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Resumo

O presente relatério de estagio, tem por base um estagio curricular em patologia
veterinaria, realizado no laboratério de analises clinicas veterinarias DNAtech, em Lisboa,
exercido no ambito do Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa. A realizacdo deste estagio permitiu consolidar e aplicar os
conhecimentos adquiridos na componente teérica do mestrado, possibilitando vivenciar a
rotina diaria de um laboratério de analises clinicas veterinarias. Durante o estagio tive a
oportunidade de contactar e executar diferentes técnicas nas areas de Anatomia Patoldgica,
Uriandlise, Microbiologia e Hematologia. Para além disso, o estagio permitiu obter uma boa
comunicacgao e integracdo na equipa do laboratério, assim como saber lidar no dia-a-dia de
um laborat6rio de analises clinicas veterindrias. Este relatério dispde ainda da realizacdo de
um projeto, que permitiu a implementagdo de um novo equipamento no laboratério,

descrevendo todo o processo necessario para a sua validagao.

Palavras-chave: Patologia Veterinaria; Histopatologia; Urina tipo II; Urianalise;
Microbiologia; Hematologia.

Abstract

This report is based on a curricular internship in veterinary pathology, carried out at the
DNAtech veterinary clinical analysis laboratory, in Lisbon, carried out within the scope of the
master’s degree in Clinical-Laboratory Technologies of the Lisbon Superior School of Health
Technology. The completion of this internship allowed me to consolidate and apply the
knowledge acquired in the theoretical component of the master's degree, making it possible to
experience the daily routine of a veterinary clinical analysis laboratory. During the internship |
had the opportunity to contact and perform different techniques in the areas of Pathological
Anatomy, Urinalysis, Microbiology and Hematology. In addition, the internship allowed for good
communication and integration in the laboratory team, as well as knowing how to deal with the
day-to-day activities of a veterinary clinical analysis laboratory. This report also includes the
realization of a project, which allowed the implementation of new equipment in the laboratory,

describing the entire process necessary for its validation.

Keywords: Veterinary Pathology; Histopathology; Urine Type II; Urinalysis;
Microbiology; Hematology.
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1. Caracterizacdo da instituicao

A DNAtech é um laboratorio de andlises clinicas veterinarias fundado em 2004 e tem como
missao prestar um servico diferenciador e de qualidade, que ajude as clinicas veterinarias e
os médicos veterinarios a chegarem rapidamente a um diagnéstico fiavel e rigoroso.

Neste momento possui trés polos de laboratérios espalhados pelo pais, em Lisboa, no
Porto e no Algarve.

Aliada sempre ao trabalho em equipa com o médico veterinario ou investigador cientifico,
a DNAtech assenta nos valores de rapidez, qualidade, ética e profissionalismo, procurando
otimizar os recursos e potenciar os resultados, assegurando a exceléncia das andlises clinicas
veterinarias e dos estudos realizados, bem como dos diagndsticos apresentados. Para além
disso, assume um compromisso com a sociedade civil, comprometendo-se a utilizar os meios
ao seu dispor para determinar e controlar doencas sistémicas que possam ter consequéncias
negativas para a saude publica.

A historia da DNAtech comeca com a area da Imunologia, passando em 2006 para outras
especialidades como Citologia, Hematologia, Bioquimica e Endocrinologia. A diversidade de
areas juntou a qualidade do servico, o que Ihe permitiu trabalhar com grupos de investigagéo
da industria farmacéutica e com as mais prestigiadas instituicdes nacionais de investigagéo,
como o Instituto Gulbenkian de Ciéncia, o Instituto de Medicina Molecular e o Instituto de
Conservacgéo da Natureza.

Atualmente presta servigcos nas especialidades de Hematologia, Bioquimica, Hemdstase,
Endocrinologia e Toxicologia, Imunologia, Microbiologia, Biologia Molecular, Histopatologia,
Citologia, Radioimunoensaio e Alergologia, apresentando também uma forte componente de
Investigagdo e Desenvolvimento.

A DNAtech foi fundada pela atual Administradora-Geral, Angela Xufre, que lidera a
empresa em conjunto com o Diretor-Executivo, Tiago Paiva, contando com mais de 50
profissionais dispersos pelos diversos departamentos dos trés polos. No polo laboratorial de
Lisboa o departamento técnico possui dezassete técnicos, quatro citologistas e quatro
histopatologistas, todos eles focados no objetivo de garantir diagndsticos fiaveis aos médicos
veterinarios.

Apresentando foco na inovacdo e no desenvolvimento e com o objetivo de fortalecer a
ligac&o entre a ciéncia e a veterinaria, a DNAtech colabora com vérias universidades do pais,
dando apoio a teses de doutoramento e de mestrado, e inserindo na sua equipa estagiarios

de diversas licenciaturas, contribuindo para a aprendizagem e formag&o de novos técnicos.






2. Rececao de amostras

As amostras processadas no laboratério sdo enviadas por clinicas e hospitais veterinarios
e chegam ao mesmo através de estafetas ou por correio. Estas vém acompanhadas de
requisicoes, que referem todas as informacdes relativamente aos dados do animal, as
analises pretendidas e dados clinicos importantes.

Na recec¢éo das amostras, tais sdo registadas com um ndmero proprio interno a partir de
um codigo de barras, composto pelo numero interno de identificacdo do animal (ID) seguido
do codigo especifico de amostra (Tabela 2.1), por exemplo, uma amostra de urina, para
realizagcado de uma urocultura, sera identificada como “U0”, enquanto uma amostra de sangue
em tubo EDTA, para realizagdo de um hemograma, sera identificado como “HO”.

Apés a insercdo em sistema informatico de todas as requisi¢des, que inclui a criagédo de
uma ficha onde constam as informacdes do animal e as analises pretendidas, sdo criadas
listas de trabalho para cada area, que garantem o correto processamento de todas as

amostras recebidas.

Tabela 2.1 Sistema de identificacdo de amostras bioldgicas.

ID Andlise Tipo de amostra Codigo especifico Exemplo
de amostra
XXXX Hematologia Sangue: Tubo EDTA HO XXxxHO
Bioquimica,
Endoc_:rmolo_gla, Sangue: Tubo seco; Tubo
XXXX Toxicologia, Lo SO XXXXS0
. heparina; Tubo EDTA
Alergologia,
Imunologia
XXXX Coagulacéo Sangue: Tubo de citrato Cco XXxXCO
XXXX Urianalise Urina: TUb,O.SeCO;. uo xxxxU0
Contentor estéril; Seringa
XXX Coprologia Fezes: Contentor estéril; Fo XXXEO
Outros
Zaragatoa seca;
XXXX Microbiologia Zaragatoa com meio, Z0 XXXXZ0
Contentor ou seringa com
liguidos biolégicos
xxxx | Cultura Dermatofitos Pelos: Tubo seco; PO XxXxxPO
Contentor
xxxx | Biologia Molecular Sangue: Tubo EDTA HO XXxxHO
Laminas, Tubo
XXXX Citologia seco{contento_r /sEen_nga LO XXXXLO
com liquidos bioldgicos,
Tubo EDTA com sangue
XXXX Histopatologia Biopsias: Contentor BO XxXxxB0







3. Histopatologia

Na generalidade, a histopatologia estuda os efeitos, causas e mecanismos estruturais e
funcionais de uma patologia com o obijetivo final de diagnostico, terapéutica ou investigacao.
Mais concretamente, a histologia é o estudo dos tecidos do corpo e de como estes tecidos se
organizam para constituir érgdos. Ha quatro tecidos fundamentais: tecido epitelial, tecido
conjuntivo, tecido muscular e tecido nervoso. Os tecidos séo constituidos por células e por
matriz extracelular (MEC). Cada um dos tecidos fundamentais é formado por varios tipos de
células caracteristicas daquele tecido e por associacfes e arranjos caracteristicos entre as
células e MEC. Estas associacfes sdo, geralmente, muito particulares e facilitam o
reconhecimento dos varios subtipos de tecidos. ?

O pequeno tamanho das células e dos componentes da MEC torna a histologia
dependente do uso de microscépios. O procedimento mais usado no estudo de tecidos ao
microscopio consiste na preparacao de cortes histolégicos. No microscopio optico a imagem
forma-se apds um feixe de luz atravessar uma estrutura. No entanto, na maioria dos casos,
os tecidos e 6rgdos sdo espessos e ndo permitem a passagem adequada de luz para
formacéo de umaimagem. ! Posto isto, antes de serem observados ao microscépio os tecidos
e 6rgdos devem ser submetidos a um conjunto de procedimentos, designados de técnica

histologica.

Técnica histoldgica

A técnica histol6gica representa o conjunto de procedimentos realizados desde a chegada
de uma amostra ao laboratério até a sua visualizacdo microscopica. A técnica histolégica é
composta pelas seguintes etapas: fixacdo, macroscopia, processamento, incluséo,
microtomia, coloracéo e montagem. ? No laboratério, esta técnica é realizada diariamente com
a finalidade de obtencéo de laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) que séo enviadas

aos histopatologistas para andlise.

Fixacao
A fixacdo das pecas histologicas é de extrema importancia. Esta fase ndo sé evita a
digestdo dos tecidos por enzimas presentes nas proprias células (autélise), como por
bactérias (putrefagdo). Outras finalidades da fixa¢cdo sdo o endurecimento dos fragmentos, a
preservacdo, em grande parte, da estrutura e composi¢ao celular dos tecidos, de modo a

conservar o aspeto in vivo, bem como ajuda na penetracdo dos reagentes utilizados durante

a técnica histolégica. 13
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A fixacdo pode ser feita por métodos quimicos ou, menos frequentemente, por métodos
fisicos. Na fixacdo quimica os tecidos sdo imersos em solu¢des de agentes desnaturantes ou
de agentes que estabilizam as moléculas formando pontes com moléculas vizinhas. Estas
solucBes sdo chamadas de fixadores. Uma vez que demora algum tempo para que o fixador
se difunda de maneira completa pelo interior dos fragmentos, estes geralmente devem ser
cortados em fragmentos menores antes de serem imersos no fixador. Desta maneira é
facilitada a penetragéo do fixador no fragmento e é garantida uma melhor preservacéo da sua
estrutura.* No laboratério é utilizado como solugéo fixadora o formaldeido a 10% tamponado.

O objetivo final da fixacdo consiste no pressuposto de que o tecido visto ao microscopio
seja 0 mais semelhante possivel ao seu estado in vivo. Contudo, uma boa fixacdo depende
de vérios fatores, como as caracteristicas do tecido, a espessura das pecas e a relacdo do
volume da amostra pelo volume de fixador.® As amostras devem ser inseridas num volume de
formol de pelo menos 4 vezes o volume da amostra, sendo 10 vezes o ideal para uma boa

fixacéo.

Macroscopia

A macroscopia é realizada dentro de uma hotte, com o auxilio de diversos materiais,
nomeadamente tadbua, bases descartaveis que absorvem a formalina, lapis, material cortante,
pincas, cassetes e um gravador.

Apés consultar os dados do animal e as informacdes relativamente a amostra,
nomeadamente a namero de contentores enviados e a regido exata de onde foi extraida a
amostra, € iniciada a gravacédo da descricdo da amostra.

Na descricdo é referido o tipo de pecga (retalho cutdneo, tumorectomia, esplenectomia,
cadeia mamaria, etc.), as estruturas constituintes, as dimensfdes (comprimento x largura X
profundidade), qual o tipo de alteracédo visivel na peca (nédulo, estrutura quistica, area
hemorragica, etc.) e é exposto o aspeto da alteracdo (dimensao, cor, consisténcia e
conteudo). Em seguida sé@o cortados fragmentos representativos das zonas com lesao
mencionando se os limites sdo bem delimitados e a distancia entre a lesdo e a margem
cirargica mais proxima. Os fragmentos selecionados sé@o colocados em cassetes devidamente
identificadas. A descricdo acaba com o registo do nimero de cassetes, fragmentos e se existe
reserva da amostra. Posteriormente, a gravacao é passada por escrito em formato digital.

Quando se trata de biépsias, estas sao incluidas na totalidade, sendo indicados os dois
maiores eixos, e neste caso sdo usadas cassetes com uma malha mais fina para néo existir
perda de amostra. No caso de pecas cirlrgicas, uma vez que sdo amostras de maior
complexidade exigem uma descri¢do detalhada e a analise cuidada e requerem a escolha dos

fragmentos a analisar.
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As cassetes com amostras rijas, devido a presenca de calcio, precisam de passar por mais
uma etapa antes do processamento, designada descalcificacdo. Sdo exemplos de amostras
gue necessitam de descalcificagcdo orgéos de consisténcia pétrea, como 0sso, dente e unha
e tecidos calcificados por alteracBes patoldgicas, como tumores mamarios. No laboratério é
utilizado o descalcificador RDO que utiliza o acido cloridrico na sua acdo. Os agentes acidos
formam com o calcio combinacdes sollveis em agua, levando a dissolucao dos sais de calcio
apos a realizacdo de lavagens em agua corrente. Contudo, a descalcificacdo acarreta alguns
problemas, nomeadamente a alteracdo das afinidades tintoriais, a destruicdo celular e o
impedimento do estudo imunohistoquimico.

ApOs a macroscopia, 0s contentores com fragmentos restantes sdo armazenados como

material de reserva e sdo guardados por o periodo de aproximadamente um més.

1D
Figura 3.1 A e B — Retalho cutaneo; C e D — Testiculo.

De seguida, é apresentado um exemplo da descricdo macroscopica de um retalho cutaneo
(Figura 3.1 A e B): Recebido um contentor com uma amostra conservada em formalina. Trata-
se de um nédulo subcutaneo no membro anterior direito. E um retalho cutaneo eliptico com 3
cm x 2 cm. Em secgdo observa-se ndédulo subcutaneo branco, heterogéneo com focos
congestivos que mede 1,5 cm x 0,7 cm e que dista 0,2 cm da margem lateral e 0,1 cm da
margem profunda. Apresentando outro exemplo, neste caso da descricdo macroscoépica de
um testiculo (Figura 3.1 C e D): Recebido um contentor com uma amostra conservada em
formalina. Trata-se de um testiculo de dimensdes aumentadas. E uma peca de orquiectomia
disforme com 5,5 cm x 4,3 cm. Em seccéo o parénquima encontra-se ocupado por lesdo

necrosada heterogénea.

Processamento

O processamento consiste na retirada de agua do tecido e substituicdo por parafina,
fazendo com que seja possivel, posteriormente, incluir a amostra num bloco de parafina
proporcionando o corte em fatias muito finas para observacdo no microscépio.®* O
processamento € dividido nas seguintes etapas: desidratacéo, diafanizacdo e impregnacao.

A desidratacdo consiste na retirada da agua dos tecidos, uma vez que as substancias

usadas nas etapas seguintes ndo sédo misciveis com agua. Com essa finalidade, sao utilizados
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banhos em alcoois de forma crescente: alcool a 70%; seguido de &lcool a 96%; e éalcool a
100%. A diafanizacéo ira substituir o &lcool pelo xilol, pois a parafina ndo é miscivel em alcool.
O xilol torna-se um bom agente entre a parafina e o alcool, pois € soluvel em ambos. Quando
os fragmentos de tecidos sdo embebidos no xilol, eles ficam transparentes ou translicidos.!
A impregnacdo é a Ultima etapa do processamento, ha qual é realizada a impregnacao das
amostras em parafina. Durante esta etapa € preciso existir uma temperatura 6tima (56-60°C),
na qual a parafina estara na sua fase liquida e o calor causa a evaporacao do xilol, levando
0s espagos existentes dentro dos tecidos a ficarem preenchidos com parafina.®®

No laboratério o processamento ocorre de maneira automatica, sendo utilizado o
equipamento Thermo Scientific STP 120 Spin Tissue Processor. Este equipamento possui um
carrossel com 12 depésitos de reagente, e consegue processar até 120 cassetes de uma s6
vez. O programa utilizado no laborat6rio tem uma duragéo de aproximadamente 15 horas e é
programado no final da tarde, com finalidade das amostras estarem processadas no comego
do dia de trabalho da manha seguinte. O protocolo utilizado esta descrito no Anexo 1.

Inclusao

No processamento o tecido foi penetrado por parafina, agora na inclusdo a parafina ira
envolver o exterior da peca, formando um bloco que sera submetido a microtomia.® Esta etapa
é realizada no equipamento Thermo Scientific EC 350 Modular Tissue Embedding Center.
Este é constituido por uma placa quente e uma fria, um dispensador de parafina, um recipiente
com parafina e um recipiente com moldes.

Apos retirar as amostras do processador, as mesmas sao colocadas no recipiente com
parafina do aparelho de inclusdo. De seguida, uma cassete de cada vez, séo incluidas em
parafina. Primeiramente, é feita a escolha do molde ideal, este sera o que consegue acomodar
toda a amostra sem que sobre muito espaco vazio nas laterais. Posteriormente, é dispensada
parafina para dentro do molde, e os fragmentos, com auxilio de pin¢as, sdo acomodados no
molde com a orientacdo correta. Os fragmentos precisam de estar o mais centrados e
proximos possivel, e para além disso, devem estar orientados de maneira a oferecer uma
resisténcia crescente ao longo do corte no micr6tomo. Depois, 0 molde é colocado na placa
fria, e com auxilio das pincas a amostra é “calcada”, garantido que os fragmentos figuem
nivelados com o fundo. Por dltimo, parte da cassete é sobreposta ao molde para que essa
depois seja encaixada no micrétomo. Quando a parafina ja estiver fria 0 molde é retirado e é
removido o excesso de parafina das laterais dos blocos para que se consiga encaixar

corretamente no micrétomo.
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Microtomia

A microtomia € a etapa onde sao feitos cortes muito finos nos blocos de parafina (cortes
histolégicos) com o auxilio de um micrétomo.* No laboratério é utilizado o micr6tomo DiaPath
Minot Galileo Semi Series 2, onde a faca é fixa e o bloco desloca-se por movimento rotatério
da manivela. Nesta etapa também é necessaria uma cuba de banho-maria.

Primeiramente, o bloco € fixo no micr6tomo e é selecionada uma espessura de 30 micra
para o desbaste, ou seja, retirar o excesso de parafina até alcancgar toda a superficie do tecido.
Este passo danifica a faca do micrétomo, por isso apds a sua concluséo a faca é trocada.
Depois do desbaste é arrefecido o bloco numa placa fria com o objetivo de endurecer um
pouco mais a parafina e facilitar o corte. O corte da amostra é realizado a 2,5 micra, para a
maioria dos cortes histolégicos. Apds a obtencédo de um corte representativo, este € colocado
sobre agua quente para eliminacao de pregas e de seguida é “pescado” por uma lamina ja
devidamente identificada. Por Gltimo, as laminas sao organizadas num suporte proprio e séo
colocadas numa estufa a 65°C durante 40 minutos para adeséo e secagem dos cortes. Os
blocos séo guardados em caixas identificadas e ficam armazenadas por tempo indeterminado.
Entre o corte de cada bloco é sempre travada a manivela e a faca do micrétomo, para

seguranca do técnico.

Coloracéao

As técnicas de coloracdo que coram especificamente componentes das células e tecidos
sédo denominadas técnicas histoquimicas de coloracdo. Estas técnicas sdo inestimaveis para
a compreensado da estrutura e fungéo celular e tecidual, e para fazer um diagnostico em
tecidos doentes.® Posto isto, para serem estudados ao microscopio, a maioria dos cortes
histolégicos devem ser corados, porque, com poucas excec¢des, os tecidos sao incolores. Com
esta finalidade foram desenvolvidos métodos de coloragdo que tornam evidentes os varios
componentes dos tecidos, células e MEC.!

Para a coloragdo sao utilizados corantes basicos que coram estruturas basofilas e
corantes acidos que coram estruturas aciddéfilas. Estas coloraces caracterizam-se pelo seu
modo de acdo, o tempo e a cromatizacéo.®

O primeiro passo para qualquer coloracgéo é retirar a parafina e hidratar a lamina para que
0S corantes possam atuar no corte. Para isso sédo realizados banhos sucessivos em xilol,

alcool a 100%, alcool a 96%, alcool a 70% e por fim agua.

Coloracéo de rotina

A coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) é a técnica mais comumente usada em

histologia animal e patologia de rotina, uma vez que consiste numa técnica simples e que
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permite a visualizacdo das caracteristicas estruturais gerais dos tecidos. O corante basico,
hematoxilina, cora estruturas acidas de azul-purpura. Os nucleos, ribossomas e reticulo
endoplasmatico granular possuem uma forte afinidade para este corante devido ao seu
elevado conteudo de DNA e RNA, respetivamente. Por outro lado, a eosina € um corante
acido que cora estruturas basicas de vermelho ou rosa. A maioria das proteinas
citoplasméticas é basica, e, portanto, o citoplasma geralmente cora-se de vermelho-rosado.
Em geral, quando a técnica de coloracdo da HE é aplicada a células de animais, os nucleos
coram-se de azul e o citoplasma cora-se de vermelho-rosado.>®

No laboratorio a coloragédo HE é feita de forma automéatica pelo aparelho Thermo Scientific
Slide Stainer HMS 70, segundo protocolo presente no Anexo 2.

Coloragdes especiais

Para além da coloragdo de rotina, diariamente sdo também feitos outros tipos de
coloracgdes histoquimicas, sendo realizadas a pedido do histopatologista como suporte ao
diagnoéstico, ou como parte de um painel especifico pré-definido.

A avaliacao geral do tecido hepético é baseada na andlise histopatologica de laminas
coradas com HE, no entanto, existem varias colora¢des histoquimicas que permitem
evidenciar ou identificar componentes celulares especificos, que nem sempre sao
confirmados apenas com esta coloragdo. Posto isto, de forma a garantir a maior rapidez e
eficiéncia do diagnéstico da doenca hepatica, existe criado no laboratério um painel de
coloracdes histoquimicas para bidpsias hepaticas que permite identificar com maior precisao
alteracdes arquiteturais e doengcas metabdlicas hepaticas, tal como processos de fibrose,
alteracdes no depdsito de glicogénio ou ainda na presenca de ferro, amildide, cobre ou
pigmento biliar. Desta forma, é possivel evitar a necessidade de pedidos posteriores em casos
suspeitos, havendo a garantia da maior rapidez na saida dos resultados.

As gastropatias sao bastante frequentes em cées e gatos e, a gastrite cronica é facilmente
diagnosticada através da biopsia deste 6rgéo. Histologicamente, este tipo de inflamacgéo esta
relacionado com uma resposta imunitaria humoral e a presen¢a de um infiltrado inflamatorio
composto por células mononucleares e agregados linfocitarios. Na presenca destes achados
pode-se estar perante uma associacdo direta com a infecdo por Helicobacter pilori ou outras
espiroquetas relacionadas. A avaliagdo histolégica das lesbes géstricas é entdo um
importante contributo para entender a patogenicidade desta infecdo, no entanto estas
bactérias ndo sao facilmente visualizadas com a coloracdo HE de rotina. Para colmatar este
facto, é realizada uma coloracédo especial em todas as biopsias gastricas recebidas, com o
intuito de tentar identificar agentes bacterianos da familia do Helicobacter.

Além das ja mencionadas, existe ainda uma variedade de outras coloracdes histoquimicas

que permitem a identificacdo de microrganismos e de estruturas e componentes intra e
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extracelulares que ndo séo evidenciados na coloracdo HE de rotina. Sdo estas coloracbes

que permitem a realizacdo de diagndsticos diferenciais, bem como a confirmacdo de

alteracBes suspeitas na coloracao HE.

Para a maioria das coloracGes sdo realizados cortes de 2,5 micra, com excec¢ao das

coloracdes de Rodanina e Vermelho do Congo, nas quais 0s cortes apresentam 5 micra.

Na Tabela 3.1 estdo apresentadas as coloracdes especiais realizadas no laboratorio.

Tabela 3.1 Colorag8es histoquimicas especiais.

Coloracéo Tipo de Marcacgéo Protocolo de
. o . L x Cores esperadas ~
histoquimica amostra histol6gica coloracgéo

Acido L L : i
o Biopsias : - Glicogénio/mucinas/fungos:
periodico- hepaticas e Glicogenio e fucsia Anexo 3
reativo de Shiff pa polissacarideos -
cuténeas Fundo: azul
(PAS)
Biopsias S
PERLS hepéticas Ferro Hemossiderina: azul Anexo 4
. . Fibras colagénio: vermelho
. Bidpsias Tecido , .
Van Gieson o S Nucleo: azul Anexo 5
hepaticas conjuntivo . )
Citoplasma: amarelo
Vermelho do Bidpsias s Fibras amiloides: vermelho
o, Amiléide ) ) Anexo 6
Congo hepaticas Fundo: laranja
S Bilirrubina: verde
Fouchet Van Biopsias . . . . )
. o~ Pigmento Biliar | Masculo e citoplasma: amarelo Anexo 7
Gieson hepéticas PR
Colagénio: facsia
Rodanina Blopglas Cobre Deposnos,de cobre: laranja ANexo 8
hepéticas Nucleo azul
Suspeita de Granulos
Giemsa . citoplasmaéticos | Granulos citoplasmaticos: azul Anexo 9
mastocitoma -
dos mastdcitos
. . Detecéo de : }
Glgmsa B!opslas Helicobacter Helicobacter spp.. azul-escuro Anexo 10
Modificado gastricas ) Fundo: azul
pylori
Suspeita de S
. Bacilos alcool- —
. Mycobacterium ho Bacilos: vermelho
Ziehl-Neelson acido , ] Anexo 11
spp. e Nucleos e fundo: azul

Nocardia spp.

resistentes

Montagem

Para protecao fisica e quimica dos tecidos corados a montagem das laminas € a ultima

etapa da sua preparacdo.* No laboratério é utilizado o meio de montagem Entellan, um meio

hidrofébico e com indice de refragéo igual ao vidro, que necessita da desidratagédo do tecido

nas laminas para sua utilizac&o. Posto isto, em cada lamina coloca-se duas gotas do meio de

montagem e uma gota de xilol, em seguida é pressionada uma lamela por toda a lamina com

a ajuda de uma pinca. E necessario garantir que néo existem bolhas entre a lamina e a lamela,

e de seguida é retirado o excesso de Entellan com um papel absorvente. As laminas séo

colocadas ao ar para secar.

11




Histopatologia

Extracao de DNA

Para além da producéo de cortes histolégicos em laminas, os blocos de parafina também
podem ser usados para extracdo de DNA com vista a andlises de biologia molecular. Esta
técnica é utilizada nos casos onde sé existe amostra em forma de bloco histoldgico, de forma
a evitar uma segunda colheita ao animal. De uma forma resumida, primeiramente € preciso
desinfetar o micrétomo com alcool 70% e inserir uma nova faca, a fim de evitar contaminacdes
cruzadas com a amostra. De seguida, sdo feitos cortes seriados para um eppendorf
autoclavado. A amostra € entdo tratada com xilol e alcoois em percentagem decrescente a
fim de retirar a parafina da amostra e hidratar a mesma. ApOs a retirada da parafina e
hidratagdo do corte a amostra segue para o setor de biologia molecular onde os técnicos
responsaveis continuam o protocolo para a extracao de DNA. O protocolo detalhado encontra-
se descrito no Anexo 12.

Imunohistoquimica

Imunohistoquimica (IHQ) é a designacéo atribuida ao conjunto de metodologias que
recorrem a anticorpos capazes de reconhecer e estabelecer ligagdo com constituintes
tecidulares, maioritariamente proteinas, que se denominam antigénios. Esta conjugagéo
permite identificar e localizar a presenca de varias substancias por intermédio da cor que é
associada aos complexos antigénio-anticorpo entretanto formados.’

As amostras histoldgicas a utilizar em IHQ sdo submetidas a um conjunto de métodos
realizados depois da sua remogdo do organismo que procuram assegurar que as laminas
histolégicas produzidas sdo de elevada qualidade.®® Esses procedimentos fisicos e quimicos
sucessivos sdo denominados técnica histolégica, e contemplam todos os passos ja descritos
anteriormente.

Em suma, a IHQ permite a pesquisa de marcadores moleculares que sdo de grande
importancia para o diagnostico histologico, especialmente na presenca de neoplasias. No
laborat6rio sao utilizados um vasto nimero de anticorpos que, analisados em painel ou de
forma isolada, permitem fornecer ao clinico importantes indicacées sobre o diagnéstico, o
prognostico e a terapéutica de cada animal.

No laboratério é requisitado a realizacdo da técnica de IHQ sempre que existe alguma
suspeita por parte dos histopatologistas ou, por recomendac¢édo dos mesmaos, existe um pedido
de andlise por parte dos clinicos. A partir do pedido séo retirados do arquivo os blocos de
parafina necessarios para a realizacdo da técnica de IHQ. Os cortes sdo aderidos a laminas
adesivadas carregadas positivamente, uma vez que o tecido tem carga negativa, 0 que
contribui para uma maior adesao do corte a lamina e reduz o risco de 0 mesmo saltar durante

as lavagens da técnica. Para além disso, esta lamina € mais hidrofébica, fazendo com que os
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reagentes aquosos cubram o corte de maneira mais homogénea. E realizada também uma
nova lamina de HE, que seguira junto com as laminas de IHQ para o histopatologista
responsavel pelo caso. No caso de laminas de IHQ é sempre necessario adicionar um
controlo, de forma a avaliar a execucéo da técnica, sendo utilizado um controlo tecidular
externo positivo, ou seja, um tecido conhecido que contém o antigénio de interesse. Os
controlos sdo provenientes de amostras antigas que tiveram uma marcacdo de forte
intensidade para o antigénio em estudo. O protocolo completo da técnica de
imunohistoquimica encontra-se detalhado no Anexo 13.

Recuperacédo antigénica

Na técnica histologica, a etapa da fixacao, realizada com formaldeido, tem um grande
impacto na IHQ, uma vez que esse reagente provoca alteracdes conformacionais nos
epitopos dos antigénios, criando uma rede proteica a sua volta, impedindo que ocorra a
ligacdo do anticorpo ao antigénio. Posto isto, todas as laminas destinadas a IHQ devem
passar por um tratamento que consiga ultrapassar este obstaculo.

