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Resumo

Os dermatdfitos sao fungos que infetam tecidos queratinizados como pele, cabelo e unhas,
causando sintomas como queda de cabelo, prurido, rubor e lesdes circulares, atingindo
especialmente animais de estimacao como cdes e gatos.

As infecdes por dermatéfitos sao altamente contagiosas, podendo ser transmitidas por contacto
direto com animais infetados ou objetos contaminados, tais como o material de limpeza e
escovagem.

Este estudo, realizado no ambito de um estagio, teve como objetivo determinar a frequéncia e
distribuicao de dermatdfitos encontrados em amostras animais analisadas num laboratdrio em
Portugal.

A frequéncia de dermatdfitos na nossa amostra foi de 12% (n=237). De entre as diferentes
espécies de dermatdfitos identificadas destaca-se Microsporum canis sendo encontrado em
60,76% das amostras positivas, seguindo-se Tricophyton tonsurans com 12,24%.

Os resultados obtidos encontram-se de acordo com o descrito na literatura, com maior
frequéncia do Microsporum canis, seguindo-se os géneros Tricophyton, e Nannizzia. Foi
comprovada a predominancia da presenca de dermatdfitos na espécie felina, conforme descrito
na literatura. Embora se observe a presenca de mais casos de infe¢cées nos animais mais novos,
contrariamente ao descrito na literatura, esta diferenca nao é estatisticamente significativa.
Através darealizacao destes estudos compreendemos a importancia da prevencao, diagndstico
e monitorizacao deste tipo de infecdes que afetam animais, mas que também podem afetar os
seus cuidadores.

Palavras-chave: Microsporum; Tricophyton; Nannizzia; micose; animais de companhia.



Abstract

Dermatophytes are fungi that infect keratinized tissues like the skin, hair and nails, causing
symptoms such as hair loss, itching, redness, and circular lesions, especially affecting pets such
as cats and dogs.

Dermatophyte infections are highly contagious and can be transmitted by direct contact with
infected animals or contaminated objects, such as cleaning and brushing supplies.

The research carried out within the scope of an internship aimed to determine the frequency and
distribution of dermatophytes found in animal samples analyzed in a laboratory in Portugal.

The frequency of dermatophytes in our sample was 12% (n=237). Among the different species of
dermatophytes identified, Microsporum canis stands out, being found in 60.76% of the positive
samples, followed by Tricophyton tonsurans with 12.24%.

The results obtained are in accordance with what is described in the literature, with the highest
frequency of Microsporum canis, followed by the genus Tricophyton, and Nannizzia. The
predominance of the presence of dermatophytes in the feline species was proven, as described
in the literature. Although there are more cases of infections in younger animals, contrary to what
is described in the literature, this difference is not statistically significant.

By conducting these studies we understand the importance of preventing, diagnosing and

monitoring this type of infections that affect animals, but can also affect their caregivers.

Keywords: Microsporum; Tricophyton; Nannizzia, ringworm; pets.
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Capitulo 1 - Estdgio no laboratdrio INNO
1. Contextualizacao do estagio

0 estdgio e respetivo projeto foram desenvolvidos no ambito da unidade curricular de
Estdgio do Mestrado de Andlises Clinicas e Sadde Publica do ramo de Microbiologia e Satde
Publica, e foirealizado no laboratdrio veterinario INNO. O estagio decorreu de 1de outubro a13 de
Marco de 2024, tendo uma duracao de 454 horas.

Este relatdrio pretende descrever as atividades desenvolvidas ao longo de todo periodo de
estdgio, na drea das andlises clinicas e descrever a frequéncia das infe¢oes por dermatéfitos nos

animais de estimacao.

2. Objetivos

O estdgio realizado teve como objetivos consolidar conhecimentos e desenvolver
competéncias na area das Andlises Clinicas Veterinarias, nomeadamente, nas valéncias de
bioquimica, imunologia, endocrinologia, microbiologia, hematologia, citologia e coagulacao,
acompanhar e efetuar a rotina laboratorial das diferentes valéncias; conhecer e compreender os
principios das diferentes metodologias utilizadas bem como interpretar e avaliar os resultados

obtidos.
3. Caracterizacao da instituicao

O INNO Laboratdrio Veterindrio, fundado em 2007, pretende melhorar a qualidade de vida
animal, prestando suporte veterindrio e servicos laboratoriais diversos(1). E constituido por 2
locais, divididos por setores. O laboratdrio principal comtempla os setores de bioquimica,
imunologia, hematologia, citologia, endocrinologia e coagulacao, e o laboratério secundario, os

setores de microbiologia, anatomia patoldgica e biologia molecular.
4. Analises Clinicas Veterindrias: INNO Laboratdrio Veterinario

Os laboratdrios veterinarios tornaram-se cada vez mais importantes devido ao seu papel
no diagndstico precoce de doencas, na monitorizacao de doencas infeciosas e no fornecimento
de testes especializados. Este ramo é de grande importancia para a satde publica, especialmente
na investigacao de doencas zoondticas, uma vez que estes laboratdrios realizam testes que
permitem detetar agentes patogénicos em animais, rastrear a disseminacao de infecdes e

estudar como estas podem ser transmitidas aos seres humanos. Esta investigacao é



fundamental na prevencao e controlo de surtos, protegendo popula¢c6es animais e humanas. Os
avancos na tecnologia de diagndstico, o aumento da posse de animais de estimacao e a
importancia econémica da pecuaria saudavel impulsionaram o seu crescimento. Além disso, 0s
laboratdrios veterindrios sao vitais na resposta a ameacas emergentes, como epidemias e 0s

impactos das alteracdes climaticas na satide animal(2,3).

4.1. Rececao de Amostras

A rececao das amostras € realizada ao longo de todo o dia, uma vez que chegam ao
laboratdrio amostras enviadas de diferentes regides do pais. As amostras da regiao norte do pais
sao transportadas pelos estafetas da INNO, enquanto as amostras das restantes zonas sao
enviadas pelos proprios através de diferentes servicos de entrega. As amostras devem chegar
sempre acompanhadas pela ficha de requisicao (disponibilizada pelo laboratdrio) na qual sao
indicadas todas as informacoes do animal, do tutor, da clinica de origem, do médico veterinario
responsavel, do(s) pedido(s) requisitado(s) e do historial clinico, se necessario.

Apés a rececao das amostras, estas sao conferidas e inseridas na base de dados
CliniData®. Ap6s ainsercao, as amostras sao divididas por setores, sendo que todas as amostras
de microbiologia, anatomia patoldgica e biologia molecular, sao separadas para posterior envio

para o laboratdrio secundario da INNO.

4.2. Acondicionamento de Amostras

Todos os estafetas da INNO encarregam-se de transportar as amostras nas suas
condicoes protocoladas. Na tabela 1 encontram-se exemplificados os diferentes tipos de tubos e

recipientes utilizados para a colheita das diferentes amostras que chegam ao laboratdrio.

Tabela 1 Resumo dos materiais rececionados no laboratdrio e as suas caracteristicas(4—6)

Tubos sem anticoagulante, com ou sem

gel separador, que permitem separar o

‘% ’\gk, soro para andlise. A parede interna Bioquimica,
L\ u
destes tubos é revestida com particulas Endocrinologia e
Tubo de tampa amarela com gel microscopicas de silica que ativam a Imunologia
separador

coagulacao, obtendo assim o soro, ap6s

a centrifugacao, para posterior analise.



