose e, idealmente, cada par deve ser colhido em bragos
diferentes, por pungao venosa; a colheita deve ser feita antes de se iniciar antibioterapia. Nas
criangas apenas € colhido | frasco de hemocultura.

Os frascos de hemocultura sao recebidos e colocados no equipamento
BACTEC™9120 - sistema automatizado de incubagio a 37°C, homogeneizagio e
monitorizagao das hemoculturas. Estes frascos contém um meio de cultura enriquecido com
caldo de soja e caseina. Havendo multiplicagao dos MO, verifica-se um aumento de consumo

de O,com correspondente aumento da produgao de CO, assim como da fluorescéncia, sendo
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esta detetada pelo sensor presente no equipamento. Esta positividade, gera um alerta que é
transmitido para o Modulab.

O tempo de incubagao preconizado € de 5 dias, e de | | dias para a pesquisa de fungos.

Resultados

Se passados os 5 dias nao houver alerta do equipamento, a amostra é considerada
negativa e é essa informagao que sai para o clinico.

Caso o equipamento emita um alerta de positividade no periodo de incubagao,
prossegue o exame microbiologico. Semeia-se uma placa de COS e faz-se uma lamina de Gram
por cada frasco. incubar a 35+2°C, em atmosfera enriquecida com 5% de CO,, 18-24h. A
coloragao de Gram permite orientar a necessidade de inocular outros meios, dependendo do
que foi observado. Apos observagao do Gram e das coldonias em placa, procede-se a
identificacio e TSA do MO, no Vitek®2.

O sangue é um liquido que, em condigoes normais ¢ estéril, a presenga de MO deve
ser valorizada mas € necessario distinguir uma verdadeira infecao de uma possivel
contaminagao. Caso se tenha isolado um comensal da pele, este apenas se valoriza se estiver
presente em pelo menos 2 hemoculturas de pungoes diferentes.

Quando no Gram se observam MO que nao crescem em cultura, estamos perante um
MO que precisa ou de maior aporte nutricional que o fornecido pelo COS, como € caso do

Haemophilus, ou de uma atmosfera diferente como no caso dos anaerdbios.

3. Ponta de catéter

Grande parte das infegoes nosocomiais da corrente sanguinea associam-se ao uso de
catéteres centrais, verificando-se que as taxas de bacteriémia, nestes doentes, sao
substancialmente mais elevadas quando comparadas com as dos doentes sem cateter ¢,
Quando se suspeita que a infegao possa ser causada pelo uso do catéter, este pode ser retirado

e enviado para o SPC.

Colheita e processamento

ApOs ter sido retirado, deve cortar-se a ponta do catéter na dimensao de 4 cm e colocada em
contentor estéril e seco. A ponta do catéter deve ser sempre acompanhada de uma
hemocultura periférica. A ponta é semeada pela técnica de Maki em COS. Incuba-se a gelose

a 3512°C, 18-24h.
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Resultados
A cultura é considerada positiva se apresentar |15 ou mais colonias da mesma estirpe
na placa e se for acompanhada de um resultado coincidente na hemocultura, caso isto nao se

verifique, considera-se contaminagao.

4. Secrecoes Respiratorias

Ha varios tipos de amostras de secreg¢oes respiratorias (expetoragao, aspirado bronquico,
lavado bronco-alveolar) sendo a mais comum a de expetoragao pela maior facilidade da

colheita.

Colheita e processamento

A expetoragao deve ser colhida, preferencialmente, de manha (mais concentrada)
mediante tosse profunda nao devendo conter saliva, num contentor estéril. A colheita deve
ser feita em jejum e apds uma adequada higiene oral. Quando ha dificuldade na obtengao da
amostra, a expetoragao € induzida com solugao salina. Uma correta colheita define um bom
resultado pois surgem com muita frequéncia amostras contaminadas com secregdes da
orofaringe.

As laminas para observagao do Gram sao feitas por esmagamento da amostra, dada a
sua heterogeneidade. A observagao do Gram assume um papel adicional, no caso das amostras
de expetoragao, porque permite avaliar a qualidade da amostra.

Observa-se a quantidade de células epiteliais e de leucécitos polimorfonucleares, com

ampliagao de 100x, recorrendo aos critérios de Murray-Washington (Quadro B):

Grau N° de células N° de
epiteliais/campo leucocitos/campo
Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

(42)

Quadro B - Critérios de Murray-Washington

Apenas devem ser valorizadas as amostras dos grupos 4 e 5 7,
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As amostras sao semeadas, por rotina, nos meios COS e HAE, caso tenha pedido
exame micologico, semeia-se em SGC2. Aquando da inoculagao, deve ter-se o cuidado de

selecionar a melhor porg¢ao da amostra, ou seja, uma zona purulenta.

Resultados

Depois de avaliados os exames direto e cultural sao valorizados os MO eventualmente
causadores de infecao, prosseguindo para identificagdo e TSA dos mesmos no Vitek®2.
Os MO mais frequentemente isolados em amostras respiratorias, no SPC, foram:

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

5. Fezes

As gastroenterites sao infegoes bacterianas, parasitarias ou viricas, autolimitadas,
embora em ambientes de cuidados de saide e em populagoes especificas — recém-nascidos,
latentes, idosos ou imunodeprimidos — possam ser potencialmente graves. O diagndstico
rapido aliado a um tratamento adequado e a medidas de controlo da infegao sao,
particularmente, importantes nestes contextos. Os MO mais comuns causadores desta
patologia sao: Adenovirus, Rotavirus, Campylobacter spp, Salmonella spp e Shigella spp, Yersia
spp, Clostridium difficile entre outros ©°.

No SPC sao pesquisadas nas coproculturas, por rotina, Salmonella spp, Shigella spp,
Yersia spp e Campylobacter spp. Para a pesquisa outros MO é necessario um pedido médico

especifico.

Colheita e processamento

Por norma, as fezes sao colhidas para um contentor de boca larga estéril. As amostras
devem ser enviadas o mais rapidamente possivel para o laboratoério. Quando tal nao for
possivel, nomeadamente nas amostras provenientes de outras unidades, as fezes sao colocadas
em meio de transporte Cary-Blair e tém de estar visiveis na zaragatoa. O meio de transporte
Cary-Blair é um meio nao nutritivo e que mantem a viabilidade dos MO durante o trajeto até

ao laboratério ¢,

Devem ser colhidas 3 amostras em dias diferentes, isentas de contaminagao com urina.
As fezes sio semeadas nos meios HEK, MCK, YER, CAM e Selenito “?. No SPC, para a cultura
de Campylobacter spp também é utilizado o meio COS, desde que se facga a filtragao prévia das
fezes (tal procedimento nao é possivel quando a amostra € enviada em zaragatoa). A filtragao
serve para separar as Enterobacterales de maiores dimensdes e menos fastidiosas do
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Campylobacter spp, que € um MO mais pequeno e mais fastidioso. O filtro esta calibrado para
reter as Enterobacterales maiores, ao ficarem retidas nao passam para o meio e, assim, nao ha
competicao no meio entre as mais e as menos fastidiosas, ficando o meio apenas com as
bactérias que conseguem passar pelo filtro, as de menores de dimensoes, como é o caso do

Campylobacter spp.

