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Introduc¢ao

O curso de auxiliar de laboratério de saude, desenvolvem atividades auxiliares gerais
de laboratério, preparando agulhas e vidraria, limpando instrumentos e aparelhos, fazendo
colheita e amostras de agua, leite e similares e tratando dos animais do biotério, para
assegurar maior rendimento do trabalho e seu processamento de acordo com os padrdes
requeridos.

Promove a assepsia de agulhas e vidraria, como provetas, pipetas, tubos, seringas e
outros recipientes, lavando-os, esterilizando-0s e secando-os, para garantir o seu uso dentro
do que impde as normas; limpa instrumentos e aparelhos, como microscopio, centrifugas
autoclaves ou estufas utilizando panos, escovas ou outros expedientes, para conserva-los e
possibilitar o seu uso imediato; realiza o enchimento, embalagem e rotulagdo de vidros,
ampolas e similares, valendo-se de procedimentos aconselhaveis, para acondiciona-los
conforme determina a ordem de servico; faz colheitas de amostras de agua, leite e outros
materiais, utilizando técnica especial, instrumentos e recipientes apropriados, para possibilitar
exames dessas substancias; trata dos animais do biotério, cuidando da sua alimentacdo e
higiene, para manté-los em condicdbes de aproveitamento nos testes e pesquisas
laboratoriais; auxilia na realizacdo de varias tarefas de laboratério, preparando meios de
cultura, fazendo semeaduras e preparando vacinas, para aumentar o rendimento dos
trabalhos ai realizados.

O presente curso capacita e qualifica o estudante no ambito do cotidiano de laboratoério
de pesquisa e/ou diagnostico, bem como sua atuacdo em hospitais, clinicas médicas, postos
de saude e laboratdrios, visando um melhor aproveitamento de profissionais no mercado de
trabalho.

Atualmente existe uma crescente demanda de profissionais assistenciais na area de
saude, como auxiliares e técnicos. Dessa forma, laboratérios de diagndsticos crescem e
diversos concursos publicos comegcam a disponibilizar mais oportunidades para os
profissionais da area, em contrapartida hd uma escassez destes pelo fato de existirem
poucos cursos formadores.
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O curso oportuna, alunos em término do ensino médio e pessoas interessadas em
ingressar na area da saude, que desejam obter uma formacao inicial como auxiliar de
laboratorio e se capacitar em coleta, manipulacdo e transporte de amostras para exames
laboratoriais.

Respeitar o material biologico e trabalhar obedecendo as normas de bioseguranca,
pois assim nao sera desrespeitado-por ele.

O sigilo nos resultados dos exames e um direito do paciente e uma oprigacao do

profissional.

0 dorninio da tecnica de execucao do exame ¢ de grande importancia e 0 sucesso
depende de muita dedicacao.

Os cuidados com a higiene pessoal e do ambiente de trabalho deverr ser
observados com rigor, sob pena do comprometimento da qualidade do service prestado.

0 laboratorio ¢ uma ernpresa que tern fins lucrativos, entretanto, o profissional nao
deve ser negligente, obedecendo com rigor as exigencies do exame com relacao ao
tempo de execucao e ti qualidade do material e equipamentos utlizados na sua
execucao,

Nao cabe ao profissional criticar OS demais profissionais corno medicos,
enfermeiros, etc e suas determinacoes,

O espirito de equipe deve prevalecer sabre questoes pessoais, pois e fator
indispensavel neste tipo de empresa onde a qualidade do trabalho e resultado direto desta

condicao.
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Unidade II - Biossegurancga

a- Definicao:

Este termo foi criado para estabelecer condicoes de trabalho seguras para OS
profissionais da area de saude que atuam em ambientes com niveis elevados de risco
de contaminacao,

E dever do professional conhecer e seguir a risca as normas e recomendacces
estabelecidas por entidades de classe, tais como os Conselhos e Associacdes, que
tratam as profissoes especificasr Medicina, Odontologia, Enfermagern, Farmacia

Bioquimica,etc) e da 0.M.S ..

b- Normas e Metodos de prevencao de acidentes:

1. Usar sempre Jalecos ( brancos) de manga comprida para trabalhar na coleta e
principalrnente na bancada dentro do laborat6rio.

2. Manter o ambiente de trabalho sempre limpo, evitando assim acidentes.

3. Nao colocar alimentos nem bebidasjunto no refrigeradores e congeladores
gue sac utiizados para conservar reagentes e materiais biol6gicos.

4. Nunca ingerir ou testar produtos quimicos pelo sabor ou odor.

5. Manter sempre atencao ao manipular 0s materiais biologicos e
reagentes quirnicos (evitar brincadeiras ).

6. Nao utilizar calcados abertos no laboratério.

7. Utilizar o equiparnento de seguranca ao manipular 0s materiais no

laboratorio.
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8. Utilizar solugdes que lestejam rotuladas e nuncaabri-lassem antesler
0 rutulo.

9. Manusear as substancias volateis dentro de capelas com exaustor
ligado.

10 Nao misturar reagenres inflamaveis e volateis proximo a substancias oxidantes
oulugares quentes.

11 .Manter sempre um born relacionamento  com o0s outros profissionais do
laboratorio, participando do trabalho com espirito de equipe, evitando brincadeiras
gue poderao causar acidentes.

|2.Nao se alirneruar na bane ad a do laboratorio

13 .Néo fumar dentro do ambience de trabalho|4.Conservar os cabelos presos

| 5.Utlizar protetores adequados para pipetar

6. Adicionar sempre acidos concentrados aagua e nunca O inverso

[7 Conservar sempre 0s reag entes longe das chamas

18.Certificar a lrmpeza dos rnateriais a serern utilizados

c- Eqguipamentos de seguranca utilizados no laboratorio

de analises clinicas:

I. Luvas de latex descartaveis que podem ser de procedimento (nao esteril).

2. Luvas de borracha para procedimentos de limpeza e desinfeccao de
materiais e superficies.. Ela nao é descartavel, poréem lavavel e mais resistente.

3. Oculos de protecao, para evitar a contarninacdo da mucosa dos olhos com
produtos quimicos ematerial biologico.

4. Jaleco corn manga comprida, para evitar acidentes na pele, assimcomo,
acontaminagdo com materiais biologicos .

5. Mascara cirurgica para evitar a inalacao de substancias quimicas e

biologicas que podem se formarpor aerosois ou volatilizagdo de substancias.
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d- Descartes efetuados ¢c o o material do laboratério de analises clinicas:

Todo material utilizado para realizar exames no laboratério deve ser
destinado para descarte de maneira especial.

A coleta de lixo em estabelecirnentos tais como: Laboratories,
Hospitals, Consultorios, Farmacias, etc, devern ser feita de maneira especial,
pois estes descartes devern ser incinerados para (lLle nao haja contarninacao
das pessoas e do meio arnbiente.

0 material perfuro-corta.ue deve ser d-spr ezado em recipientes
especiais, para que nao ocorra acidentes de cortes, perturacoes e
contaminacoes dos profissionais que tern acesso a esse material,

Alern esses cuidados devernos antes de desprezar materiais que estao
contaminados por microorgcn.smos, descontamina-los pelo calor umido na autoclave

durante 30 minutes.

Unidade III- Coleta de Material Biologico

a- Definicao de coleta

A coleta e o prirneiro procedimcnto do exarne laboratorial. Em alguns casos

especificos fica a cargo d~ proprio paciente, mas na maioria dos casos e

de responsabilidade do profissional qualificado, Mesmo nos casos onde o
paciente fica responsavel por tal procedimento, as onentadoesde como faze-la sao
fornecidas pelo Laboratorio.

A qualidade do exame na sua totalidade depende de uma coleta feita seguindo
todas as exigencias especificas. Uma coleta feita fora <as condicoes ideais

compromete todo o resultado.

Av. Mutunépolis S/N, Setor Jardim Brasilia — CEP: 76550-000 Porangatu — Goiés
www.sectec.go.gov.br / cep.porangatu@sectec.go.gov.br

Fone/Fax: (62) 3362-5800/5802 6




V\ 7 GOVERNO DE

: Y, n
N\ o R
SECTEC ‘ N/ Estado de Goias GOIAS
SECRETARIADEESTADO DECENGA, ppE - PRONATEC

- Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo
TECNOLOGIA E INOVACAO PROGRAMA NACIONAL DE ACESSO Gabinete de Gestdo de Capacitacdo e Formagéo Tecnolégica

Centro de Educacéo Profissional de Porangatu

Alguns pontos sdo comuns a todos ostipos de coleta e material:

1. Instrucbes ao paciente:

Devem ser fornecidas por escrito usando uma linguagem clara e direta
apontando passo a passo seus procedirnentos que incluem restricao na di eta,

cuidados com a higiene, horario, anotacao de dados, etc.

2. ldentificacao do material

Como no laboratorio sac realizadas varias coletas, de varies pacientes ao
rnesmo tempo, alem do recebimento  das amostras trazidas por eles, torna-se
imprescindivel que uma sisternatizacao bem organizada de trabalho seja seguida,
evitando-se a perda de material e, principalrnente, a troca dos resultados que
ocasiona series danos ao paciente e ao laboratorio.

Os cuidados para uma dinamica adequada no laboratorio ensinam que para
cada amostra deve haver um r6tulo, especificando o nome do paciente, o nome do
hospital, o endereco residencia (nas coletas a domicilio), a data e hora da coleta e o
nurnero de registro do paciente,

Cornpletando esses dados, deve-se ter a mac uma ficha onde sejam anotadas
outras informacdes como a idade, sexo, o0 nome complete, se faz uso de algum

medicamento, 0s exames a serem executados.

3. Restricao da Dieta:

Em alguns exames € necessario que o paciente rnantenha jejum alirnentar por um
periodo, que pode ser de 8 horas e ate 12 horas.

Um exemplo disso eacoleta de sangue para apesquisa de glicose, no qual o paciente
deve manter um jejum de 8 horas,

Outro exemplo e no caso do triglicerides, no qual o paciente deve manter o jejum
alimentar por um periodo de |2 horas.
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4. Periodo de Repouso:

. Para muitos dos exames e muito importante uma boa noire de repouso, pois os esforcos
fisicos podem alterar o quadro fisiologico do paciente.

Um exemplo dessas alteracoes podem ser encontradas nas analises de Hemograma, TGO,

TGP e Hormonios.

5. Medicamentos:

Os medicamentos muitas vezes afetarn os resultados dos exarnes, como 0 acido
acetil salicilico, por exemplo, que aumenta o valor da prova de coagulacao,

Devido a essas alteracfes que podem ocorrer, devemos sempre perguntar

A ao paciente, se ele faz uso de algum rnedicarnento.

a) Procedimento:

a- Acomodar o paciente assentado ou deitado, em posicao confortavel.

b- Dobrar a manga da camisa para expor a fossa anticubital (regiao anterior

do cotovelo ).

c- Colocar o brace na bracadeira.

d- Retirar a seringa e a agulha das embalagens e conecta-las. e- Molhar o
algcdao com alcool a 70°.

f- Garrotear o brace e pedir ao paciente que abra e feche a rnao cerca de 5
vezes, mantendo-a fechada ao final.

g- Selecionar a melhor veia com o dedo indicador.

h- Fazer a antissepsia com o algodao umidecido com o alcool,

i- Como bisel da agulha voltado para cima puncionar o vaso.