L Mesmas caracteristicas que o anterior

= I Bioquimica,

Endocrinologia e

Imunologia
Tubo de tampa vermelha sem unologt
gel separador

5 o - O citrato de sddio evita a coagulagao
%"/’ sanguinea nas amostras, através da ~
‘ - o Coagulacao
formacao de pontes i6nicas com o
Tubo de Citrato de Sddio calcio (Ca2+)

Tubos com paredes revestidas de
anticoagulante o EDTA, do inglés
Ethylenediamine tetraacetic acid.

(%*\y >~ Este estabelece ligagao com o cdlcio,
‘ =

Hematologia
inibindo a cascata de coagulacao.

Tubode EDTA Deste modo, os eritrdcitos,

leucdcitos e plaquetas mantém-se

preservados.

A heparina atua como um
anticoagulante criando um
complexo com a antitrombinallll,
este complexo inibe atrombinae o
fator X ativado e, portanto, evitaa

2 coagulacao. Utilizado no INNO,

. Bioquimica e
para a colheita de sangue a aves e .
Hematologia

animais exoticos, uma vez que
Tubo de Heparina Litio estes tem acessos venosos
dificeis. Deste modo pretende-se
realizar apenas uma colheita de
um tubo de sangue para todas as

andlises necessarias.

Transporte de laminas Citologia

Porta - laminas



Frasco Estéril

(= Y

Tubos com manitol para contagem e
cultura de urina (CCM) (cima) e
tubos de transporte de urina (baixo)

£

Zaragatoa com Meio Stuart

Zaragatoa com Meio Amies
com Carvao

Material estéril para posteriores

andlises microbioldgicas

Também utilizado para amostra de fezes

Mantém as bactérias estdveis até 48

horas, a temperatura ambiente.

Tubo sem aditivos, apenas para

transporte de urina

Possui um meio especial que permite
detetar o crescimento de
microrganismos aerdhios, anaerdbios

e microaerdfilos no sangue

Adequado paratransporte de
amostras com suspeita de bactérias

anaerobias

Os organismos mais instaveis
permanecem viaveis entre 24 horas

até varios dias

O carvao vegetal absorve toxinas

produzidas por microrganismos

Microbiologia (Urina
e Fezes)

Andlise de Fezes

Microbiologia (Urina)

Andlises
bioguimicas de urina

Microbiologia

Microbiologia
(exsudados)



Microbiologia

Indicado para amostras de fezes (fezes)

Zaragatoa com Meio Cary-Blair

4.3. Laboratdrio Central INNO

No laboratdrio central INNO, estao localizadas as valéncias de bioquimica, endocrinologia,
imunologia, hematologia, citologia e coagulagao. Todas as amostras para bioquimica, imunologia,
coagulacao e endocrinologia sao centrifugadas a 23309 por 5 min e depois sao divididas para os

respetivos setores.

4.3.1. Bioquimica

A bioquimica fornece a base para compreender os processos fisioldgicos, vias
metabdlicas e mecanismos moleculares subjacentes a satude e a doenca em animais. Ela
desempenha um papel central na medicina veterindria, no diagndstico, tratamento e estratégias
de monitorizagao para uma ampla gama de condi¢des que afetam animais de estimacao, gado e
vida selvagem(7). Neste setor existem diferentes equipamentos que permitem a realizacao das

analises bioquimicas, sao de referir o Roche Cobas® c501, Sebia Minicap e o Vcheck® V200.

Roche Cobas® c501

O equipamento Roche Cobas® c501 utiliza métodos turhidimétricos, colorimétricos e
imunoenzimaticos e apresenta um mddulo que permite quantificar elétrodos seletivos de ides
sadio, potdssio e cloreto. Alguns dos parametros bioquimicos quantificados pelo Cobas ¢501 sao:
acidos biliares, albumina, fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), bilirrubina (direta e total), calcio total, colesterol, creatinina,

fructosamina, glicose, triglicéridos, entre outros. (5)

Sebia Minicap
0 Sebia Minicap é um equipamento de eletroforese capilar multi-paramétrico, compacto

e automatizado que oferece um leque variado de testes para amostras de soro e sangue total,



como testes de eletroforese de proteinas séricas, Imunotipagem, HbAlc, Hemoglobina e
Transferrina Deficiente em Carboidratos (CDT) do inglés Carbohydrate Deficient Transferrin (6).
No entanto, no laboratdrio INNO é apenas utilizado para proteinogramas.

Vcheck® V200

O analisador Vcheck V200 é um equipamento de medicina veterindria, que realiza

ensaios de fluorescéncia, utilizando o eurdpio como marcador fluorescente, para medir
quantitativamente biomarcadores no soro, plasma e sangue total. O eurdpio tem comprimentos
de onda de excitacao e de emissao distintos, pelo que nao ocorre sobreposicao das curvas de
leitura, o que contribui para resultados mais precisos. Estao disponiveis varios tipos de tiras de
testes para biomarcadores inflamatdrios, pancreaticos, hormonais, cardiacos e de coagulacao
(7).

Ao longo do periodo de estagio apenas foram realizadas tiras de teste para medicao da
concentracao de lipase especifica do pancreas felino e canino, Uteis para o diagndstico de

pancreatite em ambas as espécies.

4.3.2. Endocrinologia

A endocrinologia veterindria € uma area da medicina veterindria que se concentra no
estudo e tratamento das glandulas enddcrinas e dos disturbios hormonais em animais. As
glandulas enddcrinas sao responsdveis pela producao e libertacao de hormonas que regulam
uma ampla variedade de funcdes corporais, como metabolismo, crescimento, reproducao,
desenvolvimento e resposta ao stress(8).

0 equipamento IMMULITE® 2000 Immunoassay System além de ter capacidade para
realizar analises bioquimicas, é principalmente utilizado, no laboratdrio INNO, para processar as
amostras direcionadas para endocrinologia (T4 total felina ou canina, TSH, T4 livre, Cortisol,
Folato, Cobalamina, Progesterona, Digoxina, Estradiol, TLI felina ou canina e Troponina). Tem na
sua base a tecnologia de imunoensaio por quimioluminescéncia, com capacidade de realizar até

200 testes por hora em amostras de soro, plasma ou urina (dependendo do teste a realizar)(9).

4.3.3. Imunologia

A imunologia veterinaria desempenha um papel fundamental na compreensao e no
tratamento das doencas infeciosas em animais. Os ensaios imunoenzimaticos ligado a enzimas
(ELISA), do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, sao uma ferramenta valiosa na

detecdo e quantificacdo de anticorpos especificos em amostras bioldgicas de animais(10).



O laboratdrio INNO dispde de um vasto conjunto de kits para pesquisa de antigénios ou
anticorpos pelas técnicas de ELISA e imunofluorescéncia. O método ELISA é um teste
imunoenzimatico baseado na interacdo antigénio-anticorpo, permitindo detetar Antigénios (Ag)
ou Anticorpos (Ac). E uma das tecnologias de diagndstico disponiveis mais sensiveis e
reprodutiveis, com ensaios rapidos e de execucao simples(11).