Resultados

Observar nas placas a presenga de coldnias tipicas de Salmonella, Shigella ou Yersinia. Se
houver crescimento no meio CAM, é feita uma coloracio de Gram para se observar
morfologia caracteristica de Campylobacter: bacilos de Gram-negativo curvos, em forma de “S”
ou “asa de gaivota”. Procede-se a identificagao das coldnias suspeitas, prosseguindo para TSA
apenas situagoes pontuais. A campilobacteriose é autolimitada no tempo e nao carece de
tratamento, quando esta deixa de ser autolimitada e se constata, por parte do médico, que o
utente tem de forma persistente a presenca de Campylobacter spp, nesta situagao efetua-se o

TSA, a pedido do clinico.

5.1. Outros determinacoes realizadas em amostras de fezes
Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Importante no rastreio do cancro colorretal. A pesquisa ¢ feita com recurso a um teste
rapido imunocromatografico — FOB da ChemTrue® que deteta hemoglobina. O teste tem uma
tira de membrana que se encontra revestida com o Ac anti-hemoglobina humana na zona da
linha de teste (T) que na presenga de hemoglobina, complexa-se com o conjugado aparecendo
uma linha na zona de T, o teste apresenta também uma linha de controlo (C), que é um
controlo processual interno que vai confirmar o volume de amostra suficiente, a absor¢ao
adequada da membrana e as técnicas processuais corretas.

Amostra: 3 amostras de fezes colhidas em dias sucessivos

Pesquisa das Toxinas (A e B) e da glutamato desidrogenase (GDH) de
Clostridioides difficile

Trata-se de um bacilo de Gram-negativo, responsavel por diarreias severas associadas
a administragao de antibioterapia que, por destruicao da flora intestinal comensal, permite o

sobrecrescimento do Clostridioides difficile — importante agente patogénico nosocomial. E

produtor de 2 toxinas (A e B) que vao causar danos caracteristicos nas mucosas, como a
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formacao de pseudomembranas, que leva a uma inflamagao grave do célon, conhecida como
colite pseudomembranosa. GDH é um Ag da parede celular do Clostridioides difficile, sendo um

marcador muito sensivel para a detecio desta estirpe ¥,

Exame parasitologico

Para o exame parasitolégico sio necessarias 3 amostras colhidas em dias diferentes “?.

Observa-se a amostra macro e microscopicamente. Exame macroscépico: observa-se a cor,
consisténcia, presen¢a de muco e/ou sangue bem como presenca de parasitas ou fragmentos
de parasitas. Exame microscopico compreende 2 etapas: inicialmente é feito um exame direto
(entre lamina e lamela) a partir de uma preparagao a fresco de fezes. De seguida, o exame
microscopico é repetido apos ser feita a concentragao da amostra pelo método Ritchie —
técnica que vai permitir concentrar os parasitas no sedimento — adiciona-se lugol e observa-
se. No laboratério é usado o kit Easy Copros da Iberkit. A observagao é feita na objetiva de
menor ampliagao, 10x, percorrendo toda a lamina, para se ter uma visao global da mesma.

Com a objetiva de 40x, procuram-se ovos ou quistos.

No SPC existem outros métodos para pesquisa de parasitas: pesquisa de Ag (Giardia
lamblia) e técnica de Graham (Enterobius vermicularis).

A Giardia lamblia (também conhecida como G. duodendlis ou G. intestinalis) € um
protozoario flagelado cuja transmissao pode ser direta (pessoa a pessoa) ou indireta (através
de aguas e alimentos contaminados). Pode manifestar-se de forma sintomatica com diarreia e
esteatorreia ou ser assintomatica . A pesquisa do Ag é feita por teste rapido
imunocromatografico CORIS BioConcept.

Para a pesquisa de Enterobius vermicularis ou oxilros recorre-se a técnica de Graham,
que consiste em tocar na zona perianal com a parte aderente da fita-cola, com o auxilio de
uma espatula; a colheita dever feita de manha dado que os ovos sao depositados durante a

noite 77", A fita-cola é colada numa ldmina de vidro para se observar ao microscépio.

6. Liquidos de serosas

Incluem-se, nesta categoria, o liquido pleural, sinovial, pericardico e peritoneal,
habitualmente estéreis. Imediatamente apos a colheita poderao ser inoculados em frascos de

hemocultura, sendo estes enviados para o laboratério.
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Processamento

Estes liquidos sao sujeitos a centrifugacao durante 20 minutos a 1500 rpm, antes de
serem semeados, para concentrar os possiveis MO presentes. Apos centrifugagao, o
sedimento é semeado em COS, PVX e BHI e faz-se uma coloragao de Gram. A passagem do
BHI para os meios soélidos realiza-se quando aquele se apresentar turvo, caso nao se verifique

turvagao esta passagem ocorre as 72h.

Resultados

Consoante a proveniéncia do liquido, os MO expectaveis variam. Na maior parte das
situagoes estes liquidos foram submetidos a uma contagem celular prévia que podera ser

orientadora na valorizagao do exame microbiolégico

7. Exsudados purulentos

Os exsudados podem dividir-se em 2 grandes grupos: superficiais e profundos.

Exsudados superficiais

Normalmente colhidos em zaragatoa e enviados ao SPC em meio de Amies.

Exsudados de feridas: semear em COS, MCK e BHI e procede-se a uma coloragao de
Gram. A probabilidade destas amostras serem contaminadas com flora comensal da pele é
elevada tornando-se a sua valorizagao muito dificil. Devem evitar-se as colheitas por zaragatoa,

preferindo-se as biopsias tecidulares.

Exsudados oculares e auriculares: semear em HAE2 (o Haemophilus influenza é dos
agentes etioldgicos mais comuns neste tipo de exsudados), COS e BHI, procedendo-se

igualmente a uma coloragao de Gram.

Exsudado faringeo: nao se semeia nem se faz Gram uma vez que estas amostras sao

sempre polimicrobianas. Faz-se apenas a pesquisa de Steptococcus pyognes ou Streptococcus B-

hemolitico do grupo A por teste imunocromatografico.