J- Aspirar o sangue puxando o ernbolo nurna velocidade que respeite 0
escoamento do sangue para o interior da seringa.

k- Ap6s obter o volume desejado, solte o garrote e pedir ao paciente que abra

a rnao.

|- Colocar o algodao sabre a orificio, retirar a agulha e solicitar ao cliente que

xegure o algodao com a outra rnao.
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m- 0 paciente deve permanecer com brace esticado por cerca de 3 minutos,

cornprirnindo levemente o orificio. Nao deixe que dobre o brace.

b) Puncao venosa avacuo:

E também feita para obtencao de sangue venoso para analise,
Devemos proceder da mesma rnaneira, que com a coleta com seringa,
primeiramente separando o material a ser usado.

Materiais:

- Garrote

- Algodao hidroriio

-Alcool

- Agulha para puncao avacuo

- Suporte de tubo

- Tubo avacuo com ou sem anticoagulante
- Estante de tubes

- Rotulos para identificar o material colhido
- Descarte de agulhas

- Bracadeira

Procedimento:

a- Acomodar o paciente assentado ou deitado, em ppsicao confortavel.

b- Dobrar a manga da camisa para expor a fossa anticubital (regiao
anterior do cotovelo ).

c- Colocar o bram na bracadeira.

d- Retirar a agulha da embalagem e conecta-la ao suporte de tubo.
e- Molhar o algodao com alcool a 70°.
f- Garrotear o brace e pedir ao paciente que abra e feche a mao cerca de 5
vezes, mantendo-a fechada ao final.
Selecionar a melhor veia com o dedo indicador.

h- Fazer a antissepsia com o algodao umidecido com o alcool.

1- Com o bisel da agulha voltado para cima puncionar o vaso.

J- Colocar o tubo no suporte e perfurar sua tampa de borracha com a
outra extremidade da agulha,

k- Aguardar que o tubo se encha e retirar o tubo.

|- Repetir os dois itens acima para todosos tubos necessaries.

m-Apos obter o volume desejado, soltaro garrote e pedir ao paciente que
abra a mao.

n- Colocar o algodao sobre a orificio, retirar a agulha e solicitar ao cliente
gue segure o algodao com a outra mao,

0o- 0 paciente deve permanecer com braco esticado por cerca de 3 minutos,
comprimindo levemente o orificio. Nao deixe que dobre o bra90.

- Outras consideracodes:
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- Evitar dar palmadinhas no local da puncao, pois isso pode levar o
desprendimento de placas de gordura ( arteroma ).

- Ndo deixar garroteado o membro por muito tempo, pois isso alern de levar
a falta de oxigenio nos tecidos, causa hernoconcentracao .

-0 uso de agulha de pequeno diametro, pode levar a hemolise,

- Nao deixar que 'o paciente dobre o braco apes a coleta evitando assim o

surgimento de hematoma.

c- Obtencédo do material adeguado a partir do Sangue

Os exames de sangue sao realizados a partir do sangue na sua totalidade

ou em apenas nas partes deste tecido:

- Soro: Ea parte liquida do sangue obtida sem o uso de anticoagulante ap6s
coagulacao e centrifugacao.

- Plasma: E a parte liquida do sangue obtida com o uso de anticoagulante
ap6s

centrifugacao.

- Sanque Total: E o sangue coletado obtido com o uso de anticoagulante

sem centrifugacdo. Para que suas propriedades sejam preservadas deve ser
colocado em frasco conectado em homogeinizador.

Para que a separacao ocorra, devemos ao coletar o sangue total coloca-los
em tubes de ensaio com ou sem coagulantes, para obter o material
adequadamente.

Os anticoagulantes mais usados s&o:

EDTA Cacido Etilenodirnetilretracetico):

Utilizado para inibir a coagulacao do sangue, obtendo as celulas e plasma
para analises como, hernograma, VHS, e exames dos quais e necessario a
utiizacao do plasma. Normalmente o tubo contendo EDTA vern com a tampa

roxa.
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Citrato:

E utilizado para pesquisa dos elementos da coagulacao sanguines. 0 tubo
contendo citrate ~ de tarnpa azul.

EDT A Fluoretado:

_ E utilizado para coletar sangue e dosar a glicose, pois o fluoreto impede que
haja a degradacao da glicose no material. 0 tubo vem com atampa cinza

Heparina:

E utilizada no caso de gasornetria, poisesse anticoagulante e o mais indicado
para dosar a quantidade de gases no sangue.

Centrifugacao:

ApoOs coletado o material, para obter o soro e o plasma devemos centrifugar
0 sangue total a 2.500 r.p.m. de 5 a 10 minutes.

0 soro ecoletado em tubo com tampa vermelha, que indica ausencia de
anticoagulante

o

Liguido sobrenadante
apos coagulagio e centrifugagio:
Soro

Liquido Sobrenadante
apds centrifugacao:
FPalsm=a

2. Coletana de SecrecOes:

E obtido atraveés de raspado com swab ou em casos que o proprio paciente
elimina ( escarro ). :

Esse tipo de material normalmente € colhido para pesquisa
microbioldgoica, portanto, deve semprv ser transportado em recipiente esteéril,
contendo salina (soro fisiolédgico — Solugio de T™NaCl a 0.9206).

3. Colerta de Uxinan:
E de fundamental importancia para o obtengio de resultados confiaveis,
por isso deve-se obedecer a risca as té¢enicas de coleta, levando ermm conta:

A~ Recipientes:

Podem ser de vidro, plastico descartavel ou sacos coletores para a coleta

e eriangas. E . . . - .
Todos os recipientes utilizados devem ser limpos e secos, pois a presenga
de outras substancias existentes nNos recipientes podem alterar a andlise dos

elementos pesquisados na urina.
O recipiente deve conter o noime, dara e hora da coleta. A amostra deve ser

entregue imediatamente apds a coleta e analisada rapidamente, no prazo de 1

hora.
Se a amostra nao pode ser analisada a tempo pode refrigerar, porem nio &

muito indicado.
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b- Deterioracao da urina:

Celulas, como os eritrocitos e 0s leucocitos que podern estar presentes na
urina, podem ser destruidos pela hipotonicidade da urina. Os cilindros tam hem se
decompoern na urina que fica em repouso durante algurnas horas.

Ocorre geralmente contaminacao bacteriana, de que resulta a alcalinizacao da
urina, devido a conversao da ureia em arnonia e ha tambern o aumento de
nitritos.

0 pH pode aumeniar devido a perda de CCV. e pode baxar. quando estao
presentes substancias como a bilirrubina. (1 urobilinogenio. glicose e corpos
cetonicos, turvando a urina. corn alteracao de cor | escurece ) e o-ior

desagrada ve |I.

c- Instrugcdes ao paciente;

0 paciente deve ser orientado a colher a prirnera urina da manha. no caso
da urina rotina. Quando houver pedido de urocultura. o paciente deve ser
orientado afazer a antissepsia do aparelho genital, e desprezar 0 primeiro jato
urinario.

A urina deve estar livre de contaminacao focal e vaginal.

Quando o paciente nao conseguir colher a primeira urina da manha, deve
colher a amostra al:0s 4 horas de retencao urinaria.

No caso de urocultura deve ser entregue ao paciente um recipiente que seja
esteril, pois senao ocorrera contarninacao do material, sendo assim impossivel a
cultura.

Os pacientes devem receber orientacoes escritas, principalrnente quando se

trata de coleta de urina com intervalo de tempo detenninado.

4. Coleta de Fezes:

As fezes devem ser colhidas preferencialmente em recipiente de boca larga,
com tampa rosqueada ou latas cuidadosamente limpas e rotuladas.
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PROG
AO ENSINO TECNICO E EMPREGO

Deve sempre ser rotulado o frasco de modo legivel, com o nome, registro,
data e hora da coleta,

E recomendado também que sejam colhidas tres amostras em dias
diferentes para aumentar a probabiJidade de encontrar parasitos, pois ha periodos
em que os parasitas nao eliminarn ovos nas fezes.

Sempre que possivel, deve-se trabalhar com fezes frescas que deverao ser
transportadas para O laboratorio de imediato, pois as fezes frescas e preferivel para
a pesquisa de trofozoitos e larvas de Strongyloides stercoralis.

Cother o material correspondente com a parte das fezes que for rnais
uniforrne e em pontos diferentes.

Em fezes diarreicas deve colocar o material em um recipierite contendo
solucao conservadora (MIF, Formol a 10% ou SAF).

Devem ser rejeitadas fezes que contenharn contrastes radiologicos, pois e

impassive! a pesquisa dos parasitas nesse caso.

5. Coleta de Liquor:
0 Liquor deve ser colhido sornente por medico, portanto o auxilar de
Laboratorio nesres cases. pode auxiiar atraves do preparo do material

para puncéo,

6- Coletas que podem ser executadas pelo Auxiliar de Laboratorio,

- Puncdo venosa, Secrecces e Raspados.

7. Coletas gue nao podem ser executadas pelo Auxiliarde
Laboratorio:
- Puncao de coluna vertebral, Puncao de arterias e Puncoespara obter

liqguidos como: Liquide pleural, Liquide pericardia, Liquido ascitico, etc.

Unidade IV-Aparelhose Equipamentos

1. Definicdo de equipamentos:
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Sao todos os aparelhos, vidrarias e reagentes utilizados pelo
laboratorio de analises clnicas.

2. Vidrarias utilizadas no laboratorio:

No laboratorio de analises clfnicas ha varies equipamentos que sao feitos
de vidro. Estes materiais sao preparados pelo auxiliar de laboratorio, que
tern como obrigacao de lavar, secar e esterilizar estes materiais.

Os principais  equiparnentos de vidro s3o:

i

a- Pipetas graduadas, volumétricas: Medidas de Volume exatos.
b- Pipeta de VHS: Exame da velocidade de hemossedimentagio.
c- Tubos de ensaio: Coletas de sangue, centrifugacio e reagdes.
d- Baldes volumétricos: Preparo de solugbes. :

e- Becker: Medida de volume grosseiras.

f- Frascos de antibiético: Armazenar soro, plasma e sangue total.
g- Caimara de NeuBauer: Contagem de células ao microscépio.
h- Funil: Filtragem e transferéncia de liquidos.

i- Barrilhete: Armazenar as dguas destilada e deionizada.

j- Placa de Kline: Rea¢des imunoldgicas quantitativas.

k- LAminas: Observacio de estruturas ao microscopio.

- LAaminulas: Auxilia a 1Amina ao microscépio.

M- Tubo capilar: Determina¢io do Hernatdcrito.

N- Calices de Sedimentacio: Exames coprologicos.

O- Proveta: Medidas de volume com precis@io intermediaria.

P- Placas de Petri: Culturas bacterianas.

Tubo de Ensaio Bécker Bastdo de _Viclrd

Funil Proveta Pipeta Graduada

3. Pipetagem e Utilizacao de vidrarias:
a- Use -sempre uma pipeta para cada reagente a fim de evitar
contarninacoes b- Evitar a troca das tampas dos recipientes que contem

reagentes

T ) B R ) -
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c- Terminado o uso do bico de Bunsen, verifigue seas torneiras de gas
estao bem fechadas, evitando assim explosoes e intoxicacoes,

d- Nunca abra frascos de liquidos inflarnaveis nas proximidades de chamas.
e- Leia tres vezes o rotulo dos frascos de reagentes, antes de utiliza-los .

f- Nunca devolva uma solucao para o frasco de estoque, porque pode estar
contaminada.

g- Antes de introduzir as pipetas nas solucces, certifique que estejam
limpas. h- A vidraria volurnetrica vem calibrada com agua destilada a uma dada
ternperatura, Conforme vem registrado (15, 20, 25°C).

i- Pipetas graduadas sao utilizadas para medir volumes em mililitros, e

tambern sac graduadas em escalas centesimais e decimais
Iml 11100 Iml 1
2ml  1/200 2ml il
5ml 111 00 5ml 1
10m1 11100 |Om 1
20ml 11100 20m 1

j- As pipetas volumetricas sao de maior precisao e sao utilizadas para
preparo de solucoes padrées.

k- 0 menisco e onde fica O topo da coluna do liquido na pipeta.