Estes kits podem ser realizados manualmente e de modo automatico no equipamento
Dynex Ds2. O tipo de amostra pode ser soro, plasma ou sangue total, dependendo sempre do tipo

de teste, como apresentado na tabela 2.

Tabela 2Kits para pesquisa de antigénio ou anticorpo utilizados no laboratdrio INNO.

Ac. anti Leishmania infantum Soro ou Plasma

Leiscan® Cao
Ehrlichia ELISA Ac. anti-Ehrlichia canis Cio Soro ou Plasma
ImmunoComb® A . . .
. . c. para o Parvovirus@ive o virus da Soro, Plasma ou
Antibody Test Kit 5 S ’ Total
Canine Esgana ao angueTota
VetLine Leptospira
ELISA Ac. contraa Leptospira Cao Soro
D|stemEEfSrAgM Ab Ac. (IgM) para o virus da Esgana Cio Soro ou Plasma
FeLV AgELISA Ag. do virus da Leucemia Felina (FeLV) Gato Soro ou Plasma
Ac. para o virus da Imunodeficiéncia Soro, Plasma ou
FIV ELISA Gat Sangue
Felina (FIV) ato Total
Soro, Plasma ou
FCoV Ab ELISA Ac. para o CoronavirusFelino Gato Sangue Total
Comb® Fel Ac. para o virus da Panleucopenia
ImmunoComb® Feline
Check Felina, HerpesVirus Felino e Soro, Plasma ou
VacciChec
Calicivirus Felino Gato Sangue Total
VetLine Babesia Ac. contra Babesia Mamiferos Soro

A imunofluorescéncia é uma técnica laboratorial usada para detetar proteinas ou
antigénios especificos em amostras bioldgicas, como tecidos, células ou fluidos. Este método
utiliza anticorpos que estao conjugados com fluordforos para visualizar a presenca e localizacao

do antigénio alvo sob um microscépio de fluorescéncia(12). Os kits utilizados no laboratdrio sao



para a Babesia Canis, Ehrilichia Canis, Rickettsia conorii Neospora Caninum, Ana Hep2

Anaplasma Phagocitophilum e Leishmania.

4.3.4. Hematologia

Na hematologia veterindria é realizado o estudo das células sanguineas e seus
componentes em animais. Inclui o estudo dos eritrécitos, dos leucdcitos e das plaquetas, bem
como a avaliacdo de outros parametros hematoldgicos, como hemoglobina e hematdcrito (4).

Para o estudo dos parametros hematoldgicos é utilizado o equipamento Sysmex XN-V.

Sysmex XN-V
0 Sysmex XN-V utiliza a técnica de citometria de fluxo fluorescente para andlise de

leucdcitos (WBC), eritrdcitos (RBC), reticuldcitos (RET), fracao de reticuldcitos imaturos (IRF),
plaquetas (PLT) e fracao de plaquetas imaturas (IPF). A principal vantagem deste equipamento
passa por permitir diferenciar com elevada sensibilidade as populagcdes normais de WBC, RBC e

PLT das populacdes anormais, diminuindo assim o niimero de revisées manuais. (13)

Esfregacos Sangquineos e Coloracao

Os esfregacos sanguineos sao efetuados quando pedidos pelo cliente ou quando existe
uma alteracao nos parametros do hemograma realizado previamente.

Comeca-se por posicionar alamina previamente identificada numa superficie lisa e plana;
com um capilar contendo amostra homogeneizada, coloca-se uma gota de sangue préxima do
lado fosco da lamina; de seguida, sobrepéem-se uma outra lamina limpa sobre a gota de sangue,
num angulo de aproximadamente 452 e desliza-se a lamina para que o sangue se espalhe na

lamina de forma homogénea (Figura 1). Resta secar alamina e proceder com a sua coloracao(14).

Figura 1 Técnica do Esfregaco Sanguineo (15)
A coloracao utilizada no laboratério INNO é do tipo Romanowsky Diff- Quik: trata-se de
uma coloracao simples e rapida, aplicada em esfregacos secos ao ar. Envolve apenas trés

solucdes: um fixador, o metanol, um corante vermelho, a eosina (corante acido) e um corante azul,



o azul de metileno (corante basico). Posteriormente as laminas sao lavadas em dgua corrente e
secas(16)

Estes esfregacos sao corados automaticamente no Equipamento RAL Stainer, cuja
programacao contém todos os passos da coloracao de Romanowsky (17). As laminas apds

coloracao sao entregues aos veterindrios para posterior avaliagao.

Microhematdcrito

0 microhematdcrito é um exame complementar ao hemograma e permite determinar a
percentagem de eritrdcitos no volume de sangue total (7). Este é realizado manualmente quando
pedido diretamente pelo cliente ou veterindrio, ou quando é pedido apenas esfregaco pelo cliente
e este serve como auxilio no diagndstico.

Para a sua realizacao, comeca-se por encher 34 de um capilar com sangue e uma das
extremidades é depois fechada com plasticina, por fim, o capilar é centrifugado durante 5 minutos
a101g. Apds a centrifugacao, os constituintes sanguineos ficam separados de acordo com a sua
densidade. Os eritrdcitos depositam-se no fundo do capilar. Na camada intermédia, os leucdcitos
e as plaquetas. Na camada superior, o plasma. Com o auxilio de um grafico de leitura especifico

realiza-se a leitura do hematdcrito (camada depositada no fundo do capilar)(18) (Figura 2).

HEMATOCRITO DE 45%

[ cinmnrucacio — 3

Figura 2 Microhematdcrito e tabela de leitura (19)
4.3.5. Citologia

A citologia veterindria € uma area da medicina veterindria que se concentra no estudo das
células dos animais. Envolve a andlise microscdpica das células para diagnosticar doencas,
identificar células cancerigenas e avaliar a saude geral dos tecidos e fluidos corporais dos
animais. Sendo assim, a citologia desempenha um papel importante na prdtica veterinaria,
fornecendo informacoes valiosas para o diagndstico, tratamento e monitorizacao de uma

variedade de condicoes médicas em animais(20).



As amostras citoldgicas que chegam ao laboratério INNO, podem ser efusdes em tubos
de EDTA, amostras semiliquidas ou mucosas em seringas ou tubos secos, ou laminas ja prontas
acorar.

De acordo com o protocolo da INNO, as laminas prontas a corar sao identificadas com o
numero citoldgico e é registado na requisicao o nimero de laminas e se contem gordura, uma vez
que a sua presenca interfere na coloracao. Nas citologias liquidas, regista-se a opacidade e cor
na requisicao e de seguida realizam-se 2 laminas pelo método Squash e uma pelo método de
Cytospin. Nas efusoes realiza-se 0 mesmo que nas citologias liquidas, com a adicao da prova de
Rivalta, se for uma amostra felina, e uma contagem celular no Sysmex-XN. Amostra de efusao
também é analisada na bioquimica para a contagem de proteinas totais.