Exsudados profundos

Sdo amostras colhidas por aspiragao com agulha (com envio da proépria seringa sem a
agulha), ou por inoculagio em Portagerm Amies Agar ou inoculagio em frasco de

hemocultura. Semear em COS, MCK e BHI. Adicionalmente, devem ser pesquisados
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anaerobios com sementeira em SCS e caldo Schaedler em atmosfera de anaerobiose
(GENbag). As sementeiras de anaerobiose devem ser feitas paralelamente em aerobiose

permitindo concluir se estamos perante um anaerdbio estrito ou facultativo.

8. Exsudados vaginais

Colheita por zaragatoa e transporte em meio de Amies.

Por rotina, quando esta amostra chega ao setor ¢é feito um exame direto a fresco, uma
coloragao de Gram e sementeira em COS, VCA3 e meio cromogénico CAN. No exame
direto a fresco o ojetivo é observar Trichomonas vaginalis que apresenta caracteristicas proprias
de morfologia e mobilidade e dificilmente se observa na coloracio de Gram. O Gram vai
permitir observar a existéncia de células epiteliais, leucécitos polimorfonucleares, flora
microbiana (incluindo a flora comensal — lactobacilos/ bacilo de Doderlein). Também permite
a identificagdo presuntiva de Gardnerella vaginalis/Mobilluncus: células epiteliais cobertas de
cocobacilos Gram-variavel — “clue-cells”.

O VCAS3 vai permitir isolar as diferentes espécies de MO mais fatidiosos, como é o
caso da Neisseria gonorrhoeae, importantissimo agente etioldgico de doengas sexualmente
transmissiveis. O meio ChromID CAN permite isolar Candida albicans que, apesar de fazer
parte da flora comensal, havendo desequilibrios desta pode tornar-se patogénica.

E também numa amostra de exsudado vaginal que é feita a pesquisa de Streptococcus agalactiae
(grupo B) nas gravidas, por inoculagao no meio ChromlD Strepto B. Apds incubagao a 35+2°C
porl8-24h, nos casos de portadoras deste MO observam-se colonias cor rosa claro a
vermelho. Na gravida o screening deste MO assume uma enorme importincia porque, na
presenca deste, pode haver complicagoes (meningites ou pneumonias) para o bebé no

momento do parto.

9. Exsudados para rastreios (screening) epidemiologicos

Exsudado nasal e exsudado perineal: para screening de MRSA.

Semear em ChromID MRSA. Apos incubagao a 35+2°C porl8-24h, nos casos de
portadores deste MO observam-se colonias cor rosa a vermelho. Este screening permite
detetar os portadores de MRSA, um dos MO epidemiologicamente mais importantes (pela
multiplicidade de infe¢oes que provoca e pela multipla resisténcia aos antimicrobianos). Para
os doentes da Unidade de Cuidados Intensivos Polivalentes (UCIP) a pesquisa de MRSA é feita
por PCR em tempo real, no equipamento GeneXpert® System, da Cepheid® (pesquisa dos

genes mecA e mecC).
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Exsudado perineal: para screening de Enterococcus Resistente a Vancomicina (VRE).

Apenas disponivel para os doentes da UCIP, feito por PCR em tempo real, no

equipamento GeneXpert® System, da Cepheid® (pesquisa dos genes VanA e VanB).

Exsudado retal: para screening de Enterobacterales produtoras de carbapenemases.

Disponivel para doentes de risco, doentes da UCIP e doentes contactantes de casos
positivos. Feito por PCR em tempo real, no equipamento GeneXpert® System, da Cepheid®

(pesquisa das carbapenemases KPC, OXA-48, NDM, VIM, IMP).

10.LCR

Perante a suspeita de uma meningite a andlise do LCR é imperativa. Pode ser causada
por multiplos MO (bactérias, virus e fungos) sendo de particular gravidade. O diagnostico
célere e o inicio da terapéutica dirigida sao fundamentais. Os MO mais frequentemente
isolados no SPC do CHMT sao: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae ou Streptococcus

pneumoniae.

Colheita e processamento

A colheita de LCR ¢ feita por punc¢ao lombar em condigoes de assepsia. Tratando-se
um liquido estéril, qualquer MO aqui detetado sera sempre valorizavel. O tratamento desta
amostra deve ser feito o mais rapidamente possivel, nao devendo ser sujeita a variagoes de

temperatura.

Procede-se a centrifugagao a 1500 rpm durante 10 minutos, antes da sementeira, para
concentrar a amostra. Se a quantidade da amostra for inferior a ImL, esta nao se centrifuga.
A partir do sedimento faz-se a lamina para a coloragao de Gram e inoculam-se, por inundagao,
os meios de COS, PVX e BHI, com incubagao a 35+2°C, |8-24h. A passagem do BHI para os

meios solidos ocorre quando aquele se apresentar turvo ou, caso tal nao suceda, as 72h.

Dadas as mdltiplas etiologias possiveis e a necessidade de rapidez da resposta, procede-
se ao diagnostico sindromico, por PCR, de todas as amostras de LCR, no equipamento BioFire
FilmArray® (Painel Sistema Nervoso Cental, que detecta |14 MO diferentes — descrito no

Quadro C abaixo).
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e Escherichia coli K1
e Haemophilus influenzae «  Cytomegalovirus (CMV)

e Listeria monocytogenes .
ytog e Enterovirus

*  Neisseria meningitidis o Herpes simplex virus | (HSV-1)

e Streptococcus agalactiae e Herpes simplex virus 2 (HSV-2)

o Streptococcus pneumoniae «  Human herpes virus 6 (HHV-6)

e Human parechovirus

e Varicella zoster virus (VZV)
o Cryptococcus neoformans/gattii

Quadro C - Painel Sistema Nervoso Central do FilmArray™ 2,

Resultados

Independentemente do resultado da PCR, o Gram e as culturas sao sempre valorizados

nomeadamente para a obtengao de TSA.

MICOBACTERIOLOGIA

Diariamente chegam ao SPC diferentes amostras com pedido de pesquisa de
micobactérias. Estas amostras podem ser: amostras respiratérias (lavado broncoalveolar,
aspirado bronquico, expetoragao, secregoes), aspirado gastrico, liquidos (pleural, sinovial,
ascitico, LCR), urina, pus, e sangue.

O processamento das amostras ocorre numa sala especifica com a camara de fluxo
laminar de nivel Il e o equipamento BACTEC™9000MB, necessario a incubagio destas.