I- A leitura pode ser feita na parte inferior do menisco, para lfquidos. No caso
de substancias mais viscosas, colocar a parte superior do menisco. -

m- Para pipetar substancias toxicas, corrosivas ou material biologico, devemos
obturar a extremidade superior da pipeta com algodao ou fazeruso da pera,

n- Podemos tambem utilizar pipetas autornaticas para pipetar pequenas
quantidades de substancias quimicas e material biologico. Podemos encontrar

estas pipetas calibradas em varies volumes:

1000 Iml 5001 o,sm.1
100u O,Im| 50ul .0,05ml 25u1 0,025ml
1oul 0,01 Oml 5ul 0,005ml
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p- Para cada material bioloégico aspirado pela pipeta automatica devemos utilizar uma

ponteira, para que nae haja contaminacao.

4. Aparelhos utilizados no laboratorro;

a- Centrifuga - utilizada para separar a parte liquida (leve) da

parte solida
(pesada) dos liquidos biologicos.

b- Centrifuga de Microhemat6crito - utilizada para fazer a leitura

do hernatocrito do sangue.

c- Banho Maria - utilizado para aquecer as reacoes lla

temperatura adequada. Podemos usar o banho Maria a56°C e a 37°C.

d- Estufa de Pasteur - pode ser utlizada para secagem de

material, cultura microbiologica ou esterilizacao de material.
e- Autoclave - e utillizada para esteriizacao de material e
descontaminacao.

f- Deionizador- utilizado para retirar da agua os ions, que podem

interferer nas reacces.
g- Destilador - serve para tirar toda impureza da agua, fazendo
com gue ela se tome destilada, ime de impurezas quimicas e biologicas.

h- Bico _de Bunsem - fonte de chama utilizado no preparo do material

para cultura microbiologica.

i- Espectrofotometro - aparelho que faz a leitura colorirnetrica da reacao. j-

Fotometro de Chama - utilizado para analise de eletrolitos no material biologico.

K- Microscopicio - utilizado para visualizar estruturas que nao podem ser

vistas a olho nu.

L- Homogeinizador de Sangue - Utilizado para manter o sangue

homogeneo.

M- Agitador de Tubos - Agitar tubos em alta velocidade no preparo de

diluicOes bacterianas.
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Unidade V - Microscopia
A microscopia é utilizada para visualizarmos estruturas que nao podemos
enxergar a olho nu como: bacterias, leveduras, parasitas, sedimentos, tecidos,

celulas, etc. Esse aparelho nos auxilia aumentando o tamanho das estruturas.

1. Tipos de microscopia:

Podemos encontrar varios tipos de microscopia, que podemos dividir em:

a-_Microscospia Optica: é feita pelo microscopia optico, atraves do

aumento, da estrutura por lentes e uma fonte luminosa. E o ideal para

bacterioscopia, sedimentoscopia e citologia efetuadas: O laboratério.

b- Microscopfa de Fluorescencia : € utilizado substancia fluorescente, que sao

excitadas pela luz ultravioleta, emitindo radiacoes fluorescentes. Sao utilizadas

para pesquisa imunologica de anticorpos,

c- Microscopia Eletronica: baseia-se na projecao de um feixe de eletrons

sobre o objeto a examinar, montando um filme extremamente delgado. E
utilizado em pesquisas de estruturas que o microscopic Optico hao consegue

visualizar, Exernplo: virus

2. Microscopia em analises clinicas:

No laboratério de analises clinicas, na retina laboratorial, 0 microscopic
optico atende a todas as necessidades, inclusive podendo ser adaptado para a
microscopia de fluorescenia,

Este equipamento e utilizado-por quase-todos OS setores do laboratorio na

execucao de seus exames. Trata-se de um equipamentocaro e sua
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manutencido, que visa awmentar sua vida Qtil. deve ser feita com cuidado.
seguindo as regras com rigor.

a

3. Partes do Microscdopio Optico:

oculares
revblver (giratsrint
coluna cbjetivas
l&mina com o
~harriot material’a ser
Aol examinado
parafuso de platina
movimentagao
do charriot condensador
diafragma
: parafuso ‘ lampada
macromeétrico
parafuso

micrométrico

pé
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Unidade VI- Solug¢oes
|. Introducao:

Esta unidade tern como objetivo dar ao aluno algumas nocoes necessarias
sobre oterna para arotina laboratorial.

A solucao pode ser definida como Uma Mistura Hornogenea de Concentracao
conhecida. Sendo Mistura Hornogenea uma mistura onde as partes que a cornpce
nao sejam vistas separadas, apresentando assim uma so fase.

A Concentracao da solucdo earepresentacao da quantidade de cada
substancia que cornpoe a solucao.

Exemplo: Solucéo de acido cloridrico a 10%.

A concentracao (1 0%) nos informa que a cada 100 partes da solucao (mistura),
| O partes sac de acido cloridrico, Ou seja, em 1 litro de solucao, temos 100 mldo
acido,

A substancia que se apresenta em rnaior quantidade damos o nome de
Solvente. No exernplo acima e a agua,

A substancia em menor quantidade, que esta contida no solvente recebe o nome
de Soiuto. No exemplo acima o acido cloridrico.

SOLUTO +SOL VENTE = SOLU(AO

? . Preparo de Soluefies:

Para preparar qualquer solucao, devemos responder a duas perguntas:
a- Qual aconcentracao desejada?

b- Que quantidade de solucao queremos preparar?
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Depois de responder a estas perguntas, determinamos as quantidades de
soluto e solvente, bem como o material necessario,

No exemplo da figura a seguir temos:

a- Transferéncia do soluto previamente pesado para um balao volumetrico de
capacidade exata ao volume de solucao desejada.

b- Adicdo do solvente ate a marca do balao correspondente ao volume. c-

Solucdo pronta para uso.
3. Rétulos:

Devern sempre indicar o nome da solucao, a concentracao, data de
preparacao, prazo de validade, quern preparou e as condicoes de armazenagem

A armazenagem deve ser na temperatura e no recipiente adequado.

Unidade VII-Tipos de Agua

A 4gua, de acordo com o processo de tratamento que e submetida, apresenta
diferentes graus de pureza.

No laboratorio, alguns exames sofrern interferencias em seus resultados se
usarmos agua com alguma irnpureza quimica. Existern outros exames que nao sao
possiveis de serem realizados se alern da impureza quimica, a agua apresentar

impurezas biologicas.

1. Agua deionizada:

0 aparelho utilizado para o tratamento e o deionizador, onde temos em seu
interior duas colunas de resina, sendo uma tratada com um Acido Forte ea outra
com uma Base Forte.

Ao passarmos a agulaproveniente da tomeira pelo interior do aparelho, as

impurezas vao se aderindo as colunas, de acordo com suas afinidades
quimicas, ou seja, ions de carga positiva (cations) aderem a resina Alcalina e O
ions de carga negativa (anions) aderem a resina Acida.

A agua coletada que sai do aparelho se apresenta quimicamente pura,

porérn nao esta livre das impurezas biologicas.
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Na bioquimica usamos agua deionizada porque OS lons interferem nas
reacoes.

As resinas com seu tempo de.uso ficam saturadas e devem ser trocadas

por resinas restauradas em firmas especializadas,

ESQUEMA DO DEIONZADOR

1 = —»Saida da agua
diconizada

>y T
- >

Coluna Acida ' Coluna Alcalina

e
Entrada da agua
da torneira a ser
tratada

2. Agua destilada:

O aparelho utilizado neste tratamento € o destilador. Ele funciona
elevando a temperatura da dgua até a ebuli¢cfo e depois condensando o vapor,
que € coletado em outro recipiente. .

Neste processo a dgua fica livre das’ 1mpurezas quimicas e bioldgicas, pois
a temperatura permite que apenas a agua se vaporize, enquanto que as
impurezas permanecem retidas no recipiente aquec1do

O Destilador usado em laboratérios nada mais € que um grande chuveiro,
que aquece a Agua com uma resisténcia. Por este motivo a agua destilada tem
um custo mais elevado que a agua deionizada.

A Agua destilada € usada na microbiologia, onde o crescimento de
bactérias no meio de cultura ndo pode ter origem de material contaminado,
mas apenas do material biolégico proveniente do paciente.

]
(M)
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A lirnpeza da area fisica e normalmente feita por um profissional que cuida da
faxna do laboratorio, mas nos devemos ajuda-os nesta tarefa, que muitas vezes
nos sera de grande importancia.

Devern Ser lavadas corn agua e des in fetante. 0 chao e as paredes do
laboratorio  rotineramerue. 0 piso do laboratorio deve sempre ser lavado e

nunca utilizer cera. pois a cera eum excelente meio de cultura.

As bancadas devcm Ser diariarnente desinfetadas. pois nelas e que sac
feitas as analises e mariipulacao  de material contarninado.

Os aparelhos devern tanbem passar por uma lrnpeza com fregiiencia, para

gue nao contarnine os exarnes. Tanto nos aparelhos corno na area fisica

devemnos urilizar desinfetantes com alto poder germicide. Sao muito usadas
as solucoes de hipoclorito de s6dio ( agua sanitaria ) OU alccol a 70%.

No case dos equiparnentos devemos lava-los de maneira que nao fique
nenhurn  residue nos objetos. Os equiparnentos de material plastico e de vidro,
guando em contato com material biologico, devern passar primeiro por uma
solucao descontarninante a base de hipoclorito de sodio, porno minimo 1lhora.

Apb6s essa descontarninacao, devernos lavar o material com agua e dercrgenre

neutro. juntanente com escovas especiais para limpar em locais de difici | acesso.

No caso das vidrarias devemos colocar na estufa de Pasteura a 50°C e O

material plastico a 37°C.

3. Descontaminacao:

A descontarninacao e feita em todo material biologico e meios de cultura, para
gue nao ocorra contaminacao do meio arnbiente.

Podernos usar para esse procedirnento substancias quimicas, calor seco
pela estufa de Pasteur ou calor Urnido sob pressao da autoclave, para depois fazer
os descartes e/ou lavagern dos equiparnentos.

Podemos utilizar algumas substancias quimicas que reduzem o numero de

rnicroorganismos, mas nao eliminam todas as formas de vida
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Unidade IX- No¢oes de Liquidos Corporais

1. Nocoes de preparo de Liguor para analise:

O liquor e um material retirado da coluna vertebral, paraanalisar seo
paciente esta sofrendo de algurna patologia neuroldgica corno: Meningite,
Hernorragia, Tumor, Cisticercose, Etc.

Esta puncéo sornente pode ser efetuada pelo medico que necessitara do
auxilio do profissional  do laboratorio. = Devernos deixar sempre o material
preparado para que o medico faga o procedirnento.

Material para puncao:
e Bandeja
e Seringa de 10 ml
e Agulha com rnandril para puncao
o Gaze
e Alcool iodado
e Campo fenestrado
e Tubes para coletar o liquor.

Logo apes a coleta deve-se levar o material para analise, pois na dosagern

bioquimica da gicose por exernplo, pode ocorrer alteracdo apos 1 hora de

coletado.

2. NocOes de preparo de outros liguidos cavitario:

Outros liquidos podem ser enviados para o laboratério para analises,
citologicas, bioquirnicas, microbiol6gica e sorol6gicas. Podem ser retirados de
varias cavidades existentes no corpo humano. Devemos analisar desde o volume
e a concentragdo dos elernentos no liquido.