Aprovade Rivaltatem como objetivo auxiliar o diagnostico de Peritonite Infecciosa Felina
(PIF) em efusdes de gatos(20). Este inicia-se por colocar num tubo de fundo cénico 8 mL de dgua
destilada e adicionar 1 gota (20-30 pL) de &cido acético (98-100%). De sequida homogeneizar a
solucao e com o auxilio de uma pipeta, adicionar uma gota da efusao e colocd-la na superficie da
solucao. Se a gota aderir a superficie e mantiver a sua forma ou flutue lentamente para o fundo
da solucao o teste é considerado positivo, pois indica-nos que existe uma alta concentracao de
proteinas presente no liquido cavitdrio de animais com PIF. Jd em casos negativos a gota dilui-se
rapidamente na solucao.(21)

Para a realizacao da lamina squash, é colocada uma gota do material na extremidade de
uma lamina de vidro (préximo da extremidade fosca) e uma seqgunda lamina, alinhada
perpendicularmente a primeira, é pousada sobre ela e deslizada ao longo do seu comprimento até
se separarem. O método do Cytospin é um método rapido, eficiente e econdmico que permite
aumentar o rendimento celular em amostras pouco concentradas de elementos celulares,
preservando a morfologia celular(22). Este método consiste na centrifugacao da amostra liquida
(909, durante 5 minutos), num suporte apropriado, de forma a formar uma fina camada de células
na superficie dalamina.

Depois de tratadas todas as laminas sequem para o equipamento RAL Stainer, onde sao
coradas pelo método de Romanowsky.

Ap6s a coloracao, procede-se a montagem das laminas, onde sao “lavadas” com xilol,
depois deposita-se uma gota de meio de montagem e coloca-se a lamela por cima, de modo a
facilitar a visualizacao ao microscdpio. De sequida as laminas sao observadas e analisadas pelos

veterinarios.

10



4.3.6. Coagulacao

0 estudo da coagulagao em medicina veterindria é fundamental para diagnosticar e tratar
disturbios hemorragicos e trombdticos em animais. A coagulacao sanguinea € um processo
complexo que envolve uma série de fatores e mecanismos que interagem para garantir que o
sangue permaneca liquido quando circula no corpo, mas forme um codgulo quando ocorre uma
lesao para evitar a perda excessiva de sangue(23).

No laboratério INNO as provas de coagulagao sao realizadas no equipamento Sysmex®
CA-540.

Sysmex® CA-540

0 Sysmex® CA-540 permite a realizacdo de medi¢des imunoldgicas (método
turbidimétrico - 575nm), de coagulacdo (métodos de detecdo por dispersdao de luz) e
cromogénicas (método colorimétrico, 405 nm), sendo capaz de realizar até 50 testes por
hora(24).

Neste equipamento sao realizadas a determinacao do Tempo de Protrombina (TP),

Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (APTT) e Fibrinogénio.

4.3.7. Andlise Urina

Urina Tipo |

A analise tipo | ou uriandlise, consiste na avaliacao dos parametros bioquimicos e da
densidade através de tiras-teste reativas. Comeca-se por avaliar a Cor e a Turbidez da amostra
e determinar o valor da Densidade, com auxilio do refratdmetro dtico portatil. Seguidamente,
utilizando o equipamento Siemens Clinitek Status®+, através de tiras-teste sao realizados os
seguintes parametros: glicose, bilirrubina, cetonas, sangue, pH, proteinas, urobilinogénio, nitritos
e leucdcitos(25)(16).
Urina Tipoll

A urinatipo Il ou urina de sedimento, corresponde a avaliagao microscépica do sedimento
urinario. A amostra de urina é transferida para um tubo de falcon (cerca de 5ml de amostra) e esta
é centrifugada a 90g durante 5 minutos. Depois da centrifugacao, é rejeitado o sobrenadante,
deixando no tubo cerca de 0,5ml de amostra, para posterior ressuspensao e visualizacao ao
microscopio, paraidentificacao de elementos que podem ser visualizados no sedimento — células

epiteliais, cristais, cilindros, bactérias, fungos, eritrdcitos, leucdcitos.

4.3.8. Andlise de Fezes

1"



Exame Macroscdpico Fecal

0 primeiro passo da andlise fecal passa pelo registo macroscépico do aspeto das fezes. E
registada a consisténcia - Moldadas, Moldadas Ligeiramente Pastosas, Pastosas, Diarreia
Pastosa, Diarreia Liquida ou Disenteria - e a presenca de elementos anormais (Muco, Sangue,
Parasitas, Ervas, Objetos, Linhas, Papel, Borracha, Plastico, Ossos e/ou Pelos).

As técnicas para os exames fecais utilizadas no laboratdrio INNO, sao: a técnica de
flutuacao fecal, a técnica de Baermann, técnica e Mcmaster e a pesquisa de sangue oculto nas
fezes. Também € realizada a Identificacao de Cryptosporidium spp. utilizando o método de
coloracao de Ziehl-Neelsen Modificado, mas nao abordei este tema, nem realizei esta técnica no

meu periodo de estagio.

Técnica de Flutuacao Fecal

A técnica de flutuagao fecal € um método utilizado em medicina veterindria para detetar
e identificar parasitas intestinais em amostras de fezes de animais. Esta técnica é especialmente
util na detecao de ovos de parasitas que podem estar presentes no trato gastrointestinal dos
animais. O processo de flutuacao fecal envolve o uso de uma solucao concentrada de sulfato de
zinco, que é adicionada a amostra de fezes. Esta solu¢ao possui uma densidade especifica que é
maior do que a densidade dos ovos de parasitas, fazendo com que eles flutuem para a superficie
da solucao quando a amostra é centrifugada. Isso permite que os ovos de parasitas sejam
concentrados e facilmente visualizados sob um microscdpio(26).

Uma vez que os ovos de parasitas estao concentrados na superficie da solucao de
flutuacao, eles podem ser colhidos e examinados microscopicamente para identificar o tipo de
parasita presente. Isso é importante para o diagndstico e tratamento adequado das infecoes
parasitdrias em animais(27)25).

Para a realizacao desta técnica dissolve-se uma pequena quantidade de fezes,
correspondente ao tamanho de uma avela, num gobelé com 20 mL de sulfato de zinco a 45%.
Quando bem homogeneizado, o contetido do gobelé é filtrado e transferido para um tubo de fundo
conico, através de uma compressa aberta num funil. Os tubos com as amostras sao entao
centrifugados a 430g, durante 5 minutos. Posteriormente, é necessario perfazer o volume total
de cada tubo, com sulfato de zinco a 45%, até se formar uma superficie convexa, colocando-se
sobre esta superficie uma lamela. Passados 15 a 20 minutos, as lamelas sao cuidadosamente

transferidas para laminas previamente identificadas e com uma gota de lugol. A amostra fica
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assim pronta para observacdo microscopica. E importante referir que a visualizacdo
microscépica de ovos é considerada um resultado positivo apenas em espécies nao ruminantes

e equinas, uma vez que para estas espécies utiliza-se a técnica de Mcmaster (18,22).

Técnica de Baermann

A técnica de Baermann é um método utilizado em parasitologia veterindria para o
diagndstico de larvas de nematdides (vermes redondos) que podem estar presentes em
amostras de fezes de animais. Esta técnica é especialmente util na detecao de larvas de
nematdides que vivem em ambiente aquatico ou hiimido, como é o caso de alguns parasitas
pulmonares(28).