Amostras provenientes do trato respiratorio (expetoragoes ou secregoes) carecem de

tratamento prévio antes da sua inoculagao: liquefagdo e descontaminagao. Para estes

procedimentos utiliza-se BBL™ MycoPrep™ Reagent Reagent (solugao de digestao e
descontaminagao), constituido por NaOH a 2% combinado com N-acetil-L-cisteina (agentes

mucoliticos) .

Deixar repousar as amostras durante |5 minutos (para digerir e
descontaminar) e centrifugar a 3000 rpm, |5 minutos.

Amostras liquidas n3ao estéreis apenas sao descontaminadas e posteriormente
concentradas por centrifugacao. As amostras de liquidos estéreis apenas sao concentradas por
centrifugagao (exceto quando a quantidade do produto é diminuta, inoculando-se a sua

totalidade).
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Para todas as amostras nao estéreis utiliza-se o PANTA/F BACTEC (mistura de
antimicrobianos para eliminar os MO que tenham sobrevivido a descontaminagao prévia). O
Suplemento/F BACTEC (para favorecer o crescimento do Mycobacterium tuberculosis) é adicionado a
todas as amostras. Apos a preparagao adequada de cada tipo de amostra é feita a inoculagao em
Frascos de Cultura BACTEC™ MYCO/F-Sputa (Middlebrook 7H9) e um esfregaco que é
fixado pelo calor e corado pela Auramina O.

A incubagao e a monitorizagio das amostras sao automatizadas e continuas no
equipamento BACTEC 9000MB, a 37°C. Havendo multiplicagdo dos MO, verifica-se um
aumento de consumo de O, com correspondente aumento da producao de CO, assim como

7 Esta

da fluorescéncia, sendo esta detetada pelo sensor presente no equipamento
positividade, gera um alerta que é transmitido para o Modulab.

Quando surge o alerta de positividade no equipamento € feito um esfregago a partir
do meio liquido fixado com metanol e corado pela coloragao Kinyoun (ou Ziehl Neelsen
modificado). E importante a observagao da lamina para se fazer a destringa entre contaminagao
e presenca efetiva de BAAR — estes coram de vermelho (num fundo azul). Caso se verifique
contaminagao, a amostra € novamente descontaminada e reincubada. Se se observarem BAAR
no esfregaco pesquisa-se a presenca da proteina MPT64 (secretada apenas por M. tuberculosis)
por teste imunocromatografico SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid (Alere™). Se o resultado for
positivo o frasco é enviado para o INSA para ser feito o TSA. Se o resultado for negativo,
pode-se estar perante uma micobactéria nao tuberculosa (MNT), devendo o frasco ser

também enviado para o INSA para identificacao e eventual TSA, de acordo com a natureza da

amostra, critérios clinicos e imagiologicos.
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Conclusao

O mestrado em andlises clinicas surge numa fase de mudanga na minha vida.
Farmacéutica ha 8 anos, 6 dos quais em farmacia comunitaria, decidi mudar o rumo do meu
percurso profissional enveredando pelas Analises Clinicas. Com o objetivo da Especialidade
em Analises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos, senti que este Mestrado era fulcral para
esta nova etapa.

A drea das analises clinicas € um mundo muito vasto e complexo, com uma panoplia
de parametros que se podem determinar e que estao em constante atualizagao.

Sem duvida que esta area é imprescindivel para se poder fazer um diagnéstico correto,
constituindo um dos mais valiosos meios complementares de diagnostico.

O estagio permite obter uma visao geral da importancia das analises clinicas, do papel
fundamental quer dos Médicos/TS quer dos TSDT na obtencao de resultados confidveis.

E sem dlvida uma mais valia, permitindo ganhar experiéncia laboratorial, criar métodos
de trabalho e rotinas.

Este Mestrado permitiu rever conceitos e adquirir novos conhecimentos. Sinto-me
mais preparada e confiante depois deste Mestrado e Estagio para enfrentar os desafios a que

me propus, tendo sempre em mente que a aprendizagem é continua. O futuro comega agora!
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Anexo |

Tabela I — Plano do CQI do setor de Hematologia

. Parametros L
Equipamento CQl Periodicidade
controlados
XN CHECK™ Diariamente no inicio do
Sysmex XN-1000TM (Niveis I, 2 e 3) Hemogramas

turno da manha

XN CHECK™ BF

Liquidos biologicos

Quanto ha pedido

STA Compact Max®

[) + Nivel normal do
System Control

TT

Control LA
(Niveis | e 2)

Anticoagulante Lapico

(Niveis | e 2)
Latex Test Tube VS | vez por semana
Alifax Test | THL (Niveis I, 2 e 3) (5%feira)
TP, aPTT, INR Diariamente no inlcjo do
turno da manha
System Control Fibrinogénio
(Niveis le 2)
Coagulagao especial
Controlo TT (Nivel

S6 quando ha pedido

Liatest Control

Diariamente no inicio do

Arkray Adams Alc
HA-8160, da A.

(Nivel n'ormal ¢ D-Dimeros turno da manha
patologico)
2 niveis de controlo HbA e HbF No inicio do turno:

2% 4% e 6.

Menarini Diagnostics Eur?trpl Doseamento de Hb S6 quando ha pedido
2 niveis
HYD::;IS’ da Hb AFCS Eletroforese das $6 quando hi pedido
HbA2 hemoglobinas q P

VS: velocidade de sedimentagio; TP: tempo de protrombina; aPTT: tempo de tromboplastina parcial ativada; TT: tempo de trombina; Hb:

hemoglobina
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Anexo 2

A - Manipulacao de estirpes ATCC

Cultura de
armazenamento 1° Dia 2° Dia 3° Dia
Cultura de Passagem da
trabalho cultura de Equipamento
trabalho
Estirpe ATCC
nova*

*Apenas quando nao houver culturas de armazenamento.

A- Manipulagao de estirpes ATCC.

B - Calendario do CQI da Microbiologia

Tabela Il — Estirpes bacterianas disponiveis (manipuladas semanalmente de acordo com a

ordem estabelecida) e o seu respetivo teste ID e TSA (executados no equipamento

automatico — Vitek®2)

Estirpes Bacterianas

Cartas Vitek® 2

Streptococcus pneumoniae
ATCC49%619

Enterococcus faecalis Carta GP
ATCC29212 TSA para Enterococcus
Escherichia coli Carta GN
ATCC25922 TSA para Enterobactérias

Carta GP

TSA para S. pneumoniae
TSA para Streptococcus spp.

Staphylococcus aureus Carta GP
ATCC29213 TSA para Staphylococcus spp.
Pseudomonas aeruginosa Carta GN
ATCC27853 TSA para Pseudomonas

ATCC: American Type Culture Collection; TSA: teste de suscetibilidade aos antimicrobianos; GP: Gram positivo; GN: Gram

negativo.
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Anexo 3

Tabela Il — Avaliacao Externa da Qualidade no SPC-CHMT 2020.