A centrifugacao pode ser muito importante para que possamos analisar tanto o

sedimento como o sobrenadante.
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3. Coleta preparo e analise do esperma (espermograma):

Este exarne e realizado para verificar a fertilidade do hornem. Para isso
devemos orientar ao paciente a fazer abstinencia sexual por 120 horas e colher
0 material atraves de rnasturbacao ou coito interrornpido, e levarrapidarnente
para analise.

Neste exame serao analisados o volume do material, o pH, aviscosidade, o
nurnero de espennatoz6ides, a vitalidade e rnorfologia.

O volume e medido apes a colocacao do material em um tubo conico.

O pH e verificado atraves de fita propria.

A viscosidade e observada através da pipetagern do material

O numero e contado atraves da diluicao de 1 :200 do esperma e colocado
no banho Maria 56°C por 5 minutes e logo apos contar na camara de NeuBauer,
multiplicando o resultado por 250.000

A vivacidade e relatada apos a analise microscopies do material a fresco.

Atraves de esfrezaco em laminae coloracao com eosina nizrosina podernos

analisar a morfologia dos espermatozoides.

Unidade X- Urinalise

A urinalise e o norne atribuido aos exames realizados na urina.

A analise da urina rotina consiste de uma serie de provas seletivas ou de
deteccces que permitern descobrir uma variedade de enfermidades renais, do
trato urinario e sistemicas.

E um exame de realizacao simples. baixo custo é de facil obtencao da amostra.

Desta forma e um exame que proporciona ao medico importantes informacdes
sobre patologias renais.

No laboratério existem duas areas de analises da urina:

| . Urina Rorina ou Urina |
2. Urocultura ou Urina Il
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1. Urina Rotina (Urina I):

Na urina retina fazemos a investigacao das caracteristicas fisicas, quimicas e
analise do sedimento atraves da centrifugacao e microscopia.

a- Caracteres fisicos da u rina:
Sao 4 os caracteres fisicos analisados: Volume, Odor, Aspecto e Cor.

1. Cor: E variavel e depende de maior ou rnenor concentracao de
pigmentos urinaries e da presenca de elemeruos que podem ser eliminados
na urina em certas patologias: A cor da urina varia tambem com a hidratacao
de paciente.

- As cores variam entre o amarelo citrino e o amarelo avermelhado.

As cores que norrnalmenre aparecem sao:

- Arnarelo citrino ( cor mais clara que o amarelo claro e com densidade
emtomo de 1000 a 10 10 )

- Amarelo claro ( densidade de 1011 a 1030)

- Amarelo ouro ( densidade maior ou igi.al a 1031 )

As cores acima sao consideradas quando amostras isoladas, nao

sendo validas para urina 24 horas.

As cores patologicas que podem aparecer sao:
- Vermelha ou avermelhado ( hematuria, hernoglobinuria e mioglobinuria )
- Ambar ou car de coca cola ( ictericias, hepatite ) = castanho arnarelado

- Castanho a negra ( melanina )

As cores que podem aparecer devido ao uso de medicamentos sao:
- Alaranjado ( piridium )
- Azul (‘azul de metileno como anti-septico urinario )

- Amarelo Dbrilhante ( multivitaminas e riboflavinas )

Portanto, deve-se anotar a cor observada que pode dar ideia do

funcionamento normal do rim ou a presenca de alguma patologia
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2. Odor: A urina possui um odor caracteristico e arornatico, normal,
chamado

"sui-generis", Este tern sido atribuido a acidos organicos volateis ( esteres)

gue sac excretados com a urina, pelo rins, Este odor P-.de ser mais ou
menos forte.

Outros odores podem aparecer na urina, corno:

- Amoniacal - aparece devido proliferacao bacteriana (infeccao do trato
urinario ou urina nao recente )

- Putrido - forte, devido ainfeccao OU urina nae recente.

- Cheiro de frutas - ocorre em urinas de diabeticos devido a presenca de

cetona.

Alguns alirnentos podem proporcionar cheiros diferentes para urina, tais
como aspargo, alho, cebola, que nao devern ser interpretados come

indicadores de anormalidades.

3. Aspecto: A urina normal, recentemente emitida, e c.ara com

transparencia.

A urina toma-se turva quando os constituintes soluveis se transfonnam e
insoluveis devido a mudanca de pH da urina, rnudancas de temperatura ou
corno consegiiencia  da precipitacao de constituintes  de uma solucao super,
saturada.

Portanto, o0 aspecto diz respeito a turvacao da urina ou seja, presenca de
elernentos na mesma (urato arnorfo; ieucocitos; celulas epiteliais; hemacias;
pus; bacterias e muco).

Assim, o0 aspecto pode ser limpido, levemente turvo, moderadamente turvo

ou turvo.

4. Deposito: Tudo aquilo que turva sedimenta, deposita, portanto o deposito
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esta diretamente relacionado com o aspecto .

Pode ser: insignificante, pequeno, regular ou grande.

Para urinas nonnais e comum a ausencia de deposito, Para urinas acidas e
comum deposito uratos de fosfatos.

Nas .infeccOes urinarias pode ocorrer dep6sito de pus.
Pode ocorrer formacao de dep6sito apOs refrigeracao.

5. Filamentos de Muco: Como o proprio nome diz, o0 muco aparece na

urina como filamentos, 'que microscopicamente sao visualizados como fiapos

gelatinosos.

6. Volume: Sempre deve ser relatado o volume urinario, mesmo nos caros

de urina rotina.

7. Densidade: E utilizada para medir o poder de concentracao e diluicao

do rim na sua funcao de manter a horneostasia do organismo.

A urina normal possui derisidade entre 1010 a | 030.
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A densidade é obtida por meio de densimetros ou retratémetros.

FEsquema do Refratémetro

Prisma

§

23

f(.}} - — Fscala

1. Colocar 2 gotas de urina sobre o Prisma ¢ tampar.
2. Foecalizar contra a luz e fazer a leitura na escala de densidade.

8. pH: Uma das fung¢des dos rins é a manutengdo do equilibric acide -base do
organismo. Para manter o pH constante { concentracido de jon H ) do sangn»
em torno de 7,40.

Portanto o rim deve modificar o pH da urina para compensar a dieta e os
produtos do metabolismo.

O pH da urina normal ( recente ) é levemente dcido. girando em torno de
5.0 a 6.0. : '

b- Caracteres guimicos da urina:

A analise quimica da urina é um processo rapido e sensivel onde usamos
uma fita de plastico com areas de pape) impregnadas com reagentes especiais
que detectam a presenca de substincias na urina e suas quantidades
aproximadas. .

As areas de papel com reagenies podem variar de uma marca para outra,
mus as que normalmentie aparecem séo:

1. Nitritos: Utilizados para detectar bactérias, podendo indicar infeccao

urinaria.
1. pH: Informa se a reacido é Acida, Neutra ou, A%calina. O resultado da fia €
perfeito. 3

N
2. Proteinas: Nao se usa o resultado da fita, po,fa pode fornecer falso positivo

ou falso negativo. Isto ocorre, pois esta area da fita & tratada com substincia
volatil. ' )

3. Glicose: Esta area é para detectar glicose na urina.
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Urina de Periodo:

E armazenada em recipientes, a urina eliminada em cada determinado
periodo, para observar se nesse periodo adosagem de substancias que podem
estar presentes naurina sofreu alteracoes, como par exemplo a quantidade de

glicose no exarne da Curva Glicernica.

2. Urocultura (Urina ll):

E um exame que irnplica em pesquisar se ha presenca ou nao de
microrzanismos no aparelho urinario, Para isso devernosicoletar o material a
urina em frascos estereis, e ap6s fazer a semeadura do material em meio de
cultura, para observar o se ha crescimento microbiologico .

As etapas dainvestigacao microbiol6gica serao vistas em unidade a parte,
no entanto, sabre o material biologico em questao, devemos salientar algumas
particularidades:

a- Oideal e que a arnostra seja colida no laboratorio, pois o periodo
entrc a coleta e oinicio do exame deve ser o mais curto possivel.

b- Os cuidados para se evitar a contarninacao comecam desde o0 uso de
um frasco coletor esteril e passa por uma higienizacao Intirna por parte do paciente
antes da coleta.

c- Oideal e que sejacolida a primeira urina da rnanha.

d- Em certos casos pode ser solicitado pelo medico a coleta de tres jatos
urinaries em frascos separados, pois nestas condicoes pode-se esclarecer

uspeitas de infeccoes ascendentes no trato urinario.

Arteria Vena
renal renal
i

N
N\

/

Rifién

Asteria inferior

aorta

T ureter

Vejiga urinaria 4 —
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Unidade XI- Os Seres Vivos

1. Introducéo

Muitas das doencas que acometem o ser humano sao provenientes da relacao
dele com outros seres vivos. Tais relacoes prejudiciais fazem necessaries 0 estudo
desta unidade.

Tal unidade nao tem como objetivo um estudo profundo a respeito dos seres
vivas. Apenas abordaremos os topicos indispensaveis a cornpreensao das dernais

unidades da apostila.

2. Classificacdo dos seres vivos:

Assim como um colecionador de moedas faz uma classificacao  de seus
exernplares, podendo ser por continentes, paises, datas, etc., nos quando
estudarnos OS seres VLVOS tambern fazemos uma classificacao, pois assim , de
forma organizada, podemos achar as respostas de nossos guestionamentos.

Atraves do metodo comparativo agrupamos os seres vivas atualmente na

seguinte forma:

Os seres vivos pertencentes arnesma especie Sao aqueles que apresentam a
maior semelhanca em suas caracteristicas podendo reproduzir e gerar descendentes

ferteis, capazes de transmitr  suas caracterfsticas comuns atraves de geracdes.
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3. Os 5 Reinos:

Segundo a classificacao atual, temos os seres vivos agrupados em 5
Reinos. Podemos notar a ausencia dos Virus, ja que por apresentarern ora
caracteristicas de seres vivos, ora de rnateria bruta. inanirnada, nae se

encaixam em nenhum dos Reinos abaixo:

& _ FUNGOS

Bactérias @a/ ?

| ANIMAIS
|
' 5. Superic Vertebrados
Veg. Inferiores Veg. Superiores
Veg. Intermediarios
Os grupos apon pefas setas acirna incluef  seres os vivos que
participam  diretamente ~ do processo patologico, sendo  denominados

Parasites, pois nas suas relacoes com o0s seres humanos geram beneficios

a eles e prejuizos a nos, que somos 0s Hospedeiros.
4. Nomenclatura Cientifica:

Imagine que voce esteja fazendo um trabalho escolar a respeito da
Esquistossomose.  Durante seu planejamento resolve coletar informacoes via
internet em uma universidade  dos Estados Unidos a respeito do parasito. Como
seria possivel a comunicacao entre as partes se nae houvessern-regras
intemacionais para dar nome aos seres Vivos?

Em 1758, na.Suecia, Lineu lancou seu livro Systema Naturae, propondo
as regras utlizadas desde entao para dar nome e classificar 0s seres Vivos.

As principais sdo as seguintes:

a- Todo nome cientifico deve ser latno de origem ou latinizado.
b- Cada ser vivo 'deve ter uma designacao binominal.

a- Morfologia Bacteriana:

VUVIUL VLU YU YU VN UL MU M U U Y UV VLU YU YU v e
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E o estudo da forma das bacterias e seu grupamentos. As principais sao:
Morfologia Bacteriana

Coeos r::} Bacilos |:]

Cocos de acondo com o plamno de divisSo:

D'_-JID-GIZI-EIDEZC_ Tétrades: a Eanim:&
Estreptocosos: {:“%:. Estafiloococos:

Bacites: [ T I )
[ ]

_ — )
Cocobacilos: "::::' Espirila: M(’f\
T —

Wik riSaoo Ve i ol -
T

Espiroqueta: S M MMM

b- Nutricdo Bacreriana:

Algurnas especies sao autotrofas, produzindo seu proprio alirnento, mas em
geral sao heterotorfas, vivendo algumas delas coma saprofogas (decompoern
cadaveres e detritos organicos) e outras como parasitas (atacarn 3 materia

organics de outros seres vivas causando-lhes doencas),

c- Respiracao Bacteriana:

- Aerobias Obrigatorias- Utilizam Oxigenio para obter energia .
- Anaer6bias Restritas- S6 vivem na ausencia de Oxigenio,
- Anaerobias Facultativas- Utilizam outros gases que nao o Oxigenio,

porern nao morrem na presenca dele, podendo inclusive usa-lo.