Na recuperacdo antigénica é possivel recuperar os epitopos dos antigénios, através da
guebra de ligacBes intermoleculares anteriormente induzidas pela formalina. Nesta etapa,
entdo utilizada a recuperacao antigénica por altas temperaturas.

A recuperacédo antigénica por altas temperaturas atua acima do ponto de desnaturagéo da
maior parte das proteinas, causando a quebra das ligacdes cruzadas e consequentemente a
exposicéo dos epitopos dos antigénios.11!

A recuperacao antigenica é feita no equipamento Thermo Scientific Lab Vision PT Module,
gue possui dois recipientes onde sdo armazenadas as solu¢des tampdo: TriSEDTA a ph 9 e
Citrato a ph 6, e juntamento com o segundo ainda existe um contentor pequeno com solugéo
tampé&o Dako a ph 6. O equipamento chega aos 90°C e a escolha de solucdo tampéao e tempo
de recuperacao antigénica varia consoante as caracteristicas de cada anticorpo (Tabela 3.2).
Antes da recuperacéo as laminas sao hidratadas, passando por xilol, alcool a 100%, alcool a
96%, alcool a 70% e no fim 4gua. Ao terminar o tempo da recuperagédo antigénica, as laminas

séo sacudidas ao ar para arrefecerem, evitando o choque térmico, e submersas em agua.

Técnica manual de imunohistoquimica

Toda a técnica de imunohistoquimica ocorre de maneira manual num suporte com tampa
com capacidade para 20 laminas, onde é possivel criar uma atmosfera humida. Primeiramente
€ removido o excesso de agua das laminas e, de seguida, os cortes séo delimitados por uma
caneta hidrofébica, para uma maior otimizacao de reagentes e prevenc¢do de contaminacao

cruzada.

13



Histopatologia

Entre os passos da técnica ocorrem lavagens com agua destilada e tampéo fosfato-salino
(PBS — Phosphate-buffered saline), que removem o excesso de reagente, preservando a

amostra tecidular e impedindo a formac&o de marcac¢éo de fundo.

Bloqueio da peroxidase enddgena

Antes da aplicacdo do anticorpo € preciso realizar a inibicdo de particulas endbégenas. A
peroxidase enddgena existe naturalmente em tecidos com grande concentracao de gldébulos
vermelhos e pode ligar-se aos anticorpos da técnica, resultando numa marcacao inespecifica
e dificuldade na observacédo microscopica. Para o bloqueio € utilizado o Peroxidase Block da
Cell Marque, que ao ser aplicado liga-se ao local ativo da enzima HRP formando um complexo
enzima-substrato e inibindo sua atividade.?

As marcacdes inespecificas podem surgir por diversas causas para além da atividade
enzimatica endégena, como interagdes hidrofobicas, interagdes idnicas, anticorpos naturais,
anticorpos contaminantes, difusdo antigénica, reacdes cruzadas, fixacdo deficiente, tecido

necrosado, lavagem ineficiente, entre outras.®

Anticorpo primario

O anticorpo primario deve ser sensivel o suficiente para minimizar a ocorréncia de falsos
negativos, mas ao mesmo tempo deve ser especifico o suficiente para minimizar a ocorréncia
de falsos positivos e reacdes cruzadas.

No laboratério séo utilizados anticorpos tanto monoclonais (reconhecem um epitopo do
antigénio especifico) como policlonais (reconhecem varios epitopos do mesmo antigénio),
adquiridos na forma concentrada. A diluicdo dos anticorpos é feita com o Diamond: Antibody
Diluent da Cell Marque que aumenta a estabilidade da diluicdo de anticorpos, sendo possivel
a utilizacdo por um tempo mais prolongado. Na Tabela 3.2 encontram-se alguns dos

anticorpos usados no laboratdrio.
Tabela 3.2 Anticorpos.

Anticorpo Clone Diluicéo Recu_pe,ra}gao Alvo T|p0~ Con'_[r_olo
Antigénica marcacao Positivo
. 15’ pH9 Tris- . Membranar/ )
CD117 YR145 1:200 EDTA Mastocitos Citoplasmatica Mastocitoma
Ki67 SP6 1:75 15" pHI Tris- Células em Nuclear Linfonodo
EDTA proliferacéo
CD3 HM57 1:300 15 Eg?.;”s' Linfécitos T Membranar Linfonodo
PAX-5 24 1:400 | TOPHITHS- | ingecitos B Nuclear Linfonodo
EDTA
CK . , . . . . -
AEL/AE3 AE1/AE3 1:400 10’ pH6 Citrato Citoqueratina Citoplasmatica Pele
Vimentina V9 1:200 10" pHSI Tris- Celula}s . Citoplasmatica Sarcoma
EDTA mesenquimais
. 15’ pH9 Tris- - Citoplasmatica .
MUM-1 MRQ-43 1:50 EDTA Plasmacitos Nuclear Plasmocitoma
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Melan-A A103 1:300 10 pHSI Tris- Ce'”"’fls Citoplasmatica Melanoma
EDTA malanociticas
15 pH 6
CD18 CAl1.4E9 1:50 Tampéo Histiocitos Citoplasmatica Histiocitoma
DAKO
Células de
NSE B\ﬁSAng/ 1:500 15 Eg?.;”s' ongerguneural Citoplasmatica Cérebro
neuroenddcrina
Células gliais e
100 Ab-8 1:150 | 15'pH6 Citrato | O SiStema | Citoplasmatica |y oma
nervoso / Nuclear
periférico
Iba-1 Policlonal 1:600 10’ pH6 Citrato Histiécitos Citoplasmatica Histiocitoma
PIF FIPV370 | 150 | 10 EBS?AT”S' Corf%rl‘i?]‘(’)"us Citoplasmatica PIF

Método de detecao

Uma vez formado o complexo antigénio-anticorpo € necesséario um método de detegéo

desse complexo passivel de visualizagdo microscopia. Os métodos de detecao sado divididos

em métodos diretos, onde é utilizado somente um anticorpo primario jA marcado que se liga

ao antigénio, ou em métodos indiretos, onde primeiro é aplicado um anticorpo ndo conjugado

seguido de um segundo anticorpo com marcador,%12

Neste caso, o método utilizado foi o do polimero, que utiliza um esqueleto central de

grandes dimensbes, onde estdo acopladas grandes quantidades de enzimas e anticorpos,

permitindo que o método detete quantidades minimas de antigénio no tecido com uma

marcacao intensa.'?

No laboratério o método de polimero aplicado baseia-se em dois passos. Apds a

incubacado do anticorpo primario ndo conjugado, aplica-se o HiDefDetection Amplifier, que ira

identificar o complexo no tecido e fazer a ligagdo com o polimero, e posteriormente, € aplicado

o HiDefDetection HRP Polymer Detector que potencia a amplificacéo de sinal do complexo.

Cromogéneo

O cromogéneo € o responsavel pela visualizacdo da marcacdo do complexo antigénio-

anticorpo com cor. O DAB (3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto) é o cromogéneo indicado

guando é utilizado um método de detecdo com enzima HRP. Este ira reagir com a enzima

presente no polimero, oxidando e formando um precipitado castanho no local onde o antigénio

esta presente.!

No laboratério é utilizado o DAB Substrate Kit da Cell Marque, constituido pelo reagente

e um diluente. A diluicdo (1 ml de diluente e 1 gota de substrato) é realizada sempre antes de

se adicionar o cromogéneo, garantindo uma boa marcacdo. Este reagente contém um

potencial carcinogéneo e deve ser sempre manipulado com luvas, bata e boas praticas

laboratoriais.
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Contraste

A escolha do corante para contraste depende, principalmente, da cor do produto final da
técnica de imunohistoquimica. E necesséario que a contra-coloracdo tenha contraste o
suficiente para se diferenciar do precipitado formado pelo cromogéneo, além de facilitar a
avaliacdo da arquitetura geral do tecido.1*?

No laboratério é utilizado como contraste a Hematoxilina de Mayer. Com este corante é
possivel observar uma coloracdo nuclear azul contra o castanho resultante do precipitado do

DAB, favorecendo a visualizacdo do mesmo.

Desidratacdao e montagem

Uma vez aplicado o contraste € necessario a desidratacdo das laminas, onde é feito
passagens das laminas em alcool a 70%, alcool a 96%, alcool a 100% (2x) e xilol. A montagem
das laminas tem como finalidade a protecéo fisica e quimica dos tecidos.%3

A escolha do meio de montagem é dependente da compatibilidade quimica do meio com
0 Cromogéneo e o contraste, uma vez que o DAB é um composto sollvel em &gua, o meio de
montagem escolhido foi o Entellan. Para a montagem das laminas, como as mesmas ja
estavam submersas em xilol, s6 é necessario adicionar uma gota do meio de montagem e
pressionar uma lamela contra a lamina com o auxilio de uma pin¢a. Mais uma vez é garantido

a auséncia de bolhas entre a lamina e a lamela, e as laminas séo colocadas ao ar para secar.

Controlo de qualidade

O controlo de qualidade deve acontecer durante todas as etapas da técnica histoldgica e
posterior técnica IHQ, tendo sempre em atengéo a qualidade da fixacdo, a manutengéo de
reagentes, a limpeza dos equipamentos e a organizagdo das bancadas. No final da técnica
de IHQ, as laminas sdo sempre observadas ao microscépio antes do envio para o
histopatologista. A partir da visualizacdo da lamina é possivel a avaliacdo de toda a técnica,
sendo importante a observacdo da preservacdo morfologica do tecido, da intensidade da
marcacgao, a possivel existéncia de marcacao de fundo, que indica marcacgdes inespecificas,
e a qualidade da coloracéo de contraste. Neste passo, sdo avaliados tanto o tecido de amostra

como o tecido de controlo.
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Estudo de caso |

Foi recebido um contentor com uma peca cirdrgica conservada em formalina para
realizacao de bidpsia, pertencente a um canideo do sexo feminino, de raca indeterminada,
com 5 anos de idade.

Em macroscopia foi realizada a seguinte descri¢do: Trata-se de um nddulo perto da axila
esquerda. E um retalho cutaneo que mede 5 cm x 2,5 cm e esta centrado por les&o elevada
alopécica de centro ulcerado com 0,8 cm x 0,8 cm. Em secg¢édo observa-se um nodulo dérmico
branco que mede 1 cm x 0,7 cm e dista 1 cm da margem lateral e 0,6 cm da margem profunda.

Na microscopia foi descrito: Nédulo dérmico a subcutaneo composto pela proliferacéo de
mastaécitos dispostos em corddes celulares num estroma de colagénio. A atipia é baixa e as
mitoses sao raras. Observam-se eosinoéfilos. Margem lateral de 1cm e margem profunda de
0,6 cm.

A concluséo por parte do histopatologista foi de que se tratava de um mastocitoma cutaneo
de grau Il de Patnaik e baixo grau de Kiupel, sendo recomendado avaliacdo da expressao do
C-KIT e o indice de proliferagéo celular pelo Ki67.

Os mastocitomas estdo entre as neoplasias cutdneas mais frequentes em caes,
representando entre 7% e 21% do total de tumores de pele (nUmeros variam consoante 0s
estudos). A idade média de aparecimento é 8 anos, embora possam aparecer praticamente
em qualquer idade. As localiza¢gbes mais comuns séo o flanco e o escroto. Quando presentes
nas mucosas, estdo geralmente associados a um comportamento mais agressivo. Muitas
vezes 0S animais com mastocitomas desenvolvem complicacdes sistémicas devido a
libertacdo de histamina e heparina por parte dos mastécitos, como Ulceras gastricas.
Existem dois esquemas de classificacdo dos mastocitomas cutaneos em cées: A classificagédo
de Patnaik com 3 graus sendo o grau | 0 menos agressivo e o grau Il o mais agressivo e a
classificacdo de Kiupel com dois graus (I-baixo grau e Il-alto grau).

Neste estudo de caso, na caracterizacdo imunocitoquimica do mastocitoma, foram
utilizados os anticorpos CD117 e Ki67.

O CD117 é o marcador de referéncia de mastécitos e € a sua avaliacdo que permite
conhecer o prognostico dos mastocitomas, jA que o padrdo de marcacdo obtido esta
associado a mutacdo do proto-oncogene C-kit. Existem 3 padrdes de expresséao: padrao | —
expressao predominantemente membranar; padrdo Il — expressdo focal e ligeira no
citoplasma dos mastécitos; padrdo lll — expressdao de forma difusa no citoplasma dos
mastocitos. Esta expressdo pode ser classificada da seguinte maneira: Quanto maior a
expressao membranar (padrdo I), melhor o progndéstico, pois menos alterada esta a célula.
Os padrdes Il e Il estdo associados a maior risco de recidiva local e a um menos tempo de

sobrevivéncia do animal, indicando um comportamento biolégico mais maligno, e por isso pior
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prognéstico. Os ultimos estudos demostram que 0s mastocitomas caninos com um padrao de
expressao do tipo Il tem estatisticamente maior tendéncia para recorrer e metastizar que os
mastocitomas do padréo 1.1

O Ki67 é um excelente marcador imunocitoquimico que permite determinar qual a fracdo
de uma dada populacéo celular que se encontra a proliferar. O racio de células neoplasicas
positivas ao ki67 por 100 células neoplasicas esta correlacionada em alguns tumores com o
comportamento clinico. Estudos com mastocitomas sugerem o racio de 1,8 como o cutoff para
diferenciar os mastocitomas negativamente associados a sobrevivéncia, ou seja, cdes com
mastocitomas com racio de expresséo inferior a 1,8 tém maior probabilidade de sobrevivéncia,
enquanto que cdes com mastocitomas com racio de expressao superior ou igual a 1,8 tém
menos probabilidade de sobrevivéncia.’® Outros estudos com mastocitomas sugerem ainda
que, um mastocitoma num cdo com um racio de 10,6 tem 8 vezes maior probabilidade de

morrer do tumor do que um cdo com um racio mais baixo.’

A A

- A

Figura 3.2 A — Imunomarcacéo pelo CD117 (400x), apresenta uma marcagdo membranar.
B — Imunomarcacéo pelo Ki67 (400x), apresenta uma expressao de racio 5.

Nos resultados, observa-se imunomarcacgéo pelo c-Kit (CD117) (Figura 3.2 A), sendo que
a maioria das células apresenta uma expressdo membranar (C-Kit padrdo 1). Relativamente
ao Ki67 (Figura 3.2 B), o racio de expressao é de 5.

Neste caso, apesar do CD117 ter uma expressdo de padrdo |, ou seja, expressao
predominantemente membranar, o que seria indicativo de um melhor progndstico, o Ki67 tem
uma expressédo elevada, o que se traduz numa taxa de proliferacéo celular mais elevada, o
gue seria compativel com uma probabilidade de sobrevivéncia mais reduzida e, portanto, um
pior prognostico. Assim sendo, é recomendado, ao clinico responsavel, algum cuidado na

monitorizacdo do caso.
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Estudo de caso i

Foi recebido um contentor com uma amostra conservada em formalina para realizacao de
bi6psia, pertencente a um canideo do sexo feminino, de raca indeterminada, com 10 anos de
idade.

Em macroscopia foi realizada a seguinte descricdo: Trata-se de um nddulo cutaneo entre
M4 e M5. E uma porc¢éo de peca de mastectomia com 8 cm de comprimento e dois mamilos.
Em seccéo entre os dois mamilos observa-se nodulo branco, heterogéneo e bem delimitado
que mede 1 cm x 0,8 cm e que dista 0,5 cm das margens lateral e profunda. O linfonodo
regional ndo foi detetado.

Na microscopia foi descrito: Nédulo subcutdneo bem demarcado composto pela
proliferacdo em corddes de mastocitos num estroma de colagénio. A atipia € baixa e as
mitoses sédo raras. ldentificam-se varios eosindfilos. Margens de 0,5 cm.

A conclusdo por parte do histopatologista foi de que se tratava de um mastocitoma
subcutaneo de padrdo circunscrito. No relatorio ainda foi referido que nos mastocitomas
subcutaneos a classificagdo de Patnaik e de Kiupel ndo se aplica, e que os mastocitomas
subcutaneos sao classificados em circunscritos, combinados e infiltrativos. Foi também
indicado que cerca de 10 % podem ter um comportamento mais agressivo, recomendando-se
a avaliac@o da expressédo do C-KIT e o indice de proliferagéo celular pelo Ki67.

Na caracterizagdo imunocitoquimica do mastocitoma foram utilizados os anticorpos
CD117 e Ki67.
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Figura 3.3 A — Imunomarcacao pelo CD117 (400x), apresenta uma marcacdo membranar.
B — Imunomarcacao pelo Ki67 (400x), apresenta uma expresséao de racio menor que 1.

Nos resultados, observa-se imunomarcacéao pelo c-Kit (CD117) (Figura 3.3 A), sendo que
a maioria das células apresenta uma expressdo membranar (C-Kit padrdo 1). Relativamente

ao Ki67 (Figura 3.3 B), o racio de expressao é menor que 1.

19



Histopatologia

Neste caso temos um indicador de um bom progndstico, o Ki67 tem uma expressao baixa
(racio de expressao inferior a 1,8), que se traduz numa baixa taxa de proliferacao celular, e o
CD117 tem uma expressao de padrao I, ou seja, expressao predominantemente membranar,

0 gue indica um melhor progndstico, pois menos alterada esta a célula.

Estudo de caso Il

Foi recebido um contentor com uma peca cirdrgica conservada em formalina para
realizagdo de biopsia, pertencente a um canideo do sexo masculino, de raga boxer, com 8
anos de idade.

Em macroscopia foi realizada a seguinte descri¢cdo: Trata-se de um nédulo cutédneo no
labio superior esquerdo. E um retalho cutaneo que mede 4 cm x 3 cm e esta centrado por
lesdo elevada com 1 cm x 1 cm. Em seccado observa-se nddulo branco heterogéneo de limites
congestivos que mede 1,7 cm x 1,3 cm e dista 0,5 cm da margem lateral e 0,1 cm da margem
profunda.

Na microscopia foi descrito: Retalho cutaneo no qual se observa lesédo nodular dérmica a
subcutéanea composta pela proliferacdo em toalha de células redondas, suportadas por um
estroma de colagénio. As células apresentam um nucleo redondo, central a excéntrico, por
vezes com o0 nucléolo evidente e cromatina grumosa. Apresentam discreta quantidade de
citoplasma acidofilo. As mitoses sdo raras. Margem lateral de 0,5 cm e margem profunda de
0,1 cm.

A conclusao por parte do histopatologista foi de que a imagem histolégica seria compativel
com um tumor de células redondas e sugeriu-se o estudo imunocitoquimico para se tentar
aferir qual a populacao celular de origem.

Na caracterizagdo imunocitoquimica foram utilizados os anticorpos MUM-1, que deteta

plasmacitos, CD3 para linfocitos T e PAX-5 para linfocitos B.

Figura 3.4 A — Imunomarcacao pelo MUM-1 (400x). B — Imunomarcacao pelo Pax-5 (200x).
C — Imunomarcacéao pelo CD3 (200x).
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Nos resultados, observa-se imunomarcacdo nuclear difusa na populacdo celular
neoplasica com o anticorpo MUM-1 (Figura 3.4 A), menos de 5% das células apresentam
marcacdo com os anticorpos CD3 (Figura 3.4 C) e ndo se observa marcacédo com o anticorpo
PAX-5 (Figura 3.4 B).

Tendo em conta estes dados, e a elevada marcacao nuclear dos plasmacitos (Figura 3.4

A), os resultados suportam um diagndstico de plasmocitoma.

21



22



4. Andlise de urinatipo Il

A andlise de urina tipo Il € um exame diagnostico ndo invasivo e relativamente rapido,
contudo de grande importancia, ndo s6 para avaliar a funcdo renal e vias urinarias, mas
também porque permite adquirir uma grande quantidade de informag6es sobre o estado geral
de saude de um animal, podendo ser crucial para a identificacdo de diversas doencas
metabdlicas, permitindo assim intervencao e prevencdo precoce. '8 Deste modo, a andlise de
urina tipo Il deve ser considerada como parte essencial de toda investigacao diagndstica para
animais doentes, em casos de doenca sistémica, na monitorizagdo da resposta a tratamento
e no rastreio de doencgas do trato urinario, mas também como parte essencial do exame geral
de bem-estar e deve ser realizada independentemente da idade do animal ou estado de saude
atual. 1°

A urina contém aproximadamente 96% de agua e 4% de diversas substancias
provenientes da alimentagdo e do metabolismo normal do animal. Vérios fatores podem
influenciar a composicéo da urina, tais como, a dieta do animal, o estado nutricional, o nivel
de atividade fisica, o metabolismo organico, a fungédo enddcrina e/ou o estado da fungéo renal.
No caso de variaveis fisioldgicas, como por exemplo, a dieta, esta pode influenciar o pH da
urina e/ou a formacao de cristais. J& variaveis introduzidas no animal, como por exemplo a
administracdo de antimicrobianos, podem mascarar infecées do trato urinario. %

O método de colheita de urina e a posterior manipulagdo da amostra podem influenciar a
interpretac@o dos resultados. Existem diferentes técnicas de colheita de urina, sendo as mais
comuns a colheita livre e a cistocentese. Ambos os métodos tém as suas vantagens e
desvantagens, sendo que na colheita livre a colheita de urina ndo apresenta riscos e qualquer
pessoa a pode executar, contudo a amostra podera estar contaminada, ja na colheita por
cistocentese é eliminado o risco de contaminagdo da amostra, mas € necessaria uma pessoa
qualificada para realizar o procedimento, bem como haver uma quantidade suficiente de urina
na bexiga. 2* Apesar do método de colheita escolhido, de modo a obter um resultado analitico
correto e fiavel, devem ser preservadas, tanto quanto possivel, todas as condicbes de
assepsia, nomeadamente a utilizacdo de frascos limpos e secos para a colheita da amostra,
dando-se preferéncia a utilizacao de frascos estéreis descartaveis.

ApOs a colheita, a amostra deve ser entregue ao laboratério o mais rapidamente possivel
para ser analisada, sendo o recomendado entre uma e seis horas. Quando a amostra ndo
puder ser analisada dentro deste prazo, deve ser refrigerada, ndo s6 para evitar o
sobrecrescimento bacteriano, mas também para minimizar a evaporacdo de agua e

consequente concentragdo de sais.
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A analise de urina tipo Il é dividida em trés etapas: analise das caracteristicas fisicas da
urina; andlise das caracteristicas quimicas da urina; e exame microscépico do sedimento

urinario.

Caracteristicas fisicas

A chegado ao laboratorio, se a amostra tiver sido refrigerada, é conveniente deixa-la atingir
a temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra deve ser suavemente misturada,
invertendo-a vérias vezes, e deve ser transferido 1,5 mL de urina para um tubo eppendorf.
Nesta primeira etapa, sdo registadas as caracteristicas fisicas, sendo elas a cor, o odor, a

turbidez e a presenca ou auséncia de sedimento macroscépico.

Cor

E uma caracteristica fisica de extrema importancia, através da qual se pode ter uma ideia
rapida do normal funcionamento do sistema urinario. A cor da urina é variavel podendo
apresentar diferentes tons de amarelo em condigbes normais, ou tons avermelhados na
presenca de patologias ou infegdes, ou até mesmo tons alaranjados ou esverdeados. Dentro
das urinas amarelas, o grau de hidratacdo do animal pode provocar uma mudanca na cor da
urina, ou seja, urinas amarelas-claras pressupdem animais bem hidratados, enquanto urinas
amarelas-escuras indicam desidratacdo. As variagfes na cor da urina também podem ser o
resultado da presencga de diferentes componentes do sedimento urinério, urinas vermelhas
pressupfem a presenca de eritrocitos, ja urinas brancas e leitosas podem conter lipidos ou

leucodcitos.

Odor

A urina possui um cheiro caracteristico e normal, denominado Suis Generis, que € proprio
e diferente para cada espécie. Normalmente ndo apresenta um odor forte, mas o0 mesmo é
afetado por diversos fatores, como a concentracao de urina, a dieta do animal, a presenca de
infecdo ou inflamacao, ou até mesmo certas condicdes médicas, como € o0 caso de animais

com diabetes, em que a sua urina podera ter um cheiro doce ou frutado.

Turbidez

A propriedade fisica da turbidez refere-se ao grau de clareza da urina e as amostras séo
descritas como transparentes, ligeiramente turvas ou turvas. A urina normal possui um aspeto
transparente, e a turbidez geralmente esta relacionada com a quantidade de constituintes

insoluveis e material particulado na urina. A causa da turbidez geralmente é determinada pelo
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exame microscopico do sedimento, mas pode estar associado com a presenca de células

(eritrdcitos, leucdcitos ou células epiteliais), bactérias, cristais ou detritos amorfos na urina.

Sedimento macroscopico

s

A presenca ou auséncia de sedimento macroscépico também é registado. Esta
caracteristica estd muitas vezes associada a presenca de contaminantes externos, como por
exemplo pelos ou fibras, contudo a abundancia de cristais também poderé revelar a presenca

de sedimento macroscopico.

Caracteristicas quimicas

ApOs o registo das caracteristicas fisicas da urina, deve ser executada uma analise
quimica. Esta é realizada usando tiras de teste reativas (Figura 4.1), impregnadas com
reagentes colorimétricos, ou seja, quando a tira é submersa na amostra, os diferentes
parametros sofrem uma determinada rea¢ao quimica em contacto com a urina, que se traduz
numa alteracao da cor basal do parametro. A mudanca na cor do reagente corresponde a
presenca da substéncia que a tira de teste foi projetada para detetar. A intensidade da
mudancga de cor € proporcional & concentracdo da substéncia que esta a ser medida. Esta
alterac@o na cor é interpretada consoante uma escala colorimétrica predefinida (Anexo 14).
As técnicas colorimétricas podem ser avaliadas diretamente pelo técnico ou através de
aparelhos de leitura automatica, como o Clinitek Advantus ou o Clinitek Status da Siemens
Healthineers. As urinas com uma cor natural muito intensa vao interferir na interpretacao dos
resultados, pois os parametros, para além da reacao propria, também vao corar, pelo que os
resultados podem néo ser fiaveis. Nestes casos, recomenda-se realizar a prova com 0
sobrenadante apés centrifugacdo da amostra.

Em geral, as tiras de urina sédo confiaveis para a medicdo do pH urinério, glucose, corpos
cetonicos, bilirrubina e proteinas. Para a medicdo da densidade deve ser utilizado um
refratbmetro, e a quantificacdo dos leucdcitos e eritrocitos deve ser feito através da
visualizagdo microscopica do sedimento urinario. As medic¢des de nitritos e urobilinogénio ndo
sdo normalmente relatadas na medicina veterinaria, sendo o valor diagndstico pobre. °

e OlEmens

Siemens
Siemanc oy

GLU BIL KET SG BLO pH PRO URO NIT LEU

Figura 4.1 Tira reagente Multistix® 10 SG da Siemens Healthineers.
Legenda: GLU — Glucose; BIL — Bilirrubina; KET — Corpos ceténicos; SG — Densidade urinaria; BLO — Eritrdcitos;
pH — pH; PRO — Proteinas; URO — Urobilinogénio; NIT — Nitritos; LEU - Leucdcitos
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Glucose

A glucose é 100% reabsorvida pelos rins, portanto, normalmente nao esta presente na
urina em quantidades detetadas por tiras reagentes. ¥1° A glucose é o Unico hidrato de
carbono que pode ser avaliado pela tira reativa com uma sensibilidade elevada, a partir de
50-80mg/dL.

A presenca permanente de glucose na urina (glicosuria) é sempre patologica, contudo
deve ser interpretada em conjunto com o valor de glucose no sangue. A glucose aparece na
urina quando os niveis sanguineos excedem o limiar de reabsorcéo renal, sendo estes de 180
a 220 mg/dL para caninos e 200 a 280 mg/dL para felinos. 819

As causas da glicosuria podem estar associadas a uma hiperglicemia persistente, como
acontece na diabetes mellitus, contudo situagfes de stress, terapia com medicamentos que
contém dextrose, ou até mesmo a ingestao de refeicbes podem produzir uma hiperglicemia
transitéria. Quando existem disturbios que produzem uma disfuncdo renal que resulta na
diminuicdo da absor¢éo de glucose, como acontece, por exemplo, no Sindrome de Fanconi,
verifica-se uma glicosuria que néo serd acompanhada de hiperglicemia. 18

Podem existir resultados falsos negativos com a presenca de &cido ascoérbico na urina e
em urinas que contém bactérias, devido a rapida metaboliza¢éo da glucose. Reacgdes falso-
positivas podem ocorrer em amostras de urina contaminadas com agentes como formaldeido,

cloreto, hipoclorito e perdxido de hidrogénio.

Bilirrubina

Normalmente, a bilirrubina ndo esta presente na urina da maioria dos animais domésticos,
contudo devido ao baixo limiar renal para a mesma, pequenas quantidades podem estar
presentes em caes e gatos saudaveis. A sensibilidade da tira reativa é de 0,02 a 0,1 mg/dL.

A bilirrubina é o produto final da degradacao dos eritrécitos senescentes pelos macréfagos
e a subsequente quebra da hemoglobina, resultando na liberagcdo de bilirrubina néo
conjugada. Tanto no gato como no céo, a presenca de bilirrubina na urina (bilirrubinaria) pode
preceder a ictericia clinica e € um indicador precoce de aumento da destruicdo de eritrocitos,
permitindo o diagnostico precoce de doenca hemolitica, diminuicdo da captacdo ou
conjugagdo de bilirrubina ou diminuicdo da excrecdo de bilirrubina, indicando diversas
disfuncdes hepéticas e/ou biliares. E possivel confirmar a validade de uma reac&o positiva da
tira por teste laboratorial para bilirrubina total na urina. 8

No caso da bilirrubina, reagdes falso-negativas podem ocorrer em amostras envelhecidas
ou processadas lentamente sob condi¢cdes inadequadas de armazenamento, devido a

exposicao a luz direta, uma vez que a bilirrubina se degrada rapidamente na presenca de luz
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ultravioleta, ou em amostras que possuem altas concentra¢des de acido ascorbico, que pode

ser produzido através da administracdo de suplementagédo de vitamina C. 22

Corpos cetbnicos

Os corpos cetdnicos normalmente sdo excretados na urina em quantidades indetetaveis.
A presenca de corpos cetonicos na urina (cetonuria) deriva da alteracdo do uso do
metabolismo dos hidratos de carbono para o uso do metabolismo lipidico, ou seja, € um sinal
de que o organismo esta a utilizar gordura para obter energia, em vez de usar glucose. Os
corpos ceténicos primérios produzidos sao acido acetoacético (20%), acetona (1%) e beta-
hidroxibutirato (79%), sendo que a tira reativa € mais sensivel ao 4cido acetoacético do que
a acetona e nao deteta beta-hidroxibutirato, subestimando a quantidade de cetonas presentes
na urina. 8

O resultado positivo acontece, por exemplo, em situacdes de diabetes mellitus, quando
acontece uma cetoacidose diabética.