Nesta técnica, coloca-se uma quantidade de cerca de 10-15 gr de fezes no centro da gaze
e com a ajuda de um elastico, embrulham-se as fezes na gaze formando uma bolsa. Coloca-se
esta bolsa no funil que esta acoplado a um tubo longo de borracha. No final deste tubo “tranca-
se” comum clampeador. Enche-se entao o funil com agua a 37°C até ao topo e deixa-se repousar
durante 8 a 24 horas, de preferéncia durante a noite. Passado este tempo, retira-se
cautelosamente o clampeador e drena-se 5ml do liquido que esta no tubo de borracha para um
tubo de fundo cdnico, este tubo vai centrifugar a 430g durante Smin. Por fim, rejeita-se o
sobrenadante sem tocar no sedimento e ressuspende-se o sedimento. Colocar-se 2 gotas na

lamina com uma lamela e observa-se ao microscopio.

Técnica de McMaster

A técnica de Mcmaster é uma técnica de flutuacao comumente utilizada na rotina
laboratorial para diagndstico de parasitas gastrointestinais de ruminantes e equideos. Estas
espécies contém naturalmente nas suas fezes ovos, ao contrario de outros animais, porisso, esta
técnica e a sua contagem de ovos por grama de fezes (OPG), classificada assim como técnica
guantitativa, permite um diagndstico correto para uma infecao parasitoldgica(29).

No laboratdrio INNO, O OPG é obtido somando-se a quantidade de ovos observados na
area esquerda da camara com a quantidade na drea direita, e multiplicando o resultado por 25.
Nesta técnica pesa-se 4g de fezes que sao de seguida transferidas para um gobelé.
Seguidamente, junta-se cerca de 26 ml de sulfato de zinco a 45% e dissolve-se completamente
as fezes com a ajuda da vareta. Depois, passa-se o contetido do gobelé através da compressa

aberta no funil, para reter os detritos, para o tubo de fundo cdnico. Para finalizar, completa-se o
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volume total do tubo de fundo cénico com sulfato de zinco a 45%, enche-se por capilaridade a
camara de McMaster e deixa-se repousar durante 5 minutos(29,30). Dependendo do animal,
temos diferentes interpretacdes como indicado a seguir:
Parasitologia ruminantes

Interpretacao para ovos de estrongilideos gastro-intestinais:

1 Infecaofraca100-200 OPG

1 Infecao moderada 300 -500 OPG

1 Infecao forte 600- 800 OPG

1 Infecao macica>=900 OPG
Parasitologia cavalos

Interpretacao para ovos de estrongilideos para espécie equina:

1 Infecaofraca:0-99 OPG

1 Infecao moderada: 100 - 499 OPG

1 Infecao forte:>500 OPG

Pesquisa de Sangue Oculto em Amostras de Fezes

A pesquisa de sangue oculto em amostras de fezes é um exame utilizado na medicina
veterindria para detetar a presenca de pequenas quantidades de sangue nas fezes, que podem
nao ser visiveis aolho nu. Esta detecao é importante porque o sangue nas fezes pode ser um sinal
de diversas condicoes médicas, como parasitoses intestinais, lesdes no trato gastrointestinal,
inflamacaoes, dlceras, tumores ou disturhios de coagulacao. O teste de pesquisa de sangue oculto
é frequentemente realizado em animais quando ha suspeita de sangramento gastrointestinal,
mesmo que nao haja sinais visiveis de sangue nas fezes. O teste pode ajudar a diagnosticar
problemas gastrointestinais que nao sao facilmente detetados por meio de exames clinicos ou
de imagem(28).

No laboratdrio INNO, a pesquisa de sangue oculto em amostras fecais € realizada a partir
de um kit rapido designado por “Stool Blood Test Single Slide’. Que engloba o seguinte
procedimento:

1. Homogeneizar as fezes com a ajuda de uma vareta de vidro;
2. Com o aplicador de madeira retirar um pouco de fezes e aplicar no teste A;
3. Com o mesmo aplicador de madeira retirar um pouco de fezes de um local diferente e aplicar

no teste B;
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4. Fechar atampa frontal e abrir a tampa posterior;

5. Adicionar 2 gotas de "Developing Solution" diretamente em cada area do teste, aguardar 30
segundos;

6. Adicionar uma gota de "Developing Solution" nas areas de controlo (positivo e negativo);

7. Aguardar um minuto e fazer aleitura do teste como descrito na bula do Kit pesquisa de sangue
oculto - Cenogenics.

Qualquer vestigio de cor azul ou azul-verde indica a presenca de sangue, ou seja, um resultado
positivo. Para a validagao do teste a dreas de controlos tem de apresentar uma cor azul/rosa
(controlo positivo) e cor amarela (controlo negativo)(31). A figura 3 demonstra um resultado

positivo.

( EXP DATE Lor
- 20250831 [%]

Figura 3 Resultado positivo de uma prova de sangue oculto (Fonte: fotografia tirada em contexto de estdgio
laboratorial)

4.4. Laboratério 2 INNO — Microbiologia

Microbiologia é uma disciplina cientifica dedicada ao estudo de microrganismos
unicelulares, multicelulares ou acelulares. Pode ser subdividida em bacteriologia, micologia,

parasitologia e virologia.(32)

4.41. Processamento de Amostras

Nolaboratdrio INNO, sao rececionadas amostras, enviadas pelo laboratdrio central. Como
referido anteriormente na tabela 1, as amostras rececionadas pela drea da microbiologia
englobam: exsudados, urinas, fezes, pelos/crostas, unhas e hemoculturas.

Processamento de Exsudados

Um exsudado é uma acumulacao de liquido numa drea do corpo em resposta a uma
inflamacao ou infecao. Geralmente, é composto por plasma sanguineo, proteinas, células

inflamatdrias e detritos celulares(33,32). Este liquido pode acumular-se em tecidos ou cavidades
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do corpo, como nos pulmaes, pleura, articulagdes, entre outros. Assim, chegam ao laboratério
vdrias origens de exsudados como auriculares, oculares, cutaneos, nasais, abcessos, etc.

Para o envio destas amostras sao frequentemente utilizados tubos com meio de
transporte Amies, o que permite preservar 0s microrganismos presentes na amostra até que seja
realizada a sementeira.

De forma a isolar o(s) agente(s) patogénico(s) presente(s) nas amostras provenientes de

exsudados, sao realizadas sementeiras em trés tipos de meio:

f Agar Sélido MacConkey (MCK) — meio sdlido diferencial e seletivo permite o isolamento
seletivo de bactérias Gram-Negativo (GN), pois na sua composicao contém sais biliares e
cristal violeta, que inibem o crescimento de bactérias Gram-positivo (GP), conferindo-lhe
asuaseletividade, e a presenca de lactose permite distinguir as bactérias GN que utilizam
lactose (coldnias rosa), das que nao utilizam (34,33).