PROGRAMAS (EnsaiosXAmostras/Ano)
SECCAO . UK EUROIMMUN
INSA/Labquality/ ECAT RIQAS NEKAS/Instand
Morfologia Sangue Periférico
. - Contagem Celular Antocoagulante
e Contagem Diferencial (Hemograma) (12X1) Lapico (2x1)
Leucocitaria (3x3) 8 P
. . Coagulagao com
HEMATOLOGIA | Hemoglobinopatias (3x3) D-Dimeros (12x1)
D-Dimeros (2x2) Hgb Glicada (12x1)
Reticulécitos (2x2)
VS (2x3)
Urina: Quimica Quantitativa Marcadores Cardiacos
(4x1) (12x1 ANA e ENA (2x3)
Alergologia (4x3) Quimica Clinica Tecidos (2x3)
(12x1)
Proteinas Especificas (3x2) Imunoensaio (12xI) ANCA’s (2x3)
, Electroforese das Proteinas G eria (12x
IMUNOQUIMICA (4x2) asometria (12x1)
N Amoénia e Etanol
Ac anti-tiroideus (2x2) (12x1)
Doenga celiaca (2x2) LCR (12x1)
FR e CCP (2x2)
. s Bacteriologia Geral
Morfologia Parasitaria (3x4) (12x5)
Morfologia Parasitaria Mycobacterium
Sangue (virtual) (1x2) tuberculosis (2x5)
Morfologia Parasitaria Carbapenemases BM
Fezes (virtual) (2x3) (Ix4)
HPV BM (Ix5)
M.tuberculosis BM
(I1x5)
MRSA BM (1x4)
VRE BM (1x4)
Ac Rubéola (4x5)
Ac Toxoplasmose (4x5)
ISNEI?E%I;;I)SISAA Ac. Borrelia burdorferi (4x2)
Ac CMV (4x5)
Ac EBV (4x3)
Ac VZV (4x3)
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Anexo 4

Tabela IV — Equipamentos e respetivo método analitico utilizados na determinagao de

parametros analiticos de Ouimica Clinica.

Equipamento Metodologia Parametros Analiticos

Sédio (Nat)
Potassio (K+)
Cloreto (Cl-)
Cilcio (Ca?¥)
Fosforo (P),
Magnésio (Mg?*)
Ureia
Creatinina
Glicose
Albumina
Proteinas totais no soro
Proteinas totais na urina
ALP
ALT
AST
Bilirrubina Direta

. Potenciometria indireta, Bilirrubina Total
Unicel DxC 800 Synchron Turbidimetria, GGT

colorimetria AMY
PCR
CH50
Colesterol Total
Colesterol HDL
Triglicerideos
LDH
Ferro
Acido Urico
CK
CK-MB
Colinesterase
Lipase
Digoxina
Carbamazepina
Fenitoina
Teofilina
Etanol
Acido Valpréico (Valproato)
Litio
TASO
ADA
Acetaminofeno
Urina Tipo Il

Densidade
Cor

Refletancia, indice de Tur.va;ao
~ ~ Glicose
refragdo, dispersao de luz Bilirrubina (pi bil
Aution Max AX-4280 pigmentos liares)
Proteinas
pH
Hemoglobina
Corpos cetodnicos (cetonas)
Urobilinogénio,
Nitritos
Esterase Leucocitaria (leucécitos)
ALP, Fosfatase Alcalina; ALT, Alanina Aminotransferase; AST, Aspartato Aminotransferase; GGT, Gama Glutamil Transferase; AMY,
Amilase; PCR, Proteina C Reativa; CH50, Atividade Total do Complemento; HDL-Lipoproteina de alta densidade; LDH - Lactato

Desidrogenase; CK-Creatinacinase; CK-MB- Creatinacinase fragdo MB; TASO -Titulo Antiestreptolisina O; ADA — adenosina
desaminase.
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Anexo 5

Tabela V —Técnicas de serologia manual e patologias associadas, realizadas no SPC.

Reacao Patologia associada
Pesquisa de Ac. Echinococcus granulosus
Hidatidose
Reacao de Huddleson/Wright Brucelose
Reacao de Rosa Bengala Brucelose

Reacao de Paul-Bunnel

Mononucleose Infecciosa (EBV)

Reacao de Waller-Rose

Artrite Reumatoide (Fator Reumatoide)

Reacao de Weil-Félix

Febre Escaro Nodular - Ricketzia conorii

Reacao de Widal-Félix

Febre tifoide - Salmonella tiphy
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Anexo 6

Tabela VI — Equipamentos e respetivo método analitico utilizados na determinagao de

parametros analiticos de Imunologia.

Equipamento Metodologia Parametros analiticos

Ferritina
Acido Félico
Vitamina D
Vitamina B12
iPTH
ATG
ATPO
Fosfatase alcalina 6ssea

Hormonas da fertilidade

Estradiol

Progesterona

LH
Quimioluminescéncia FSH

Unicel DxI 800 Synchron (Imunoensaio quimioluminiscente) Prolactina

Hormonas tiroideias

T3 livre
T4 livre
T3 total
T4 total
TSH
Ac. anti-Tg
Ac anti-TPO
Tiroglobulina

Marcadores tumorais

CEA

CA 19-9

CA 15-3

CA 125

a-fetoproteina
B2 Microglobulina

PSA total
PSA livre

Cadeias leves Kappa (K)
Cadeias leves Lambda (A)
Relagao cadeias K/A
Complemento Clq
Inibidor da esterase Cl
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Immage 800

Turbidimetria
Nefelometria

C3
C4
al Anti-tripsina
Ceruplasmina
IgG - subclasse 1gG1, 1gG2,
1gG3, 1gG4
IgE total
Lp (a)
Apolipoproteina Al
Apolipoproteina B
Fator Reumatdide
Homocisteina
Eritropoeitina
Haptoglobina

VIDAS®

Enzyme Linked Flourescent
Assay
(ELFA)
(Sanduiche e Captura de IgM)

Anticorpos Anti:

Toxoplasma gondii IgG e IgM
Virus da rubéola IgG e IgM
CMV IgG e IgM
EBV- VCA IgG e IgM
EBV-EBNA IgG
Borrelia burgdorferi 1gG e IgM

ImmunoCAP™ 250

Imunoensaio
fluoroenzimatico
(FEIA)

Alergias

Rastreio de Alergénios inalantes
(Phadiotop)