Contudo, este método de detecdo tem as suas limitagdes devido a falta de sensibilidade
ao beta-hidroxibutirato, bem como a tendéncia de resultados falso-negativos quando niveis
baixos de corpos cetdnicos estdo presentes na urina. Podem também existir resultados falso-
positivos com o jejum prolongado, em urinas muito concentradas, ou com a administracéo de

alguns medicamentos. 18

pH

O pH da urina é resultado do equilibrio acido-base total do corpo e pode ser influenciado
pela dieta e pelo estado de saude.?®

Na generalidade, animais que consomem dietas a base de proteina animal (gatos, caes)
tém urinas mais acidas, em comparacao com animais que consomem uma dieta a base de
plantas ou vegetais (cavalos, ruminantes) cujo pH da urina é mais alcalino. 8

A diminuicdo do pH também podera dever-se a acidificantes da urina (vitamina c), acidose
metabdlica e/ou respiratodria, diarreias/vomitos severos, febre e jejum prolongado, enquanto
gue o aumento do pH podera dever-se a alcalificantes da urina (bicarbonato ou citrato
potassico), alcalose metabdlica e/ou respiratéria, infecdes urinarias (Staphylococcus spp. ou

Proteus spp.) ou mesmo urinas mantidas a temperatura ambiente.

Proteinas

O grau de mudanca de cor da tira corresponde a concentracdo estimada de proteina
presente, contudo a tira reativa € mais sensivel & albumina do que a globulinas, hemoglobina,

mioglobina, proteinas de Bence-Jones (cadeias leves de imunoglobina) e mucoproteinas. 8
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Muitas vezes, a presenca persistente de proteinas na urina (proteinaria) é a primeira e
Unica anormalidade observavel em animais com doenca renal, e geralmente, a mesma, vem
acompanhada do aparecimento de cilindros no sedimento, bem como de hematuria
macroscdpica ou microscépica. Ja a proteindria funcional transitéria pode ser encontrada em
animais com febre alta ou apds convulsdes, stress, temperatura ambiental extrema ou
exercicio e, raramente tem significado clinico.

Podem existir resultados falso-positivos em urinas muito basicas, urinas com
contaminantes, como desinfetantes ou metabdlitos de drogas, e resultados falso-negativos
em urinas muito diluidas, urinas muito acidas e quando quantidades extremamente pequenas
de proteina estédo presentes urina.

Apesar da tira reativa ser indicativa da presenca ou ndo de proteinas na urina, a medi¢cao
quantitativa da concentracdo de proteina na urina é realizada através do analisador quimico.
O racio proteina/creatinina na urina (UPC) tem maior sensibilidade para detecdo de proteinas

na urina do que a tira reativa. 8

Urobilinogénio

Este parametro possui um valor diagndstico bastante pobre, e muitas das vezes o seu
significado pode ser ignorado. O urobilinogénio é produzido no intestino grosso a partir da
reducdo da bilirrubina biliar pelas bactérias e apenas uma minima parte € excretada via renal.

A tira reativa € positiva com a hemodlise, hemorragia histica, doenca hepética, colangite e
resolucdo de grandes hematomas. A auséncia de urobilinogénio com bilirrubina positiva
sugere obstrucdo biliar extra-hepéatica completa ou destruicdo da flora intestinal por
antibidticos (sobredose). Podem existir resultados falso-positivos em urinas com pH elevado
e aguando da utilizagédo de alguns medicamentos (aspirina), e os resultados falso-negativos
estdo normalmente associados a idade da urina e a exposi¢ao solar, por degradacdo do

urobilinogénio.

Nitritos

Os nitritos sé@o produzidos pelo catabolismo proteico e a lise celular, e o resultado positivo
sugere a presenca, na urina, de bactérias que reduzem o nitrato a nitrito. Os falso-positivos
podem dever-se a urinas velhas ou colhidas de forma nao asséptica, ja os resultados falso-
negativos podem ser derivados da utilizacao de antibioticos ou devido a presenca de vitamina

C na urina.

Eritrocitos

No sedimento urinario € permitido uma certa quantidade de eritrocitos, contudo a presenca

de uma elevada quantidade de eritrocitos na urina (hematuria) sugere hemorragia, e pode
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estar relacionada com inflamacao, trauma, neoplasia, infecdo, parasitismo ou coagulopatia,
entre outros. 18

A tira reativa é muito sensivel a hemoglobina e consegue detetar valores a partir de 0,03
mg/dL, no entanto ndo diferencia entre eritrécitos, hemoglobina ou mioglobina. Poso isto,
quando a tira reativa da positivo, mas existe auséncia de eritrécitos no sedimento

microscopico, considera-se que existe a presenca de hemoglobina/mioglobina na urina.

Leucocitos

Tal como acontece com 0s eritrocitos, é aceitavel uma certa quantidade de leucécitos na
urina de animais saudaveis. A presenca de elevadas quantidades de leucécitos na urina
(piuria) sugere a presenca de processos infeciosos e/ou inflamatérios. A sensibilidade da tira
reativa é baixa, pelo que o resultado negativo ndo exclui a presenca de células inflamatdrias,
e 0 mesmo devera ser confirmado através da visualizagdo do sedimento microscopico

urinario.

Densidade urinaria

A densidade urinaria € uma medida indireta da osmolaridade da urina, o seu valor esta
associado ao grau de hidratacdo do animal e € indicativo da capacidade dos rins para
responder as variagcdes na homeostase hidrica.

A densidade urinaria € um componente da maioria dos sistemas de tiras de urina, no
entanto, o uso de tiras para estimar a densidade urinaria é considerado néo confiavel e néo
recomendado em animais domésticos. Clinicamente, um refratdmetro padrdo é comumente
usado para medir o indice de refracdo da urina e fornecer uma estimativa da densidade da
urina.

Os intervalos de referéncia normais publicados para a densidade urinaria séo de 1,015 a
1,045 para cées e de 1,035 a 1,060 para gatos. '8

A sua interpretacdo depende de varios fatores, como estado de hidratacéo, concentracées
eletroliticas, concentracdes séricas de creatinina e nitrogénio ureico, administracdo de certos
medicamentos (corticosteroides, diuréticos, antiepiléticos) e administracéo de fluidoterapia. 8
A densidade urindria normalmente ndo é alterada pelo tempo ou temperatura de
armazenamento da amostra. 2

ApOs terem sido registadas as caracteristicas fisicas e quimicas da urina, € medida a
densidade especifica da amostra de urina usando um refratometro. Deste modo, é colocada
uma Unica gota de urina na superficie de vidro sob a tampa plastica, e enquanto o examinador
esta a olhar através da peca ocular, o refratobmetro € posicionado numa fonte de luz, e a

densidade é registada na interface claro/escuro da escala.

29



Urina tipo Il

Preparacdo dalamina para visualizacéo

Apbs o registo das caracteristicas fisicas e da analise quimica da urina, a mesma deve
ser preparada para a visualizacdo ao microscépio, seguindo o procedimento 2023

- Centrifugar a amostra durante 5 minutos a 2500 rpm;

- Transferir parte do sobrenadante, dependendo do volume de urina no tubo, para outro
tubo, usando uma pipeta ou decantando;

- Suspender o sedimento no sobrenadante restante;

- Transferir uma gota da suspensdo para uma lamina de microscopio de vidro limpa
usando uma pipeta e colocar uma lamela de vidro sobre ela. Deve haver fluido suficiente para
preencher a area sob a lamela, mas a lamela nao deve flutuar;

- Examinar a lamina imediatamente usando microscopia de luz de campo brilhante
otimizada para contraste fechando o diafragma do condensador;

- Usando a objetiva de 10x (LPF, ampliacdo de 100x), visualizar pelo menos 2 bordas da
area sob a lamela e observar a presenca de cilindros e cristais. Usando a objetiva de 40x
(HPF, ampliacdo de 400x), visualizar pelo menos 10 campos da area sob a lamela para
identificar células (eritrécitos, leucdcitos, células epiteliais), microrganismos (bactérias,

leveduras, parasitas), espermatozoides e goticulas de gordura.

Analise microscépica do sedimento urinario

Embora uma grande quantidade de informagBes possa ser obtida através da avaliagéo
macroscoépica e quimica de uma amostra de urina, um exame de urina néo é considerado
completo a menos que uma analise microscopica do sedimento urinario tenha sido realizada.

A avaliacdo do sedimento urinario pode fornecer ao clinico evidéncias de inflamagéo,
infecdo ou hemorragia no trato urindrio por meio da identificagdo visual de leucécitos,
bactérias ou eritrécitos, bem como alertar para a presenca de diversas patologias renais ou
possiveis neoplasias do trato urinario. Em alguns casos, também é importante para
monitorizar a presenca de cristais na urina (cristaltria) em pacientes com histérico de calculos
urinarios.

A avaliacdo do sedimento é semiquantitativa, e os resultados sdo frequentemente
relatados usando intervalos.'® Enquanto os eritrécitos e leucécitos sdo quantificados segunda
a escala definida pela Cornell University College of Veterinary Medicine ?° (ausentes; <5; 6-
20; 21-100; >100/HPF), os restantes achados podem ser classificados como raros, discretos,
moderados e abundantes.

No sedimento urinario podem ser vistos diferentes tipos celulares, nomeadamente células
epiteliais transicionais, células epiteliais escamosas, células epiteliais renais, leucdcitos e

eritrocitos. As diferentes células possuem diferentes caracteristicas morfolégicas, bem como
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diferentes significados clinicos, tal como descritas na Tabela 10.1. Amostras de urina de caes
e gatos saudaveis podem conter um baixo nimero de células (<5 ou raras), de qualquer tipo,
sendo que o aumento do nimero de células pode estar relacionado com inflamacgédo ou
infecdo, no caso de aumento de leucdcitos ou hemorragia, quando nos aparece um ndmero
elevado de eritrocitos.

No que toca a importancia do diagndstico, a identificacdo de um numero elevado de
células epiteliais com caracteristicas atipicas na urina pode indicar uma neoplasia no sistema
urinario, contudo a maioria das amostras de urina de animais com tumores de bexiga nao
contém numero suficiente de células atipicas. Quando um nimero suficiente esta presente e
células atipicas sdo observadas, é melhor realizar uma citologia urinaria, onde é feito um
esfregaco seco ao ar do sedimento urinario e o mesmo é corado com qualquer um dos
corantes do tipo Romanowsky, como por exemplo Diff-Quik.

A cristaltria é um achado frequente na urina de caes e gatos, e a mesma nem sempre
prediz a presenca de célculos renais ou vice-versa. Os cristais de estruvite e oxalato de calcio
dihidratado (Figura 4.2) séo cristais comuns e aparecem em urinas de animais saudaveis,
sem que seja indicativo de algum distlrbio, ja outros tipos de cristais como fosfato calcico,
biurato de amoénia, acido Urico ou bilirrubina (Figura 4.3), entre outros, podem indicar a
presenca de patologias hepéticas e/ou metabolicas. A administracéo de alguns medicamentos
também pode levar ao aparecimento de cristais na urina, como por exemplo, cristais de
xantina sdo comuns em cdes medicados com alopurinol. Todos os cristais apresentam

morfologia tipica com caracteristicas distintas, tal como descritas na Tabela 10.2.
PRSI e Lk 8 :

5°

A i - o
Figura 4.2 A — Cristais de estruvite (400x). B — Cristais de oxalato

de célcio dihidratado (400x).
Os cilindros sédo compostos por uma matriz mucoproteica que é secretada pelo epitélio

tubular renal. Por serem formados dentro dos rins, os cilindros sdo considerados um indicador
de doenca renal. No entanto, menos de 1 a 2 cilindros por campo na urina concentrada pode
ser normal em pacientes sem outros indicadores de doenca renal. A excrecdo de cilindros
pode ser intermitente, mesmo durante a doenca ativa, e o0 numero de cilindros observados
nem sempre € um indicador do tipo, gravidade, reversibilidade ou irreversibilidade da doenca.

Independentemente disso, a presenca de grande numero de cilindros na avaliacdo do

31



Urina tipo Il

sedimento urindrio indica que ha um processo patoldgico ativo a acorrer nos rins. O cilindro
base é o hialino, que € transparente, o qual pode envolver outros componentes, dando origem
a outros tipos de cilindros, tais como: cilindro granuloso, que é composto por detritos celulares;
cilindro lipidico, composto por goticulas lipidicas; cilindro epitelial, composto por células
epiteliais renais; cilindro leucéide, composto por leucdcitos; cilindro eritréide; composto por
eritrécitos; cilindro céreo, cilindros hialinos desintegrados e consolidados nos tabulos; e

cilindro misto, composto por varios tipos concomitantes. (Tabela 10.3)
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Figura 4.3 A — Cristais de biurato de amodnia e/ou xantina (400x). B — Cristais de cistina (400x).
C — Cristais de bilirrubina (400x).

No caso de animais saudaveis, a urina é estéril e, portanto, a presenca de bactérias e
outros organismos na urina nunca € um achado normal. Os clinicos devem considerar o
método de colheita usado para ajudar a localizar a fonte da infe¢cdo e também avaliar se a
contaminacao pode ser provavel. Por exemplo, a bacterilria encontrada numa amostra de
cistocentese estéril sugere infecdo na bexiga (cistite) ou nos rins (pielonefrite), ja uma hifa
fungica ou levedura encontrada numa amostra colheita de forma livre, sera provavelmente um
contaminante externo. Na Tabela 10.4 estdo descritos outros organismos que poderao ser
encontrados na urina, bem como a sua importancia diagndstica.

Por fim, na urina também podem ser encontrados outros achados, como pdélen,
associado a uma colheita livre, ou até mesmo goticulas lipidicas ou espermatozoides (Tabela
10.5).

Estudo de caso |

Foi recebida uma amostra de urina em contentor estéril para andlise de urina tipo II.
Tratava-se de um felideo do sexo feminino, da raga abissinio, com 6 anos de idade, sem
sintomatologia e sem dados clinicos relevantes mencionados.

Comecou-se por descrever as caracteristicas fisicas da urina, tratando-se uma urina
amarela, ligeiramente turva, com odor normal e que ndo apresentava sedimento

macroscépico.
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Relativamente a bioquimica urinaria, a tira detetou valores negativos para a maioria
dos parametros, nomeadamente glucose, bilirrubina, corpos ceténicos, urobilinogénio e
nitritos, contudo o valor das proteinas foi de 100 mg/dl. O valor do pH da amostra de urina foi
6,0 e a densidade medida no refratbmetro foi 1,050. Tendo em conta os valores de referéncia
para a espécie, todos os parametros estédo dentro do intervalo.

Relativamente ao exame microscopico do sedimento ndo foram registados a presenca
de cilindros, cristais ou muco, contudo foram reconhecidas algumas células. Nomeadamente,
foram identificados: <5/HPF de leucdcitos e raras células epiteliais transicionais; e, tal como
visualizado na Figura 4.4A, existe a presenca de 21-100/HPF de eritrécitos e de algumas
estruturas que poderiam ser consideradas bactérias.

Visto que a forma destes elementos foi considerada atipica, e de modo a comprovar
se 0s mesmos seriam bactérias ou, porventura, cristais amorfos, decidiu realizar-se um
esfregaco seco ao ar do sedimento urinario, corado com um corante do tipo Romanowsky,
neste caso o Diff-Quik. Na andlise da lamina corada ao microscépio (Figura 4.4B), foram
observados aglomerados de cocos, confirmando assim a suspeita da presenca de bactérias
no sedimento urindrio microscopico.

Devido a auséncia de resposta inflamatéria, uma vez que nao se verificou a presenca
de leucécitos no sedimento microscépico, poderiamos considerar a hip6tese de que as
bactérias visualizadas derivassem de possivel contaminagdo, dado que néo foi referido o
método de colheita da urina. Contudo foi sugerida ao clinico responsavel a realizacdo da
cultura da urina para despiste de infec&o urinéria.

Apés a realizacdo da urocultura, o resultado foi positivo, tendo sido isolado o

microrganismo Staphylococcus aureus.
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Figura 4.4 A — Aglomerados de bactérias no sedimento urinario nao corado (400x).
B — Bactérias (cocos) no sedimento urinario corado (1000x).
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Estudo de caso Il

Foi recebida uma amostra de urina em contentor estéril para andlise de urina tipo Il.
Tratava-se de um canideo do sexo feminino, da raca dalmata, com 7 anos de idade, sem
sintomatologia e sem dados clinicos relevantes mencionados.

Comecou-se por descrever as caracteristicas fisicas da urina, tratando-se uma urina
amarela, transparente, com odor normal e que ndo apresentava sedimento macroscépico.

Relativamente & bioquimica urinaria, a tira detetou valores negativos para a maioria dos
parametros, nomeadamente glucose, bilirrubina, corpos cetonicos, urobilinogénio e nitritos,
contudo o valor das proteinas foi >= 300 mg/dl. O valor do pH da amostra de urina foi de 6,0
e a densidade medida no refratometro foi 1,028. Tendo em conta os valores de referéncia
para a espécie, todos os parametros, com excecao das proteinas, estdo dentro do intervalo.

Relativamente ao exame microscépico do sedimento ndo foi registada a presenca de
células de qualquer tipo, cilindros, muco ou bactérias, contudo foram visualizadas algumas
estruturas cristaloides.

Tal como observado na Figura 4.5, podemos identificar cristais amarelos com morfologia
de losango com as extremidades arredondadas, tratando-se de cristais de acido Urico. Estes
cristais originam-se em urinas acidas e estdo associados a patologias metabdlicas.
Geralmente a sua presencga é rara em urina de cdes saudaveis, a exce¢do da raga dalmata,
onde o seu achado é considerado frequente.

O acido arico é convertido em alantoina no figado, que sendo mais solluvel que o 4cido
arico n&o precipita na urina, mesmo em pH de urina mais baixo. Os cées da raga dalmata tém

% uma tendéncia hereditaria para a formacdo de
cristais de &cido Urico, devido a uma mutacao

genética (mutacao autossémica recessiva no gene

‘ @ : - SLC2A9) que leva a incapacidade de metabolizar

O” 4o ® 9 0 acido Urico corretamente, ou seja, 0 acido Urico
co nao consegue ser efetivamente transportado para

o . os hepatécitos para que seja transformado em

Q, alantoina. Devido a esta condic¢do, a concentracao

&
o

7 sérica de acido urico em dalmatas é elevada, o que
s causa o aumento da concentracdo do mesmo na
urina e consequente formacao de cristais de acido

Figura 4.5 Cristais de acido arico (400x). arico.?®
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5. Microbiologia

A microbiologia é a area da ciéncia que estuda a biologia de varios microrganismos, tais
como bactérias, virus, parasitas e fungos, investigando a estrutura, fisiologia, bioquimica,
genética e ecologia desses microrganismos, bem como as interages entre eles e 0s seus
hospedeiros. Mais precisamente, a microbiologia veterindria € a ciéncia que estuda os
agentes infeciosos que afetam os animais.

Estes agentes séo categorizados de acordo com suas associacdes ecoldgicas com 0s
animais: (i) parasitismo, 0s parasitas vivem em associa¢gao permanente com os hospedeiros
e a custa destes, ou seja estes sdo beneficiados e o hospedeiro é prejudicado; (i) comensais
sdo microrganismos que nao causam danos discerniveis ao hospedeiro, ou seja estes sédo
beneficiados mas o hospedeiro fica ileso (comensalismo); (iii) sapréfitos normalmente habitam
ambientes inanimados compartilhados com os animais; e (iv) simbiose, ou mutualismo,
geralmente refere-se a associacdes reciprocamente benéficas entre organismos.?’

O processo pelo qual os organismos se estabelecem num hospedeiro individual é
chamado colonizag&o ou infe¢do. O termo viruléncia é por vezes usado para expressar 0S
graus de patogenicidade, muitas vezes relacionados com a gravidade da doenca clinica e
com a ocorréncia de resultados deletérios (mortalidade ou dano tecidual).?’

No caso de microrganismos patogénicos, nomeadamente parasitas, a infecdo do
hospedeiro causa doenca, ja no caso dos saprofitos, que colonizam o tecido do hospedeiro,
apenas em condi¢cbes favoraveis os mesmos causardo doenga com dano tecidual.
Relativamente aos microrganismos comensais e simbiotas, 0s mesmo ndo causardo doenca.
Contudo, alguns microrganismos variam os seus efeitos quando enquadrados em diferentes
tecidos no mesmo hospedeiro, por exemplo a Escherichia coli € um microrganismo comensal
do intestino, porém quando presente no trato urinario podem causar infecées graves. O
mesmo podera acontecer com outros microbiotas (microrganismos que coabitam com o
hospedeiro) que detém uma relagéo de simbiose com o hospedeiro. Quando ocorre a baixa
de imunidade, barreiras fisicas destruidas ou efeitos secundarios relacionados a toma de
farmacos, entre inUmeros fatores, um microbiota pode deixar de exercer os seus efeitos
protetores, e passar a ser responsavel por processos patoldgicos.?’

A finalidade do diagndstico microbiolégico € detetar, identificar e caracterizar os agentes
patogénicos presentes numa amostra bioldégica de um animal com suspeita de infecéo, de
modo a prescrever o tratamento adequado. Além disso, também pode ajudar a monitorizar a
eficacia de um tratamento ja em curso.

Dentro do setor da microbiologia, irdo ser abordados o0s seguintes subsetores:

bacteriologia, micologia e parasitologia.
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Colheita

O procedimento a adotar na altura da colheita é dependente do material biolégico que se
pretende recolher, contudo as condi¢cdes de assepsia devem ser asseguradas de modo a
prevenir contaminacao externa da amostra. Na Tabela 5.1 estdo descritos os procedimentos
de colheita para diferentes tipos de amostra.

Algumas amostras manuseadas de forma incorreta levam a que as mesmas sejam
inadequadas para andlises de microbiologia, como é o caso de amostras em formalina,
amostras com mais de 24h sem refrigeracdo, amostras em recipientes inadequados,

zaragatoas secas, entre outras.

Tabela 5.1 Procedimento de colheita para diferentes tipos de amostras em microbiologia.

Amostra Procedimento de colheita

Desinfetar o animal, rejeitar o primeiro jato e colher diretamente para
um recipiente estéril de boca larga com tampa de rosca.

O animal deve ter a bexiga cheia; desinfetar a pele da regido com
uma solucdo antissética; com agulha e seringa estéril, puncionar a
bexiga, aspirar e enviar diretamente a seringa utilizada devidamente

Urina (micg&o normal)

Urina (cistocentese)

fechada.
Fezes Colher diretamente para um recipiente estéril de boca larga com tampa
de rosca.
Passar a zaragatoa abrangendo a maior area infetada possivel. Colocar
Exsudados 9 9 P

em meio de transporte.

Lavar a area infetada utilizando soro fisiolégico estéril. Passar a

Exsudados purulentos | zaragatoa abrangendo a maior area infetada possivel. Colocar em meio

de transporte.

Desinfetar a area a puncionar, aspirar com seringa estéril e enviar
Liquidos organicos diretamente a seringa utilizada devidamente fechada.

(LCR, Efusdes, Sinovial) | (Este procedimento assegura a viabilidade da cultura em aerobiose e

anaerobiose.)

Lavagens
(Tragueobrénquicas,
Flush nasal, uterinas)

Lavagem com soro fisiolégico. Envio em recipiente estéril de boca larga
com tampa de rosca.

Garrafas de Hemocultura: deve desinfetar a tampa da garrafa com
Sangue alcool a 70% e deixar secar por evaporac¢ao. (Volume minimo de
sangue: 5 ml.)

Recipiente estéril e seco com tampa de rosca: Colher pequenos
fragmentos com diametro ndo superior a 0,5 cm e juntar umas gotas de
soro fisiologico estéril para nao desidratar a amostra (ndo enviar em
formalina).

Biopsias

Transporte e conservagao

As amostras devem ser transportadas para o laboratério imediatamente, de modo a
assegurar a sobrevivéncia e isolamento dos microrganismos, uma vez que o laboratério de
microbiologia trabalha basicamente em fun¢éo da viabilidade dos microrganismos.

Nos casos em que a recolha é efetuada pelo laboratério, as amostras deverdo ser
mantidas a temperatura ambiente até chegarem ao laboratério. Caso a recolha ndo seja
efetuada no mesmo dia, as amostras deverdo ser mantidas a 4°C, de modo a garantir uma

temperatura adequada a viabilidade dos microrganismos.
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Quanto mais cedo a amostra for processada no laboratério de microbiologia, maior a
probabilidade de obter resultados Uteis. A desidratacdo (todos o0s microrganismos) e a
exposi¢do a uma atmosfera nociva (oxigénio para organismos anaerébios) sdo 0s principais
fatores que comprometem as amostras e levam a diagndsticos imprecisos. Por esta razao, é
importante que a amostra seja mantida hiumida e, sob condi¢cdes atmosféricas compativeis. A
humidade é mantida colocando a amostra hum meio de transporte composto de uma solucéo
salina balanceada, geralmente utilizando uma matriz de gel. As zaragatoas devem ser sempre
colocadas no meio de transporte, independentemente do tempo decorrido entre o

processamento e a colheita.?’

Bacteriologia

Nos primdérdios da biologia, os organismos vivos foram categorizados em dois reinos,
Plantae (plantas) e Animalia (animais). A medida que a ciéncia progrediu, um terceiro reino,
Protista, foi criado para incluir organismos microscopicos. Contudo, devido ao avanc¢o da
microscopia de luz e eletrénica, e com as descobertas e desenvolvimentos da biologia
molecular, mais recentemente, trés tipos celulares foram reconhecidos: dois pertencentes aos
procariotas (bactérias e um novo tipo celular identificado como Archaea) e todos os outros
(protozoarios, fungos, plantas e animais) em eucariotas.?’

As bactérias sdo organismos microscopicos unicelulares, ou seja, muito pequenos para
serem vistos a olho nu, que pertencem ao dominio Bacteria. As bactérias sdo onipresentes
na natureza, ou seja, sdo abundantes no solo, agua, ar, plantas e animais. Para além disso,
todas as superficies corporais expostas, a pele e as membranas mucosas, de animais sao
colonizadas por bactérias.?” As bactérias sdo organismos relativamente menos complexos e
exibem caracteristicas estruturais tipicas de células procaridticas, nomeadamente s&o
compostas por capsula, parede celular, membrana celular, citoplasma (contendo material

nuclear) e apéndices, como flagelos e pili. Estas multiplicam-se por fissdo binéaria, e a

informacdo genética essencial para a (@ 2 LT =y (=
&) — i oo
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As bactérias apresentam trés formas o e B e L
basicas: esférica, chamadas cocos; em @ ~
Curved rod

Sarcina (Campylobacter) FilamentouAsu o=

forma de bastonete, chamados bacilo; e em

espiral.?” Tal como é possivel ver na Figura

Slaph.y‘lo-c'o.ccus
5.1, os cocos podem ser unicos, unidos em  Figura 5.1 Formas basicas das bactérias. (a) cocos;

(b) bacilos; (c) forma de espiral e arranjos celulares

de bactérias.

IOngaS (eStreptOCOCOS) ou em aglomerados EZingt;:o.’\\A/\?H\i;i/yBlsaicEv?/g“,eggitgﬂr’. 2C(?Zezn'gappa M, Wilkes R. Veterinary Microbiology. 4*

pares (diplococos), em cadeias curtas ou
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(estafilococos). A semelhanca dos cocos, os bacilos geralmente ocorrem como células
individuais e alguns podem estar em pares (diplobacilos) ou em cadeias curtas ou longas

(estreptobacilos). As espirais sdo em forma de haste a apresentam muiltiplas tor¢des.?’

Exame cultural

O exame cultural baseia-se na inoculacdo da amostra nos meios apropriados,
considerando o tipo de amostra e a analise solicitada pelo veterinario. O objetivo da cultura in
vitro consiste no crescimento e isolamento das bactérias, de modo a identificar a bactéria
responsavel pela possivel infecdo. As necessidades nutricionais e as condi¢cdes ambientais
condicionam o crescimento das diferentes bactérias, por isso € necessario adequar 0os meios

de cultura aos requisitos das bactérias.?°

Meios de cultura

As bactérias requerem nutrientes para o crescimento, uma vez que sao fundamentais para
a sua funcdo celular. Alguns nutrientes sdo necessarios em grandes quantidades
(macronutrientes), como carbono e nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, magnésio, calcio,
sédio, outros em quantidades minimas (micronutrientes), neste caso sao vitaminas e metais
(cobre, ferro, manganés, molibdénio, niquel, zinco, etc.). A maioria dos agentes patogénicos
bacterianos crescem em meios de uso geral, como gelose sangue, no entanto alguns
requerem nutrientes especiais ou especificos para um crescimento ideal e a essas bactérias
sdo chamadas de nutricionalmente fastidiosas.?’

Os meios de cultura podem ser divididos em varias categorias, nomeadamente meios de
enriguecimento, meios seletivos e meios diferenciais. Os meios de enriquecimento ou
nutritivos néo seletivos sdo meios que promovem o crescimento generalizado de todos os
microrganismos. Estes meios contém nutrientes que suportam o crescimento da maioria dos
organismos sem dar vantagem a nenhum organismo em especial. Os meios seletivos
promovem o desenvolvimento de um grupo especifico de microrganismo. Estes meios sdo
constituidos por substancias que inibem o crescimento das outras bactérias. Por Gltimo, os
meios diferenciais permitem a distingcdo e identificagdo dos microrganismos com base nas
caracteristicas metabdlicas especificas de cada bactéria. A composicao destes meios inclui
substancias que evidenciam essas diferencas.?®

Os meios cromogénicos sédo usados na enumeracao e detecao de bactérias. Estes meios
tém enzimas que reagem com varios tipos de microrganismos e a escolha do meio depende
das caracteristicas do microrganismo que se pretende isolar e/ou identificar. A vantagem
destes meios relativamente a cultura tradicional é a diferenciagcdo microbiana através de
diferentes cores.?