{1 Agar Sélido Columbia CNA + 5% Sheep Blood (CNA) - meio seletivo e diferencial, permite
o isolamento seletivo de GM, é constituido pelos antibidticos colistina e dcido nalidixico,
que inibem o crescimento de bactérias GN, e o0 sangue torna possivel diferenciacao de
organismos GP com base na reacao hemolitica(34);

{1 Agar Sdlido Columbia COS + 5% Sheep Blood (COS) - meio de enriquecimento sélido e
diferencial, uma vez que suporta o crescimento de muitas bactérias fastidiosas e
diferencia com base na capacidade da hemdlise nos microrganismos(34);

Na Inno, também esta protocolado que certos tipos de exsudados sao semeados em

gelose chocolate Poly Vitex (PVX) — para bactérias fastidiosas, este contém um suplemento

de acidos nucleicos e aminodcidos para favorecer o crescimento das espécies Neisseria e

fornecer os fatores sanguineos X e V exigidos pelas espécies Haemophilus (35,34).

Estes exsudados sao semeados pelo método de Esgotamento do Indculo, como

demonstrado na figura 4.

A B c
Figura 4 Esquema do Método de Esgotamento do Inéculo - (A) A partir do indculo, realizar estrias até metade da
placa, em movimentos de ziguezague. (B) Rodar a placa de Petri e realizar trés estrias a partir das anteriores. (C)Em
ziguezague, realizar mais estrias(34)
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As placas semeadas sao incubadas na estufa a 37°C, durante 24 a 48 horas.
Simultaneamente a sementeira, também é realizada uma lamina para cada amostra, para

posteriormente corar por Gram e observar ao microscaopio.

Isolamento de Leveduras

Por vezes, nos exsudados também é solicitada a pesquisa de leveduras. Nestes casos, a
sementeira, pelo método de esgotamento, é feita no meio Chromid® Candida/Sabouraud
Gentamicin Chloramphenicol 2 agar (CAN2/SGC2). Este é um meio sdlido cromogénico, que
permite aidentificacao direta de algumas espécies de Candida, através da alteracao da mudanca
de cor: C. albicans (verde), C. tropicalis (azul), C. parapsilosis (branca) e C. glabrata (malva). A
gentamicina e coloranfenicol irdo inibir as bactérias Gram-negativo e Gram-positivo,
promovendo assim a seletividade do meio(36).

As placas semeadas sao incubadas na estufa a 372C, durante ou até 10 dias.

Isolamento de Microrganismos Anaerdbios

Nos pedidos de exsudados, também poderd ser adicionado ou pedido somente, a
pesquisa de microrganismos anaerdbios. No laboratdrio, 0 meio de cultura utilizado para o
isolamento de bactérias anaerdhias é designado por SCS (Schaedler Agar + 5% Sheep Blood),
este € um meio seletivo que contém os componentes do meio CNA, mas com pouco oxigénio na
sua composi¢ao. Acresce ainda a vitamina K1, que aumenta a recuperacao de certos anaerdhios
e a colistina e dcido nalidixico que sao agentes seletivos que inibem as bactérias Gram-negativo,
especialmente as Enterobacteriaceae(37).

Posteriormente, as placas sao incubadas na Jarra de Anaerobiose (Thermo Scientific
Ox0idTM AnaeroJarTM 2,5L), a 372C, durante 24 a 48 horas, juntamente com uma saqueta de

anaerohiose.

Processamento de Urinas

A urina e os exsudados sao o tipo de amostras mais recebidas no laboratdrio de
microbiologia da INNO. Sempre que possivel, a urina e os exsudados devem ser colhidos por
cistocentese, pois € 0 método com maior assepsia em comparagao com a mic¢ao espontanea
ou a algaliacao(38). Idealmente, estas amostras devem ser enviadas em tubos de urina
(VACUETTE® Urine CCM), que contém acido hdrico, tetraborato de sédio, formiato de sddio e

manitol para preservacao da amostra(39).
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A urocultura é realizada em meio CPSE (chromIDTM CPS® Elite), com o auxilio de uma
ansa estéril calibrada para 1uL, sequndo a Técnica de dispersao (figura 6). Este meio
cromogénico permite o isolamento e enumeragao dos microrganismos mais comuns do trato

urindrio, e as colénias sao bemisolados e faceis de identificar com cores diferenciadoras(40).

Figura 5 Técnica de dispersao - Com a ansa previamente mergulhada na amostra, fazer
uma primeira estria ao longo do didmetro da placa. Uma segunda estria em ziguezague €
realizada a partir do inicio da estria anterior(34).

As placas semeadas sao incubadas na estufa a 37°C, durante 24 a 48 horas.

Processamento de Fezes

As amostras de fezes podem chegar ao laboratdrio em frascos estéreis ou em
zaragatoas em meio de Cary Blair, este ultimo é o mais indicado pois preserva a amostra e 0s
microrganismos contidos nesta. O processamento deste tipo de amostras destina-se a
pesquisa e isolamento de agentes causadores de enterites, ou outras doencas do sistema
digestivo, causadas por Salmonella spp., Echerichia coli Enterohemorragica, Campylobacter

spp., Sighellaspp., Yersinia spp(41).

Os quatro meios utlizados para semear uma amostra de fezes sao:

{1 Agar Sdlido Yersinia CIN (YER)- um meio seletivo para o isolamento de Yersinia spp

f Adgar Sélido Chrom ID® Salmonella (SALM)- meio cromogénico para o isolamento
seletivo e identificacao de Salmonella spp.

f Adgar Sélido Chrom ID® Hektoen (HEKT) - meio seletivo de Salmonella spp. e Shighella
spp.

f Agar Sdlido Gelose Campylosel (CAMP)- meio seletivo para o isolamento de
Campylobacter spp

As placas semeadas sdo incubadas na estufa em atmosfera de aerobiose a 372C, durante 24

a 48 horas, com excecao dos meios CAMP — que devem ser colocados em microaerobiose, na

Jarra de Anaerobiose.
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Processamento de pelos/unhas

O objetivo deste processamento é isolar fungos filamentosos (Dermatdfitos,
Aspergillus, Alternaria, entre outros) de amostras como pelos, unhas e crostas.

0 meio de cultura utilizado é o Dermatophyte Agar (DERM), pois € um meio seletivo, onde
as peptonas fornecem azoto e sao a fonte de produtos alcalinos, produzidos por dermatofitos.
Quando as peptonas sao metabolizadas em produtos alcalinos, ocorre uma alteracao no
indicador vermelho de fenol, de amarelo para vermelho. A cicloheximida, presente no meio, é um
inibidor para bolores e leveduras nao-patogénicas, enquanto a gentamicina e a tetraciclina sao
inibidores bacterianos(42).

Com a ajuda de uma pinca estéril, espalha-se os pelos/unhas/crostas pelo meio de
cultura e vaiincubar em atmosfera de aerobiose a 252C, durante um periodo que pode ir até 21

dias.

Processamento de Hemoculturas

Os frascos de hemocultura distinguem-se por possuirem um meio nutritivo para todos os
tipos de microrganismos, incluindo anaerdbios, microaerdfilos e aerdbios. Este meio de cultura,
que contem SPS (Polianetol Sulfonato de Sédio) na sua composicao, previne a coagulacao,
neutraliza o efeito bactericida do soro, previne a fagocitose e inativa parcialmente alguns
antibidticos(43).