A maioria das bacterias que causam doencas no homem sao Aero bias entretanto
existem algurnas anaerobias, como eo caso do Clostridium tetani causadora do

tetano.

d- Reproducéo Bacteriana:
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Por serem bastante simples, as bacterias utilizam varios meios de reproducao,
ocurto periodo de vida de cada individuo de uma colonia bacteriana faz necessario o
uso de meios rapidos de reproducao e crescirnerito bacteriano. Uma bacteria origina

duas a cada 15 minutos.

- Biparticao: E um processo assexuado, sem troca de material genetico e co,
formacao de clones identicos.

Uma bacteria duplica de tarnanho e divide-seem duas identicas.

- Conjugacao: E um processo de reproducao sexuado. que envolve troca
de material genetico.
Neste processo, uma bacteria Doadora "macho” transmite parte de seu

Material genetico duplicado para uma bacteria Receptora "fernea".

3- Analises Microbiologicas:

No laboratorio temos uma retina de exames na rnicrobiologia que seguem a
tres etapas, sendo as duas prirneiras comuns a todos 0os exames e a terceira em
alguns casos:

Isolamento bacteriano

Identificacao bacteriana

Antibiograma

a- Isolamento Bacteriano:

Consiste em promover o0 crescimento das bacterias existentes no
material biolégico em meios de cultura solidos, de onde obtemos col6nias
isoladas dos tipos de bacterias presentes.

E importantissimo que todas as etapas sejam feitas com metodos
assepticos,  pois assim evitarnos  que bacterias oportunistas contaminem 0
material na coleta per pane do cliente, pelo profissional ou durante a execucao
do exarne.

A semeadura e incubacao de bacterias em meios de cultura solido promovem
0 isolamento.

A forma usada para serneadura e a por esgotarneruo.
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b- Meios de Cultura e seu preparo:

Os meios de cultura sao utlizados para o cultivo artificial dos

microrganismos.

A estes sao fornecidas condi¢cdes nutricionais e de incubacdo consideradas
ideais, indispensaveis ao crescimento dos germes.

Existe uma grande variedade de rneios de cultura, desde o mais simples, até
0S mais complexes.

Os meios de cultura  podem set classificados de acordo coin sua
consistencia, cornposicao e funcdoo, e acordo corn sua consistencia podern ser:

solidos, liquidos e serni-solidos.

- Meios Solidos: sdo utilizados com a finaiidade de obter o crescirnento de
colonias isoladas dos germes, desde que as tecnicas de semeadura sejam corretas.

- Meios Serni-Solidos: sao utilizados com a finalidade de pesquisar a motilidade
dos germes.

- Meios Liquidos: s&o utilizados com a finalidade de obter o crescimento bacteriano,

mas este nao promove o crescimento isolado das colonies.

d- Ildentificacdo Bacteriana:

Nesta etapa do e xarne m icrohiologico lancamos mao de varias metodologias:

Ohservacdo da morfologia da colonia.

Observacdao da morfologia bacteriana por coloracao.

Provas bioquimicas com base na nutricdo e complexo enzimatico bacteriano.

Estes dados sao ohservados no decorrer do crescirnento  da colonia hacteriana.
onde cornpararnos 0 seu cornportarnento com dados ja catalogados em livros. rnanuais e
tabelas.

Existente  rambern  dados coletados no decorrer de decadas de investigacao
rnicrobiologica LJUc direcionarn 0s nossos trabalhos.

Quando sao estudados o0s sitios anatornicos ternos as bacterias mais requentes
encontradas en: suas infeccoes. Existe um grupo de bacterias responsavel pe la maioria
das infeccoes no Trato Respiratorio  Superior. outro grupo no trato Genital Masculine,
etc.
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Seguimos esquernas de isolarnento  bacieriano tornecidos em manuais.
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e- Coloradio de himina para bacterioscopia:

Todas as bacterias tem afinidade por corantes, esta propriedade e aproveitada
para facilitar o estudo morfologico e o agruparneruo caracreristico bacteriano.

Para obterrnos bons resultados nos meétodos de coloracdo utilizados,
precisamos tomar varios cuidados tais como:

- Usar corantes de boa procedéncia

- Procurar as solucdes com exatidao.

- Obter esfregacos delgados

Fixar o material sabre a lamina pelo calor suave ou por agentes quimicos.

Observer se a bateria de corantes esta cornpleta e em ordern para uso.

Realizar a tecnica corretarnente, obedecer do as etapas e o tempo

necessario para cada corante. .

- Coloracao pelo método de Gram:

1- Cobrir o esfregaco corn cristal vir-eta e deixar atuar por um minute.

2- Escorrer o excesso do corante. lavar corn -lugol e cobrir com 0. mesrno
por um minute.

3- Lavar com agua corrente .

4- Direrenciar rapidarnente corn alcool-cetona.

5- Cobrir o esfregaco corn fucsina diluida de Ziehl (I:10) por 30 segundos.

6- Secar a temperatura ambiente.

Resultado:

- Gram positivas: Roxo - Gram negativas: Vermelho

- Coloracao pelo metodo de Ziehl Neelsen:

I- Cerar com fucsina de Ziehl concentrada, aquecendo a Lamina ate a

ernissdo de vapor, durante | 0 minutes.

2- Escorrer o corante e diferenciar corn alcool acidoa 3% .
3- Lavar corn agua corrente.

4- Cerar com azul de metileno.

5- Secar a temperature arnbiente.
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f- Antibiograma:

Esta etapa da analise microbiologica e feita a partir do pedido medico e
tern como objetivo descobrir o melhor antibiotico para o tratamento do
pacienre.

Alguns parametros séo considerados na escolha:

. O medicamento eficaz contra a bacteria que se apresenta resistente ao
utilizado no tratarnento até o momento.

. Em casos onde o paciente e alergico ao medicamento de prirneira escolha.

. Na escolha de medicamentos mais baratos e com a mesrna eficacia.

Existern duas técnicas de antibiograrna, tarnbém conhecido como Teste de
Sensibilidade a Anribioticos, ou ainda TSA.

O primeiro e o teste de diluicdo em tubos e 0 segundo e o Teste de di fusdo em
Agar, sendo este segundo o mais usado.

ApoOs o isolamento e a identificacao  dos microrganismos, devernos utilizar
0 meio de cultura Muller Hinton, para sernear o microrganismo, colocando
discos fomecido pelos fabricantes de antihioticos, para observar se o

microrganismo e sensivel ou resistente ao antibiotico contidono disco.

- Etapas do Anfihiograma:

a) Preparar uma diluicdo bacteriana de concentracao conhecida.

b) Impregnar Swab na suspensao retirando 0 excesso por pressao contra
as paredes do tubo.

c) Semear homogeneamente em toda a superficie do meio de cultivo na placa

de petri.

d) Aguardar completa secagem (5 - | 0 minutos).

e) Colocar, com pinca flambada, os discos de antibioticos escolhidos para o

teste.

f) Incubar por 16-20 horas a 35°C, em posicao invertida.

g) Ler o diametro dos halos de inibi¢ao.

O resultado e obtido rnedindo os diarnetros dos halos de inibicdo para
cada disco de antibiotico e expresso pelas palavras Resistencia ou
Sensibilidade.

Os valores séo dados em tabelas fomecidas pelos fabricantes dos discos

impregnados com antibiotico, como no exemplo a segquir:
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Antibiotico Poténcia do disco Resisténcia Sensibilidade
(=)ou(-)a (=)ou(+)a
Ampiciling O t4 mm 17 mm
Eritromicina 15 g I3 mm 18§ mm
Tetraciclina 30 g 14 mm 19 mm
Ctoranfenical 30 e 12 imm 18 mm

5 - . . - -
Observacdo: uy - Micrograma é a milhonésima parte de 1 Kg (107).

Exemplo:

12 mm de didmetro

Unidade- XIII- Parasitologia

1- Introducao:

E o estudo dos organismos que vivem em dependéncia de seres vivos. No
hornern pode ocorrer varios tipos de parasitoses, mas as mais Sdo as
Endoparasitoses que se insialam no aparelho digestive. Por isso é que se analisa
nesse caso as fezes, pois estes parasitas fazern a postura de ovos, cisios e até
rnesmo larvas, nas fezes.

Entretanto, fazendo parte das endoparasitoses, ternos tambérn as
Henaioparasitoses, como e o caso da Doenca de Chagas e Malaria, onde ternos as
formas parasitarias no sangue.

Os parasitas mais comuns sdo 0s protozoarios e 0s vermes.

O parasitismo pode ser tarnbém externo, ecroparasitismo, com o piolhos pulgas

€ carrapatos.
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2- Termos técnicos:

a) Parasitismo - Relacdo ternporaria entre seres de especies diferentes,
na qua! um deles, 0 parasita, vive a custa do outro, o hospedeiro.

Nessa associacao, o parasita obtern alimento por interrnedio  do hospedeiro,
gue e prejudicado de alguma forma. Os parasitas mais comuns S80 0S protozoarios
e 0S vermes.

O parasitismo pode ser extemo ( ectoparasitismo ), coma piolhos, pulgas e
carrapatos, ou interno ( endoparasitismo ), como protozoarios e vermes.

b) Zoo nose - Doenca animal que pode acometer o Homem. Ex: Doenca da

Chagas.

c) Hospedeiro Definitivo - Individuo que hospeda o parasite na sua forrna
adulta, que apresenta a fase sexuada de desenvolvimento.

d) Hospedeiro Intermediario - Individuo que hospeda o parasito na sua
fase larval, que apresenta a fase assexuada de desenvolvimento. Agente Etioldgico
- E 0 agente causador da doenca.

f) Vetor - E o artropode, molusco que transmite o0 agente etiologico.

g) FOmite - Objeto contaminado que pode transmitir a doenca.

h) Portador - Ser vivo contarninado que pode transmitir a doenca, sem
entretanto, apresentar os sintomas da doenca.

i) Reservatério - E o conjunto formado por fornite e portador.

j) Cicio Evolutivo Monoxenico - Apresenta 1 hospedeiro.

k) Cicio Evolutivo Heteroxenico - Apresenta dois hospedeiros.

) Fase Aguda da Doenca - Periodo da dcenca onde os sintomas clinicos
sdo mais fortes, mais evidentes, podendo levar o individuo a morte.

m) Fase Cronica da Doenca - Periodo onde os sintomas clinicos sdo mais
brandos, havendo um equilibria entre o organismo e a doenca.

n) Parassitemia -E acarga parasitaria no sangue do hospedeiro.