Na Tabela 5.2 estdo descritos os meios de cultura utilizados no laboratorio.
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Tabela 5.2 Descricdo de diferentes meios de cultura utilizados em bacteriologia.

Nome

Descricao

Gelose chromID™ CPS®
Elite

Meio cromogénico para o isolamento, contagem e identificacdo direta ou
presuntiva de microrganismos que causam infe¢des do trato urinario.
Sensibilidade de detecao e especificidade de coloracao, para facil
leitura, mesmo em culturas mistas:

- Colonias rosa a vermelho-escuro: Escherichia coli

- Colénias castanho-claro a castanho-escuro: Proteus spp.

- Colénias azul-turquesa: Enterococcus spp.

- Colénias verde-acastanhado: Klebsiella spp.

- Colénias pigmentadas: Pseudomonas spp.

- Colébnias violeta: Streptococcus spp.

- Colonias amarelas: Staphylococcus aureus
Incubacdo: 16/18 horas para Escherichia coli

MacConkey agar

Meio seletivo e diferencial para isolamento de bactérias gram-negativas.
- Colonias rosa: Escherichia coli
- Colénias transparentes: Proteus spp.

Incubacédo: 24 horas

Columbia CNA agar + 5%
sheep blood

Meio seletivo para isolamento de bactérias gram-positivas.
- Colénias acinzentadas: Enterococcus spp.
Incubacdo: 24 horas

CHROMID® Salmonella
Elite

Meio cromogénico para isolamento seletivo e diferenciagédo de
Salmonella spp.

- Colonias rosa-claro a violeta: Salmonella spp.
Incubacéo: 24 horas

Hektoen agar

Meio seletivo para isolamento e diferenciagdo de Salmonella spp. e
Shigella spp.

- Colonias verdes com o centro preto: Salmonella spp.

- Colénias verdes sem o centro preto: Shigella spp.
Incubacéo: 24 horas

Chocolate agar PolyViteX
(PVX)

Meio para isolamento de bactérias fastidiosas. (Ex: Neisseria spp.)
Incubacéo: 24 horas

Técnicas de inoculacéo

A inoculagdo dos meios de cultura pode ser realizada por varias técnicas. A técnica de

inoculag&o por quadrante (Figura 5.2 A) é utilizada para a maioria das amostras biologicas em

meios soélidos em placa. Esta técnica é feita com uma ansa, e permite obter coldnias isoladas.

As amostras de urina sao inoculadas nos meios sélidos em placa pela técnica de sementeira

semi-quantitativa (Figura 5.2 B). Esta inoculacao é feita com uma ansa calibrada de 10yL, de

modo a semi-quantificar o nimero de colbnias obtidas. Para amostras recolhidas por

zaragatoas utiliza-se a técnica de sementeira por espalhamento, que consiste em aplicar a

zaragatoa no meio e semear em toda a superficie da placa.® Outras amostras, como o liquido

cefalorraquidiano, realiza-se a inoculagdo por , B
inundacdo, uma vez gue 0S Mmicrorganismos
estdo presentes em quantidades reduzidas e

devem ser sempre valorizados, os cateteres sédo

inoculados diretamente sobre a superficie do

Figura 5.2 Representacdo esquematica da

rolamento.

(B) sementeira semi-quantitativa.
Adaptado: Tille P. Bailey & Scott’'s Diagnostic Microbiology. 13% Edic&o.
Elsevier Mosby, editor. 2014.
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Condicdes de incubacao

Compreender os requisitos para o crescimento bacteriano ajuda a explicar o habitat em
que as bactérias vivem e possibilita a otimizacdo das condigbes ambientais para suportar o
crescimento mais robusto de bactérias. Os quatro fatores ambientais mais criticos a serem
considerados incluem disponibilidade de oxigénio (O,) e diéxido de carbono (CO,),
temperatura, pH e teor de humidade do meio e da atmosfera.?’:2°

O Oz é um requisito critico para muitas bactérias uma vez que dita o tipo de metabolismo
gue realizam para gerar energia para o crescimento. As bactérias variam na necessidade e
toler&ncia ao oxigénio e sao divididas em dois grandes grupos, bactérias aerdbias e bactérias
anaerbbias. As bactérias aerdbias requerem O, para crescer, utilizando 0 mesmo no seu
metabolismo. As bactérias anaerdbias s6 conseguem crescer na auséncia de O, dispensando
o mesmo do seu metabolismo.?” As bactérias podem ser estritamente aerébias, contudo a
maioria dos organismos aerobicos clinicamente significativos sédo, na verdade, aerébios
facultativos, sendo capazes de crescer na presengca ou auséncia de O,. As bactérias
anaerobias também podem ser microrganismos anaerébios aerotolerantes, ou seja, ndo
crescem na presenca de O,, mas sobrevivem a exposicdo ao mesmo por um periodo. A
maioria dos anaerdbios de importancia clinica sdo aerotolerantes.?”

O CO: é necessario para reacbes normais, como por exemplo, biossintese de acidos
gordos e, portanto, € necessario para o crescimento das bactérias. Os niveis de CO, no ar
sdo suficientes para muitas bactérias. No entanto, algumas requerem niveis mais elevados
para crescimento e sdo incubadas em estufas de 5% de CO,.?’

A temperatura é um importante fator ambiental que afeta o crescimento e a sobrevivéncia
das bactérias. Geralmente, uma temperatura muito baixa ou muito alta inibe o crescimento
das mesmas, uma vez que, provavelmente, existem temperaturas 6timas para reacdes
metabdlicas catalisadas por enzimas. As temperaturas minima e maxima variam muito entre
as bactérias, contudo a cultura da maioria das bactérias patogénicas deve ser feita entre os
35°C e 37°C, uma vez que se assemelha as temperaturas corporais de animais.?’

Relativamente ao pH, cada espécie bacteriana tem requisitos minimos, maximos e 6timos
de pH. Os habitats bacterianos na natureza variam de condi¢bes extremamente 4cidas a
extremamente alcalinas. A maioria das bactérias patogénicas cresce melhor em pH neutro,
com uma faixa de 6,8 a 7,2. Os meios preparados comercialmente sdo tamponados dentro
dessa faixa, por isso raramente é necessario verificar seu o pH.?"%°

Por fim, no que toca a humidade, a 4gua é fornecida como um dos principais constituintes
dos meios. No entanto, quando 0s meios sdo incubados nas temperaturas usadas para a
cultura bacteriana, uma grande por¢cdo do contetdo de &gua pode ser perdida por

evaporacao. A perda de agua tem varios impactos nas culturas bacterianas e por isso medidas
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como a tapar as placas de cultura para reter a humidade ou o uso de estufas humidificadas
sdo utilizadas para garantir que os niveis de humidade apropriados sejam mantidos durante

o periodo de incubacéo.?

Exame microscopico — Coloracéo de Gram

O exame microscopico de preparacbes coradas permite precisar as caracteristicas
morfolégicas das bactérias, nomeadamente a forma e afinidade para os corantes.* Este
podera ser util para orientar o diagndstico e direcionar os procedimentos do exame cultural.

Diferencas na estrutura e composicdo quimica das paredes celulares de espécies
bacterianas sdo responsaveis pela variagcdo na patogenicidade e influenciam outras
caracteristicas, incluindo propriedades de coloragcdo. Com base na cor quando coradas pelo
método de Gram, as bactérias podem ser divididas em dois grupos principais, gram-positivas
(GP) e gram-negativas (GN), sendo, por isso, a coloragdo de Gram a principal coloragdo em
bacteriologia, pois permite diferenciar as bactérias consoante a estrutura da parede celular.®

As bactérias GP coram de azul-roxo (Anexo 15A), a composi¢do da parede celular das
bactérias GP contém uma grande quantidade de peptidoglicano e &cidos teicbicos, o que
confere resisténcia a descoloracdo do alcool-acetona e assim retém o corante violeta de
cristal. Por outro lado, as bactérias GN, coram de rosa-vermelho (Anexo 15B), estas tém uma
parede celular constituida por uma fina camada de peptidoglicano e uma bicamada lipidica,
gue na presenca do agente descolorante fica fragilizada, e por isso, perdem o primeiro corante
e coram com o corante de contraste (safranina ou fucsina). (Imagem explicativa no anexo)
Além da resposta a coloracdo de Gram, esta técnica permite, também, classificar as bactérias
consoante a morfologia (cocos, bacilos) e agrupamentos bacterianos (diplococos,

estreptococos). Todas estas caracteristicas sdo essenciais na identificacdo das bactérias.?”:?°

Identificacdo manual

ApOs o periodo de incubacao é feita a contagem e identificacdo das colonias presentes
nas placas. Observar as principais caracteristicas macroscopicas de uma colonia bacteriana
€ importante para qualquer identificacéo bacteriana. Os critérios frequentemente usados para
caracterizar o crescimento bacteriano incluem o0s seguintes: tamanho da colonia,
pigmentacdo, forma (inclui forma, elevacdo e margem da col6nia), aparéncia da superficie
(brilhante, opaca, seca, transparente), alteragcbes no meio de cultura resultantes do
crescimento bacteriano (tipo de hemdlise), e odor (certas bactérias produzem odores distintos
que podem ser Uteis na identificacédo preliminar).?®

Relativamente a microbiologia clinica humana, por exemplo nos Estados Unidos, sao
relatadas cerca de 530 espécies, no entanto 95% das identificacdes estdo distribuidas em

apenas 27 dessas espécies, sendo o0s principais microrganismos identificados a Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae e Proteus mirabilis.?® A semelhanca da microbiologia humana, também os

animais apresentam estas frequéncias.

Na Tabela 5.3 estdo descritas algumas caracteristicas gerais das bactérias com mais

frequéncia em infe¢cdes nos animais.

Tabela 5.3 Descricdo de caracteristicas de algumas bactérias responsaveis por infecées em animais.

Coloracéo

Meio

Bactéria Familia Habitat Aparéncia
Gram cultura
wacConkey | COoTeS e e
Escherichia coli | Enterobacteriaceae GN Trato intestinal — -
Colbnias rosa a
CPS
vermelho-escuro.
. Colbénias mucéides
Nasofaringe; MacConkey | - 4o rosa
Klebsiella spp. Enterobacteriaceae GN Trato Colonias ve.r de-
gastrointestinal CPS
acastanhado.
Colonias castanho-
Proteus spp. Enterobacteriaceae GN Trato . . CPS claro a castanho?
gastrointestinal escuro. Mau cheiro
caracteristico.
Meio ambiente L
Pseudomonas . Coldnias irregulares
Pseudomonadaceae GN (solo, &gua, MacConkey ;
sSpp. e incolores.
plantas)
Colbnias redondas,
Nasofaringe; lisas, brilhantes e
Staphylococcus Staphylococcaceae GP Pele; _ CNA opacas, de grande
aureus Colonizador da dimensao, brancas a
mucosa cinzentas ou creme
a amarelas.
Colbnias de
CNA pequena dimenséao,
Enterococcus Enterococcaceae GP Trato . . acinzentadas.
spp. gastrointestinal —
Coldnias azul-
CPS
turquesa.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (automatico)

A caracterizagdo do microrganismo envolve a sua identificacdo e a sua resposta aos

agentes antimicrobianos. Por isso, ap0s a identificagdo do microrganismo, realiza-se o teste

de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA), que tem como finalidade determinar possiveis

resisténcias do agente patogénico perante a acdo do antimicrobiano. Deste modo, o TSA

fornece informac@es cruciais para a escolha da terapéutica mais adequada a doenca infeciosa

diagnosticada.?® A realizacdo do TSA torna o uso de antibiéticos mais responsavel e assertivo,

prevenindo o aparecimento de bactérias multirresistentes.

A identificacdo de microrganismos podera ser feita por duas vias, através da utilizacdo de

meios cromogénicos para cada tipo de amostra, que permitem o isolamento e identificacao

do microrganismo e a valorizacao da infecdo, ou através da utilizacdo de um meio geral onde

sao selecionadas coldnias morfologicamente diferentes. Estas sdo posteriormente inoculadas
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em cartas com galerias API (analytical profile index) e cartas automatizadas para TSA, hum
aparelho automatico.

O laboratorio encontra-se equipado pelo aparelho VITEK® 2 Compact da Biomérieux. O
seguinte aparelho € um analisador automatico que proporciona a realizacdo de teste de
identificacdo de microrganismos patogénicos e TSA através de um indculo preparado
manualmente. O VITEK® 2 Compact tem capacidade para realizar as tarefas de inoculacéo,
incubacao e leitura de cartas de teste. As cartas de teste sdo constituidas por multiplos pogos
que possuem no seu interior variadas substancias bioquimicas e/ou antibidticos com
diferentes concentracdes.®* As cartas de identificacdo e de TSA podem ser realizadas em
simultaneo para a mesma amostra (Tabela 5.4). No entanto, antes de serem introduzidas as
cartas na cassete e no analisador, é efetuada a preparacao de uma suspensédo de indculo
para cada amostra, segundo o procedimento de preparagao e analise de cartas no analisador
VITEK® 2 Compact da Biomérieu presente nos apéndices.

Tabela 5.4 Cartas de identificacdo e sensibilidade utilizadas no laboratério através do analisador
VITEK® 2 Compact da Biomérieux.
Nome Descricao
Carta VITEK® GN ID Carta de identificacdo de bacilos GN.
Carta VITEK® GP ID Carta de identificacdo de bactérias GP.
VITEK® AST-GN69 Carta de sensibilidade para organismos GN.
VITEK® AST-GP67 Carta de sensibilidade para organismos GP.
VITEK® AST-ST03 Carta de ;ensibilidade de bactérias GP,,e:m particular Streptocqc_cus
pneumoniae, Streptococcus beta-hemoalitico, e Streptococcus viridans.

Apbs a conclusdo dos testes, os resultados obtidos pelo sistema automatico séo
analisados a partir de um programa. O analisador dispde de uma base de dados atualizada
gue identifica as varias espécies de microrganismos clinicamente revelantes e o TSA
automatizado é obtido ndo s6 por categorias — Sensivel, Intermediario ou Resistente — mas
também com indicagdo da concentragao inibitéria minima (MIC) de cada farmaco, permitindo
a escolha de dosagens mais adequadas de cada agente antibacteriano para o tratamento do
animal.

Algumas das vantagens da automatizac&o na identificacdo e TSA de microrganismos Sao
0 impacto clinico, uma vez que garante resultados entre 24h e 36h, a reprodutibilidade inter-
laboratorial, a diminuicdo de possiveis contaminagfes devido a0 menor manuseamento e a
diminuicdo de erros pré e pés analiticos, como por exemplo erros de inoculagdo e de
interpretacdo de resultados, aumentando assim a seguranca e confiabilidade dos resultados,

eliminando a subjetividade das analises manuais.

Urocultura — Cultura de urina

A funcéo do trato urinario € produzir e processar a urina e esta é normalmente um fluido
estéril. Frequentemente, as infecbes do trato urindrio (ITU) sdo caracterizadas como

superiores ou inferiores com base na localizacdo anatémica da infecdo: o trato urinario inferior
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abrange a bexiga e uretra, e o trato urinario superior engloba os ureteres e 0s rins. As infecbes
do trato urinario superior afetam os ureteres (ureterite) ou o parénquima renal (pielonefrite).
As infecBes do trato urinario inferior podem afetar a uretra (uretrite) e a bexiga (cistite). As ITU
podem ser completamente assintomaticas, produzir sintomas leves (ex.: cistite) ou causar
infecBes com risco de vida (ex.: pielonefrite). As ITU sdo complicagdes importantes em
animais com diabetes, doenca renal e anomalias estruturais e neuroldgicas que interferem no
fluxo urinério.?°

O diagnostico laboratorial de uma ITU baseia-se na realizacdo de uma urocultura. Esta
realiza-se pela técnica de sementeira semi-quantitativa, e para isolamento, identificacao e
contagem direta de colénias em amostras de urina 0 meio de eleicdo € o CPS. A inoculacéo
é feita com uma ansa estéril calibrada de 10uL, e o meio € incubado overnight, a 37°C, numa
atmosfera de aerobiose.

Apés a incubacao, as placas sédo observadas e avaliadas semi-quantitativamente, como
descrito na Tabela 5.5, e no caso de uroculturas positivas € observada a morfologia das
colénias, de modo a identificar o agente etioldgico e, se adequado, realizar o TSA.

Tabela 5.5 Classificagdo da avaliacdo semiquantitativa de uroculturas.

N° de coldnias Fator de multiplicacéo Resultado
Sem crescimento - Negativo
1a10 UFC x 103 Entre 103 e 104 UFC/mI
10 a 100 UFC x 103 Entre 104 e 10° UFC/m
> 100 UFC x 103 >10° UFC/ml

A maioria das ITU tém como agente etiolégico a Escherichia coli (Figura 5.3A), além de
outros exemplos como Enterococcus spp., Klebsiella spp., Proteus spp. e Staphylococcus
spp. (Figura 5.3).

A valorizagdo dos resultados devera ter em conta uma série de parametros, tais como:
método de colheita da urina, sintomatologia, observacdo microscépica do sedimento urinario
e resultados de exames bacteriolégicos anteriores.* Na Tabela 5.6 estédo descritos os critérios
de valorizag&o aplicados no laboratério consoante o método de colheita da urina.

Tabela 5.6 Valorizac&o de resultados no processamento de uroculturas.

Métodos néo invasivos (mic¢do normal
1 a 2 tipos de coldnias Se =104 Identificacdio e TSA
Cultura mista que inclui 3 tipos de colénia Se 1 tipo=10° Identificacdo e TSA
Métodos invasivos (cistocentese)
1 a 2 tipos de coldnias Se 2103 Identificacdio e TSA
Cultura mista que inclui 3 tipos de colénia Se 1 tipo =104 Identificacdo e TSA

O que complica a interpretagdo da urocultura € a crescente dificuldade em distinguir entre
infecdo e contaminacéo.?® Existem diversas interferéncias durante o processamento das
urinas que pode levar a resultados falso-positivos e falso-negativos, nomeadamente colheitas
inadequadas, em recipientes ndo estéreis ou colheitas feitas do chdo, demora no envio das

amostras para o laboratério ou demora no processamento da amostra, o facto do animal estar
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sob antibioterapia, ou até mesmo animais com sintomas como polidria (urinar em excesso) e

polidipsia (excessiva sensacao de sede).

Figura 5.3 Uroculturas positivas em meio CPSE. A — Escherichia coli; B — Enterococcus spp.; C —
Klebsiella spp.; D — Staphylococcus pseudointermedius; E — Staphylococcus epidermidis; F — Proteus

Spp.
Hemocultura — Cultura de sangue

A presenca bactérias na corrente sanguinea, denomina-se de bacteriemia. As
hemoculturas séo cruciais para o diagnostico de bacteriemia e identificagdo do agente
patogénico.

Uma vez que o sangue é um liquido estéril, valoriza-se qualquer microrganismo isolado a
partir de uma hemocultura. No momento da colheita podem ocorrer contaminagdes com
microrganismos comensais da pele, entdo, é essencial que a colheita seja realizada de acordo
com as recomendacdes ditadas no manual de boas praticas do laboratério. A colheita para
uma hemocultura inicia-se com a desinfecdo da pele no local da pun¢éo venosa, para evitar
contaminagdes com a microbiota da pele. Os frascos contém um meio de cultura, e deve ser
respeitada a relacdo meio de cultura/volume de sangue, para aumentar a recuperacao de
microrganismos.

A chegada ao laboratério o frasco de hemocultura € colocado na estufa a 37°C, apds 24h
€ realizada a primeira cultura em meio CNA, de seguida, a cada 24h € realizada uma cultura

em meio CNA e em meio MacConkey, até um maximo de 3 culturas ou até a cultura apresentar
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crescimento. Ap6s um total de 4 culturas sem crescimento, o resultado do exame

bacteriolégico cultural ao sangue é considerado negativo.

Coprocultura — Cultura de fezes

O trato gastrointestinal (Gl) apresenta uma flora normal composta por uma grande
variedade de microrganismos. Por essa razdo, as fezes sdo um produto muito abundante em
microrganismos, e por isso € dificil isolar o agente etiolégico que causa a infecdo. Como tal,
utilizam-se meios seletivos para favorecer o crescimento das bactérias enteropatogénicas e
impedir o crescimento de outras bactérias.?

O exame cultural de fezes consiste na pesquisa de Salmonella spp. e Shigella spp., no
qual as amostras de fezes séo inoculadas nos meios Hektoen e Salmonella. Para a inoculacdo
€ necessario fazer uma diluicdo, colocando uma aliquota de fezes num 1ml de soro fisiol6gico
estéril. Posteriormente, a sementeira é feita com uma ansa estéril calibrada de 10uL, e o meio
€ incubado overnight, a 37°C, numa atmosfera de aerobiose.

Uma vez que sao utilizados meios seletivos e cromogénicos, a analise da presenca ou
auséncia de bactérias patogénicas nas fezes é feita através da coloracdo especifica das
colénias, nos meios utilizados, por exemplo, a Salmonella spp. no meio de Salmonella ira
apresentar col6nias rosa-claro a violeta
(Figura 5.4A), e no meio Hektoen ira
apresentar colénias verdes com o
centro preto (Figura 5.4B).

Tal como acontece nas uroculturas,

também nas coproculturas podem

ocorrer as mesmas interferéncias, tais

como uma colheita inadequada, ou 0 Figura 5.4 Cultura de Samonella spp. em meio
CHROMID® Salmonella Elite (A) e Hektoen agar (B) da

atraso no processamento da amostra, Biomerieux.

levando a resultados pouco confiaveis.

Cultura de liquidos biologicos

Os liquidos, tais como liquido cefalorraquidiano, liquido pleural, liquido peritoneal, liquido
sinovial, lavagens bronco-alveolar, aspirados pulmonares, entre outros, contidos nas
cavidades corporais sao normalmente estéreis, por isso o isolamento de qualquer
microrganismo deve ser valorizado. As infegbes nestes locais levam ao aumento da
guantidade de liquido, e podem ser provocadas por uma grande variedade de
microrganismos. A colheita destas amostras € realizada por aspiragdo em condi¢Oes

asséticas. Todas estas amostras sdo semeadas em meio MacConkey, meio CNA e meio PVX,
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e sdo incubadas overnight, a 37°C, numa atmosfera de aerobiose ou anaerobiose, consoante

a cultura requisitada.

Cultura de aerébhios

Os exsudados auriculares, exsudados oculares, exsudados de feridas, exsudados
profundos, entre outros, sdo semeados em meio MacConkey, meio CNA e alguns em meio
PVX, e séo incubados overnight, a 37°C, numa atmosfera de aerobiose.

A maioria dos agentes etiologicos presentas neste tipo de amostra de animais séo
Escherichia coli, Enterococcus spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp. e Staphylococcus
aureus (Figura 5.5).

Figura 5.5 Cultura positiva de: Escherichia coli em meio MacConkey (A), Enterococcus spp. em meio
CNA (B), Klebsiella spp. em meio MacConkey (C), Pseudomonas spp. em meio MacConkey (D) e
Staphylococcus aureus em meio CNA (E).

Cultura de anaerobios

Para a cultura em meio de anaerobiose sdo utilizados os sacos GENbag anaer da
Biomérieux. O GENbag consiste num saco hermético feito de plastico transparente, que, em
conjunto com uma saqueta de aluminio, produz rapidamente a atmosfera apropriada para a
cultura de bactérias que requerem uma atmosfera anaerébica, ou seja, que requerem
auséncia de O,. Estas saquetas funcionam sem adicdo de agua ou catalisador, e contém
diversos compostos quimicos, que permitem a absorcao de O», dentro do saco.

Todas as culturas de anaerdbios sdo entdo semeadas em meio MacConkey e meio CNA,
depois as placas sao introduzidas nos sacos herméticos, juntamente com uma saqueta, que
em seguida sdo devidamente selados. As placas sdo incubadas overnight, a 37°C, na

atmosfera de anaerobiose.

Estudo de caso |

Foi recebida uma amostra de urina huma seringa, colhida por cistocentese, para analise
de urina tipo Il e urocultura. Trata-se de um felideo do sexo feminino, de raca indeterminada,

com 14 anos de idade, sem dados clinicos mencionados.
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Apos a realizacdo da analise microscopica do sedimento urinario, ndo foram registados a
presenca cilindros, cristais ou muco, contudo foram reconhecidas algumas células.
Nomeadamente, foram identificados <5/HPF de eritr6citos e raras células epiteliais
transicionais, e tal como visualizado na Figura 5.6A, existe a presenca de >100/HPF de
leucocitos e abundantes estruturas consideradas bactérias.

Devido a presenca de leucocitos em grande quantidade, demonstrando que o sistema
imunitario podera estar a tentar combater uma infe¢éo, € esperado que se trate de um quadro
de ITU e que a urocultura seja positiva.

ApoOs a inoculacdo da urina em meio CPSE, e incubag&o de 24 horas a 37°C, podemos
observar colénias rosa a vermelho-escuro na superficie da placa (Figura 5.6B). O
microrganismo isolado através do exame bacterioldgico cultural trata-se de Escherichia coli.
A contagem de coldnias foi de 10° UFC/mL. De seguida foi realizado o TSA, tendo o resultado
dado como sensivel a: Ampicilina, Amoxicilina+Acido Clavulanico, Cefalexina, Cefalotina,
Cefpodoxima, Cefovecina, Ceftiofur, Imipenem, Amicacina, Gentamicina, Neomicina,
Enrofloxacina, Marbofloxacina, Pradofloxacina, Doxiciclina, Tetraciclina, Nitrofurantoina,

Cloranfenicol, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Amoxicilina, Cefadroxil, Minociclina.

A

Figura 5.6 A — Bactérias e leucdcitos presentes no sedimento urinario (400x); B — Cultura com
crescimento de Escherichia coli.

Estudo de caso Il

Foi recebida uma amostra uma zaragatoa de um exsudado realizado numa laceragéo no
abdomen para cultura de aerobios e cultura de anaerébios. Trata-se de um canideo do sexo
feminino, de raga King Charles Cavalier, com 5 anos de idade.

Para a cultura de anaerdbios, a zaragatoa foi semeada em meio MacConkey e em meio
CNA, e as placas foram colocadas numa atmosfera de anaerobiose, e incubadas overnight, a
37°C.
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BN

Relativamente a cultura de aerdbios, a zaragatoa foi novamente semeada em meio
MacConkey e em meio CNA, e estas placas foram incubadas overnight, a 37°C, numa
atmosfera de aerobiose.

Apoés incubacdo de 48 horas 37°C, as placas colocadas em anaerobiose nao
apresentaram crescimento, sendo o resultado do exame bacterioldgico cultural negativo para
a cultura de anaerdbios.

No que toca a cultura de aerobios, apos 24 horas de incubacéo a 37°C, ndo observamos
crescimento bacteriano no meio MacConkey, contudo no meio CNA podemos ver o

crescimento de coldnias de pequena dimensdo e cor i

by

acinzentada (Figura 5.7). Devido a dificuldade de
identificac@o tendo em conta apenas as caracteristicas
morfol6gicas das coldnias, decidiu-se pela realizagéo de
uma carta de identificacéo e carta de TSA no VITEK® 2
Compact. A identificacdo automatica, através da carta de
identificag@o, reconheceu o microrganismo como sendo
Enterococcus spp. O resultado do TSA foi o seguinte:
Sensivel para Penicilina G, Amoxicilina+Acido
Clavulanico, Nitrofurantoina, Cloranfenicol, Florfenicol, _. ,
Figura 5.7 Cultura sem crescimento

Amoxicilina, Ampicilina; Resistente para Cefovecina, bacteriano no meio MacConkey, e

. . . 4 com crescimento bacteriano no meio
Marbofloxacina, Minociclina; e, Intermédio para CNA.

Enrofloxacina, Eritromicina, Doxiciclina.

Micologia

Os fungos sé@o organismos eucariotas, constituidos por uma parede celular composta
essencialmente por quitina e ergosterol. A classificagdo de um fungo como bolor ou levedura,
€ baseado na sua aparéncia microscopica no tecido ou em meios de cultura rotineiros (o
estagio assexuado). Microscopicamente, se forem observadas estruturas hifais, o fungo é
denominado bolor; se forem observadas estruturas de brotamento unicelular, o fungo é
denominado levedura. Em meios de cultura de rotina, os bolores terdo uma aparéncia
“felpuda” ou lanosa, e uma levedura sera semelhante a uma bactéria na sua morfologia e
consisténcia colonial.?’

O diagnéstico laboratorial de infec8es fungicas implica o isolamento e a identificacdo do
fungo responsavel pela patologia. A identificacdo do fungo é feita com base na observacao
macroscopica das colénias e, devem ser consideradas caracteristicas, como a textura,
pigmentagdo, tempo de crescimento, entre outras. Na Figura 5.7 estdo descritos os meios de
cultura utilizados no laboratério e a incubagédo dos meios é realizada por 24h/48h a 37°C.
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Tabela 5.7 Descricdo dos meios de cultura utilizados em micologia.

Nome Descricao

Gelose chromID™ Candida € um meio cromogénico para o isolamento
seletivo de leveduras e identificacao direta de Candida albicans.

- Coldnias azuis: Candida albicans.
Gelose Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol 2 € um meio que
permite o isolamento seletivo de leveduras e bolores.

- Colonias brancas cremosas a pastosas: Candida albicans.

Geloses chromID™ Candida
/ Sabouraud Gentamicina
Cloranfenicol 2

Meio cromogénico elaborado no laboratério segundo o protocolo
CHROMagar™ Malassezia | descrito no Anexo 16, para detecéo de Malassezia spp.
- Colénias cor-de-rosa a roxo: Malassezia spp.

Nas amostras de animais que chegam ao laboratério é frequente a presenca de
Malassezia pachydermatis e Candida albicans (Figura 5.8).