Alergénios de Rastreio

Multi-rast alimentar
Multi-rast aves
Multi-rast arvores
Multi-rast gramineas
Multi-rast ervas infestantes
Multi-rast fungos

Precipitinas

Avidrias
(aves de capoeira, gaiola, periquito,
pombo, Aspergillus fumigatus)

Alergénios Alimentares

Ovo, leite e derivados
(clara de ovo, gema de ovo,
ovalbumina, ovomucoide, leite, a-
lactoalbumina, - lactoalbumina,
caseina)

Peixes
(bacalhau, camarao, pescada)
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Carnes
(carne de porco, carne de vaca)

Frutos
(laranja, morango)

Sementes e Frutos Secos
(amendoin, caju, gluten, soja, trigo)

Alergénios Inalantes
Especificos

Arvores
(alamo, faia, choupo, Eucalyptus spp,
oliveira, pinheiro manso, platano,
vidoeiro)

Epitélios de animais
(caspa de cdo, cavalo, gato)

Acaros
(Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronysinus,
Lepidoglyphus)

Ervas infestantes
(Ambrosia trifida, Artemisia vulgaris,
Chenopodium dlbum (pé de ganso),
Parietaria offinalis, Parietaria judaica)

Gramineas
(azevém, grama, panasco, polen de
aveia, centeio, cevada e trigo, rabo-
gato)

Outros
(po da casa, Aspergillus fumigatus,
Alternaria alternata, latex)

Autoimunidade

Ac. Anti MBG
Ac. Anti-Cardiolipina (IgM/IgG)
Ac. Anti-Beta-2 Glicoproteina |
Ac. Anti-CCP
AMA-2
Ac. Anti-LKM
Ac. Anti-Fator Intrinseco
Ac. Anti-Histonas
Ac. Anti-Gliadina IgA
Ac. Anti-Gliadina IgG
Ac. Anti-Transglutaminase IgA

ASCA

Calprotectina Fecal
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Ac. Anti-dsDna

Ac. Anti-Jol
Ac. Anti-RNP
Ac. Anti-Scl 70
Ac. Anti-Sm
Ac. Anti-SSA/Ro60
Ac. Anti-SSB/La
Ac. Anti Centrémero B

(testes confirmatérios com
doseamentos)

Farmacos

Penicilina G, cl
Penicilina V, c2

Outras Provas

Triptase

Hydrasys

Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese de proteinas séricas
Imunofixagao sérica (IgG, IgA, IgM,
IgD, IgE)

MAGO 4

Imunofluorescéncia Indireta

(IF1)

Imunoensaio Enzimatico
(ELISA)

ANA
ANCA
ASMA
APCA
Ac. Anti-Fosfolipidos (IgM/IgG)
(1gM/IgG)
Ac. anti Chlamydophila pneumoniae
(1gG,IgM)
Ac anti Mycoplasma pneumoniae
(1gG,IgM)
Sarampo IgG
Ac. anti Toxoide Tetanico (IgG)
Ac. anti Toxoide Diftérico (IgG)

Maglumi 800

Quimioluminescéncia

Marcadores Tumorais

CA 724
Cyfra 21.1
SCCA
NSE

Hormonologia

Testosterona total
Testosterona livre
Hormona anti-Miilleriana
Insulina
IAA
GADé65
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Gastrina
Péptido C
Aldosterona
GH
IGF-1
DHEA-S
I7-OHPRG
ACTH
Renina
Calcitonina
TRab

Farmacos

Ampicilina, c5
Amoxicilina, c6

Serologia

Ac. anti Herpes simplex /1l (1gG, 1gM)

iPTH- Paratormona intata; ATG- Anticorpo Anti Tiroglobulina; ATPO- Anticorpo Anti Peroxidase; ; LH-
Hormona Luteinizante ; FSH- Hormona Estimuladora do Foliculo; ; T3- triiodotironina; T4- tiroxina TSH-
Hormona Estimuladora da Tiroide; CEA — Antigénio carcinoembrionario; CA 19.9- Antigénio carboidrato 19.9;
CA 15.3- Antigénio carboidrato 15.3; CA 125- Antigénio carboidrato 125; PSA- Antigénio Especifico da Préstata;
Complemento Clq — componente complemento |q; C3- Proteina complemento; C4- Proteina Complemento;
IgG- Imunoglobulina G; IgE- Imunoglobulina E; Lp (a) — Lipoproteina; CMV- Citomegalovirus; EBV-VCA - Virus
Epstein Barr — antigénio viral da capside; Ac Anti-MBG — anticorpo anti-membrana basal glomerular; Ac anti-
CCP- Anticorpo Anti Péptido Citrunado Ciclico; AMA — Anticorpo Anti Mitocondria; Ac. anti-LKM — anticorpos
anti fragdo mitocondrial de figado e rim; ASCA — Anticorpo Anti Saccharomyces cerisiae; ; Ac. Anti-dsDNA — Ac
anti Acido Desoxirribonucleico cadeia dupla; Ac Anti-Jo-| — autoanticorpo antisintetase; RNP — anticorpo contra
a fragdo nuclear das ribonucleoproteinas; Ac. Anti-Scl 70 — anticoropos anti-enzima DNA topoisomerase |; Ac
Anti-Sm — anticporpo antigénio Nuclear Smith; Ac Anti-SSa/Ro60 — anticorpo anti-antigénio Ro; Ac Anti-SSB/La
— anticorpo anti-antgénio La; ANA- Ac. Antinucleares; ANCA- Ac. Anti Citoplasma do Neutréfilo; ASMA — Ac.
Anti Musculo Liso Actina; APCA — ac. Anti Células Parietais Gastricas; CA 72.4 - Antigénio carboidrato 72.4;
CYFRA 21.1 — Fragmento da Citoqueratina |9; SCCA - Antigénio do Carcinoma de Células Escamosas SCCA;
NSE- Enolase Neuro Especifica; IAA — Anticorpo anti-insulina; GAD — anticorpo anti-descarboxilase do acido
glutamico; GH — hormona do crescimento; IGF-1- Fator de crescimento semelhante a insulina tipo | ou
somatomedina C; DHEA-S — sulfato de dehidroepiandrosterona; |7-OHPRG - |7-hidroxiprogesterona; ACTH-
Hormona Adrenocorticotropica; TRab - Anticorpos anti-recetores de TSH.
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Anexo 7

Tabela VIl —Exemplos de doencas autoimunues sistémicas e Ags (Self) correspondentes.

Doenca Autoimune Sistémica Antigénio (Ag Self)

ADN, proteinas nucleares, membranas dos
Lapus Eritematoso Sistémico (LES)
eritrocitos e plaquetas.