0 sangue chega ao laboratdrio sempre no frasco de hemocultura, onde apds arececao é
colocada a camaraindicadora de crescimento, e vai aincubar na estufa a 372C, como indicado na
figura6.

Os gases libertados do crescimento microbiano provocam um aumento de pressao,
sendo que a camara indicadora de crescimento recebe parte da mistura amostra/meio, e é a
presenca dessa mistura no indicador de crescimento que determina a positividade da

amostra(43). Dessa mistura sao realizadas as sementeiras de aerobiose e anaerobiose.

— — o P S TEES
E Inocular até 10 mL de E Inserir a camara indicadora E i Verificar regularmente a i Remover de forma assética i
! sangue no frasco de cultura ! | de crescimento e colocar o i existéncia de positivos ! uma amostra dos casos
i € incubar a 37°C durante 1 i sistema no agitador nas ! | durante os 7 dias de i positivos para subcultura |}
i hora ! primeiras 24 horas E i incubagio
i
1

Figura 6 Sistema de Hemocultura — Signal Blood Culture System(43)
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Aquando da realizacao de cada sementeira dos diferentes produtos que chegam ao
laboratdrio, sao tamhém efetuadas laminas para posteriormente corar por Gram e ohservar ao
microscdpio, exceto no caso das urinas e das amostras de pelo/unhas.

Na tabela 3 pode-se verificar resumidamente o processamento das amostras que chegam ao

laboratdrio de microbiologia.

Tabela 3 Tabela resumida dos tipos de amostras e sementeiras protocolados pela INNO

Amostras Meios Técnica
Urinas CPSE Sementeira por dispersao
Efusoes
o Abcessos PVX
Liquidos Encapsulados
P cos .
Liquidos Purulentos CNA Sementeira por esgotamento
Exs. Nasal/Traqueia MCK
LBA
Exs. Vaginal
Exs. Auricular
Exs. Ocular CosS
Exs. Prostatico CAN Sementeira por esgotamento
Exs. Cutaneo MCK
Outros
Anaerébios SCS Sementeira por esgotamento
CPSE
SALM
Fezes I-:(EE';T Sementeira por esgotamento
CAMP
Cultura Fungica de Leveduras SGC2 Sementeira por dispersao
Cultura Fungica de Pelos e Estender pélos pela placa toda
DERM . .
Unhas com ajuda da pinca

4.4.2. Coloracao de Gram

A coloracao de Gram é uma técnica de coloracao diferencial realizada quando ha suspeita
de infecao bacteriana. A técnica classifica as bactérias em dois grandes grupos: bactérias Gram-
negativo e Gram-positivo. A coloracao de Gram diferencia as bactérias com base nas
propriedades de coloracao diferencial da parede celular bacteriana. Bactérias com camada
espessa de peptidoglicanos coram de azul a roxo e sao identificadas como Gram-positivo,
enquanto bactérias com camada fina de peptidoglicano coram de vermelho a rosa e sao
identificadas como Gram-negativo. As principais etapas da coloracao de Gram incluem a
coloracao com violeta de cristal (cor roxa), a fixacdo do corante com lugol, (mordente), a

descoloracao com etanol (solvente) e a contra-coloracao com safranina (cor vermelha) (44).
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No laboratdrio de Microhiologia do INNO, este procedimento é realizado no equipamento
Previ® Color, um equipamento de coloragdo automatizada, que permite realizar a coloracao de
Gram, até 12 laminas ao mesmo tempo, de uma forma mais precisa, rapida e amiga do

ambiente(45).

4.4.3. |dentificacao de Microrganismos

Uma amostra para pesquisa de microrganismos é considerada positiva se se verificar
crescimento ao longo do periodo de incubacdo previsto e negativa se nao existir aparecimento de
coldnias apds o término do periodo de incubacao previsto, sendo que para as amotras, exceto
leveduras e fungos filamentosos, é um periodo de incubacao de 48h, e para estes é de 10 e 21dias
respetivamente.

Ao observar as placas é determinado o nimero de Unidade Formadora de Colénia (UFC)
(Tabela 2). UFC é a unidade utilizada em microbiologia para estimar o niumero de
microrganismos vidveis numa amostra(46). O nimero de coldnias visiveis presentes numa

placa pode ser multiplicado pelo fator de diluicao para fornecer o resultado em UFC/mL(47).

Tabela 4 Niimero de colénias formadas e respetivo resultado em UFC/mL (tabela adaptada dos protocolos
praticos de microbiologia da INNO).

Para as placas positivas (exceto fungos filamentosos), é realizada a identificacdo no
equipamento Vitek®MS PRIME e repicam-se coldnias para uma lamina de vidro para posterior
coloracao de Gram.

Para as placas positivas de fungos filamentosos: deve-se descrever a cor, textura,
superficie e pigmento difusivel no meio de cultura. De sequida colocar um pedaco de fita
transparente na superficie da coldnia com o auxilio de uma pinca e fazer alguma pressao para
as estruturas aderiram a superficie da fita cola. Cola-se a fita cola na superficie de umalamina,
a qual é adicionada uma gota de azul de lactofenol. A lamina fica pronta para observacao ao
microscopio. Com auxilio do atlas de fungos identifica-se a forma e o arranjo caracteristicos dos
esporos para a identificacao do género e eventualmente a espécie, em conjunto com as

caracteristicas da coldnica ohservadas anteriormente.
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4.4.4. Equipamentos Vitek®

0 procedimento do Vitek®MS PRIME baseia-se em picar com uma caneta especifica do
equipamento, uma coldnia e espalhar a colénia num “poco” do slide de identificacao, depois
coloca-se uma gota da matriz (reagente de absorcao de energia, geralmente uma mistura de
moléculas organicas como o dcido alfa-ciano-4-hidroxicinamico), sobre a amostra e o slide é
inserido no equipamento, como representado na figura 3. Cada slide é composto por 3

guadrantes e cada um desses contem 16 “pocos” (figura 4)(48)

ol @

Pick Colony Smear on the target slide Add Matrix and dry Load into the VITEK® MS

Figura 7 Procedimento do Equipamento Vitek MS PRIME (48)

Figura 8 Exemplo de slide do Vitek MS PRIME (48)

Este equipamento utiliza o método de MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight) que é uma técnica de espectrometria de massa
amplamente utilizada para identificacao rapida e precisa de microrganismos, incluindo bactérias
e fungos(49). Este consiste em expor a amostra a pulsos curtos de laser ultravioleta que ionizam
as moléculas na matriz e no microrganismo. Isso resulta na formacao de ides carregados
positivamente. Os ides produzidos sao entao acelerados através de um campo elétrico em
direcao a um detetor. Como os ides tém massas diferentes, eles viajam a velocidades diferentes
(de acordo com a equacao de TOF), o que permite determinar as suas massas. Com base no
tempo de voo dos ides, um espectro de massa é gerado. Este espectro é tnico para cada
microrganismo devido a sua composicao proteica Unica. O espectro de massa é entao comparado
com um banco de dados que contém perfis de espectros de massa de microrganismos
conhecidos. A identificacao do microrganismo € realizada comparando o espectro obtido com os
espectros de referéncia no banco de dados. A identificacao é entao fornecida pelo equipamento

como uma pontuacao de confianga ou uma lista de possiveis identificacdes(50).
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Apds estaidentificacao, as culturas sao separadas conforme 0s seus microrganismos, ou
sejas as placas sao separadas por bactérias GP e GN, ou ainda leveduras e sao entao, realizados
os antibiogramas no equipamento VITEK® 2 Compact, que utiliza cartas de testes de
sensibilidade aos antibidticos (AST). Estas cartas sao preparadas de acordo com o protocolo do

equipamento:

1. Transferir 3,0mL de solucao salina estéril (0,45% NaCl, pH 4,5 a 7,0) para um tubo de
poliestireno utilizando o dispensador que ja se encontra ajustado para esta quantidade.