A Malassezia spp. esté presente em baixo numero na flora normal da pele (especialmente
areas humidas, como dobras cutaneas, regifes interdigitais) e canal auditivo externo de
animais. Malassezia pachydermatis desempenha um papel secundario, mas significativo, na
otite externa e na dermatite numa variedade de animais, mas mais comumente em cées e,
em menor grau, em gatos. O papel exato desempenhado por Malassezia pachydermatis
permanece incerto, e o que faz com que a levedura mude de um comensal inofensivo para
um gue contribui para a doencga é desconhecido. No entanto, acredita-se que a doenca possa
estar associada ao tratamento prolongado com antibiéticos, imunossupresséo, administragédo
de glicocorticéides, bem como outras condi¢des predisponentes.?’32

A correcdo da condicdo subjacente € o aspeto mais importante do tratamento da otite
externa ou dermatite associada a Malassezia pachydermatis. Quase todas as preparacoes
tépicas disponiveis comercialmente que contém um agente antifingico (nistatina, clotrimazol,
miconazol, etc.) sdo eficazes no tratamento do componente flngico da otite externa.
Geralmente, champbs medicinais (por exemplo, miconazol + clorexidina), juntamente com a
administracdo sistémica de antifungicos (cetoconazol, itraconazol, fluconazol ou terbinafina)
sdo eficazes na reducdo da influéncia de Malassezia pachydermatis sobre doencas
dermatoldgicas.?”*2

A Candida spp. € uma levedura parasita que habita a flora normal das membranas
mucosas da maioria dos mamiferos e aves. No entanto, a Candida albicans pode invadir
qgualquer 6rgdo do corpo e causar doenca. As infecGes localizadas em cées e gatos séo
caracterizadas por lesGes ulcerativas que ndo cicatrizam nas mucosas oral, respiratOria
superior, gastrointestinal e/ou geniturinaria. As infecdes genitais equinas causam infertilidade,
metrite e abortos.?’*? A doenca esta ligada a inadequagcdes imunolégicas e hormonais,
reducdo da resisténcia a colonizacdo ou exposi¢éo intensiva de hospedeiros enfraquecidos
ou tecidos vulneraveis, como por exemplo animais lactentes, diabéticos, animais em regime

de antibioticos e esteroides, ou imunocomprometidos.

50




Microbiologia

As infecdes da cOrnea e cutaneas sdo geralmente tratadas com uma combinacdo de
medicamentos antifingicos sistémicos e tépicos. A nistatina pode ser administrada na racéo
ou na agua. A anfotericina B, itraconazol e miconazol. Fluconazol (preferencial) ou flucitosine

é util para o tratamento de cées ou gatos com candidiase do trato urinario inferior.2":32

Figura 5.8 A — Cultura de col6nias de Candida Albicans. Lado esquerdo: meio cromogénico com
colénias azuis de Candida Albicans. Lado direito: meio seletivo com coldnias brancas de Candida
Albicans. B — Cultura de col6nias de Malassezia pachydermatis.

Estudo de caso Il

Foi recebida uma amostra de um exsudado auricular em duas zaragatoas com meio
(ouvido direito e ouvido esquerdo) para cultura de exsudado auricular e cultura de Malassezia.
Tratava-se de um canideo do sexo feminino, de raga indeterminada, com 3 anos de idade.

Apoés a sementeira das duas zaragatoas em meio MacConkey e em meio CNA para a
cultura de aerdbios, realizou-se a sementeira no meio de
Malassezia. ApOs incubacdo de 24 horas 37°C de todas as
placas, os meios de MacConkey e CNA ndo apresentaram
crescimento, sendo o resultado do exame bacteriologico cultural

negativo, a placa de Malassezia apresentou crescimento para

ambas as amostras recebidas (ouvido direito e ouvido esquerdo),
tal como demonstra a Figura 5.9. O exame micoldgico cultural foi

_ N ) ) _ _ Figura 5.9 Cultura de coldnias
considerado positivo tendo sido isolado 0 microrganismo de Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis. em ambos os lados da placa.

Parasitologia

Os parasitas fecais sdo importantes causadores de sintomatologia intestinal, sendo os
principais causadores de diarreias crénicas. Cada parasita possui caracteristicas morfolégicas
e biolégicas distintas que permitem que técnicas eletivas sejam aplicadas para o seu
diagnostico.

A técnica mais comumente utilizada na medicina veterinéria para o exame de fezes é a
técnica de flutuacgéo fecal, e baseia-se na capacidade que determinados ovos e cistos tém de

flutuar numa solugéo saturada. Podem ser usadas muitas substancias diferentes para fazer
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soluc@es de flutuacdo, mas as mais populares na pratica veterinaria sdo as solu¢des salinas
saturadas. Cloreto de sédio saturado, nitrato de sddio, e sulfato de magnésio sdo solucdes
baratas, faceis de preparar e efetivas na flutuacdo de ovos de parasitas.®® O protocolo da
técnica de flutuacao fecal esta descrito no Anexo 17.

No caso de parasitas demasiado pesados, que ndo flutuam nas solucdes de flutuacao
comuns, como ovos de trematdides e de alguns cestoides e nematdides, € utilizada a técnica
de sedimentacéo fecal, segundo o protocolo presente no Anexo 18.%3

A pesquisa de antigénio por imunocromatografia € uma técnica de maior sensibilidade e
especificidade, contudo s6 permite a dete¢do do agente para o qual esta a ser testado.

Para a interpretacao dos resultados obtidos através da técnica de flutuacao fecal deve ter-
se conhecimento dos ciclos de vida destes organismos. A ndo observacéo de parasitas, cistos
ou ovos nao significa a sua auséncia, mas sim que estes ndo foram observados na amostra
enviada. Para aumentar a sensibilidade destes testes € recomendavel que sejam enviadas
amostras de trés dias consecutivos. A visualizacdo de apenas uma estrutura parasitaria
permite o diagndéstico laboratorial.

As técnicas de parasitologia fecal tém como objetivo a detecdo de ovos, cistos e larvas
em amostras de fezes e € realizada uma avaliagdo qualitativa através da observacgéo
microscopica. Por isso, é essencial o conhecimento morfoldgico das espécies de parasitas
possiveis de causar infecéo.?®

Existem muitos pontos que devem ser lembrados no uso do microscopio para examinar
preparagfes de parasitas. Primeiramente, 0 uso de lentes 10x no microscopio para examinar
a lamina. Deve iniciar-se numa extremidade e sistematicamente correr a lamina inteira. O
aumento de 40x é util para evidenciar ou para procurar organismos peguenos como Giardia
spp. De seguida, a maioria dos ovos de parasitas ou larvas tem pouca ou henhuma cor, nao
sendo possivel uma boa visualiza¢do do seu fundo. Para maximizar o contraste no campo e
tornar as estruturas parasitarias mais visiveis, € importante manter alto contraste, e isto pode
ser conseguido pela manutencdo do condensador do microscOpio numa posicdo baixa, ou
reduzindo a abertura do diafragma e a intensidade da luz ndo deve ser alta. Por fim, quando
estiver a ler a lamina, é sempre bom mudar o foco para cima e para baixo, alternando também
o plano de foco. Frequentemente, ovos de parasitas estardo em niveis ligeiramente diferentes
gue os cistos de protozoarios ou oocistos, e uma leve manipulacao do foco fino pode fazer as
estruturas se tornarem mais visiveis.®

O Cryptosporidium spp. € um parasita protozoario que infeta uma gama alargada de
vertebrados.? O diagnéstico de Cryptosporidium spp. é realizado através de pesquisa de
antigénio por imunocromatografia, uma vez que os cistos sdo demasiado pequenos para

serem detetados na técnica de flutuacdo fecal. A Giardia spp. € um parasita cosmopolita de
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animais domésticos e de humanos, e € detetada na técnica de flutuacao fecal, como cistos ou
trofozoitos, ou utilizando pesquisa de antigénio por imunocromatografia.

A presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. has amostras de fezes € detetada
através do teste de diagndstico rapido in vitro da Coris Bioconcept Kit Crypto-Giardia Duo-
Strip, 0 qual o protocolo esta presente no Anexo 19.

Alguns dos parasitas que podem provocar infe¢cdes Gl parasitarias sdo apresentados na
Tabela 10.6.

Estudo de caso IV

Foi recebida uma amostra de fezes em trés contentores estéreis para andlise de citologia

5

de flutuagdo, ou seja, pesquisa de parasitas fecais.
Tratava-se de um canideo do sexo feminino, de raca
indeterminada, com 3 meses de idade, sem
sintomatologia mencionada.

Apés a elaboracdo do protocolo da técnica de
flutuagéo fecal, e apds a avaliagdo microscopica (Figura
5.10) podemos verificar a presenca de varios oocistos
claros e transparentes e que apresentavam um ou dois
esporocistos no interior. Posto isto, o resultado da ) :
pesquisa de parasitas fecais foi positivo, e a conclusao F}gq}a 510 00cigtog de Isospora spp.
foi de que foram observados oocistos compativeis com (400%).

Isospora spp. nas fezes pela técnica da flutuagéo fecal.
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6. Hematologia

A hematologia é uma especialidade que se concentra no estudo, diagndstico, tratamento
e prevencdo de doencas relacionadas com o sangue, medula dssea e sistema linfatico. Esta
abrange uma ampla gama de condi¢cdes e doencgas, incluindo anemias, distdrbios de
coagulacdo, doencgas da medula éssea, doencas autoimunes que afetam o sangue e varias
outras doengas hematolégicas. A hematologia inclui andlises de concentragéo, estrutura e

funcdo das células sanguineas e seus precursores na medula éssea.?

Sangue

O sangue é composto por células (eritrocitos, leucécitos e plaquetas) que circulam dentro
de um fluido chamado plasma. Os eritrocitos, hemécias ou glébulos vermelhos sdo os mais
numerosos, com varios milhdes de eritrécitos por microlitro (UL) de sangue em mamiferos. As
plaguetas ou trombdcitos sdo o proximo tipo de célula mais nhumerosa no sangue, com
contagens de plaquetas tdo baixas quanto 100x10°%/uL em cavalos saudaveis até varias
centenas de milhares por puL noutras espécies de mamiferos. As contagens totais de
leucécitos ou gldébulos brancos sdo muito mais baixas do que as contagens de eritrécitos e
plaguetas, com contagens totais de leucécitos variando de cerca de 5x10%uL a cerca de
16x10%uL em mamiferos. A proporcéo de tipos de leucécitos presentes no sangue varia de
acordo com a espécie, sendo os neutréfilos o tipo de leucdcitos mais numerosos presentes
no sangue de carnivoros e os linfocitos o tipo de leucécitos mais numerosos presentes no
sangue de ruminantes e roedores. Na tabela presente no Anexo 20 estao descritos os valores
de referéncia em hematologia, tendo em conta cada espécie de animal doméstico.

O plasma consiste principalmente em agua, e contém cerca de 6 a 8 g/dL de proteinas
plasmaticas e 1,5 a 2,0 g/dL de sais inorgéanicos, lipidios, carboidratos, hormonas e

vitaminas.3®

Colheita de amostras

O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é o anticoagulante preferido para a realizacdo
do hemograma completo na maioria das espécies, uma vez que é essencial para estagnar a
cascata de coagulacdo. Contudo o sangue de algumas aves e répteis sofre hemdlise quando
colhido em EDTA, nessas espécies, a heparina é frequentemente usada como anticoagulante.

A colheita de sangue diretamente para um tubo a vacuo € preferivel a colheita de sangue
por seringa e transferéncia para um tubo a vacuo. Este método reduz a aglomeracéo de
plaquetas e a formacao de coagulos nas amostras, pois mesmo pequenos coagulos tornam

uma amostra inutilizavel. As contagens de plaquetas sdo acentuadamente reduzidas e, as
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vezes, pode ocorrer uma reducéo significativa no hematdécrito (HCT) e também na contagem
de leucadcitos. Além disso, quando o tubo é preenchido com base no vacuo dentro do tubo, a
proporcado adequada de amostra para anticoagulante estara presente. O tamanho inadequado
da amostra resulta ha diminuicdo do HCT devido ao excesso de solucédo de EDTA.

As amostras devem ser enviadas para o laboratério o mais rapido possivel, e os
esfregacos sanguineos devem ser feitos com a maior brevidade e rapidamente secos para
minimizar as alteragdes morfolégicas.®

Como ja mencionado anteriormente, varios fatores podem levar a alteragcdes nos valores
do hemograma, nomeadamente durante a colheita, como a amostra ser colocada em
recipientes inadequados, a razdo anticoagulante/amostra ser a errada e ocorrer uma

homogeneizagé&o incorreta da amostra.

Equipamentos

7

Em termos de equipamentos, o laboratério € constituido por dois analisadores
hematolégicos (XN-1000™ da Sysmex e ADVIA® 120 da Siemens Healthineers) e um
aparelho que avalia alguns parédmetros da hemostase (Sistema BCS®XP da Siemens
Healthineers).

Para a realizagdo de hemogramas, o mais utilizado € o aparelho XN-1000™ da Sysmex,
gue permite a aspiracdo da amostra de forma manual ou de forma automética. Este aparelho
processa as amostras, de sangue total colhido em tubos com anticoagulante EDTA, em modo
fechado, ou seja, ndo € necessaria a remogao da tampa da amostra para esta ser processada.
Este aparelho permite uma analise quantitativa e qualitativa. A contagem dos diferentes tipos
de células é realizada em canais distintos, de modo a reduzir as interferéncias. Encontram-se

descritos na Tabela 6.1 os diferentes parametros hematoldgicos e respetivas metodologias.

Tabela 6.1 Parametros hematolégicos e respetivas metodologias usadas pelo aparelho Sysmex XN-
1000.

Parametros Hematologicos Metodologia
Eritrécitos; Plaquetas Impedancia com focagem hidrodindmica
Método de Sulfato Lauril de Sédio (SLS) de

C tracdo de H lobi i
oncentragao de nemoglobina hemoglobina

Leucdcitos; Plaquetas o6ticas; Reticuldcitos;

, . Citometria de fluxo fluorescente
Células imaturas

Hematopoiese

A hematopoiese € o processo que envolve a formacao, diferenciacdo e maturagdo das
células sanguineas. Estes processos sdo a Unica fonte responsavel para a formacao,
renovacgao e desenvolvimento de células sanguineas e responsavel pela sua libertagdo para

a circulagcdo sanguinea. A hematopoiese ocorre na medula dos 0ssos e tem inicio com uma
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célula-mae pluripotente, que pode autorrenovar-se e dar origem a producdo continua e diaria

das células sanguineas das varias linhas celulares (Figura 6.1). 53¢
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Figura 6.1 Diagrama que mostra a célula-mée (pluripotente) e as linhagens celulares que dela se
originam. As CFU sdo células progenitoras que perdem a pluripotencialidade e adquirem alta
capacidade de proliferacéo, e podem ser diferenciadas como células linféides (CFU-L), que d&@o origem
aos linfécitos (células maduras), ou como células mieldides (CFU-GEMM), que originam os restantes
tipos celulares. As células precursoras ja estdo comprometidas com uma linhagem especifica, contudo
ainda possuem alto poder de mitose, e por fim as células maduras possuem morfologia tipica e
atividade funcional diferenciada e ndo tém qualquer capacidade de divisdo (ex: eritrécitos, neutrofilos).

Hemograma

Os testes de laborat6rio séo feitos por uma variedade de razées, e o hemograma é um
dos parametros analiticos basicos de rotina mais frequentes e solicitados pelos veterinarios.
Testes de rastreio, como o hemograma completo, podem ser feitos em animais clinicamente
normais, ou para examinar pacientes geriatricos ou até mesmo para identificar uma condicéo
gue pode tornar um animal um risco anestésico ou cirurgico. 3

O hemograma completo é realizado quando um animal doente é examinado pela primeira
vez, especialmente se houver sinais sistémicos de doenga e um diagndstico especifico ndo
for aparente na histéria e no exame fisico. O hemograma completo pode ser realizado para
confirmar um diagnostico presuntivo, para auxiliar na determinacdo da gravidade de uma
doenca, para ajudar a formular um progndstico e para monitorar a resposta a terapia. As
decisfes de solicitar exames de hematologia em animais sdo amplamente baseadas no custo
do exame versus o beneficio potencial do resultado para o animal. *

O hemograma fornece informa¢des quantitativas e qualitativas sobre os elementos

celulares, e é composto pelo eritrograma, leucograma e plaquetograma.

Eritrograma

O eritrograma € um conjunto de diferentes analises da série vermelha que engloba a
quantificacdo dos eritrcitos, concentracdo da hemoglobina e avaliacdo dos indices

hematiméticos: volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM) e
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concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), assim como o indice de distribuicéo

do tamanho dos eritrécitos (RDW).

Contagem de Eritrécitos

Os eritrécitos séo as células sanguineas mais abundantes e mais numerosas no sangue.
Na tabela presente no Anexo 20 estao descritos os valores de referéncia para os eritrécitos,
consoante a espécie. Os eritrocitos tém a funcéo de transportar O, ligado a hemoglobina dos

pulmdes para os tecidos.

Concentracao de Hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina é particularmente conhecida como um biomarcador muito
utilizado no diagnostico de anemia. A concentragdo de hemoglobina é expressa em gramas
por decilitro de sangue (g/dL). Considera-se anemia quando se verifica um valor de
concentracdo de hemoglobina abaixo do valor de referéncia. Este parametro indica a
capacidade de transporte de oxigénio por parte do eritrocito, e a sua diminuicdo indica
anemias hipocromicas. A lipemia e a presenca de corpos de heinz podem levar ao aumento

deste parametro.

Hematocrito

O hematocrito (HCT) avalia a razdo entre percentagem do volume ocupado pelos
eritrécitos e o volume de sangue total. Este parametro é determinado automaticamente e é
expresso em percentagem (%). Clinicamente, o HCT é util na avaliacdo e monitorizacdo de
hemorragia aguda, e no auxilio do diagnéstico de anemias. O aumento do HCT pode estar
relacionado com policitemia e desidratacdo, e a diminuicdo do HCT geralmente esta

relacionada com anemia ou excesso de hidratacao.

Volume Globular Médio

O VGM ¢é o indice que indica o tamanho e volume dos eritrocitos, e é um parametro

importante para distinguir anemias microciticas, normociticas e macrociticas.

Hemoglobina Globular Média

A HGM é o peso médio da hemoglobina de um eritrécito e deve ser diretamente
proporcional ao VGM. Este pardmetro costuma estar aumentado quando estamos perante

hemodlise, e tem tendéncia a diminuir nos animais com anemias.
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Concentracao de Hemoglobina Globular Média

A CHGM indica a concentracdo média de hemoglobina em cada eritrocito, e permite
classificar as anemias em hipocrémicas ou normocrémicas. O seu aumento esta associado a

hemdlise, e a diminuicdo geralmente esta presente em animais com anemia.

Distribuicdo do diametro dos eritrécitos

O RDW é um indice de anisocitose eritrocitaria, fornecendo indica¢do acerca da variagao
de tamanho dos glébulos vermelhos e € expresso em percentagem (%). E particularmente til

no diagnostico diferencial entre anemias.

Reticuldcitos

Os reticul6citos sdo células precursores dos eritrocitos, anucleados e contém RNA
ribossomico (rRNA). Tém esta designagao por ser possivel visualizar, por microscopia otica,
a malha reticular de rRNA, pela coloragéo de azul de cresil brilhante (Figura 6.2).

Valores alterados de reticulécitos na corrente sanguinea sao um bom indicador da
funcionalidade da medula 6ssea e da eficacia da sua resposta a anemia, permitindo distinguir
situacdes de anemia regenerativa ou ndo regenerativa. A reticulocitose (elevado namero de
reticulécitos) estd associada a uma anemia de causa periférica ou regenerativa e a
reticulocitopenia (baixo nimero de reticuldcitos) esta associada a uma anemia de causa

medular ou ndo-regenerativa.®

‘ Canine Reticulocytes %/ —— Feline Aggregate Reticulocyte

Feline Punctate Reticulocyte =

A B

Figura 6.2 A — Reticuldcitos em canideo. B — Reticul6citos em felideo.
Fonte: Harvey JW. Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and
Color Atlas.

Leucograma

Os leucdcitos sé@o células que estdo envolvidas na protecdo do organismo contra agentes
infeciosos, em doencas neoplasicas, na fagocitose e na producdo de anticorpos. O
leucograma permite fazer uma avaliacdo da série leucocitaria através da contagem absoluta
de leucdcitos e de uma contagem diferencial dos mesmos. Através do estudo dos leucdcitos

podem ser diagnosticadas alteracdes patoldgicas e fisioldgicas.*®
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Contagem Total de Leucdcitos

A quantificacéo total de leucdcitos base-se na determinagdo dos 5 tipos de populacéo
leucocitéria (neutrdfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos) e é expressa em niumero
de células por litro de sangue. Cada populacdo de leucécitos apresenta uma funcao
especifica, podendo agir de forma independente, mas também podem cooperar com outras
células. Por outro lado, quaisquer alteracdes na quantificacéo de leucécitos podem surgir por

diversas razoes. %

Contagem Diferencial de Leucécitos

A contagem diferencial de leucécitos consiste na determinacdo de varios parametros
como, o numero de neutrdfilos, mondcitos, eosindfilos, basdfilos e células imaturas ou atipicas
no sangue. Um aumento ou diminuigdo na contagem de leucdcitos pode ser observada em
varias situacdes, tais como benignas ou malignas. Para se confirmar € preciso fazer avaliacdo
morfologica e contagem diferencial da populacéo celular que se encontra alterada (leucocitose
ou leucopenia). Na férmula leucocitaria os resultados sdo expressos tanto em valores de
percentagem (%) assim como em valores absolutos por litro de sangue de cada tipo de

populacéo.®®

Plaquetograma

As plaquetas sao fragmentos celulares do citoplasma dos megacariocitos que constituem
uma rede altamente ramificada, cuja funcéo fundamental assenta na formacao de um tampéo
mecanico na manutencdo e reparacdo dos vasos sanguineos durante a resposta ao
mecanismo hemostatico para estancar a hemorragia em zonas de leséo.

O plaguetograma baseia-se na contagem total de plaquetas e permite essencialmente
fazer uma avaliagdo quantitativa. O Plaguetograma engloba os seguintes parametros:
contagem de plaquetas, volume plaquetar médio (VPM) e o indice de distribuicdo do tamanho
das plaguetas (PDW).

A contagem de plaquetas é expressa em numero de plaquetas por microlitro de sangue
total.

O VPM representa o volume médio de cada plaqueta na amostra. Verifica-se a existéncia
de uma relagd@o proporcionalmente inversa entre o numero total de plaguetas e o tamanho.
Este pardmetro encontra-se aumentado em condigbes em que hd aumento do consumo ou
destruicao plaquetar, e diminuido quando ha uma falha na producéo de plaguetas pela medula
Ossea.

O PDW representa a heterogeneidade de volumes das plaquetas presentes numa dada

amostra, é definido como indice de anisocitose.
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Esfregaco de sangue periférico

Um esfregaco € uma leve camada de matéria organica sobre uma lamina de vidro
formando uma fina pelicula, para posterior coloracéo e observacao microscépica. A amostra
utilizada para a execucdo do esfregaco de sangue periférico é o sangue, sendo a lamina
devidamente identificada, é posteriormente corada com a Coloracéo Diff-Quick.?” A técnica
de realizacdo de um esfregaco de sangue periférico € demonstrada na Figura 6.3.

O esfregaco de sangue periférico é solicitado pelo técnico quando, por exemplo,
suspeitam de uma falsa trombocitopenia devido a presenca de agregados plaguetéarios, ou
em situacdes em que se desconfia que a maquina de hemogramas pode ter sobrestimado ou

subestimado algumas populac¢des de leucdcitos.

, | ™\
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Figura 6.3 llustracao de como executar um esfregago de sangue periférico. (A)
Uma gota de amostra de fluido é colocada numa lamina de microscépio de vidro
perto de uma extremidade, entdo uma lamela é deslizada para tras para entrar em
contato com a frente da gota. (B) Quando a gota entra em contato com a lamela, a
mesma espalha-se rapidamente ao longo da jungéo entre as duas. (C) e (D) A
lamela é entdo deslizada suave e rapidamente para a frente ao longo da lamina,
produzindo uma mancha com uma cauda. (E) Esfregaco de sangue periférico.

Para observagcdo microscopia do esfregaco de sangue periférico € essencial proceder a
sua observacdo com uma objetiva de 10x, de modo, a avaliar se as células se encontram
distribuidas de igual forma ao longo do esfregaco e posteriormente com uma objetiva de 40x.
Observa-se a série vermelha, branca e plaquetas, assim como a contagem de leucécitos e
eritroblastos. Na objetiva de imersdo de 100x € possivel observar com mais pormenor o

conteudo celular.

Coloracéo Diff-Quick

A coloracéo Diff-Quick é a mais utilizada na citologia veterinaria. E uma variante da
coloracdo de Romanowsky que possui uma técnica simples, com rapidez de execucéo,
disponibilidade comercial grande e capacidade de coloracdo permanente. As laminas

apresentam detalhe nuclear médio e excelente detalhe citoplasmatico.*®
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A Coloracéao Diff-Quick é efetuada com metanol, que essencialmente tem como objetivo a
fixacdo do esfregaco, e com eosina e azul de metileno, que tém a capacidade de corar as
estruturas celulares. A eosina, como corante 4cido, cora os componentes com propriedades
basdfilas de rosa-alaranjado e o azul metileno, como corante basico, cora as estruturas com
propriedades aciddéfilas de azul-arroxeado. Num esfregaco de sangue periférico podemos
entdo encontrar os eritrcitos corados de rosa, as plaquetas de azul, os linfécitos e os
mondcitos com o nucleo azul-violeta e o citoplasma azul, os neutréfilos com o ndcleo azul-
escuro e o citoplasma rosa-pélido, os eosinofilos com nucleo azul, o citoplasma rosa-palido e
os granulos volumosos a vermelho, e os basofilos com nucleo azul-escuro e as granulacdes

volumosas de azul-escuro.®® O protocolo de coloracéo Diff-Quick esta descrito no Anexo 21.

Alteracdes na série vermelha

Os eritrdcitos normais sé@o células sem nucleo, a excegao dos eritrocitos de aves, répteis
e peixes que sdo nucleados, e caraterizam-se por apresentarem forma de disco bicéncavo.
Nos eritrocitos normais de um animal saudavel, a cor varia do rosa a vermelho, e é refletida
pelo conteddo de hemoglobina, com uma zona palida que ocupa 1/3 da area, representando

a sua biconcavidade. Na Figura 6.4 podemos ver eritrocitos normais (normocitico e

normocrémicos).

A

Figura 6.4 Visualizagdo microscopica de eritrocitos normociticos e normocromicos.
Fonte: Harvey JW. Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas.

Alteracbes no tamanho e cor

Um glébulo vermelho completamente maduro, que
contem hemoglobina normal, o seu tamanho médio
aproximado é de 7,0 um de didametro, em caes, e de 5,8 pum
de diametro, em gatos (normocitico). Quando ocorre o0 3 4
aumento da grande variacdo e distribuicdo do tamanho dos .

Pie)

o . . . [0} :
eritrocitos, estamos perante uma anisocitose (Figura 6.5). .~ "5‘&

Quando se verifica a diminuicdo do diametro dos eritrocitos  Figura 6.5 Presenca de

anisocitose. Fonte: Harvey JW.
Veterinary Hematology: A

quando ocorre o aumento do didmetro dos eritrécitos € Diagnostic Guide and Color
Atlas.

estamos perante uma microcitose (eritrécitos microciticos), e

chamada macrocitose (eritrocitos macrociticos).
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Relativamente & alteracao da cor dos eritrécitos, podemos estar perante uma hipocromia,
onde ocorre a diminuicdo do conteldo de hemoglobina, por isso 0 aumento da area central
do eritrécito, ou entdo uma hipercromia, onde se verifica o oposto, aumento do contetdo de
hemoglobina e reducéo da &rea central. A policromasia refere-se a presenca de diferentes

tonalidades na cor dos eritrocitos.

Alteracdes na forma

A poiquilocitose € a presenca de diferentes formas de eritrécitos. Estas alteragbes surgem
de diversos fatores que podem estar eventualmente associados a patologias, com alteracdo
da membrana do eritrocito (fisica, quimica ou biolégica), ou ainda podem surgir de alterac6es
na producéo e libertacéo de células anormais a nivel da médula éssea. *° Na Tabela 6.2 estéo

descritas as diferentes formas presentes nos eritrécitos, bem como o seu significado

diagnostico.

Tabela 6.2 Altera¢des na forma dos eritrocitos, caracteristicas e significado diagnostico.

Eritrécitos

Caracteristicas

Significado diagnostico

Esquizdcitos

Os esquizdcitos séo

fragmentos de eritrécitos.

S&o0 mais pequenos que
0s eritrécitos normais e
muitas vezes irregulares
com extremidades
pontiagudas.

Anemia hemolitica

CID (Coagulacéo intravascular
disseminada)

Mielofibrose

Vasculite

Glomerulonefrite
Hemangiossarcoma

doenca cardiaca

Anemia por deficiéncia de ferro

Os estomatécitos sédo
eritrocitos maduros de
tamanho e cor normais,
mas com uma area oval
ou em forma de estoma
(boca) de palidez central.