Sindrome Sjogren Glandulas salivares, figado, rim, tirdide
Artrite Reumatodide (AR) Tecido conetivo
Esclerose Multipla (EM) Cérebro e matéria branca
Esclerodermia Coragao, pulmao, rim, trato gastrointestinal

ADN - icido desoxirribonucleico

Anexo 8

Tabela VIII — Exemplos de doengas autoimunes especificas de 6rgao, 6rgao-alvo e principais
Acs envolvidos na patologia que desencadeia.

Orgio Anticorpo (Ac) Patologia Associada

ANA, ASMA, AMA M2, gp Hepatite autoimune, tipo |

Figado
210, Sp100 Cirrose Biliar Primaria
Musculo Recetores da acetilcolina Miastenia Gravis
Endomisio
Intestino Transglutaminase IgG, IgA

Doenca Celiaca

Gliadinas IgG, IgA

ANA, Anticorpos Antinucleares; ASMA, Anticorpos Anti Musculo Liso; AMA M2, Anticorpos Anti Mitocondia fragao M2; gp210, Glicoproteina
de 210 KDa; Sp 100, Proteina acidosoluvel de 100 KDa; IgG, Imunoglobulina G; IgA, Imunoglobulina A
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Anexo 9

Tabela I’XX — Resumo do método e correspondentes parametros medidos no Sysmex XN-

1000™.
Método Parametros Medidos
Focagem hidrodinamica com detegao por - Contagem de eritrécitos (RBC)
impedancia elétrica - Plaquetas (PLT)
Lauril Sulfato de Sédio (SLS, do inglés - Doseamento da Hb
Sodium Lauryl Sulfate)
Citometria de fluxo de fluorescéncia - Contagem diferencial de leucocitos

(WBQC)
- Contagem total WBC e eritroblastos

- Reticulocitos

Derivados de histogramas - RDW e PDW

Acumulagao da altura dos impulsos dos - HCT

eritrocitos num volume fixo

Calculados (software) -HCM, CHCM, VCM

Anexo 10

Tabela X — Valores de referéncia para os parametros estudados.

Parametro Valor de referéncia Unidade
RBC 3 45-55 10'%/L
©38-48
Conc. de Hb 3 13-18 g/dL
Q12-15
VCM 85-95 fL
RDW I1,5- 14,5 %
HCT 3 40 - 50 %
Q 36 -46
HCM 27 - 32 pg
CHCM 32-36 g/dL
Reticulécitos 05-1,5 %
Plaquetas 150 - 400 10°/uL
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Anexo ||

Descricao dos diferentes meios de cultura utilizados no SPC — CHMT.

BHI — Caldo Coragao Cérebro, do inglés Brain Heart Infusion

E um meio de enriquecimento composto por uma base nutritiva de coragao e cérebro.

Classificagdo: Meio liquido de enriquecimento nio seletivo ©?.

Selenito — Caldo Selenito

E utilizado para as coproculturas. A presenca de selenito inibe a maioria das
Enterobacterales, incluindo algumas estirpes de Shigella spp e bactérias Gram-positivo, fazendo
deste principio a seletividade deste meio. A subcultura para meios solidos deve ocorrer entre
6-12h, que corresponde ao prazo médio da inibicao de outras estirpes, como o Proteus spp.

Classificacdo: Meio liquido de enriquecimento seletivo para Salmonella spp “°.

COS - Gelose de Columbia +5% de Sangue de Carneiro (vulgarmente, gelose de sangue)

E um meio rico e nutritivo, complementado com sangue desfibrinado de carneiro,
permitindo a observagao ou nao de hemolise e o tipo de hemdlise (alfa, beta e gama). A
presenca ou nao de hemdlise é um critério basico para a identificagao de algumas bactérias,
como é caso dos Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.

Classificacdo: Meio sélido nio seletivo (69),

CNA - Gelose COS com acido nalidixico e colistina

Este meio rico tem na sua constituigao antimicrobianos que servem que inibem o
crescimento da grande maioria das bactérias de Gram-negativo.

Classificagcdo: Meio sélido seletivo para Gram positivo (69,

PVX - Gelose Chocolate + PolyViteX™

O meio de chocolate PolyViteX™ é obtido a partir sangue de carneiro aquecido a
80°C fazendo com que ocorra a hemdlise dos eritrécitos. Devido a hemolise, este meio fica
emriquecido com os fatores X (hemina) e V (NAD), fornecidos pela hemoglobina. A este
meio é ainda adicionado o PolyViteX™, um suplemento que vai fornecer vitaminas, co-

enzimas, aminoacidos, glucose e outros fatores que vao ajudar no crescimento de estirpes

79



fastidiosas como Neisseria spp., Haemophilus spp., Streptococcus pneumoniae.

Classificacdo: Meio sélido nio seletivo .

HAE?2 - Gelose Chocolate Heamophilus 2

E uma gelose de chocolate a qual se adicionou uma mistura de antimicrobianos, que
permitem inibir a grande maioria das bactérias de Gram-positivo e das leveduras.

Classificagcdo: Meio sélido seletivo para Haemophilus spp. *

VCA3 - Gelose Chocolate VCAT

Este meio é uma gelose de chocolate a qual se adicionou uma mistura de
antimicrobianos — vancomicina, colistina, anfotericina B, trimetoprim — que permitem inibir a
maior parte das bactérias e leveduras.

Classificacdo: Meio sélido seletivo para Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis ©°.

HEK — Gelose Hektoen

A lactose, sacarose e salicina foram incluidas neste meio para se obter uma
diferenciagao 6tima entre a cor das colonias e a do meio adjacente as coldnias. As espécies
de Salmonella e Shigella nao fermentam estes compostos de carbono e, por conseguinte, nao
provocam uma alteragao da cor do indicador de pH, ou seja, as colonias e o meio adjacente
as mesmas vao apresentar-se verdes ou verde-azuladas. Por outro lado, os organismos que
fermentam um ou varios compostos deste tipo em acidos, por exemplo a Escherichia coli,
fazem com que a cor mude para amarelo ou amarelo-salmao. O citrato de amonio férrico e
tiosulfato de sodio presentes no meio permitem detetar a produgao de sulfureto de
hidrogénio (H.,S) pela Salmonella apresentando ou nao centro negro; em relagao as colonias
de Shieglla estas nao apresentam centro negro. A presenga de sais biliares vai inibir o
crescimento das bactérias Gram-positivo e ainda retardar o crescimento de algumas
Enterobacterales. O sistema indicador do pH é composto pela fucsina acida e azul de
bromotimol.