0) Periodo Pre-patente - Tem inicio na contaminacao e dura ate a descoberta
do agente etioiogico.

p) Periodo de Incubacdo - Tem inicio na contarninacao e dura ate o
surgimento dos prirneiros sintornas clinicos.

g) Medidas Profilaticas - S&0 medidas que visam prevenir. combater,
tratar, erradicar a doenca.

r) Forma Infectante - E a forma do parasita adquirida pelo hospedeiro

através da contarninacéo.
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3- Parasitoses Observadas no Brasil e seus Agentes:

a) Protozooses:

Arnebiase

Giardiase

Tricornonose intestinal
Tricornonose urogenital
Doenca de chagas

Malaria - terca vivax
Malaria - r~rc:;afafciparum
Malaria - quarts
Toxoplasmose

b) Helrnintoses:

Esquistossornose  rnansonica
Teniose

Cisticercose

Ascariuse

Enterobiose

Estrongiloidose
Ancislotornose

Filariose de Bancroft

a) Ascaris lumbricoides:

Sao helmintos cilindricos,

Eniamoeba histolvtica
Giardia intestinalis
Trichomonas hominis
Trichomonas vaginaiis
Trypanosoma cruzi
Plasmodium vivax
Plasmodium falciparum
Plasmodiu'in malariae
Tosoplasma gondii

Schistosoma mansoni

Taenia solium e T saginata
Cysricercus cellulosae

Ascaris lumbricoides

Enterobius vermiculares
Strongyloides stercoralis

Necator americanus 1 A duodenale

Wuchereria bancrofti

de coloracao branca, o macho e menor que a

fernea e com extrernidade posterior recurvada com dois epiculos genitais .

A fernea pee ate 200.000

atraves da ingestao destes, presentes

ovos por dia e saos ovcs as formas infectantes,

.na agua e alirnentos nao tratados, ou

ainda presentes no solo e levados iboca pelas maos e objetos sujos.
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Ciclo Evolutivo:

Trata-se de um Ciclo Evolutivo Monoxénico corno mostra o0 esquema abaixo:

ST \_\\
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¥ » oy g
'! ~ =
}/\1 ’ [ x
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Medidas Prolifaticas:

- Tratamento do doente.

- Ingestéo de agua e alirnentos limpos e tratados.

- Usar sanitaries.

- Coleta adequada do lixo doméstico.

- Lavar as maos antes das refeicdes e apds o uso de sanitarios.

b- Necator americunus - Ansilostoma duodenale

Helmintos pequenos decor esbranquicada. O macho é menor que a fernea e possui
bolsa copuladora situada na extrcmidade posterior.

Estes helmintos podem viver de 2 a 3 anos no hospedeiro, produzindo as
fémeas, perto de| 0.000 ovos por dia .

Os verrnes adultos séo vorazes sugadores de sangue. Esses parasitas causam a
ancilostornose ou arnarelédo

Os sintomas que podem aparecer. pneumonia, cefaleia, enterite, anorexia,

diarreia, dor, anemia rerropriva, traqueza, edema e perda de peso.

Cicio Evolutivo:
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Tambem apresenta o Ciclo Evolutivo Monoxénico:
Wgesthe Ge e is COy
“enbr': peis pe3ace

;.{_1-'.‘:'\-

—_—
e L |
iaItnd degeco |

Ovon nas preges periansty Aduos ne
Larvas nas ovas maturam Kanen 8
e 4 a8 havas l.' o
s
Esldgo O Infect bo 9
e T A greT 3o
A R L R
Evibgio oo Cugndatico . kol vy sven

Apresentam corno forma infectante a larva filarioide, sendo observado no
material a presenca de larvas ou ovos de ancilostornatidae.
A contarninacdo se da através da penetracdo ativa da larva filarioide pela

pele ou mucosa.

Medidas Profilaticas:

- Traramento do doente.

- Andar calcado.

-Usar sanitarios.

Na investigacdo da larva durante o exame microscépico devemos fazer a distingédo
entre a larva de ancilostornatideos e a larva de Estrongiléides para um diagndstico rnais

preciso.

A larva de Estrongiléides tem primordio genital grande vestibulo bucal pequeno. Na de

Ancilostornatideos € ao contrario, primérdio genital pequeno e vestibulo bucal grande.
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c- Strongyloides stercoralis

Helrnintos adultos cilindricos, sendo o macho menor que a fernea e com

extrernidade posterior recurvada. Podem produzir larvas infectantes no solo.
No intestino delgado, somente a fernea partenogenetica e parasita.
Estas fazem a postura de larvas rabditoides, que sac levadas para o meio

externo.

Causa a doenca denominada Estrogiloidose, que tern como sintomas.

abdominal diarreia, pneumonia, vornitos, perda de peso e anemia.

Pessoas imunodeprimidas. pode levar a morte.
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A forma infectante é a larva filarioide fémea, que penetra pela pele ou mucosa. Na
investigacdo parasitologica procura-se sornente a larva, pois os ovos eclodem logo
apos a postura.

Possui as mesmas medidas profilaticas da Ancilostomose.

d- Enterobius vermiculares

Helminto cilindrico, decor branco-arnarelada. Macho rnenor que a fémea,
apresentando uma curvatura acentuada e pequeno espiculo na extremidade
posterior.

A femea poe cerca de 15.000 ovos por dia, que tornam-se infectarues dentro
de 4 horas apes a postura e assim permanecem somente por poucos dias. O nome
da doenca causada por este parasita e enterobiose ou oxiurose .

Causa prurido anal, lesdes leves e dores abdominais.

- Tratamento do doente.

- Lavar as roupa de cama, de banho e intirnas em agua fervente durante o uso
da medicacao,

- Evitar que criancas usem as mesrnas roupas intirnas.

- Lavar as rnaos apos usar o banheiro.

e — Taenia saginata

Verme hermafrodita, medindo de 4 a 12 metros, com 2000 proglotes. O hornern
ingerindo  a came de boi crua ou ma! passada, adquire em 2 R :1 meses a

formacao do Tenideo. podendo alberga-lo pm | 0 anos ou mais.

f- Taenia sollium

Verme adulto tarnbém herrnafrodita, medindo de 2 a 8 metros, podendo
apresentar cerca de |1 000 proglotes. Vive no hospedeiro até 5 anos.

Tanto a prirneira corno a segunda causam uma doenca denorninada Teniase.

A Teniase pode causar sintornas como: dor abdominal, diarreia e perda de
peso. Portanto a Taenia sollium pode causar a cisticercose, que pode levar até a

morte ou ocasionar epilepsia, cefaleia, vornitos, deméncia.
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Medidas profilaticas para Teniase:

+

Ingestdo de carne de porco e de boi sadias.

Uso de Sanitarios.
Tratamento dos doentes.

Ciclo Evolutivo da Cisticercose:

A
R

7.

) Cves da

/, /f'\/ T solium
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Mucesa do intestino deigado

veénula

veia mesenténca
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SR ] Sistema
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Muasculos

Aledidas Profilaticas para Cisticercose:

Uso de Sanitérios.
Ingestdo de 4gua e alimentos contaminados.

{avar as mdos apos usar o banheiro.
Tratamento dos doentes.
Combate a Teniase.

Av. Mutunépolis S/N, Setor Jardim Brasilia — CEP: 76550-000 Porangatu — Goias
www.sectec.go.gov.br / cep.porangatu@sectec.go.gov.br

Fone/Fax: (62) 3362-5800/5802 45




GOVERNO DE

A ENC Estado de Goias GOI As
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENGA, ppE Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo

TECNOLOGIA E INOVACAO PROGRAANACIONAL DE ACESSO Gabinete de Gestfio de Capacitagio e Formagéo Tecnoldgica

Centro de Educacéo Profissional de Porangatu

g- Shistossoma mansoni

E um parasita sangfliineo, pode parasitarf) homem e viv'er uns 30 anoss A
famea ¢ maior que o macho, e poe cerca de _)QU ovos por dia. A.doe;n‘q'a
causada por esse parasita € denomina@a Esquistossomose ( barriga d agua ).

Podem aparecer sintomas como: febre: tosse, mlalg:las, al esl—:ar. )
hepatoesplenomegalia. cirrose hepatica, diarréia sanguinolenta. 0DSIIUGA0
intestinal, hipertensao.

- Ciclo Evolutivo:

- Medidas Profilaticas:

- Tratamento do doente. o

- N&o nadar ou pescar e1n aguas suspeitas de contaminagao.
- Saneamento basico.

- Combate a0 Caramujo, que € 0 H.L.
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h- Entamoeba fristolytica .

Protozoario, parasita do intesting humano. E também chamado de ameba.
Movimenta-se atras es de pseuddpodas Fla pade ser enconirada na forma
trotozoita ou em forma de cisto.

Na forma trofozoita se divide por divisdn binaria. O nome da aoenq_a
causada por este parasita € Amebiase. Ela pode causar desconforto abdominal,
wal estar, diarréia, disenteria sangiiinolenta e fehre, abcessos na Mmucosa

intestinal,

Seu eiclo evolutivo e medidas profilaricas <o iguais ao da Giardia. vistas
A SeULL

Apresenta como espécie patogenica a Entamoeha hystolitica. 1a a
Entamoeba coli ndo desenvolve a amebiase pois é comensal ¢ ndo parasita.

T'rofozoitos de Entamoeha hyvstolitica Cistos de Entamaoeha hvstolitica

Frotozoito de Entamoeba coli Cisto de Entamaoeba coli

i~ Glurdia lamblia

Protozoario Hagelado piriforme. que parasita v intestino delgado, onde se
multiplica por divisdo fongitudinal, e também sofre encistamento.

() nome da doenca causada por esse parasita ¢ giardiase, causando dor
abdominal. diarréia de odor fétido, gases féuidos. inflamacgdo, nauseas,
vAmitos, febre. perda de peso e irritabilidade, também pode ocorrer sindrome
de mA ahsorcio ¢ deficiéncia de vitaminas e diarréia por acumulo de gordura).

IVIULUIIUDUIIO U1 Yy ULLUT VWU T UOTTIG W s 1 UDUU VUYL VTR YRt o uiuY
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- Ciclo Evolutivo da Giardiase:

Cisto de Giardz'a lamblia

Trofozoito de Giardiu lumbliu

- Medidas Profilaticas:

- Tratamento do doente.

. Saneamento bésico. '

- Ingestdo de dgua e alimentos limpos e sadios. .

- Lavar as mios antes das refeigdes e ap6s usar o hanheiro.

- Usn de sanitarios
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4- Métodos de analises parasitolégicas nas fezes:

a) Pesquisa macroscopica:

E utilizada para verificar a presenga de parasitas adultos, ou proglotes que
podem estar presentes nas fezes. Portanto devemos antes de fazer qualquer
analise das fezes, observar macroscopicamente o material.

Uma maneira ideal para esse tipo de pesquisa, ¢ diluir as fezes em 4dgua
dentro de um recipiente e depois passar as fezes dissolvida por uma peneira
colocando o restante no cdlice de sedimentacéc, para posteriormente realizar

outros métodos de analise.

b) Pesquisa microscépica:

Os parasitas eliminam as formas infectantes nas fezes. Sendo estas
estruturas microscépicas, utilizamos métodos de pesquisa que facilitam a
visualiza¢do ao microscdpio.

- Método de Faust e cols:

Baseado na centrlflmo flutuacio de cistos e ovos leves de helmmtos, em
so[uq:ao de sulfato de zinco, com densidade de 1182.

Materiais:
Solu‘c;ﬁo de sulfato de zinco, Solucdo de lugol, Tubo de ensaio, Alga de
platina, LAmina e laminula.

Procedimento:

1- Homogeneizar o bolo fecal.

2- Preparar suspensdo de fezes.

3- Centrifugar a suspensic em tubo de ensaio durante 1 minuto a 2. 500 r.p.m.

4~ Desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento com agua.

5- Repetir as duas operagdes anteriores até que o liquido sobrenadante se
torme limpido.

6- Por ultimo colocar a solugdo de sulfato de zinco e centrifugar novamente.

7- Retirar da superficie do sobrenadante com a al¢a de platina o material a
examinar na limina e uma gota de lugol, colocando uma [dminula em cima.