Esferdécitos L ~ Anemia imunomediada
; Os esferdcitos séo )
o Hemoparasitas
0 pequenos eritrécitos com . o
. Anemia hemolitica de corpos de
menos de dois ter¢os do Heinz
®¢ o didmetro dos eritrocitos .
of . ~ Envenenamento (picadas de cobra
P 06, normais, com coloracgao .
. . e picadas de abelha)
) o ° intensa e sem palidez - .
& O - Toxicidade de zinco
“’ goe @ central, pelo que nédo . . .
WV T%. Ve, 2 Microangiopatia
S 0°0 apresentam Linfoma
E— biconcavidade. .
Hemangiossarcoma
Estomatocito

Desidrata¢ao dos eritrécitos
Estomatocitose hereditaria
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Leptécitos
Anemia por deficiéncia de ferro
Anemia diseritropoiética congénita
Os leptécitos sédo (CDA)
& eritrécitos finos e podem Doenca hepatica
® aparecer como células- Sindrome nefrética
™Y alvo ou células dobradas. | Consumo cebola
- Esplenectomia
O Hipotiroidismo

Acantécitos

Disturbios hepaticos, esplénicos ou

Os acantdcitos séo renais
eritrécitos com multiplas Hemangioma
v Y & ' projecdes irregulares Hemangiossarcoma
espacadas Linfoma
aleatoriamente. CID (Coagulacéo intravascular
disseminada)
Equindcitos

- Uremia
Os equinécitos sédo Hipotiroidismo
eritrécitos espiculados Glomerulonefrite

com projecdes igualmente | Neoplasia

espacgadas em toda a sua | Toxicidade da doxorrubicina
superficie. Envenenamento (picadas de cobra
e abelhas)

Queratécitos
0 o WY Anemia por deficiéncia de ferro

6 . N Hemangiosarcoma
9 Os queratdcitos séo

f‘ eritrécitos com vesiculas Mielodisplasia
3 D Toxicidade da doxorrubicina

simples ou multiplas, . .
P P CID (Coagulacao intravascular

O 1 intactas ou rompidas. disseminada)

Doenca hepética

Inclusdes eritrocitarias e alteragdes na distribuicéo eritrocitaria

Os gl6bulos vermelhos podem apresentar inclusées devido a presenca de microrganismos
no seu interior, ou de precursores remanescentes do material nuclear ou de mitocéndrias. Os
corpos de Howell Joly sdo restos nucleares e sugerem regeneracdo, e os Corpos de Heinz
derivam da metahemoglobina.®®

Nos achados eritrocitarios também € possivel observarem-se irregularidades na
distribuicdo dos eritrocitos. Estes podem apresentar-se aglutinados ou empilhados. A
Aglutinacao (Figura 6.6 B) define-se pela aglomeracao dos eritrocitos em grupos irregulares

de células como resultado da ponte anticorpos/antigénio na superficie dos eritrécitos. Sugere
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anemia imunomediada ou transfusfes incompativeis e nao se dispersa quando diluido em
NaCl. O Rouleaux (Figura 6.6 A) é a associacdo espontanea dos eritrécitos em pilhas. E
normal nos equinos, e a sua formacao é favorecida com o aumento de concentracao proteica
plasméatica (fibrinogénio e imunoglobulinas), o que sugere gammopatia e inflamacéo.

Dispersa-se quando diluido com NaCl.*

Figura 6.6 A — Presenca de Rouleaux em eritrécitos. B — Presenca de Aglutinagdo em eritrocitos.
Fonte: Harvey JW. Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas.

Alteracdes na série branca

Os leucdcitos ou glébulos brancos sdo células sanguineas mais complexas e de maior
tamanho comparando com o0s eritrocitos normais do sangue periférico. Existem cinco
populacdes diferentes: neutréfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos.*®

A leucocitose (Figura 6.7 A) é definida como a presenga do aumento do namero de
leucocitos, que pode ser causada por um aumento no numero de um tipo de célula ou uma
combinacgdo de tipos de células. O significado de uma leucocitose € baseado no grau de
elevacdo, nos tipos celulares que constituem o aumento e na morfologia celular (normal,
displasica, téxica, neoplésica). O aumento do numero de neutréfilos secundério a inflamagéo
é a causa mais comum de leucocitose.*®

A leucopenia (Figura 6.7 B) é definida como uma diminuicao no nimero de leucécitos, que
€ mais frequentemente causada por uma diminuicdo no namero de neutréfilos (neutropenia),

pois os neutréfilos sdo os mais numerosos dos leucécitos do sangue periférico.*
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Figura 6.7 A — Vizualizacdo de um esfregaco que apresenta leucocitose. B — Vizualizacdo de um
esfregaco que apresenta leucopenia. Fonte: Harvey JW. Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide
and Color Atlas.
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Na Tabela 6.3 estdo descritas as principais alteracdes nos diferentes tipos de leucdcitos, bem

como as principais causas.

Tabela 6.3 Alteracdes na férmula leucocitaria e principais causas.

neutrdfilos)

Imagem? Alteragao Causas
Inflamacéo
Infecdo bacteriana e/ou viral
_ Neutrofilia Leucemia granulocitica cronica
I (aumento dos Destruigéo tecidual

Excitacdo (libertacdo de epinefrina)
Stress (libertacdo de glicocorticéides)
Administracdo de esterbides

Neutropenia
(diminuig&o dos
neutrofilos)

Infecd@o bacteriana avassaladora
Parvovirus

Panleucopenia

Agentes quimioterapicos

Necrose da medula 6ssea
Supressao ou falha da medula 6ssea

Infecéo viral

(aumento dos
monaocitos)

Linfocitose oo . L
Leucemia linfocitica crénica
(aumento dos . n L. L
L Estimulag¢&@o imunologica crénica
linfécitos) e ~ N
Excitacao (libertacéo de epinefrina)
. ¢ Linfopenia Terapias imunossupressoras
(diminuic&o dos Hiperadrenocorticismo
linfécitos) Stress (libertagdo de glicocorticoides)
Eosinofilia Processos alérgicos
‘r’ (aumento dos Infecbes parasitarias
¢ \ eosindfilos) Leucemia eosinofilica (rara)
FY /l S ’
. -~ : ~ N
» \y Infecéo viral
P . - sa
: . Leucemia mielomonocitica
Monocitose

Excesso de glicocorticoides
enddgenos ou exdgenos (cao)
Anemia hemolitica autoimune
Ap6s quimioterapia

Basofilia
(aumento dos
basdofilos)

Processos alérgicos
Leucemia basofilica (extremamente
rara)

1As imagens representam células normais.
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Alteracdes nas plaquetas

As plaguetas sdo fragmentos muito pequenos e redondos, e num esfregaco séo
observadas em relacdo a quantidade e ao tamanho. Os valores de referéncia que estao
estabelecidos estdo descritos na tabela no Anexo 20. E de extrema importancia & avaliag&o
das plaquetas num esfregaco de sangue periférico e deve ter-se em aten¢ao o seu numero,
tamanho e morfologia e a possivel presenca de fenbmenos como agregac¢ao plaquetaria. Na
Tabela 6.4 estdo descritas algumas causas associadas a situagfes de trombocitopenia e
trombocitose. Ao visualizar um esfregaco é importante perceber se existem agregados
plaquetarios, uma vez que isso diminuira falsamente a estimativa de plaguetas, levando a um
diagnéstico errado de trombocitopenia.

Tabela 6.4 Altera¢des associadas ao aumento e diminuigdo do niumero de plaquetas e possiveis
causas.

Causas
As doencgas que resultam na fungéo
plaguetaria alterada podem ser tanto
hereditarias (trombopatia de Basset Hound,
sindrome de Chédiak-Higashi,
hematopoiese ciclica em Grey Collies,
trombastenia de Glanzmann dos Grandes
Pirineus e Otterhounds) quanto adquiridas
(drogas, toxinas, infecbes, neoplasias,
hiperglobulinemia).

Alteracédo
Trombocitopenia

Trombocitose A trombocitose fisioldgica (aumento da
- A s roducao de plagquetas) é a causa mais
qu % o produg plaguetas)
. o @0 OH ¢ comum de trombocitose, ocorrendo
» ~ O© O.. 9 secundaria a um processo reativo (ou seja,
4 - "

inflamacéo, anemia por deficiéncia de ferro
em caes, anemia por perda crénica de
sangue). Se a contagem de plaquetas for
persistentemente superior a 1.000.000

00 O O .
D() ~O QO 0O QQo S plaquetas/pL, deve considerar-se
Y’a _.Os _n O, trombocitemia essencial e leucemia
megacariocitica aguda, ambas neoplasias
hemicas muito raras em cées e gatos.
Hemostase

Um hemograma é feito rotineiramente para estabelecer um banco de dados para avaliagéo
do paciente, enquanto outros exames de hematologia podem ser feitos na tentativa de avaliar
um problema especifico. Exemplos de testes hematoldgicos mais especificos que enfocam
um problema identificado durante a avaliagdo diagnostica de um animal incluem por exemplo

testes de coagulagdo.®
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A hemostase é o resultado de um conjunto de processos bem regulados que tem como
funcdes principais manter o sangue fluido e livre de coagulos e ativacdo de um tampéo
hemostatico rapido e localizado. E necessario o funcionamento de trés fatoras: integridade
dos vasos, presenca de plagquetas e mecanismo de coagulacédo de sangue.®®

Existem dois tipos de hemostasia, a hemostasia primaria: apos a lesdo ocorrer no vaso
sanguineo, causando dano as células endoteliais, as plaguetas formam imediatamente um
tampdo plaquetério no local da leséo; e a hemostasia secundéria: acontece quando os fatores
de coagulacdo respondem (cascata de coagulacéo) para formar fibrina, fortalecendo assim o
tampéo plaquetario.®

As andlises de hemodstase realizadas no laboratério sdo: determinacdo do tempo de
protrombina (PT), determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT),
determinacdo do tempo de trombina (TT), determinacéo do fibrinogénio e determinacdo dos
D-Dimeros.

Determinacéo do Tempo de Protrombina

O PT visa avaliar a via extrinseca da coagulacdo e monitorizar a terapéutica com
anticoagulante oral. A via extrinseca da cascata de coagulagéo é avaliada através da medic&o
do tempo que leva a formacao do coagulo aguando da adicdo do reagente de tromboplastina
(FT) e célcio (CaCl2) ao plasma. Esta determinacéo € util para identificar deficiéncias ou

inibidores dos fatores VI, X, V, Il e da concentracéo de fibrinogénio presente no plasma.

Determinacéo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

O aPTT monitoriza os doentes que estdo sob terapéutica e avalia a via intrinseca da
coagulacdo. A determinacdo do aPTT é realizada através da medicdo do tempo de
coagulacdo do plasma ap0s a ativacao dos fatores de contato, adicdo de fosfolipidos e cloreto
de calcio (CaCl2), mas sem adicdo de tromboplastina tecidual e, portanto, indica a eficiéncia

geral da via intrinseca e comum.

Determinacé&o do Tempo de Trombina

O TT visa a medicao do tempo que leva a formagao do coagulo aquando da adicéo da
trombina ao plasma, sendo este resultado afetado pela concentracdo e funcao do fibrinogénio

e pela presenca de substancias inibidoras.

Determinacéo do Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma glicoproteina sintetizada a nivel hepatico. O fibrinogénio é

quantificado pelo método de Clauss, que consiste numa dilui¢&o inicial do plasma onde ira ser
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adicionado uma soluc¢éo saturada em trombina, de modo que a formacao de fibrina dependa
exclusivamente da concentracéo de fibrinogénio plasmatico, evitando alteracbes do tempo de

coagulacédo do plasma.

Determinagéo dos D-Dimeros

Os D-Dimeros sdo o produto resultante da degradacdo do codgulo de fibrina pela
plasmina. A sua determinacdo visa auxiliar o diagnéstico de coagulagdo intravascular
disseminada (CID), trombose venosa profunda (TVP) e tromboembolismo pulmonar (TPE),
sendo que nestas patologias o valor encontra-se aumentado.

Caso de estudo |

Foi recebida uma amostra de sangue em tubo EDTA para a realizagdo de um hemograma.
Tratava-se de um felideo do sexo feminino, de raca europeu comum, com 12 anos de idade,
e sem dados clinicos mencionados.

Foi entéo realizado o hemograma completo, e os resultados estéo descritos na Figura 6.9.
Relativamente ao eritrograma, os valores apresentavam-se todos dentro dos valores de
referéncia. No que toca ao leucograma, os leucécitos apresentavam-se dentro dos valores de
referéncia (12,6x10%mm?), contudo havia algumas alteracdes relativamente aos valores da
férmula leucocitaria. Foi verificada a existéncia de linfopenia e eosinofilia, uma vez que os
valores de linfécitos se encontravam abaixo do valor de referéncia (1,0x10%/mm3) e os valores
dos eosindfilos se encontravam acima do valor de referéncia (5,0x10%mm?), respetivamente.
Foi também mencionada a existéncia de trombocitopenia, ou seja, a contagem de plaquetas
encontrava-se abaixo do valor de referéncia (90x103/mm3).

Perante esta situacdo, e de forma a
confirmar a férmula leucocitéria e a veracidade
da trombocitopenia, realizou-se um esfregaco
de sangue periférico, de modo a confirmar as
contagens.

ApOs visualizacdo do esfregaco sanguineo
(Figura 6.8), a formula leucocitaria foi
confirmada, confirmando assim a existéncia de
linfopenia e de eosinofilia. Também foi possivel
confirmar a trombocitopenia.

Uma vez que nao havia indicacdo de

nenhum tratamento em curso, nem nenhuma

patologia diagnosticada, a linfopenia poderia Figura 6.8 Visualizacso do esfregaco

estar associada & libertacio de glicocorticoides S2nguineo, com confirmagdo de eosinofilia.
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devido a alguma situacdo de stress que o animal tenha sido colocado. A eosindfilia e a
trombocitopenia poderiam estar associadas a algum processo infecioso.

A pedido do clinico responsavel, foi realizado a pesquisa de anticorpos para a
Haemobartonella, um hemoparasita comum em gatos, que invade o0s eritrocitos e causa a sua
destruicdo. O resultado da imunologia foi positivo para a presenca de anticorpos anti-
Haemobartonella.

Posto isto seria de esperar que 0 animal apresentasse também uma anemia, uma vez que
esta bactéria causa a destruicdo dos eritrocitos, contudo o diagndstico de uma infegdo por
hemoparasitas vai de encontro com a eosinofilia presente no hemograma, uma vez que esta

€ uma das causas mais frequentes de eosinofilia em gatos.

Anélise Resultado Un. Ref. Histérico
HEMATOLOGIA
HEMOGRAMA
Eritrocitos 9,22 x108/mm? 5,0 -11,0
Hemoglobina 12,7 g/dL 8,0 - 15,0
Hematécrito 40,7 % 24,0 - 45,0
V.G.M. 44,1 um? 39,0 - 52,0
H.G.M. 13,8 pg 12,5 - 17,5
C.H.G.M. 31,2 g/dL 30,0 - 37,0
R.D.W. 17,1 % 17,0 - 23,0
LEUCOCITOS 12,6 x10°/mm? 5,5 - 19,5
Férmula Leucocitaria
Linfécitos 7.6% 1,0L x10%/mm? 20,0-55,0  1,50- 7,00
Mondcitos 0,9 % 0,1 %10%/mm? 0,0-14,0 0,00~ 1,40
Neutréfilos 51,5 % 6,5 x10%/mm? 35,0-78,0 2,50-12,80
Eosindfilos 40,0 % 5,0H x10%/mm? 2,0-12,0  0,00- 1,50
Baséfilos 0,0 % 0,0 %10%/mm? 0,0- 2,0 0,00- 0,50
PLAQUETAS 90 L x10%/mm? 150 - 500
MPV 19,9 pm? 5,0 -20,0
PCT 0,2 % 0,200 - 0,500
PDW 55,3 % 46,3 - 80,0

Linfopenia, Eosinofilia, Trombocitopenia.

Confirmagao Manual Formula leucocitaria confirmada através da observacdo microscopica
do esfregaco sanguineo. Confirma-se a trombocitopenia detetada pelo
contador celular automitico.

IMUNOLOGIA

ANTICORPOS ANTI-HAEMOBARTONELLA Positivo Criterio de valorizagao >1/20
Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Titulagdo 1/20 Positivo

Titulagdo 1/100 Positivo

Figura 6.9 Boletim de analises de hematologia e imunologia.
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7. Protejo

Introducao

Como ja mencionado no capitulo 4, a andlise de urina tipo 1l € um exame diagndstico de
grande importancia, uma vez que pela avaliacdo das caracteristicas fisicas, composicao
quimica e sedimento urinario, consegue-se muitas informacgdes clinicas importantes, ndo
apenas sobre a funcao renal, mas também sobre o estado geral de salde ou condicdo
fisiologica de um animal.

Em particular, a composi¢édo quimica da urina varia amplamente tanto na saude, quanto
na doenca e, € afetada por diversos fatores. Quando examinados adequadamente, os testes
quimicos na urina fornecem informagdes importantes sobre o mecanismo de varios distlrbios
clinicos que, sao detetados pela primeira vez por anomalias nos valores quimicos urinarios.
Estes testes ndo devem ser interpretados isoladamente, e requerem conhecimento de
informagdes clinicas importantes, como medicacdo, exame fisico e serologia. Contudo,
guando usados adequadamente e com conhecimento das suas limita¢des, a quimica da urina
pode fornecer informagdes importantes sobre a fisiopatologia e o tratamento de uma ampla
variedade de disturbios e condicdes clinicas.*

A analise quimica a urina é realizada usando tiras de teste reativas, ou seja, apds a tira
entrar em contacto com a urina, ocorre a alteracdo da cor basal do pardmetro, o que
corresponde a presenca da substéncia a detetar. As alteragBes na cor sé@o interpretadas
consoante uma escala colorimétrica predefinida por cada casa comercial. As técnicas
colorimétricas podem ser avaliadas diretamente pelo técnico ou através de aparelhos de
leitura automéatica. Contudo, a avaliacdo direta por parte do técnico requer, para além da
gestdo de tempo, uma apreciacdo individual e comparativa de cada parametro da tira, o que
aumenta a carga de trabalho realizado pelo préprio técnico. A automatizacdo através de
aparelhos de leitura melhora a eficiéncia do trabalho, uma vez que o dispositivo avalia

automaticamente e de forma independente os resultados da medigéo.

Objetivos

No decorrer do estagio foi realizado um projeto que consistiu na validacédo de resultados
de um equipamento recém-adquirido para a andlise da composi¢do quimica da urina.

O objetivo passou por comparar os resultados da méquina utilizada pelo laboratério, com
os resultados da nova maquina, de forma a validar os resultados da maquina recém-adquirida.

A comparacdo dos resultados entre as duas maquinas tinha como objetivo primario a
validacdo do novo aparelho, mas secundariamente seria pertinente perceber se o novo

aparelho apresentava resultados mais fidveis em determinados parametros.
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Materiais e métodos

O aparelho utilizado, até ao momento, pelo laboratério, para a emissdo de resultados
relativos a composicao quimica da urina era o CLINITEK Advantus® urine chemistry analyzer
da Siemens Healthineers, com um processamento médio de 7 segundos por amostra, sendo
capaz de processar até 500 testes por hora. A tira de teste utilizada foi a Multistix® 10 SG da
Siemens Healthineers (Figura 4.1) que € composta por 10 parametros de andlise, permitindo
a detegao qualitativa e semiquantitativa dos parametros (Anexo 14).

O aparelho recém-adquirido era o Aution IDaten AE-4070 semi-automatic urine analyzer
da Arkray, que possui um processamento médio de 7 segundos por amostra, sendo capaz de
processar até 514 testes por hora. A tira de teste utilizada foi a AUTION Sticks 10EA da Arkray
(Figura 7.1) que € composta também por 10 pardmetros de analise, permitindo, também, a
detecdo qualitativa e semiquantitativa dos parametros (Anexo 22).

Ambas as tiras de teste permitem detetar 10 parametros, contudo, uma vez que apenas 7
parametros sdo utilizados na emisséo de resultados, no estudo foram somente comparados
valores de: glucose, bilirrubina, corpos ceténicos, pH, proteinas, urobilinogénio e nitritos.

Foram usadas 137 amostras de urina, durante um periodo de 5 dias, sendo realizadas as
tiras urinarias para ambos os aparelhos. Todas as amostras de urina apresentavam cor
amarela, de forma a minimizar o impacto da cor alterada na medi¢do colorimétrica dos
parametros, uma vez que o aparelho Arkray permite realizar um ajuste aos valores obtidos

nestes casos, e 0 aparelho Siemens nao.

LEU NIT KET BLO S8G pH URO BIL PRO GLU

Figura 7.1 Tira reagente AUTION Sticks 10EA da Arkray.
Legenda: LEU — Leucdcitos; NIT — Nitritos; KET — Corpos cetonicos; BLO — Eritrdcitos; SG — Densidade
urinaria; pH — pH; URO — Urobilinogénio; BIL — Bilirrubina; PRO — Proteinas; GLU — Glucose.

Foi usado ainda o aparelho de bioquimica DxC 700 AU chemistry analyzer da Beckman
Coulter, para realizar a medi¢do quantitativa da concentracdo alguns parametros, como as
proteinas e a glucose, na urina, de modo a comparar esses resultados com os valores obtidas
através das tiras reagente, uma vez que este aparelho tem maior sensibilidade para detecéo
destes parametros.

Todos os resultados obtidos, através dos trés aparelhos, foram inseridos numa tabela em
Exel e, posteriormente, foi realizada uma analise descritiva para comparacédo dos mesmos.

Para a comparacéo dos resultados, entre os dois aparelhos, nos parametros da bilirrubina,
corpos cetonicos, urobilinogénio e nitritos, foi usada uma escala qualitativa de valores (Tabela
10.7). Relativamente ao parametro de pH, foram utilizados os valores efetivos do valor de pH
para comparacdo dos resultados entre os dois aparelhos, e posteriormente, estes foram

convertidos para uma escala de classificacdo (Figura 10.1). Por ultimo, para a comparacéo
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dos resultados para os parametros das proteinas e da glucose, numa primeira etapa foram
utilizados os resultados da escala qualitativa, e posteriormente para realizar a comparacao
dos mesmos, com os resultados quantitativos obtidos pelo aparelho de bioquimica, foram

entdo usados os resultados semiquantitativos (Tabela 10.8).

Resultados

Num universo de 137 amostras, 57% correspondem a canideos (78 amostras), 42% a
felideos (58 amostras) e 1% a equideos (1 amostra) (Figura 7.2).

No que toca a analise dos resultados obtidos em cada parametro, na maioria dos
parametros, pelo menos 83% dos resultados obtidos foram concordantes entre as duas

magquinas (Figura 7.3).

Caracterizagao das amostras por espécie (%)

42%

57%

Canideo
Equideo
1% Felideo

Figura 7.2 Caracterizacdo da populacdo de 137
amostras por espécie, em percentagem.

Caracterizagao dos resultados por parametro (%)

96%
85% 83% 91% 85%
45% 41%
15% 17% 15%
9% 4%
@ ) N 3 ) Xe) ©
& N & % & o &
& ) O S oS ) »
Cﬁ\ Ké\ K A‘\\\l\ 8 . Qo %
< N S it N
QO% \)ko

Concordante Nao concordante

Figura 7.3 Caracterizacao dos resultados, concordantes e ndo concordantes,
entre as duas maquinas, tendo em conta cada parametro, em percentagem.

Na bilirrubina, 83% dos resultados obtidos no aparelho Arkray foram de encontro com os
resultados obtidos no aparelho Siemens, na glucose e no urobilinogénio, 85% dos resultados
foram concordantes entre os dois aparelhos, 91% dos resultados obtidos para 0s corpos

cetonicos foram concordantes e por fim, 96% dos resultados relativos aos nitritos foram
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conformes entre o aparelho Arkray e o aparelho Siemens, sendo o pardmetro com mais
percentagem de harmonizacéao de resultados (Figura 7.3).

Relativamente aos resultados obtidos para os valores de pH, apenas 59% das amostras
obtiveram resultados concordantes entre os dois aparelhos. Neste caso, a percentagem diz
respeito a comparacédo de valores de pH efetivos (ex. 5, 6, 7, 8, 9), se estes valores forem
convertidos em classificagdo — acido, neutro e alcalino — a percentagem de resultados
concordantes entre os dois aparelhos sobe para 82% (Figura 7.4).

Os resultados do parametro das proteinas foram os que Comparac&o dos resultados

. - obtidos relativos ao pH (%)
demostraram maior percentagem de resultados néo
82%

concordantes (45%) e menor percentagem de resultados

concordantes (55%) entre os dois aparelhos. o9%

De forma a analisar melhor esta divergéncia de 41%

resultados entre as duas maquinas neste parametro, foi 18%
realizada a medicdo quantitativa da concentracdo de

proteinas, nos 45% de amostras ndo concordantes, através pH (valores) pH (classificagao)

do apal’e|h0 de bIOQUimlca Concordante N&o concordante

Figura 7.4 Comparacéo dos
resultados concordantes e nao

concordantes (45%), obtidos entre os aparelhos da Arkray concordantes obtidos, através de

. R ; duas classificacfes diferentes,
e da Siemens, para o parametro das proteinas, 84% das (e|ativamente ao parametro pH,

em percentagem.

Num total de 62 amostras com resultados né&o

amostras analisadas no aparelho de bioguimica obtiveram
resultados mais aproximados do resultado obtido pelo aparelho Arkray. Por exemplo, uma
amostra cujo resultado foi o seguinte: 100 mg/dL de proteinas no aparelho Siemens, 50 mg/dL
no aparelho Arkray, e 48,2 mg/dL no aparelho de bioguimica, isto demonstra que o aparelho
Arkray possui uma maior sensibilidade de dete¢&o de proteinas, uma vez que o seu valor esta
mais aproximado do valor quantitativo obtido através da bioquimica.

Apesar de possuir uma percentagem de ndo concordantes muito inferior, mas visto se
tratar de um parametro de extrema importancia, testou-se também, no aparelho de
bioquimica, os resultados ndo concordantes para o parametro da glucose (15%). Das 21
amostras ndo concordantes entre os dois aparelhos (15%), a semelhanca do que acontece
com as proteinas, o aparelho Arkray é mais sensivel. Todas as 21 amostras (100%) tém

resultados quantitativos mais aproximados dos resultados obtidos pelo aparelho Arkray.

Discusséao e conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, em geral, o aparelho da Arkray
apresenta uma concordancia satisfatoria na maioria dos parametros avaliados, sendo possivel
a validacao do equipamento para emissdo de resultados relativos & composi¢do quimica da

urina.
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Quando se analisam os parametros individualmente, a andlise da bilirrubina, glucose,
urobilinogénio, corpos cetbnicos e nitritos apresentou uma alta taxa de concordancia entre os
aparelhos, variando de 83% a 96%. Isso indica que os resultados obtidos para esses
parametros sdo consistentes entre os dois equipamentos.

Por outro lado, o pardmetro do pH apresentou uma taxa de concordancia menor, com
apenas 59% das amostras obtendo resultados concordantes entre os dois aparelhos. No
entanto, quando se considera a classificagdo geral em acido, neutro e alcalino, a taxa de
concordancia aumenta para 82%. Isso sugere que as diferencas observadas nos resultados
de pH entre os aparelhos podem ser atribuidas a forma como os valores sao interpretados e
classificados, em vez de uma discrepancia real nas medi¢cbes das amostras e consequéncia
efetiva nos resultados clinicos.

As proteinas urinarias sdo um parametro de grande relevancia clinica, uma vez que a
proteinUria € a primeira e Unica anormalidade observavel em animais com doenca renal
precoce, sendo importante para a despistagem atempada de doencgas renais. O estudo
demonstrou que o parametro das proteinas foi o que apresentou a maior divergéncia entre os
dois aparelhos, com 45% das amostras mostrando resultados ndo concordantes. No entanto,
a medicdo quantitativa das concentragdes de proteinas através do aparelho de bioguimica
revelou que 84% das amostras ndo concordantes obtiveram resultados mais proximos dos
obtidos pelo aparelho Arkray. Isso indica que o aparelho Arkray possui uma maior
sensibilidade na detecdo de proteinas em comparagéo com o aparelho Siemens.

Relativamente a glicosuria, a mesma € sempre patoldgica, por isso a sua dete¢éo através
da tira de urina, torna-se de extrema importancia, uma vez que permite a despistagem de
hiperglicemias persistentes, como acontece na diabetes mellitus, ou noutras disfuncdes renais
relacionadas com a absorc¢éo de glucose. Posto isto, é imperativo afinar a sensibilidades dos
aparelhos autométicos de leitura de tiras urinarias. Neste estudo, apesar de apenas 15% dos
resultados serem ndo concordantes entre os dois aparelhos, foi possivel reforcar que o
aparelho Arkray é mais sensivel na detecao de valores de glucose de urina, do que o aparelho
Siemens, uma vez que 0s seus resultados estdo mais proximos dos resultados obtidos pelo
aparelho de bioquimica.

Com base nos resultados obtidos, pode concluir-se que o aparelho da Arkray demonstra
uma concordancia geral satisfatoria na maioria dos parametros avaliados. Isso indica que, tal
como o aparelho da Siemens, ja previamente validado, este é adequado para a analise

laboratorial dos parametros em questéo.
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9. Anexos

Protocolo Processamento Histologico
Programa 1

Rotina
Passo Reagente Duracdo | Agitagdo
1 Formalina 1h 1
2 Etanol 702 20 min 1
3 Etanol 962 30 min 1
4 Etanol 962 40 min 1
5 Etanol Absoluto | 1 h 1
6 Etanol Absoluto | 1 h 15 min | 1
7 Etanol Absoluto | 2h 20 min | 1
8 Substituto Xilol | 30 min 0
9 Substituto Xilol | 1h 0
10 Substituto Xilol | 2h 30 min | 0
11 Parafina 1h20min | 2
12 Parafina 2h10min | 2
Total: +-15h

Anexo 1 Protocolo de processamento histolégico no programa de rotina.

Protocolo Coloracao Hematoxilina-Eosina

Coloragdo de Rotina

Xilol — 10 min

Alcool 100%

Alcool 96%

Alcool 70%

Agua

Hematoxilina — 10 min

Agua

Alcool cloridrico 1% - 10 segundos

W Ne AW

Agua corrente — 3 min
. Alcool 70%
. Eosina — 30 segundos
. Alcool 96%
. Alcool 100%
. Alcool 100%
15. Xilol— 1 min

O N S Sy )
B W NP, O

Anexo 2 Protocolo da coloragéo de rotina de hematoxilina-eosina.
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Anexos

Histoquimicas - Polissacarideos, Mucinas e Glicogénio
PAS - Periodic Acid Schiff

Biopsias hepaticas

Protocolo:
1. Cortes 3-4 pm

Desparafinar e hidratar

Oxidacdo em Acido Periédico 1% - 20 min

Lavar em agua destilada

Incubar em reagente Schiff - 20 min (cortes ficam de cor rosa claro

apos este passo)

6. Lavar em agua corrente — 5 min (cortes ficam rapidamente de cor
rosa escura)

7. Contrastar com Hematoxilina - 1 min

Lavar em agua corrente - 2 min

9. Desidratar rapidamente, clarificar e montar

uhwn

@®

Resultados:
Glicogénio, mucinas e membranas basais - fucsia/ roxo
Fungos - fucsia/ roxo
Fundo - azul

Teste para o Reagente de Schiff:

Colocar 10 mL de Formaldeido 37% num copo de vidro. Adicionar algumas
gotas de reagente de Schiff. Se o reagente estiver viavel a solugdo ficara de
cor vermelho-roxo. Com um reagente deteriorado a reaccao vai ocorrer
lentamente e ficar azul arroxeada.