Classificacdo: Meio sélido seletivo e diferencial para a Salmonella spp. e Shigella spp. “*

CAM - Gelose Campylosel
E um meio seletivo para isolar Campylobacter spp. a partir de fezes. Este meio tem
presente sangue de carneiro para facilitar o crescimento e possui antimicrobianos para inibir

a maior parte dos contaminantes bacterianos e fingicos, assegurando-se assim a selectividade.
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As coldnias caracteristicas de Campylobacter sao pequenas e acinzentadas. A incubagao deste
meio deve ser feita em atmosfera de microaerofilia (5% de oxigénio).

Classificagdo: Meio sélido seletivo para Campylobacter spp. (¢0)

YER — Gelose Yersinia

Este meio destina-se a detegao e diferenciagao das diferentes espécies de Yersinia spp.
Devido a presenca de vermelho neutro e manitol no meio é possivel fazer-se a diferenciagao
através da cor das colodnias, que vao de rosa-escuro a vermelhas. O colato, desoxicolato,
cristal de violeta, Irgasan e os antimicrobianos presentes vao impedir o desenvolvimento das
bactérias gram-positvo e da maior parte das Gram-negativo.

Classificacdo: Meio solido seletivo ¢,

CLED - Gelose Cistina, Lactose, Deficiente em Eletroélitos

Este meio é usado para se diferenciar os MO que fermentam a lactose dos que nao
fermentam, através do indicador azul de bromotimol. As bactérias que fermentam a lactose
dao origem a coldnias amarelas devido a acidificagdo do meio ao passo que as nao
fermentadoras vao dar origem a coldnias verdes, azuis ou incolores. A baixa concentragao
de eletrdlitos impede o swarming do Proteus spp.

Classificacdo: Meio solido nio seletivo e diferencial ©°.

MCK - Gelose MacConkey

Neste meio, a presenca de lactose pretende evidenciar as bactérias fermentadoras,
através da viragem do indicador de pH, dando origem a colénias rosa ou vermelhas. As
bactérias nio fermentadoras dao origem a coldnias incolores. Os acidos biliares e o cristal
violeta sao responsaveis pela seletividade, pois impedem o crescimento das bactérias Gram-
positivo.

Classificacdo: Meio sélido seletivo para Gram-negativo e diferencial 0.

STRB — Gelose ChromID® Strepto B

7

E composto por uma base nutritiva que associa diferentes peptonas e 3 substratos
cromogénicos. As coloénias que sao sugestivas de Streptococcus agalactiae vao apresentar-se
rosa claro a vermelho, redondas e em forma de pérola. Grande parte das espécies
bacterianas bem como as leveduras nao se desenvolvem nem formam coldnias caracteristicas

neste meio (inibigao seletiva). A inoculagao faz-se por espalhamento com zaragatoa.
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Classificagao: Meio sélido cromogénico e diferencial para Streptococcus agalactiae (Grupo B)

(60).

SGC2 — Gelose Sabouraud com Cloranfenicol 2

Este é o meio seletivo recomendado para o isolamento de fungos e leveduras. Devido
a acidificagao do meio e a presenca de peptonas e dextrose favorece-se o desenvolvimento
de fungos. A gentamicina e o cloranfenicol presentes inibem o crescimento bacteriano.

Classificagcdo: Meio sélido seletivo para leveduras e fungos 7.

CAN2 — Gelose chromID® Candida

Este € um meio cromogénico para o isolamento seletivo de fungos leveduriformes
bem como para a identificagao de espécies de Candida albicans. Estas apresentam a cor
azul devido a hidrolise do substrato cromogénico presente — hexosanibidase. Este meio
também vai permitir a diferenciagao, presuntiva, de um conjunto de espécies onde se
agrupam a Candida tropicalis, C. lusitaniae e C. kefyr. Estas hidrolisam um segundo substrato
presente no meio e vao apresentar colénias com uma cor rosa. Estes 2 substratos
cromogénicos vao permitir diferenciar as culturas mistas e orientar a identificacao das
outras espécies.

Classificacdo: Meio sélido cromogénico (60,

Miiller Hinton — gelose Miiller Hinton

Contém proteinas e hidratos de carbono que vao proporcionar o crescimento
bacteriano. E o meio recomendado pela EUCAST para a realizacio dos TSA por difusio em
disco (Kirby-Bauer) ou por difusao em gradiente de concentragao — tira g-test. A composigao
deste meio possibilita o crescimento de bactérias nao fastidiosas (Enterobacterales, bacilos
Gram-negativo nao fermentadores, Staphylococcus e Enterococcus) garantindo a minima
interferéncia dos constituintes da formula com o resultado do TSA. A concentraciao de ides
divalentes (calcio e magnésio) no meio € ajustada para garantir uma determinagao mais precisa
da suscetibilidade das Pseudomonas aos aminoglicosideos e tetraciclinas.

Classificacio: Meio sélido nio seletivo (69),
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SCS - Gelose Schaedler + 5% sangue carneiro

Meio usado para o isolamento de anaerobios estritos fastidiosos. Contém fatores
de crescimento especificos para anaerobios. O cloreto de sodio presente permite a
manutengao do equilibrio osmotico. Incubar a 35+2°C em condi¢oes de anaerobiose,
durante pelo menos 48h.

Classificacido: Meio sélido nio seletivo (69),

Caldo Schaedler

Usado para cultura de MO fastidiosos. E altamente nutritivo. Utilizado para a
recuperagao de anaerdbios.

Classificacdo: Meio liquido de enriquecimento nio seletivo (¢9),

MRSM - Gelose ChromID® MRSA SMART

E utilizada para o rsastreio de estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA). Contém uma mistura seletiva de antimicrobianos que inibe a maioria das bactérias

de Gram-negativo e Gram-positivo (que nao pertengam ao género Staphylococcus) e fungos.

Na presenga de MRSA observam-se colonias rosa a vermelho.

Classificacido: Meio sélido cromogénico (¢0).
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Anexo 12

1° - Semear partindo do ponto 1
para o ponto 2;

- Girar a placa num angulo de
180°;

2° - Semear partindo do ponto 2
para o ponto 1;

- Girar a placa num angulo de 90°;

3° - Semear partindo do ponto 3
para o ponto 4;

- Girar a placa num angulo de
180°;

4° . Semear partindo do ponto 4
para o ponto 3.

Figura 8 -Técnica de sementeira por espalhamento/ sementeira em toalha com
zaragatoa .

Fonte: https:/sites.google.com/site/2545 | 2/Home/microbiologia- | /Microbiologia-Veterinaria/bacteriologia-veterinaria/procedimento-para-

a-realizacao-de-antibiograma
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