2. Transferir com uma zaragatoa ou ansa o numero suficiente de coldnias de uma cultura
pura para o tubo com a solucao salina.

3. Agitar o tubo no vortex para obter uma suspensao homogénea

4. Medir aturvacao no DensiChekTM seguindo as indica¢des nas cartas.

5. Num segundo tubo contendo 3,0mL de solucao salina estéril (0,45% NaCl, pH 4,5 a 7,0),
transferir 145pl da suspensao preparada anteriormente para as cartas AST-GN ou 280l
da suspensao preparada anteriormente para as cartas AST-GP. Utilizar as pipetas ja
calibradas.

6. Colocar os tubos no carrossel, acoplar as cartas aos respetivos tubos e correr no
equipamento.

E de salientar que o equipamento também realiza a identificacdo de microrganismos, mas

com a utilizacao do MS Prime, o laboratdrio nao as realiza.

O VITEK® 2 Compact tem na base do seu funcionamento a tecnologia colorimétrica - o
sistema |é as cartas VITEK® (compostas por 64 pogos com provas bioquimicas liofilizadas, sem
necessidade de adicao de reagentes) utilizando 3 comprimentos de onda diferentes. Todo o
processo é mais rapido e sequro uma vez que as cartas constituem um sistema fechado e
descartavel(51).

0 densitémetro (DensiCHEKTM Plus) é utilizado para medir a densidade 6tica da suspensao
de microrganismos. Apresenta valores em unidade de McFarland, com um intervalo de leitura
variando de 0,0 a 4,0 McFarland. O equipamento determina a razao entre a luz difusa e a luz
transmitida, sendo essa razao diretamente proporcional a densidade de células em

suspensao(52).

Antibiogramas Manuais

Por vezes hd necessidade de se realizar antibiograma manualmente pelo método da
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difusao de discos (Kirby-Bauer). Este exame consiste na inoculacdo de uma placa com uma
solucao padronizada dos microrganismos a serem testados e, em seguida, colocar discos com
diferentes tipos de antibidticos para avaliar a suscetibilidade do microrganismo aos
antibidticos presentes nos discos(53). A determinacao da sensibilidade bacteriana manual é
realizada apenas nos casos em que nao € possivel a sua realizacao de forma automatizada no
equipamento VITEK® 2 Compact, como por exemplo, algumas espécies de anaerchios e
Bacillus spp.

Os meios de cultura a utilizar sao o Agar Mueller Hinton: para Bacillus spp. e Bactérias
Nao Hemoliticas e o Agar Mueller Hinton Sangue: para Anaerdbios e Bactérias Hemoliticas
(Exemplos: Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus).

O procedimento para realizar o antibiograma manual envolve a realizacao de uma
suspensao de microrganismos na concentracao de 0,5 da escala de McFarland, semear, com
uma zaragatoa estéril, a placa em todas as direcdes (5 direcdes) — de forma a abranger toda a
superficie. De seguida, com uma pinca, sao colocados os discos sobre a superficie do meio
inoculado, exercendo uma leve pressao com a ponta da pinca de forma a permitir uma melhor
adesao dos discos. Cada placa pode ter até 6 discos, sendo colocadas aincubar na estufa a 362
C, durante 24 horas. Por fim, para determinar se a bactéria testada é sensivel ou resistente aos
discos antibidticos, é necessario medir o halo inibitdrio potencial para cada disco e consultar as

tabelas com os valores esperados de halos inibitdrios - CLSI (Tabela 3).

Tabela 5 Lista de antibidticos e respetivos halos de inibicdo a testar (tabela adaptada dos protocolos praticos de
microbiologia da INNO, com base nas tabelas CLSI).

Ampicilina 17mm 13mm
Amoxicilina i Acido Clavulanico 18 mm 13mm
Cloranfenicol 08 mm 8 mm
Polimixina B 12mm 12mm
Trimetoprim i Sulfametoxazol 16 mm 10mm
Amicacina 18 mm 15mm
Gentamicina 17mm 14mm
Tobramicina 17mm 14mm
Canamicina 16 mm 64 mm
Enrofloxacina 23 mm 16 mm
Tetraciclina 15mm 11mm
Doxiciclina 14mm 10mm
Clindamicina 21mm 14 mm
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Capitulo 2 — Frequéncia de fungos Dermatéfitos em Animais de Companhia num
Laboratério em Portugal

1. Introducao

A dermatofitose € uma micose cutanea que afeta o epitélio queratinizado e é a infecao
flingica mais comum numa ampla gama de animais domésticos (54). Os agentes etioldgicos
destas infecdes, denominados de dermatdfitos, pertenciam inicialmente a trés géneros:
Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton. Contudo, mais recentemente com a aplicacao de
técnicas moleculares verificou-se que a classificacao anterior, baseada essencialmente em
caracteristicas morfoldgicas e de crescimento, ndo refletia a variacao genética existente entre
espécies. Assim, atualmente os dermatdfitos encontram-se agrupados em 7 géneros:
Epidermophyton,  Microsporum, Trichophyton, Arthroderma, Paraphyton, Nannizzia,
Lophophyton (55). A palavra dermatdfito é derivada do grego derma "pele" e phyton "planta”. Os
dermatdfitos sao fungos filamentosos hialinos, septados, queratinofilicos e queratinoliticos que
causam danos na queratina das unhas, pele e pelos(56).

Estes fungos podem ser classificados de acordo com o seu habitat natural em: geofilicos,
quando sao isolados habitualmente do solo, zoofilicos, quando vivem em animais e antropofilicos
quando vivem nos seres humanos, sendo este o seu unico hospedeiro. O clima quente e himido
favorece o crescimento de dermatdfitos. Os animais geralmente apresentam uma combinacao
de sinais e sintomas como queda de cabelo com lesdes na pele irregulares ou circulares, rubor na
pele ou pele escura, prurido, entre outros, que afetam a sua qualidade de vida, e em casos graves
podem ocorrer infeces secundarias(57).

Os dermatofitos produzem coldnias que diferem em textura, cor e taxa de crescimento.
Existem trés formas de coldnias, incluindo a forma membranosa, a forma filamentosa e a forma
granular-pulverulenta(58). Na forma membranosa as colénias sao glabras, cerosas, hiimidas e
faviformes. Na forma filamentosa as coldnias sao algodoadas com micélio aéreo, como exemplo,
temos as coldnias de Microsporum canis, Nannizzia nana, Trichophyton rubrum, e
Epidermophyton floccosum (2).

A estrutura microscdpica dos dermatofitos expde uma série de caracteristicas unicas
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