Anexo 3 Protocolo de coloragéo PAS.
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Anexos

Procedure

Carrying out the Prussian blue reaction at 37 °C yields a sharper definition
of the stain precipitates.

Staining smear specimens in the staining cell

The slides should be allowed to drip off well after the individual staining
steps, as a measure to avoid any unnecessary cross-contamination of solu-
tions.

The stated times should be adhered to in order to guarantee an optimal
staining result.

Slide with fixed, air-dried smear

Staining solution (mixed 1+1 from reagents 1 and 2) 20 min
Distilled water rinse
Reagent 3 (nuclear fast red solution) 5 min
Distilled water rinse
Air-dry (e.q. over night or at 50 °C in the drying

cabinet)

If necessary mount with agueous mounting agent (e.g. Aquatex®) and
cover glass.

Anexo 4 Protocolo de coloragdo PERLS.
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Anexos

Histoquimicas - Tecido Conjuntivo

Van Gieson
Biopsias hepaticas e Outros

Protocolo:
1. Desparafinar e hidratar
Hematoxilina de Weigert (ver notas técnicas) - 10 min
Agua corrente - 10 min
Agua destilada - 10 min
Solugao Picrofucsina Van Gieson - 3 min
Lavagem rapida em agua destilada
Desidratar em dlcool 959 e 1000 (o dlcool a 700 diferencia a
picrofucsina)
Clarificar e montar

Nowmbh LN

o

Notas Técnicas:

Hematoxilina de Weigert:
Juntar a solugao A e B em partes iguais
(a mistura deve ter uma cor roxa e deve ser descartada se tiver outra
tonalidade, como castanho, apds a sua utilizagao. De preferéncia deve ser
realizada extemporaneamente.)

Resultados:
Nucleos azul a negra
Citoplasma e eritrécitos amarelo
Fibras de colagénio (tecido conjuntivo) vermelho brilhante
Musculo liso e estriado amarelo
Membranas basais vermelhos

Anexo 5 Protocolo de coloragédo Van Gieson.



Anexos

Histoquimicas — Amildide
Vermelho do Congo
Biopsias hepaticas

Protocolo:
1. Cortes 6-7 pm (a espessura do corte é muito importante!)
2. Desparafinar e hidratar
3. Solugao de Vermelho do Congo - 30 min
4, Passagem em agua destilada
5. Diferenciar em Solugao Alcodlica de Hidréxido de Potdssio

(aproximadamente 10 segundos)
Lavar em agua
7. Desidratar, clarificar e montar

[9)]

Preparacao das Solucoes:

Solucao Vermelho do Congo 0,5%
Vermelho do Congo 0,5¢g
Etanol 50% 100 mL

Solugdo Hidroxido de Potassio 0,2%
Hidréxido de Potassio 0,2¢g

Etanol 80% 100 mL

Resultados:

Amildide, tecido eldstico, grénulos eosinofilicas vermelho
Fundo alaranjado

(O amiloide surge de cor verde-maga no microscépio de luz polarizada.)

Anexo 6 Protocolo de coloragédo Vermelho do Congo.

85



Anexos

Histoquimicas - Pigmento biliar
Fouchet Van Gieson/ Hall's Bilirubin Stain
Biopsias hepaticas

Protocolo:
1. Cortes 3-4 um
Desparafinar e hidratar
Reagente Fouchet - 10 min
Passagem em dgua destilada
Solucdo Van Gieson — 3 min
Passagem rapida em agua destilada
Desidratar rapidamente, clarificar @ montar (ou deixar secar ao ar)

R

Preparacdo Reagente Fouchet:

Acido tricloroacético 25% 25 mlL
Cloreto Férrico 60% 5 mL
Agua destilada 20 mL

Mota: fazer a coloracdo a fresco e descartar apds o uso. Solugdo corrosiva.

Resultados:
Pigmento biliar - verde
Musculo e citoplasma - amarelo
Colagénio - flcsia

Controlo:
Ducto biliar obstruido

Solucdes Stock:
Acido Tricloroacético Aquoso 25% (SOLUCAO MUITO CORROSIVA)
Cloreto Férrico Aquoso 60%

Anexo 7 Protocolo de coloragédo Fouchet Van Gieson.
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Histoquimicas — Cobre
Rodanina/ Wilson's Disease Stain
Biopsias hepaticas

Protocolo:
1. Cortes 4-5 pm
2. Desparafinar e hidratar até a agua destilada
3. Solugdo de Trabalho da Rodanina: incubagdc no microondas, poténcia
maxima
a. Incubar durante 1 min no total fazendo paragens a cada vez
que a solugdo entrar em ebuligdo. Repor volume com dgua
destilada a cada paragem
b. Deixar as laminas incubarem na solucdo durante 10 min
Agua destilada - lavagem com vigor
Agua destilada - 32 x 2 min
Contraste com Hematoxilina — 1 min
Azular em Agua corrente — 1 min
Desidratar, clarificar e montar

e B S

Resultados:
Depositos de cobre - castanho avermelhado a laranja
Mucleos — azul
Pigmento biliar - verde

Preparacao das Solucdes
Solucdo stock
5-p-dimethylaminobenzylidene rodanina 0,2g
Etanol Absoluto 100 mL
Motas: Agitar e armazenar refrigerada. A solugdo & estdvel durante 3
meses.

Solucdao de trabalho
Solugdo Stock Rodanina 10 mL
Agua destilada 40 mL
Motas: Agitar a solugdo stock e filtrar em papel de filtro para fazer a
medigdo. Fazer nova solugdo a cada utilizacdo e descartar apos o uso.

Controlo:
Figado fetal, positive conhecido.

Anexo 8 Protocolo de coloragdo Rodanina.
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Histoquimicas — Mastocitoma
Giemsa

Protocolo:

Cortes 3-4 pm

Desparafinar e hidratar

Incubar na solucdo de trabalho Giemsa 1% - 30 min

Lavar em agua destilada

Diferenciar com Acido Acético Aquoso 0,5% (ver notas técnicas)
Desidratar rapidamente

Clarificar e montar

i e T ¥ T S PV S

Preparacao das Solucoes:

Solucdo de Trabalho Giemsa 1%
Solugao Stock Giemsa 0,5 mL
Agua destilada 50 mL
Nota: Esta solugdo deve ser preparada a cada utilizacao e descartada apos
0 uso.
A solugao Giemsa é muito estédvel com o tempo, o prazo de validade é
pouco importante,

Preparacao das Solugoes:

A diferenciagao varia de acordo com os tecidos e a temperatura, mas
geralmente é alcangada em 30 segundos. A diferenciagao remove a
componente azul da coloragao e aumenta a intensidade da componente
rosa.

Resultados:

Grénulos citoplasmaéticos azul

Colagénio, musculo e osso rosa claro
Microorganismos, fungos e parasitas azul/ roxo
Pigmentos verde

Nucleos azul escuro/ violeta
Eritrocitos rosa salmao
Citoplasma escala de azul claro

Anexo 9 Protocolo de coloragcédo Giemsa.
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Histoquimicas — Helycobacter pylori

Giemsa
Biopsias gastricas

Protocolo:

Cortes 3-4 pm

Desparafinar e hidratar

Incubar na solugao de trabalho Giemsa 2% - 30 min
Lavar em dgua corrente — 3 min

Desidratar rapidamente

Clarificar e montar

U R wWwNH

Preparacdo das Solucdes:

Solucdo de Trabalho Giemsa 2%
Solugdo Stock Giemsa 1 mL
Agua destilada 49 mL
Nota: Esta solucéo deve ser preparada a cada utilizacéo e descartada apds
0 uso.
A solucdo Giemsa é muito estavel com o tempo, o prazo de validade é
pouco importante.

Resultados:
Helycobacter pylori azul escuro
Fundo azul

Anexo 10 Protocolo de coloragdo Giemsa modificado.
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Histoquimicas — Bactérias acido-alcool resistentes

Ziehl-Neelsen
Mycobaterium e Nocardia

Protocolo:

1.

N AWM

© ©

Cortes 3-4 um

Desparafinar e hidratar

Carbolfucsina — 30 min TA

Agua corrente - 2 min

Diferenciacdo com Alcool Cloridrico - 30 seg (fazer controlo ocular)
Agua corrente — 30 seg

Contrastar com solucao de trabalho de Azul de metileno - 20 seg (1
ml de agua destilada + 1 gota de azul de metileno de Lofflers)
Lavar em agua destilada

Desidratar/ Deixar secar ao ar e montar

Resultados:
Bacilos acido-alcool resistentes — vermelho
Nucleos - azul
Fundo - azul

Anexo 11 Protocolo de coloracdo Ziehl-Neelsen.
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Biologia Molecular
Extraccao de DNA de Blocos de Parafina

1. Desinfectar o microtomo e agulha histolégica com alcool 70°©

2. Colocar uma superficie nova da faca

3. Fazer quatro cortes seriados de 10 pm

4. Caolocar os cortes num eppendorf autoclavado

5. Adicionar 1 ml de Xilol, homogeneizar no vortex e incubar 5 minutos
aTA

6. Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos

7. Decantar o sobrenadante

8. Repetir os passos 5, 60e 7/

9. Adicionar 1 ml de Etanol Absoluto, homogeneizar

10.Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos

11.Decantar o sobrenadante

12.Repetir 0s passos 9, 10 e 11 (se necessario retirar o excesso de
alcool com pipeta)

13.Adicionar 1 ml de alcool 702, homogeneizar

14.Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos

15.Decantar o sobrenadante

16.5acudir num toalhete para retirar os residuos de alcool. Deixar secar
totalmente (deixar a tampa aberta durante algumas horas)

17.Adicionar 300 pl de tamp&o de lise com 30 pl de Proteinase K

18.Proceder a disrupcdo mecéanica do pellet caso se encontre compacto
{com auxilio de uma ponta de pipeta)

19.Incubar no banho seco overnight a 55° C

20.Concluir a extracdo no aparelho automatico MAgCore HF16

Anexo 12 Protocolo de extracdo de DNA de blocos de parafina.



Anexos

Protocolo
Imunohistoquimica - Kit Cell Marque

(Y

Cortes 3-4 um em lémina adesivada

Adesao overnight na estufa 37°

Xilol - 15 minutos

Hidratacdo nos alcoois

Agua

Recuperacdo Antigénica no Moédulo PT (ver lista de Ac)
Arrefecimento a temperatura ambiente
Agua

. Caneta hidrofébica

10.Peroxidase Block — 10 min

11.Lavar em agua

12.Anticorpo primario (ver lista de Ac) - 30 min
13.Lavar em PBS - 3 x 5 min

14 Amplifier (1) - 10 min

15.Lavar em PBS - 3 x 5 min

16.Polymer (2) - 10 min

17.Lavar em PBS - 3 x 5 min

18.DAB (1 mL de diluente + 1 gota de DAB) - 7 min
19.Absorver excedente com lixivia

20.Enxaguar em agua

21.Contraste com Hematoxilina — 1 min
22.Agua corrente - 3 min

23.Desidratar, clarificar e montar

©®NOV A WN

Anexo 13 Protocolo de imunohistoquimica.

92



Anexos

TESTS AND READING TIME
SMALL nuu EIIATE LARGE
LEU LEUKOCYTES MEGATIVE TRACE + e+
NIT NITRITE NEGATIVE «—— POSITNE— >
{any degree
of uniform
60 seconds gink color)
HORMAL mg/dL URINE (1 mg = approx. 1 EU)
URO UROBILINOGEN 0.2 1 2 3 g
my/dL ao 1nn 300 2000 or more
PRO PHDTEIH NEGATIVE TRACE + + + + +++ +
pH pH 5.0 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5
NON-HEMOLYZED HEMOLYZED sm.LL nou EIIATE LARGE
BLO BLOOD NEGATIVE TRAGE MODERATE TRAGE v
60 seconds LR §{
- *i "‘ ‘l.l'
SPECIFIC 1.000 1.005 1.010 1.015 1.025
SG 45 oo - - - - - - -
45 seconds
TRAGE SMALL MODERATE LARGE
KET KETONE NEGATIVE myg/dL 5 15 40 80 160
SMALL MODERATE LARGE
BI L BILIRUBIN NEGATIVE + ++ +++
30 seconds
gral (%) 1410 {ir) 114 m: 1 2 or mora
G LU GLUCOSE NEGATIVE mgdL 100 250 1000 2000 or mare

D 5 R B

Anexo 14 Tabela de cores da tira reagente no exame quimico de urina (Siemens Healthineers).
Fonte: https://learn.parallax.com/support/reference/urinalysis-test-strip-color-chart



Gram+ Steps for Gram-
bacteria staining bacteria
1
= Primary stain
(crystal violet)
Stain purple Stain purple
3 Mordant
(Gram’s iodine)
Remain Remain
purple purple
4 Decolorizer,
(alcohol and/or
Remain acetone) Become
purple colorless
o Counterstain i
(safranin) -
Remain Stain pink
purple
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Anexos

Fix material on slide with methanol or heat. If slide is heat
fixed, allow it to cool to the touch before applying stain.

Flood slide with crystal violet (purple) and allow it to remain
on the surface without drying for 10 to 30 seconds. Rinse

the slide with tap water, shaking off all excess.

Flood the slide with iodine to increase affinity of crystal violet
and allow it to remain on the surface without drying for twice
as long as the crystal violet was in contact with the slide
surface (20 seconds of iodine for 10 seconds of crystal violet,
for example). Rinse with tap water, shaking off all excess.
Flood the slide with decolorizer for 10 seconds or less (optimal
decolorization depends on chemical used) and rinse off
immediately with tap water. Repeat this procedure until the
blue dye no longer runs off the slide with the decolorizer.
Thicker smears require more prolonged decolorizing. Rinse
with tap water and shake off excess.

Flood the slide with counterstain and allow it to remain on
the surface without drying for 30 seconds. Rinse with tap
water and gently blot the slide dry with paper towels or
bibulous paper or air dry. For delicate smears, such as
certain body fluids, air drying is the best method.

Examine microscopically under an oil immersion lens at
1000x for phagocytes, bacteria, and another cellular material.

Anexo 15 Procedimentos e principios da coloragdo de Gram. A — Bactérias gram-positivas
observadas sob 6leo de imersdo aparecem roxas. B - Bactérias gram-negativas observadas sob 6leo

de imersao aparecem rosas.
Fonte: Figure 6-3. Tille P. Bailey & Scott’s Diagnostic Microbiology. 13a Edi¢&o. Elsevier Mosby, editor. 2014. 1—

1038 p.
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CHROMagar™ Malassezia: ?} DNA

Preparacdo do meio:

- Adicionar lentamente 28,15g de meio em po (chromagar malassezia) em 500ml de
agua autoclavada.

- Adicionar 3,96ml de glicerol & 5,45ml de Tween 40.
- Mexer até o meio ficar bem espesso.

- Aquecer e deixar ferver (100°C), utilizando um micro-ondas, enquanto se mexe
regularmente, até o meio ficar translucido.

Preparacéo da placa:

- Deixar arrefecer em banho-maria a 45-50°C, enquanto se mexe delicadamente.
- Despejar o meio em placas de petri estéereis.
- Deixar solidificar e secar.

Armazenamento:

- Armazenar no escuro antes de usar.

- As placas de meio preparadas podem ser mantidas durante um dia a temperatura
ambiente.

- As placas podem ser armazenadas até um més sob refrigeragcao (2-8°C) se
devidamente preparadas e protegido da luz e desidratacao.

Anexo 16 Protocolo de elaboragdo de meio cromogénico para detecéo de Malassezia.
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Anexos

Técnica de Flutuagdo Fecal # DNAtech.

Material:

Amostra fecal

Um copo de flutuacdo por cada caso
Solucdo saturada de Sulfato de Magnésio
Lamina

Lamela

Protocolo:

Retirar um copo de flutuagdo por cada caso a realizar

2. Identificar a tampa do copo e uma lamina de vidro com o niumero de tubo, nome do

2

animal e nimero de amostras enviadas (1x, 2x, 3x, etc.)
Remover a peca azul do copo de flutuagao;
Adicionar solucdo saturada de Sulfato de Magnésio até metade do copo;

. Adicionar amostra de fezes, que deve ser representativa de todos as amostras enviadas

de cada animal. A quantidade de amostra indicada é a equivalente ao interior do cilindro
existente no final da peca azul;

. Introduzir a pe¢a azul novamente no copo e gira-la com vigor de modo a homogeneizar

corretamente a solugdo. Encaixar devidamente;
Preencher o volume total do copo com a solugdo saturada utilizada;

. Pousar a lamina identificada no topo do copo (garantindo que a solugdo fica em

contacto com a lamina);
Deixar repousar durante pelo menos 30 minutos;

10.Levantar a lamina, justapor a lamela e observar diretamente ao microscopio.

Anexo 17 Protocolo da técnica de flutuacéo fecal.
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Anexo 18 Procedimento da preparacdo da técnica de sedimentacéo fecal utilizando o Biosepar Kit

ParasiTrap® Sedimentation.
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Anexos

Results
Crypto Giardia
Dilution (side A) (side B)
buffer Positive Negative  Positive Negative
Sample — — ] — =
6 d
0 >

D Control line E Control line

15 minutes Test line Test line

PROCEDIMENTO DE PREPARACAQ DO ESPECIME:

1. Junte 14 gotas da solugdo tampé&o de diluicdo a um tubo de ensaio.

2. Mergulhe uma ansa contendo a amostra de fezes no tubo de ensaio. O racio
de diluicédo tera de ser de cerca de 4% pl/v. Para as amostras liquidas,
colha 2 ansas de 10 pl; para as amostras sodlidas, colha 1 ansa.

3. Elimine a ansa de amostragem.

4. Agite a preparagao no vortex para homogeneizar. Toda a amostra de fezes
tera de ficar em suspensédo na solugao.

5. Mergulhe a fita-teste sensibilizada no sentido indicado pela seta vermelha.

Deixe-a reagir durante 15 minutos. Os resultados positivos poderao ser registados
mais cedo, no momento em que as linhas de teste e de controlo ficarem visiveis.

Anexo 19 Procedimento de teste de diagnostico rapido in vitro para a detecao de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. da Coris Bioconcept Kit Crypto-Giardia Duo-Strip.
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Reference Intervals for Hematology Values in Domestic Animals

Dogs® Cats® Horses® Cows" Pigs® Goats®
Test Units (N=130) (N = 45) (N=170) (58) (99) (NR)
Hematocrit % 40-56 34-51 30-44 22-32 34-44 22-38
RBC x10%uL 5.7-83 1.4-10.4 6.6-11.0 5.1-16 6.4-8.4 8.0-18.0
Hemoglobin g/dL 14-20 11-16 11-16 8-12 10-14 8-12
MCv fL 64-74 42-52 38-51 38-50 49-59 16-25
MCH pg 22-26 13-17 13-19 14-18 NR 5.2-8.0
MCHC g/dL 33-38 30-33 35-39 36-39 29-33 30-36
RDW (%] 11-14 13-16 16-21 16-20 15-24 NR
Reticulocytes x10%uL 8-65 8-57 0 0 NR 0
Platelets x10%uL 134-396 160-502 100-308 193-637 211-887 300-600
MPV fL 10-15 10-22 59-9.9 45-15 NR NR
Icterus index® Units <5 <5 5-20 2-15 <5 2-5
Plasma protein® g/dL 6.0-8.0 6.2-8.0 6.0-8.0 7.0-85 6.0-8.0 6.0-7.5
Fibrinogen® mg/dL 100-400 100-300 100-400 300-700 100-500 100-400
Total leukocytes x10%uL 5.0-13.0 54-15.4 5.6-11.6 49-120 15.6-38.9 4.0-13.0
Bands *10%uL 0-0.3 0-0.3 0-0.1 Rare NR Rare
Neutrophils x10%/uL 2.7-89 23-98 26-6.7 1.8-6.3 3.0-174 1.2-712
Lymphocytes x10%uL 0.9-34 0.9-5.5 1.1-57 1.6-5.6 7.7-204 2.0-9.0
Monocytes x10°uL 0.1-0.8 0-0.8 0-0.7 0-0.8 0.6-3.4 0-0.6
Eosinophils *10%uL 0.1-1.3 0-1.8 0-0.6 0-0.9 0.1-2.3 0.1-0.7
Basophils x10%uL 0-0.1 0-0.2 0-0.2 0-0.3 0.1-0.3 0-0.1

RBC, red hlood cell count; MCV, mean cell volume; MCH, mean cell hemoglobin; MCHC, mean cell hemoglobin concentration; RDW, red blood cell distribution
width; MPV, mean platelet volume; NR, not reported.

®Data from adult dogs, cats, and horses were determined at the University of Florida College of Veterinary Medicine. Total leukocyte counts, erythrocyte param-
eters, and platelet values were measured from healthy adult animals of both sexes and various breeds using an Advia 120 hematology analyzer. Greyhounds
and other sighthounds were excluded. Thoroughbred and quarter horses in equal numbers accounted for about 90% of the hot-blooded horses studied. Reticu-
locyte counts represent the minimum and maximum values measured from 58 dogs and 41 cats. The Advia 120 counts primarily aggregate reticulocytes in cats.
These automated platelet counts are lower than reference values reported for manual platelet counts in dogs (200-500 x IDS/pL) and cats (300-800 x 1ﬂ3fpu.
Leukocyte differential counts were performed manually by classifying 200 leukocytes in each stained blood film.

"Measurements from bovine leukemia virus-negative adult dairy cows in mid-lactation were performed using an Advia 120 hematology analyzer and manual
differential leukocyte counts. (From George JW, Snipes J, Lane VM. Comparison of bovine hematology reference intervals from 1957 to 2006. Vet Clin Pathol.
2010;39:138-148.)

“Measurements from crossbred grower pigs weighing between 30 and 50 kg were performed using an Advia 2120 hematology analyzer. (From Klem TB, Bleken E,
Morberg H, Thoresen Sl, Framstad T. Hematologic and biochemical reference intervals for Norwegian crosshred grower pigs. Vet Clin Pathol. 2010;39:221-226.)
“The goat population sampled and hematology analyzer(s) used were not given. The hematocrits were determined using microhematocrit tubes and leukocyte
differential counts were determined by examining stained blood films. (From Jain NC. Schalm’s Veterinary Hematolagy, 4th ed. Philadelphia: Lea & Febiger;
1986.)

“Total protein, fibrinogen, and icterus index values were determined using manual methods. (From Jain NC. Schalm’s Veterinary Hematology, 4th ed. Philadelphia:
Lea & Febiger; 1986.)

Anexo 20 Tabela 1. Intervalos de referéncia para valores hematoldégicos em animais domésticos.
Fonte:Apéndice 1: Tabelas. Harvey JW. Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas.
Elsevier, Inc.; 2012. 360 p.

Protocolo de coloracao Diff-Quick “ DNAtech.

¢ Metanol — 4 min

* Sacudir o excesso em papel absorvente
¢ Eosina — 4 min

* Sacudir o excesso em papel absorvente
e Azul B-4 min

« Lavagem em agua corrente

* Deixar as |laminas secar ao ar

Anexo 21 Protocolo de coloracdo Diff-Quick.
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ltem / Time Test results interpretation
Glucose normal = (50) 1+(100) 2+ (200) 3+ (500) 4+ (1000)
Felt T LT
6 sec
Protein s +(15) 1+(30) 2+ (100) 3+(3000 4+ (1000)
o e  Hm
Osec
Bllirubin neg. 1+1(0.5) 2+(2) 3+ (6) 4+ (OVER)
S| o om
sec
normal 1+(2) 2, (4) 3+ (8) 4+ (OVER)

60 (mg/dL)
Sec

Sp f‘ Ga tY 1.000 1.005 ‘ ;
s TN

.m.

1.020 1.025 1.030

2+

BIOOd Hemolysis + (0.03) 1+(0.06) 2+10.2) 3+(1.0) Non Hemolysis1+
Bl ] EEE
sec
Ketﬂnes neg. % 1+(15) 2:* (40) 3+ (80) 4+ (150)
————————— - e
60 sec L
Nitrite L L e
60 sec
LeUkOC tes neg 25 75 250 500
————— e | (Leu/ul) .
90 sec
Calibration Pad Reagent strips for urinalysis only.

Do not freeze.
Replace and tighten cap after opening.
Read package insert carefully for use.

MADE IN JAPAN

Anexo 22 Tabela de cores da tira reagente no exame quimico de urina (Arkray).
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10. Apéndices

Tabela 10.1: Células presentes no sedimento urinario.
Fonte: Rizzi TE, Valenciano A, Bowles M, Cowell R, Tyler R, DeNicola DB. Atlas of canine and feline urinalysis. 1st Edition. Wiley-Blackwell; 2017. 185 p.

Caracteristicas distintas

Importancia no diagndstico

Préximos passos

Células
epiteliais
transicionais

Sao células proprias do
epitélio da bexiga, costumam
ser grandes e de morfologia
alongada ou arredondadas,
contém um ndcleo redondo e
centrado, e o citoplasma é
granular. Podem estar
presentes individualmente ou
em aglomerados. As células
de transicdo séo tipicamente
duas a quatro vezes maiores
gue os leucécitos.

Amostras de urina de caes e
gatos saudaveis geralmente
contém um baixo niumero de
células epiteliais de transi¢ao
Uma concentracao elevada
destas células podera sugerir
inflamacéo (infeciosa, como
Pielonefrite, ou ndo infeciosa),
neoplasia ou irritagdo quimica.

Se as células epiteliais parecerem
anormais ou estiverem
aumentadas em ndmero, deve
realizar-se uma citologia urinaria.
A revisao do historial clinico do
animal, sinais clinicos, quimica
clinica, hematologia, urina tipo Il e
urocultura devem ser realizadas
para evidéncia de Pielonefrite.

S&o células de tamanho
grande e com morfologias
poliédricas ou angulares,
contém um nucleo pequeno e
redondo.

As células epiteliais escamosas
superficiais geralmente sdo um
achado incidental e n&o tém
significancia diagndstica, pois
ocorrem devido & contaminagéo
da uretra, vagina ou pele.

Se um grande namero de células
epiteliais escamosas for
observado na urina de um cao
macho, é necessario rever o
historial clinico, os achados
fisicos e o trabalho laboratorial

Células 7 . . -
epiteliais Um grandg numero de células he_matolog|co par_aAdet_ermmar se
esCamOoSas pode (_)caS|9naImente estar existe alguma eV|d(_en~C|a de tumor
associado a metaplasia testicular ou exposicéo a
escamosa da prostata canina, |estrogénio exdgeno.
resultante de uma fonte
exégena de estrogénio ou de
um tumor testicular secretor de
estrogénio.
Sao células pequenas Podem ser encontradas no Aconselha-se a revisao do
(ligeiramente maiores que sedimento urindrio de animais  |historial clinico, dos achados do
Células um neutréfilo) que séo nqrmais em baixo numero. exame fisico, do hemogrgma
epiteliais tlplca[nente redondas com Numgros moderados a el_evados completo, do perfil bioquimico e
tubulares UM n,ucleo grande redond_o. de células tupulares renais dos resgItAadO_S de exame de urina
renais As células tubulares renais  |sugerem leséo tubular renal para evidéncia de doenca renal

de gatos e caes diabéticos
frequentemente contém
muitos glébulos de gordura.

aguda.

aguda.

Leucécitos

A maioria dos leuc6citos
observados na urina sédo
neutrofilos.

Sao células esféricas e
incolores com citoplasma
escasso de aparéncia
granulada; ocasionalmente, a
forma lobulada do nucleo
pode ser discernida, podem
aparecer em agregados, mas
normalmente sdo células
individuais.

Sao maiores que 0s
eritrécitos e geralmente
menores que as células de
transicao.

Podem ser visualizados em
ndmero baixo em urinas de caes
e gatos saudaveis.

O aumento do namero de
leucdcitos na urina indica
inflamacéo (infeciosa ou nédo
infeciosa) do trato urinario ou
contaminacgdo do trato genital.
A agregacdao de leucécitos pode
ser observada com inflamacéo
cronica e ocorre mais
frequentemente com infecdes
bacterianas.

Deve fazer-se uma busca
criteriosa de bactérias: no
entanto, nem sempre as bactérias
sdo encontradas
microscopicamente, mesmo
guando uma infecdo bacteriana é
a causa da inflamacéo.
Recomendacdes adicionais
incluem: investigacéo do sistema
urinario para o local da
inflamacéo; revisédo de perfis
hematoldgicos e quimicos para
evidéncia de efeito inflamatorio
sistémico; cultura e sensibilidade
da urina para auxiliar no
diagnostico e orientar a
terapéutica.
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Eritrécitos

Em geral, os eritrécitos séo
discos pequenos, palidos,
redondos e bicbncavos que
ndo possuem nucleo.

Na urina concentrada, serdo
menores e muitas vezes
parecerdo enrugados devido
a perda de agua das
hemacias para o ambiente
hiperténico da urina. Os
eritrécitos enrugados
aparecem palidos e esféricos
com projecdes irregulares na
superficie.

Na urina hipotdnica, 0s
eritrécitos incham e podem
sofrer lise. Os eritrocitos
inchados aparecem como
eritrécitos normais, apenas
maiores, e ndo bicbncavos.
Os eritrocitos que sofreram
lise podem aparecer como
circulos fracos e incolores.

Podem ser visualizados em
ndmero baixo em urinas de caes
e gatos saudaveis.

Hematuria indica hemorragia no
sistema urinario.