8- Levar a ldmina para leitura no microscépio.
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- Método de Hoffmam, HPJ. Sedimentacio Espontﬁnéa:

Baseia-se na sedimentacio esponténea em gua, sendo eficaz para ovos,
larvas de helmintos e cistos de protozodrios. E muito valioso para pesquisa de

ovos pesados.

Materiais:

Agua, espatula de madeira, peneira, copos cdnicos de 125 ml ( célices de
sedimentacdo), canudinho de plastico e solucdo de lugol.

Procedimento:

"u.

|- Homogeneizar o bolo fecal.

2. Colher uma pequena porgio de fezes, colocar em um recipiente com
4gua, misturar € COar com 2 peneira no célice de sedimentacéo.

3. Deixar decantar no mimimo por 2 horas ( ou até 24 horas).

4 Retirar um pouco do sedimento com o canudo pléstico, e colocar na
lamina adicionando lugol.

5. Fazer a leitura no microscopio.

- Métodc da fita adesiva ( swab anal ):

Baseia-se na aderéncia de fita adesiva transparente, de ovos encontrados
na regidio ¢ perianal. Eficaz para ovos de Enterobius vermiculares.

Materiais:

Tubo de ensaio ou espatula de madeira, fita adesiva e lamina.

Procedimento:

|- Recortar 5 ¢cm de comprimento de fita adesiva e dobrar sobre um tubo de

ensaio, com o lado aderente para fora. |
2- Afastar os gliiteos e pressionar a parte gomada na regido perianal e anal.
3- Aplicar a fita na ldmina e fazer a leitura a0 microscopio.
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- Método de Willis:

Materiais:

Frasco de Borrel, Bastdo de vidro, Solugdo saturada de agtcar ou sal, Limina

e laminula.

Procedimento:

|- Colocar 5 g de fezes num frasco Borrel,

7. Diluir as mesmas em solucdo saturada de agticar ou sal.

3- Completar o volume até a borda do frasco.

4- Colocar na boca do frasco uma lamina, que devera estar em contato com ©
liquido. - | :

5- Deixar em repouso por cinco minutos.

6- Findo esse prazo, retirar rapidamente a lamina, voltando a parte molhada

para cima.
7. Cobrir com laminula e observar ao microscopio,

- Método Direto a fresco:

Materiais:
Palito, lAmina, laminula.

Procedimento:

|- Colocar duas a tres gotas de salina em ldmina. -
2. Tocar com a ponta do palito em varios pontos da amostra.
3- Lavar a ponta do palito na salina sobre a lamina.
4. Cobrir com laminula e observar ao microscopio.

- Meétodo de MIFC, Ritchie ou de Sedimentacio por Centrifugacio:
- Materiais:

Funil, gaze dobrada em quatro, tubo cénico, centrifuga, algoddo, bastao de
vidro, éter sulfiirico, 1dmina e laminula. |
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- Procedimento:

4

{- Coletar as fezes recém emitidas em solugao conservadora de M[FE .

7- Homogeneizar bem e filtrar por gaze dobrada em quatro para o tu 0 conico
de centrifugacdo cerca de 2 ml. ' B

3. Acrescentar até a metade do tubo, cerca de 4 ml, éter sulfirico.

4~ Tampar com rolha e agitar vigorosamente por 10~segundos.. 500

5- Destampar cuidadosamente e levar a centrifugacdo por 1 minuto a

m. 5
Epom o auxilio do bastdo de vidro, descolar a camada de detritos da parede

do tubo. o ] i

lnverter o tubo para desprezar o liquido, mantendo-o0 com a oca par

baixo, e com algoddo colocado na outra extremidade do bastéo, limpar as
Ny

paredes internas. ' ‘

8. Acrescentar ao sedimento gotas de salina ou lugol e d§p031ta~lo sobre a
lamina. Cobrir com laminula e observar a0 microscoplo.

Lol
1

~1
1

- Método de Ruggi:

Materiais:

. " 4 R ’ 4 O
Calice de sedimentacdo, gaze, fita adesiva, canudinho, dguu aquecida a 45 ‘C,
tubo de ensaio, ldmina e laminuia.

Procedimento:

1- Fazer uma trouxa com cerca de 5 g de fezes em gaze.
7- Prender a trouxa com um pedago de fita adesiva e, com outro pedago,

prende-la a borda do célice. . 3 o
3. Acrescentar a 4gua aquecida com cuidado até encostar na parte inferior da

trouxa.
4- Deixar em repouso por 1 hora. 5 ) y
5- Findo esse prazo, coletar a dgua do fundo do calice com bastéo de vidro,
transferindo-a para um tubo de ensalo. . N
6- Analisar o conteido do tubo entre 1dmina e laminula a0 miCroscopio.
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5. Formas infectantes observadas ao microscopio:

1- Cisto de Entamoeba coli

2- Cisto de Entamoeba histolytica

3- Cisto de Giardia lamblia

4- Qvo de Schistosoma mansoni

5- Ovo de Hymenolepis nana

6- Ovo de Taenia sp -.

7- Ovo de Ancylostomatidae recém-emitido -
8- Ovo de Ancylostomatidae embrionado
9- Qvo de Enterobius vermiculaies

10- Ovo de Ascaris lumbricoides

11- Ovo de Ascaris lumbricoides infértil
12- Ovo de Trichiuris trichiura
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6- Solucoes _uti_li;adas na parasitologia:

S3o0 véarias as solugdes usadas no laboratdrio e suas finalidades tambén
variam de setor para setor, porém neste item descrevemos as formulagdes
mais usadas na rotina parasitolégica para os exames de fezes.

a) Formol a 10%:

Formol comercial m~--=mmnr=mmmm-mmmmmmmma- 13 ml
Solugdo Saiina a 0,85% ~-----m-mmmmmmmoms 90 ml

b) MIF ( Mercurocromo. lodo e Formaol ):

Agua destilada 250 ml

Sol. De mercurocromo a 1 ¢ 500 ——---— 250 ml

Formol —--——=mmmmmmmesmnmmmmmmm oo oo men s 25 ml

Glicerina B - ~emmmmm=—-5 ml

¢) Lugol:

Iodo I 2g

Iodeto de POt4ssio —-—m--=mmmmmammmm=smmmmn-== 4 @

Agua destilada ~——--—mmmemmmmmom e ‘100 ml : ’

Unidade XIV -Bioquimica

1- Elementos bioquimicos

S50 denominados elementos biogquimicos todas as substancias quimicas
que estdo presentes no Organismo, podem ser dosados para detectar algum -

desequilibrio no funcionamento do organismo humano.
Tais substincias fazem parte do nosso metabolismo, sejam como produtos

ou substratos de reacdes bioquimicas, com a presenca de enzimas e seus

cofatores. |
Na bioquimica doseamos substincias que podemos classificar como

eletroliticas e nfio eletroliticas.
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2)Nio Eletroliticas:

-

- Glicose, Acido Urico, Creatinina, Protinas plasmaticas, Lipidios
Plasmaticos. Uréia. Bilirrubina e Enzimas.

b) Eletroliticas:

- Sédio, Potassio, Cloro, Calcio, Fésforo. *
- Acido Urico:

O 4cido Grico do plasma ¢ filtrado pelos glomérulos e reabsorvido, em
seguida. pelos tibulos em proporcdo de 90%. Representa no homem o produto

final do metabolismo das purinas.
O teor de acido Grico é muito influenciado por fatores extra-renais, além

dos renais.
A taxa normal de acido urico no plasma ou soro éde2a5mg/100 ml e
sua dosagem ¢é muito 0til no diagnéstico da gota, onde seus valores variam

enire 6,5 e 10 mg/100 mi.
- Uréia:

A uréia é a principal forma excretora do nitrogénie proveniente do
catabolismo proteico.Sua dosagem constitui o recurso mais utilizado para uma
avaliacio grosseira do estado de funcionamento renal.

A taxa normal de uréia no plasma ou soro varia de 20 a 40 mg/100 ml.

- Creatinina:

A creatinina elimina-se do plasma por filtragdo glomerular € ndo ¢
reabsorvida nos tubulos em grau significativo, do que resulta que sua
velocidade de depuragéo é mais elevada do que a da uréia.

O fato de as elevacdes das taxas de creatinina serem mais tardias do que as
de uréia tem particular no prognéstico dos quadros de insuficiéncia renal

acompanhados por uremia,
A taxa normal de creatinina no plasma ou soro é de 1 a 2 mg/100 ml.
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*

- Bilurrubina:

A bilirrubina é um pigmento resultante do catabolismo da hemoglobina.
apOs a destruigdo ( normal ou patoldgica ) das hemacias.

A bilirrubina encontra-se no plasma sob duas formas distintas:
Glicuronidios de bilirrubina e bilirrubina livre.

Atualmente a maioria dos laboratorios adota métodos que fornecem as
taxas de bilirrubina total e bilirrubina direta, sendo a indireta calculada pela
diferenca entre ambas. ‘

As taxas normais sao: Bilirrubina direta. 0.1 a 0.3 me/100 m! e indireta.

0,2 20,8 mg/t00 ml.

- Proteinas Plasmaticas:

" As proteinas sdo elementos celulares essenciais, constituidas da moleculas
extremamente volumosas formadas por longas cadeias aminodcidos unidos
entre si por ligagdes peptidicas.

As proteinas apresentam cargas positivas e negativas devido a presenca de
grupamenios quimicos diversos capazes de desenvolver cargas elétricas.
Através de métodos quimicos. como o do biureto de Gomnall, por exemplo.

apresentam taxas normais as seguintes:

. Proteinas Totais: 6,5 — 7,7 mg/100 ml
- Albumina: 3,9 — 4,6 mg/100 mi
- Globulinas: 2,3 - 3,5 mg/100 ml

De maior interesse que os métodos quimicos, a Eletroforese consiste em
separar particulas, utilizando-se suas cargas elétricas.

As proteinas s@o colocadas em uma base de papel, acetato de celulose e
submetidas a influéncia de um campo elétrico de sentido invariavel, e de
acordo com a lei de atracdo eletrostatica, as particulas migram para o polo de
carga contraria, podendo assim serem separadas.

A separagdo ocorre porque a velocidade de migragdo para v polo de carga
oposta varia com a quantidade de cargas positivas e negalivas que apresentam,

Desse modo separam-se seis tragdes principais, que da mais veloz para a
mais lenta sdo:

Albumina, Golbulina « |, Globulina o 2, Globulina 8, Fibrinogénio e

Globulina v.
(alfa- o) (Beta-B)( Gama-v )}
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Esquema da eletroforese: .

HE#AQGLOBINA

4

|~ ELETRODO

L— FITA

|- SUPORTE
DA FTA

240 YOLTS 40 MINUIOS l] .
l 1

Resultado da Eletroforese em plasma sadio:

Relacaoc A/G . . 1,18
Atbumma 55 4% 2,99q% :
Alfa 1 5.0% 0.36a%
Alfa 2 9.8% 0.70g%
Beta 11.5% 0.83g%
Gama 18 3% 1,.32g9%
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- Lipidios Plasmaticos: .

Os lipidios sdo substincias orgénicas formadas por uma grande variedade
de compostos, cuja principal caracteristica consiste em sua insolubilidade em
dgua e solubilidade no benzeno, éter, cloroférmio e outros solventes de

gordura.
Os principais lipidios no plasma em jejum s&o:

Substéncia Concentracdo (mg/100 ml)
Lipidios Totais 385 -675(530)
Graxas Neutras 0 - 260 (140)
Acidos graxos nio esterificados - 8- 31 (206)
Fosfolipidios | 110 - 250 (165)
. Lecitina 80 -200(110)
Cefalina 0 - 30 (i0)
Esfingomielina 10- 30 (30)
Colesterol 140 - 260 (200)
Esterificado 90 - 200 (145)
Livre 40 - 70 (55)
Acidos graxos Totais 110 - 485 (300)

Os valores entre parénteses representam valores médios.