Aconselha-se a revisdo do
historial clinico do animal e dos
achados do exame fisico para
caracterizar melhor a mic¢éo e a
hematuria associada, bem como
para estabelecer se existe alguma
evidéncia de coagulopatia.
Investigag&o adicional do sistema
urindrio, incluindo diagndstico por
imagem, pode ser indicada para
determinar o local da hemorragia.
O perfil hematoldgico deve ser
examinado para determinar a
extensdo da hemorragia,
identificar qualquer evidéncia de
inflamacé&o sistémica e avaliar o
namero de plaquetas.

Tabela 10.2: Cristais presentes no sedimento urinario.
Fonte: Rizzi TE, Valenciano A, Bowles M, Cowell R, Tyler R, DeNicola DB. Atlas of canine and feline urinalysis. 1st Edition. Wiley-Blackwell; 2017. 185 p.

Caracteristicas
distintas

Importancia no diagndstico

Proximos passos

S&o prismas incolores e
a morfologia tipica é a
da tampa do “sarc6fago”
ou do “ataude.

Sao frequentes nos caes e
gatos e formam-se normalmente
em urinas basicas a neutras.

Descartar fatores predisponentes a
sua formacéo, tais como, infecédo
bacteriana, baixo volume de urina,
urina alcalina e/ou niveis elevados de
magnésio na dieta.

Aconselha-se a revisao do historial
clinico, bem como dos achados

Estruvite! o A
clinicos para qualquer evidéncia de
formacéo de cristais.

Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestao de agua do
animal e orientar a alimentagdo com
uma dieta projetada para a
dissolucdo ou prevencao dos cristais.
Os cristais de oxalato  |S&o frequentes nos caes e Rever o historial clinico, os achados
célcico dihidratado sdo |gatos e formam-se normalmente |clinicos e os resultados da quimica
incolores e tém em urinas &cidas. A producao [clinica para despistar evidéncias de
morfologia de envelope |pode encontrar-se aumentada |toxicidade do etilenoglicol. Se a
ou quadrado com uma |quando ocorre a ingestédo de mesma nao se verificar pode
“cruz” no interior. algumas plantas téxicas ou justificar-se a verificacdo de outras
Os cristais de oxalato  |quando ocorre intoxicagdo por |causas predisponentes para a
Oxalato calcico monohidratado  |ingestao de etilenoglicol, sendo |formagao, nomeadamente
Célcico? sdo translicidos e esta a principal causa de hipercalcemia, hipercalcidria,
podem ser alongados, |aparecimento de cristais de aumento de oxalatos na dieta e urina
planos, ter forma de oxalato célcico monohidratado |acida.
fuso, oval, barril ou na urina. Considere iniciar medidas para
haltere. aumentar a ingestdo de agua do
Ambos podem variar animal e orientar a alimentacdo com
muito em tamanho. uma dieta projetada para a
dissolucdo ou prevencao dos cristais.
Fosfato Sao cristais incolores e |Podem aparecer, raramente, em |Aconselha-se a reviséo do historial
Calcico? a morfologia pode variar |urinas &cidas ou basicas no céo. |clinico, bem como dos achados
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entre agulhas finas e
longas, pauzinhos
isolados ou agregados.

Podem ser vistos em
associacdo com condicdes que
promovem hipercalcidria e/ou
hiperfosfaturia. No cao, tais
condi¢cdes incluem
Hiperparatireoidismo,
Hiperadrenocorticismo,
Hipercalciiria Idiopatica e
Acidose Tubular Renal Distal.

clinicos e perfil bioquimico para
evidencias de formacéo de cristais.
Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestdo de agua do
animal e orientar a alimentagdo com
uma dieta rica em fibras e evitar
dietas com alto teor de sédio.
Pode ser aconselhavel eliminar ou
limitar a administracdo de
medicamentos que aumentam a
excrecdo de calcio.

Urato/Biurato
de amonial

S&o cristais com uma
coloracédo castanha-
amarelada, que
aparecem isolados ou
em agregados, com
morfologia arredondada,
podendo parecer
esferas de superficie
lisa ou projetando
espiculas longas e
irregulares.

S&o raros em urinas de cées e
gatos saudaveis, a excecdo dos
cdes da raca Dalmata e Bulldog
Inglés, onde séo bastante
frequentes. Podem aparecer em
gualquer pH, contudo sdo mais
frequentes em urinas bésicas.
Costumam estar associados a
patologias hepaticas e distirbios
metabdlicos, especialmente
anomalias vasculares hepaticas
ou urolitiase.

Aconselha-se a revisdo do historial
clinico, dos achados clinicos para
qualquer evidéncia de formacéao de
cristais, bem como a realizacdo de
exames complementares
(radiografias).

Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestdo de 4gua do
animal e orientar a alimentagdo com
uma dieta projetada para a
dissolugéo ou prevencao dos cristais.

Acido Urico?

Sao cristais amarelos ou
amarelos-acastanhados,
com morfologia de
“diamante” ou “losango”,
com anéis concéntricos,
podendo aparecer
isolados ou em
agregados.

S&o raros em urinas de cées e
gatos saudaveis, a excecao da
raca Dalmata, onde séo
frequentes. Normalmente
originam-se em urinas Acidas, e
estdo associados a patologias
metabdlicas.

Aconselha-se a revisdo do historial
clinico, bem como dos achados
clinicos para qualquer evidéncia de
formacéo de cristais.

Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestdo de 4gua do
animal e orientar a alimentagdo com
uma dieta projetada para a
dissolucdo ou prevencao dos cristais.

Sao cristais incolores,
planos e hexagonais,
podendo aparecer em
camadas.

S&o incomuns em cées e gatos
e podem aparecer em urinas
acidas ou neutras. A presenca
de cistina na urina sugere um
defeito hereditario no
metabolismo da cistina, defeito
comum nos cées de raca Bull
Mastiff, Bulldog inglés,

Aconselha-se a revisao do historial
clinico, bem como dos achados
clinicos para qualquer evidéncia de
formacéo de cristais.

Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestao de agua do
animal e orientar a alimentagdo com
uma dieta projetada para a

iceti 1
Cistina Dachshund e Chihuahua. dissolu¢do ou prevencao dos cristais.
Deve considerar-se a realizacdo de
um teste genético e, no caso de um
macho afetado, determinar se a
castracdo pode ser benéfica para
reduzir a excre¢do de cistina na
urina, além de prevenir a transmissdo
desse disturbio genético.
Sao cristais castanhos |Originam-se em urinas acidas e |Investigar a administracdo de
ou castanhos- concentradas, e pode ocorrer alopurinol, sobretudo em cées. Se o
amarelados, de secundariamente a paciente nao tiver historico de
morfologia arredondada |administracdo de alopurinol em |administracdo de alopurinol,
e com estrias cées. investigue a possibilidade de uma
Xantinat concéntricas ou Nas racas Cavalier King Charles |condicdo hereditaria ou congénita.

radiadas, com variados
tamanhos. Geralmente
apresentam uma forma
amorfa, 0 que dificulta a
sua identificagéo.
Nestes casos pode

Spaniels e Dachshunds, os
cristais sdo observados como
resultado de um provavel erro
inato do metabolismo das
purinas (congénito). Nos gatos
sao observados como resultado

Considere iniciar medidas para
aumentar a ingestdo de agua do
animal e, em animais com
administracdo de alopurinol, orientar
a alimentagcdo com uma dieta pobre
em purinas, a fim de reduzir o
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recorrer-se a
espectroscopia de
infravermelho ou a
cromatografia liquida de
alta presséo.

de um defeito familiar ou
congénito na atividade da
xantina oxidase.

potencial desenvolvimento de cristais
de xantina.

Os cristais de tirosina
assemelham-se a
agulhas, e apresentam-
se individualmente, em

Sao muito raros em caes e
gatos.

Em humanos, a insuficiéncia
hepética grave, na qual o

Aconselha-se a revisdo do historial
clinico, dos achados clinicos, da
guimica clinica e dos resultados
hematolodgicos para qualquer

Tirosinae |aglomerados ou em metabolismo dos aminoacidos é |evidéncia de doenca hepatica.
Leucina? feixes. prejudicado, tem sido associada
Os cristais de leucina a formacéo de cristais de
sdo estruturas redondas [tirosina e leucina.
castanhas-amareladas,
com estrias radiais.
Sao cristais amarelos ou |Originam-se em urinas acidas. |Aconselha-se a revisdo do historial
dourados, com Um ocasional cristal pode ser |clinico, dos sinais clinicos, da
morfologia de agulha, e |observado no sedimento urinario|quimica clinica e dos resultados
Bilirrubina2 podem apresentar-se de cdes normais com urina hem?tol_égicos para qualquer. '
isolados ou em altamente concentrada. evidéncia de doenca hepatobiliar.
agregados. Numeros moderados a elevados
de cristais sugerem doenca
biliar hepatica ou p6s-hepatica.
S&o cristais S&ao raros em cdaes e gatos, e Aconselha-se a reviséo do historial
transparentes, que podem aparecer em urinas clinico, dos sinais clinicos, e dos
aparecem como placas |acidas e neutras. Embora resultados da quimica clinica para
Colesterol? grandes, retangulares e |cristais de colesterol possam ser |qualquer evidéncia de Sindrome

planas.

observados em caes
clinicamente normais, pode
haver uma possivel associacdo
com Sindrome Nefrética.

Nefroética.

Cianurato de
Melamina?

Sao cristais castanhos a
castanho-amarelados,
pequenos e redondos,
com estrias radiantes a
partir do centro.

Cristais de melamina, quando
precipitados em combinag&o
com &cido cianurico, podem
indicar potencial toxicidade e
insuficiéncia renal aguda, como
registado em casos anteriores
nos quais foram ingeridos
alimentos para animais de
estimacéo contaminados com
melamina/acido ciandrico.

Além de realizar uma uriandlise
completa, o historico do paciente
(incluindo histérico alimentar), sinais
clinicos, quimica clinica e resultados
de hematologia devem ser revistos
para evidéncia de doenca renal
aguda e potencial exposi¢éo a
toxina.

Sulfonamidas?

Podem aparecer uma
variedade de cristais
com diferentes
morfologias,
nomeadamente agulhas
castanhas em feixes ou
rosetas, globulos com
estrias radiais, cristais
ovais transparentes com
saliéncias.

A formacao de cristais de
sulfonamidas esta geralmente
associada com sobredosagem
de sulfonamida.

Quando um medicamento a base de
sulfonamidas estiver a ser
administrado, e ocorrer o
aparecimento de cristais na urina, o
regime de dosagem deve ser revisto.

Os cristais ocorrem

Sem significado além da

Nada solicitado.

Ampicilina® |como agulhas ou associacdo com a administracéo
prismas longos e finos. |de ampicilina.
Séo cristais longos, Sem significado além da Nada solicitado.
Meios de incolores, pontiagudos, associagép com a administracéo
semelhantes a agulhas |de em meio de contraste
Contraste

Radiologicos®

contendo diatrizoato de
sédio ou placas
retangulares planas

radiopaco.
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contendo diatrizoato de
meglumina.

ICristais associados a formacdo de calculos urinarios
2Cristais nao tipicamente associados a formacéo de calculos urinérios
3Cristais induzidos por drogas

Tabela 10.3: Cilindros presentes no sedimento urinario.
DeNicola DB. Atlas of canine and feline urinalysis. 1st Edition. Wiley-Blackwell; 2017. 185 p.

Fonte: Rizzi TE, Valenciano A, Bowles M, Cowell R, Tyler R,

Caracteristicas distintas

Importancia no diagndstico

Préximos passos

Palidos, incolores,
semitransparentes, com
uma extremidade
arredondada e outra que
gradualmente afunila em
cauda.

Podem ser encontrados niimeros
muito baixos em amostras de
urinas concentradas, e nimeros
baixos a elevados em diversos
distarbios fisiologicos, como febre,
exercicios extenuantes, diuréticos
e congestao passiva e em

Juntamente com o historial clinico e
exame fisico, a avaliacdo das
concentracdes de proteinas na urina
€ no sangue ajuda a distinguir
condicdes patoldgicas de condi¢des
fisiolégicas.

Condig¢bes patoldgicas: aumento

Cilindros e . : ~
Hialinos d|§turb|os patolpgmos, como a subst,anmal na _concentra}gao de
Sindrome Nefrética. proteinas na urina; possivel
diminuicdo na concentragéo de
proteinas no sangue.
Condig0es fisiologicas: nenhum ou
leves aumentos na concentracdo de
proteina na urina; concentragbes
normais de proteina no sangue.
Compostos por células Achado raro na urina, e quando |Investigar Doenca Renal Aguda.
Cilindros epiteliaisrenaisf. Estas aparecem sugerem Lesé_o Renal
Epiteliais celulfis_ sdo maiores que 0s AgL_Jda. Algu_ma_s causas mcluem
leucdcitos e tém um ndcleo [toxinas renais, infartos, isquemia
central grande e redondo. |e nefrite aguda.
Compostos por alguns a Achado raro na urina e sao Investigar trauma renal ou doenca
Cilindros muitos_ eritrécitos de aspeto |sempre pgtolégicos, indicando renal.
o alaranjado ou amarelado. |hemorragia, por exemplo, trauma
Eritréides ; :
renal ou nefrite/ glomerulonefrite
hemorragica.
Compostos por alguns a Achado raro na urina, e 0 Investigar doencga renal; considerar
muitos leucécitos, aparecimento é causado por urocultura.
Gilindros geralmente neutrdfilos. inf[amagéo, sepdg v?stos em
o animais com distUrbios que
Leucoides . -
causam Nefrite Intersticial, mas
S80 mais comuns em casos com
Pielonefrite Aguda.
Compostos por detritos Em animais domésticos, estes Investigar para doenca renal recente
celulares, fragmentos s&o o tipo mais comum ou ativa, revendo o historial clinico,
celulares de necrose ou encontrado na urina, e indicam os achados do exame fisico e os
degeneracao das células  |uma Lesado Renal Aguda recente. |resultados de procedimentos
renais. Os granulos podem |Podem ser observados quando: |diagnésticos adicionais, como
variar em tamanho e forma, |ocorre a lise das células renais e |hemograma, perfil bioquimico e
e sdo opacos, podendo os fragmentos celulares séo imagem do trato urinario.
Cilindros |aparecer entre cinza, incorporados na matriz A urocultura também deve ser
Granulosos |amarelo e preto. mucoprotéica; as células renais  |considerada, especialmente se forem

s&o descamadas intactas,
contudo as mesmas envelhecem
antes do cilindro ser libertado na
urina; as proteinas passam pelo
glomérulo e séo incorporadas na
matriz mucoprotéica dando uma
aparéncia granular.

identificados sinais clinicos
sugestivos de infe¢éo.
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Sao cilindros hialinos
desintegrados e
consolidados nos tUbulos
renais, sendo mais

Achado incomum na urina, e pode
ocorrer devido a degeneracédo
continua de elementos celulares
presos na matriz e retidos nos

Investigar doenca renal,
especialmente doenca renal de longa
duracéo.

Cilindros |espessos e densos que tubulos renais por um periodo
Céreos |estes. Sdo muito frageis e |prolongado de tempo ap6s Lesao
tém uma aparéncia Renal Aguda ou nos estagios
homogénea, podendo ser |posteriores de uma Leséo Renal
incolores, cinza ou amarelo |Crénica ativa.
claro.
Compostos por goticulas  |Sao mais comuns em gatos e Investigar doenca renal recente ou
lipidicas, que podem variar |caes diabéticos, devido a ativa.
em tamanho e ser presenca de células tubulares
transparentes ou renais gordurosas nestes animais.
amareladas. Quando ocorre a degeneracao
Cilindros destas células, a gordura é
Lipidicos incorporada no cilindro, tal como
acontece com os detritos
celulares, portanto estes cilindros
devem ser interpretados da
mesma forma que os cilindros
granulosos.
Cilindros Os cilindros mistos c_ontém A interpretac;é_q é a mesma do Investigar as potenciais causas de
Mistos componentes de mais de  |que para os cilindros com cada um dos componentes do

um tipo de cilindros.

componentes individuais.

cilindro misto.

Tabela 10.4 Organismos presentes no sedimento urinario.
Fonte: Rizzi TE, Valenciano A, Bowles M, Cowell R, Tyler R, DeNicola DB. Atlas of canine and feline urinalysis. 1st Edition. Wiley-Blackwell; 2017. 185 p.

Caracteristicas distintas

Importancia no diagndstico

Proximos passos

Na urina nao corada, as
bactérias podem
apresentar-se sob a forma
de bastonetes e cocos,
sendo os ultimos mais
dificeis de diferenciar de
detritos amorfos.
Geralmente, as bactérias

Normalmente, a urina na bexiga é
estéril. A presenca de grande
numero de bactérias na urina
fresca colhida por cistocentese é
sugestiva de infecdo do trato
urinério. Habitualmente, hd um
aumento correspondente nos
leucécitos (pidria) presentes no

A urocultura deve ser realizada
sempre que existe uma indicac¢éo de
possivel infe¢éo urinéria, contudo,
em pacientes com condi¢des
predisponentes a infe¢éo do trato
urinario, como
hiperadrenocorticismo, doenga renal
e diabetes mellitus, a mesma deve

Bactérias |possuem movimento. sedimento urinario junto com as |ser realizada periodicamente,
bactérias. Niumeros elevados de |mesmo quando bactérias e/ou
bactérias sem pilria sugerem células inflamatérias ndo séo
contaminacgdo bacteriana. No observadas no exame de sedimento
entanto, ocasionalmente, infe¢fes|urinario.
bacterianas podem ocorrer com
poucos leucécitos presentes,
especialmente em animais
diabéticos ou imunossuprimidos.

As hifas fungicas podem  |As hifas sédo frequentemente Repita 0 exame de urina com uma
apresentar ou ndo divisdes |consideradas contaminantes. amostra de urina fresca e confirme a
entre segmentos e podem |Infe¢des fungicas do trato urinério |presenca de organismos fungicos.
ou ndo ter estruturas sdo incomuns, porém Candida Envie uma amostra de urina obtida
terminais. As hifas poderao [spp. € o mais frequentemente adequadamente para cultura de
Hifas assemelhar-se a bactérias [relatado. fungos. Aconselha-se a revisdo do
fangicas |filamentosas, contudo estas historial clinico, dos achados do

Ultimas sao geralmente
menores em diametro.

exame fisico, do hemograma
completo, do perfil bioquimico e dos
resultados de exame de urina para
caracterizar quaisquer fatores

predisponentes.
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Leveduras

As leveduras séo pequenas
e redondas, e geralmente
sdo mais variaveis em
tamanho e mais refrativas
do que os eritrécitos.

As leveduras sao geralmente
consideradas artefactos.
Raramente, um organismo
micotico sistémico patogénico,
como Blastomyces spp.,
Cryptococcus spp. ou Candida
spp. coloniza o trato urinario ou
genital e pode ser encontrado na
urina.

O mesmo que para hifas fungicas.

Dioctophyma

Os ovos de Dioctophyma
renale sdo ovais e tém
casca grossa. Hematuria
e/ou pidria também podem
ser observadas no
sedimento urinario de caes

Raramente, os caes podem ser
parasitados com Dioctophyma
renale através do consumo de
peixes infetados. Apds a
ingestéo, as larvas de penetram
no duodeno e migram até o rim,

Estudos de imagem (radiografia,
ultrassonografia, ressonéncia
magnética) sao Uteis para determinar
a localizacéo do parasita. A
nefrectomia é frequentemente
recomendada se um rim estiver

de largura. As microfilarias
tém uma extremidade
posterior reta e uma
extremidade anterior
delgada.

renale spp. infetados. onde amadurecem. A detecdo de |envolvido.

ovos de Dioctophyma renale na

urina indica que uma fémea

gravida esta presente no trato

urindrio do animal.
Os ovos de Capillaria spp. |Encontrar ovos ou adultos de Avaliar a condi¢do do animal infetado
séo incolores e ovais, com |Capillaria spp. indica infe¢do, e |de acordo com os sinais clinicos e
uma superficie levemente |esta é geralmente encontrada na |tratar adequadamente. A maioria dos
pontiaguda e opérculos bexiga. Embora a maioria dos cées e gatos infetados é
bipolares. Hematuria e caes e gatos seja assintomatica, |assintomatica, e os ovos de
pilria podem ser alguns podem apresentar Capillaria spp. sdo descobertos

Capillaria opsgryados no sedimento pqlaciiurja, incontinénci~a urinaria e aqidgntalmente no sedimento
Spp. urinario de caes ou gatos micgao |_nadequada. Séo _ urinario. Os trgtamentos relatados
infetados. Capilaria spp. transmitidas aos seus respetivos |incluem levamisol, fenbendazol,
adulta pode ser encontrada |hospedeiros pela ingestdo de albendazol e ivermectina.
no sedimento urinario. S&o |minhocas que contém as larvas
pequenos parasitas de primeiro estagio. As larvas
filiformes, amarelados, com |migram do intestino para a bexiga
13 a 60 mm de urinaria, onde sédo incorporadas
comprimento. no epitélio da bexiga urinéria.
As microfilarias de Indica infec&o por dirofilariose Se desejado, o teste de antigeno de
Dirofilaria immitis sédo (heartworm infection). Dirofilaria immitis pode ser realizado
ocasionalmente para confirmar o diagndstico.
encontradas no sedimento Avaliacéo adicional da condi¢éo do
urinario. Tém 307-322 ym animal infetado deve ser realizada,
Microfilaria |de comprimento e 6—7 ym incluindo hemograma, perfil

bioquimico e radiografia tor4cica,
seguida de tratamento adequado.

Tabela 10.5 Outros achados e artefactos (contaminantes) presentes no sedimento urinario.
Fonte: Rizzi TE, Valenciano A, Bowles M, Cowell R, Tyler R, DeNicola DB. Atlas of canine and feline urinalysis. 1st Edition. Wiley-Blackwell; 2017. 185 p.

Caracteristicas distintas

Importancia no diagnéstico

Pélen

Os gréos de pdélen sao geralmente de
forma redonda a oval e podem ter
uma tonalidade amarela ou castanha.

Amostras de urina de colheita livre podem conter graos
de podlen que podem ser erradamente identificados

Ccomo ovos de parasitas ou cristais bizarros.

Esporos de
fungos

Os esporos de fungos séo geralmente
redondos ou ovais, podem ter uma
tonalidade amarela ou acastanhada e
as vezes podem ter septos internos.

Amostras de urina de colheita livre podem conter
esporos fungicos ndo patogénicos que podem ser
erradamente identificados como ovos de parasitas ou

cristais bizarros.
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Os filamentos de muco séo estruturas
longas e finas com baixo indice de
refrag&o na urina ndo corada.

Os filamentos de muco podem ser erradamente
identificados como cilindros granulares ou hialinos,
Capillaria spp. adulta ou microfilarias. Avalie a urina do
paciente em busca de outras evidéncias de inflamagéo

Muco o . '
do trato urindrio para ajudar a confirmar que as
estruturas observadas s@o provavelmente compostas
de muco e avaliar a necessidade de procedimentos
diagnésticos adicionais.
Goticulas Séo estruturas !asféricas brilhantes de|O sedimento urinério Fie gatps' ou cdes diabéticos
Lipidicas tamanho varidvel com contornos|geralmente contém goticulas lipidicas, provavelmente

externos suaves.

devido ao conteldo lipidico das células renais.

Espermatozoides

Os espermatozoides tém cabecas
ovais e caudas longas e finas.

Podem ser um achado acidental na urina de machos.
Ocasionalmente, podem ser encontrados em amostras
de urina de fémeas apoés a reproducéo.

Bolhas de ar

As bolhas de ar parecem circulos
planos e nao brilham.

As bolhas de ar ocorrem quando o ar fica preso entre a
lamela e o sedimento de urina quando esta é colocada
sobre a urina.

Fibras

Séao estruturas tipicamente lineares
gue podem ter margens variaveis.

Sao consideradas um achado acidental, resultante da
contaminagdo da amostra de urina.

Procedimento de preparacéo e analise de cartas no analisador VITEK® 2 Compact da

Biomérieu 314

- A suspensdo € preparada no tubo de ensaio utilizando uma solucdo salina estéril

(NaCl 0,45%) juntamente com as respetivas coldnias isoladas da amostra, de modo a obter a

turvacao requerida.

- A turvacdo é medida no aparelho DensiCheckTM (da Biomérieux) e deve-se

encontrar dentro dos valores especificos da escala de McFarland ().

- Para a aplicagdo do TSA, séo retirados 145pL no caso de bactérias de GN e 280uL

no caso de bactérias de GP da solug&o anteriormente preparada e verificada com a escala de

McFarland para um novo tubo que também contém NaCl 0,45%, de modo a fazer a diluicdo

necessaria.

- Posteriormente, a cassete contendo as cartas € colocada na estacao de enchimento

para iniciar o ciclo de enchimento, em que o0s pogos das cartas s&o inoculados

automaticamente através da camara de vacuo.

- De seguida, é transferida para a estagdo de introducdo de forma a ocorrer o seu

processamento, com leitura do codigo de barras de cada carta e respetiva cassete. Cada carta
€ colocada numa posi¢cdo do carrocel onde ocorre o periodo de incubacdo e depois séo
transportadas para o sistema 6tico de 15 em 15 minutos para ser efetuado a monitorizagéo
do crescimento e atividade dos microrganismos no interior dos pogos.

- Portanto, o sistema 6tico utiliza luz visivel que faz a leitura de luz inicial do poco, isto
é, antes da fase de crescimento do microrganismo e depois a cada 15 minutos mede a
transmissdo de luz dos pocos, permitindo medir o crescimento do microrganismo pela
quantidade de luz que é impedida de atravessar 0 poco.

- No final, quando os testes sdo concluidos o sistema ejeta as cartas.
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Tabela 10.6 Descricao dos parasitas fecais mais comuns em animais.

Isospora spp.

E uma espécie de coccideo. Os
oocistos sdo muito claros e
transparentes e apresentam um ou
dois esporocistos no interior. Estéo

presentes em cées e gatos.

Parasita Descricéo Imagem (ampliagdo 400x)
= > . B 3
~ . ‘ \_.
E um protozoario microscépico. Os Y
cistos tém forma elipsoidal, com a ,
.. @)
Giardia spp. presenca de corpos em formato de : S
meia-lua no seu interior. Estéo '.\
presentes em cédes e gatos. g iy
N J
e {3 /
J \ K
\ 4 " " \
o Yo Lo T LR

Capillaria spp. /
Trichuris spp.

Sao espécies de nematoides. Os ovos
tém uma casca fina, castanha e um
opérculo em cada extremidade do
ovo. Os ovos de Capillaria spp. séo
geralmente mais péalidos de mais

pequenos que 0s ovos de Trichuris

Spp.

Ancylostoma spp.

E uma espécie de nematoide. Os
ovos tém uma casca fina e
transparente e possuem uma massa
embriondria no interior com aspeto de
morula. Estdo presentes em cées e

gatos.
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Toxocara spp.

E uma espécie de ascarideo
(nematoide). Os ovos tém uma casca
espessa, rugosa e densa e contém
uma célula unitaria. Estdo presentes

em caes e gatos.

Strongyloides spp.

E uma espécie de larva intestinal.
Apresenta uma curvatura, e pode ser
diferenciada de Aelurostrongylus spp.,
pela auséncia de espicula no final da

cauda. Estdo presentes em cées e

gatos.

—

Aelurostrongylus
spp.

E uma espécie de larva de parasitas
pulmonares de gatos. Normalmente,
sao expelidos, por tosse, para a
faringe, sendo entéo deglutidos, e
podendo aparecer nas fezes. As
larvas apresentam uma espicula no

final da cauda.

Y

Parascaris spp.

E uma espécie de ascarideo
(nematoide). Os ovos tém uma casca
espessa e contém uma Unica célula.

Estdo presentes em equinos.

110



Apéndices

E uma espécie de ascarideo
(nematoide). Os ovos séo

caracterizados por ter uma casca

Ascaridia spp. . N
espessa, lisa e elipsoidal, composta
por trés camadas distintas. Estdo
presentes em aves.
E uma espécie de coccideo. Os &
oocistos podem ser reconhecidos pelo
Eimeria spp. ®

seu aspeto granular. Estéo presentes

em aves e coelhos.

Tabela 10.7 Escalas qualitativas para a comparacao de resultados, nos parametros da bilirrubina,

corpos ceténicos, urobilinogénio e nitritos.

Tira Parametro Escala Resultados
8 Bilirrubina Qualitativa Negativa Baixa Moderada Elevada
o @
c
2 g 3 qupos Qualitativa | Negativo Indicios Baixo Moderado | Elevado
@ 5 E cetonicos
XHh = G o
3 (t”“ § | Urobilinogénio | Qualitativa Normal Elevado
S°T
= Nitritos Qualitativa Negativo Positivo
0> Bilirrubina Qualitativa Negativa Baixa Moderada Elevada
x
S
h< Co,rpos Qualitativa | Negativo Indicios Baixo Moderado | Elevado
> © cetonicos
©
8 5 Urobilinogénio | Qualitativa Normal Elevado
> S
< Nitritos Qualitativa Negativo Positivo
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Tabela 10.8 Escalas qualitativas e semiquantitativas para a comparacéo de resultados, nos
parametros das proteinas e da glucose.

Acndo

Neutro

Alcalmo

Figura 10.1 Valores efetivos de pH e agrupamento por classificacéo.

Tira Parametro Escala Resultados
® Qualitativa Negativo | + - 1+ 2+ 3+ 4+
2 2 g Proteinas Semiquantitativa
=88 q 0 15 | 30 | 100 | 300 | 2000
@:2 5 E (mg/dL)
B ‘(”Uﬁ Qualitativa Negativo | +- | + | ++ | +++ | ++++
S°T Glucose Semiquantitativa
= q 0 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000
(mg/dL)
@ > Qualitativa Negativo | +- 1+ 2+ 3+ 4+
x © .
S £ Proteinas Semiquantitativa
b < 0 15 30 | 100 | 300 | 1000
> o (mg/dL)
©
Q2 Qualitativa | Negativo | +- | 1+ | 2+ | 3+ | 4+
<D( % Glucose Semiquantitativa
= 0 50 | 100 | 200 | 500 | 1000
(mg/dL)
9 10 11 12 13 14
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