Fracoes de Colesterol:

E do conhecimento popular, e cada vez mais difundido, que o colesterol
apresenta algumas caracteristicas como, por exemplo, a existéncia de tipos de
colesterol diferentes no sangue circulante, denominados de Fragdes de
Colesterol.

Algumas dessas fracdes, denominadas “ Colesterol mau ”, estao
relacionadas com as cardiopatias, aumentando o risco de IAM. Outra fra¢éo
entretanto é conhecida como © bom Colesterol 7, pois além de ndo se agregar a
parede das artérias coronarias, retira e evita que as outras fragSes o fagam.

Sdo assim conhecidas, por siglas derivadas do inglés:

- HDL: High - density Lipoproteins ( Lipoproteinas de Alta densidade) .
- LDL: Low - density Lipoproteins ( Lipoproteinas de baixa densidade).
- VLDL: Very - low - density Lipoprotens ( Lip. de muito baixa dens).
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2- Métodos utilizados para analises bioguimica:

O método mais usado para analise bioquimica, é o método colorimétrico.

O método colorimétrico constitui em fazer a leitura da rea¢do entre uma
substdncia quimica com o material bioldgico, que proporcionara uma cor que
sera lida por um aparelho denominado espectrofotémetro, que nos dara ..n
resultado numérico que serd calculado por uma férmula especifica para cada
reacdo, para transforméa-lo em dosagem. E assim poderemos dosar as
substancias no material bioldgico.

Os métoces atuais utilizam enzimas para produzir a reagfo que produzira
cor. Por isso sdo denominados Métodos Enzimiticos.

Em todos os Kits encontramos um quadro como o visto a seguir. Seja para
dosagem de Glicose, Colesterol ou qualquer outra substancia, a técnica ¢ a
mesma, variando as vezes os volumes. : :

. Claro que os reagentes de cor séo especificos para cada substincia e os

filtros no espectrofémetro também.
Entretanto, a técnica descrita a seguir é comum a todas as determinagdes

na bioquimica,
TECNICA

|- Tomar trés tubos de ensaio e proceder como a seguir:

' BRANCO TESTE PADRAOQ |
Sol. Padrio Glicose |  —ccoem | emeeeee 10 pl l
Amostra | —eeem- T N s |
Reagente de Cor 1 ml _ 1 ml | ml f

2- Misturar e colocar em banho a 37°C por 10 minutos.

3. O nivel da dgua deve ser superior o nivel do reagentes nos tubos de ensaio.
4- Apés 10 minutos, retirar do Banho Maria e fazer a leitura no
espectrofotdmetro, selecionando o filtro 450 nm, acertando o zero com o
branco. -

5- A coloragdo é estavel por 15 minutos.
6- Apds obter as absorbéncias dos tubos testes e do tubo padrio, fazer os

calculos utilizando a formula abaixo:

mg/dl = Absorbancia do Teste x 100

Absorbancia do Padrio
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Unidade XV - Imunologia

1- Introducio:

E a ciéncia que se dedica ao estudo do sistema imunolégico. A nossa vida
depende de uma * Guerra Biologica ", travada entre nosso sistema de defesa e

NOsSsSOS agressores.
Por ser uma ciéncia relativamente nova, existem muitas colsas a serem

esclarecidas. Entretanto, por mais contraditorio que possa parecer, grandes
avancos e descobertas estdo sendo feitas gragas a doencas como a AIDS, por
exemplo. |
Nesta unidade pretendemos passar alguns conceitos basicos da imunologia
e também alguns testes imunolégicos que fazem parte da rotina laboratorial.

7- Fundamentos e Conceitos:

a) Tipos de Imunizag¢ao:

- Passiva: O organismo ndo elabora suas defesas, recebe prontas. Por esse

motivo esse tipo de imunizagdo é passageiro.

- Ativa: O organismo ¢ estimulado a produzir f‘,ués' defesas. Neste caso temos
um tipo de imunizagdo mais longa. " L .

- Natural: Ocorre sem a intervencdo do homem, seguindo apenas as leis da

natureza. _
- Artificial: Ocorre interven¢io do homem, manipulando os agressores €

estimulanda nossas defesas em laboratorio.
Com base nos conceitos acima podemos entio classificar como:

Imunizacio Passiva Natural: Leite Materno, onde através do Colostro, o
recém-nascido desde suas primeiras horas de vida recebe de sua mae

anticorpos prontos.

Imunizacio Passiva Artificial: E o caso dos soros onde os anticorpos sdo
produzidos em laboratério e introduzidos no organismo para combater o
agressor. Os soros antiofidicos s&o exemplos classicos.

Imunizacio Ativa Natural: A propria doenga, onde © sistema imunologico €
estimulado a produzir suas detesas em pleno ataque.
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»

Imunizacio Ativa Artificial: Vacina, onde é colocado parte do agente
agressor no organismo, capaz de estimular a criagdo das defesas, sem
entretanto, desenvolver a doenca.

Antigeno: E 0 nome do corpo estranho ao nosso organismo que portanto deve
ser combatido. Virus, bactérias, protozodrios, fungos, vermes, células mortas
de nosso proprio organismo, espermatozéide no organismo feminino. Todos
sdo considerados corpos estranhos e devem ser combatidos.

Anticorpos: So proteinas especificas, criadas para o combate exclusivo a um
s tipo de antigeno, onde se liga perfeitamente, dai tamanha especificidade.

Imunidade Especifica: Feita pelos anticorpos que séo criados a partir da

presenca do antigeno em nosso organismo. :
Imunidade Inespecifica: Feita pelos globulos brancos, os Leucdcitos, que s&o

células presentes em nosso sangue, sempre de prontiddo para responder a
qualquer chamado de alerta. Também existem os Macréfagos, células que
englobzm os corpos estranhos e retiram de nosso organismo através do

sistema iinfatico.

b) Fundamentos da Pesquisa Imunlogica:

Em rmuitos diagndsticos de doengas é muito dificil, e até mesmo
impossivel encontrar,.o antigeno no corpo do portador ou doente.

[magine como seria complicado encontrar o virus da AIDS em todos 0s
portadores ou pacientes, se tivéssemos que vasculhar a presenca deste nos ja
microscépicos LinfocitosT. Ou ainda, para diagnosticar a Sifilis, teriamos que
lesar nervos na tentativa de se encontrar o Treponema pallidum. :

Como poderiamos diagnosticar uma gravidez ou simplesmente determinar
o tipo sangilineo de uma pessoa? - | ,

A resposta a estas todas dificuldades é muito simples e clara: Jaqueos
Anticorpos sdo criados a partir da presen¢a do Antigeno, para descobrirmos se
hé o antigeno; pesquisamos o anticorpo no soro do paciente. | '

Por isso podemos classificar os ensaios imunolégicos com o Métodos de
Pesquisa Indiretos. .

Por exemplo, se existem anticorpos contra o virus da AIDS em um
paciente, é porque ele possui o virus em seu organismo.

Entretanto, ndo basta saber apenas se existe ou ndo anticorpos.
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Para muitas finalidades (diagndstico, monitorizagdo de tratamento,
diagndstico diferencial) .
precisamos saber a quantidade de anticorpos.

Dai temos os Métodos de Pesquisa Qualitativo, que respondem se ha ou
ndo anticorpos no soro do paciente, e os Métodos de Pesquisa Quantitativo,
que nos informam a quantidade de anticorpos presente no soro. '

¢) Visualizacio dos Ensaios Imunolégicos:

Tanto os antigenos quanto 0s anticorpos sdo estruturas que dificultam a
visualizacdo, mesmo quando ligados, nas reagdes “in vitro”. Por isso lan¢amos
mao de técnicas que facilitam a formacio do complexo Antigeno-Anticorpo

(Ag-Ac). Sdo elas:

-RIA ( radio immune assay)- Radio Imuneo Ensaio- Duas substancias
quimicamente iguais sa0 colocadas para competir por um anticorpo-especifico.
Uma das substancias ¢ marcada isotopicamente e a outra ndo marcada ( a ser

doseada).

- Imunoeletroforese- As proteinas apresentam cargas positivas e negativas.
As imunoglobulinas siio proteinas globulares presentes no soro, responsdveis
pelas respostas imunologicas. Ao passar uma corrente elétrica por uma tira de
acetato de celulose, temos o arraste e a separagio das imunoglobulinas pela
tira de acordo com a atragdo pela corrente elétrica.

- Imunofluorescéncia- Baseia-se na capacidade que possui 0 corante
‘sotiocianato de fluoresceina de incorparar-se a moléculas de anticorpos sem
entretanto comprometer a formagdo do complexo Ag-Ac. Se houver a
formacio do complexo ele podera ser visto quando exposto a luz de
determinado comprimento de onda, de forma fluorescente. |

- Aglutinagio- Quando ocorre a formagao do complexo Ag-Ac, o sistema
onde se encontram sofre uma alteragdo visual caracterizada pela precipitagao
das particulas ligadas. Utilizamos particulas de alto peso molecular, o que
favorece a precipitagfo, entretanto inertes, que no atrapatham a formacéo do

complexo.
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3- Métodos de andlises imunolégi‘cas:

- Inibicdo de aglutinagiio pelo latex no teste de Gravidez:

Amostra: urina e soro
Neste exame € pesquisado na urina e no sorp o hormdnio gonadotrofina

coridnica (HCG), que esta presente apos a fecundagéo. Podem aparecer
também até em pessoas do sexo masculino nos casos tumorais.

Deve ser colhida a urina de manh4 para pesquisa, pois neste periodo o
horménio vai estar mais concentrado.

Vlateriais:

L amina de fundo escuro, conirole positivo, controle negativo, espatulas.

Procedimento:

¥

- Homogeneizar a urina.

2- Pingar uma gota de urina na placa de fundo escuro. N
3- Pingar uma gota de anti- hCG.

4- Homogeneizar com a espatula por 30 segundcs.

5- Adicionar uma gota de latex.

6- Homogeneizar e ler em até Zminutos.

Resultado:
Néo aglutinacgfio: Positivo Aglutinacio: Negativo

~ YDRL:

E derivado do nome : do Laboratorlo de pesquisas venéreas, onde f01
desenvolvido o antlgeno VDRL.

Este antigeno € utilizado para detectar a presenca de anticorpo no soro > que
é extraido do sangue ou liquor.

Este teste serve para que ao detectar a presenga de anticorpo no material
biologico.
Agente da sifilis — Treponema pallidum

No soro devemos inativar o sistema complemento, que pode interferir na
reacdo, no banho Maria a 56°C em 30 minutos.

Nio usar soro lipémico, pois pode ocorrer reagiio cruzada.
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Preparo da solugio antigénica:

1- Preparar a suspensio a cada dia de trabalho.

2- Pipetar 0,4ml de salina tamponada para frasco de vidro.

3. Adiciopar 0,5ml de antigeno diretamente sobre a salina, agitando
suavemente a solugéo. '

4- Adicionar 4,1ml de salina tamponada.

5. Homogeneizar a solugao cada vez que for usar.

Procedimentio:

Em uma placa de KLINE, pipetar:

1) 50 ul de soro + 50 ul da suspensac antigénica.
2) Homogeneizar pot rotaco duranie 5 minutos.

3) Fazer leitura no microscépio na objetiva de 10X.

- O teste positivo apresenta floculacio
. No caso de positive fazer diluigzo do soro para obter o teste quantitativo.

Unidade VI - Hematologia

1- Introducio:

E o estudo do sangue, que € 2 porgdo liquida do interno que circula
rapidamente dentro de um sistema fechado de vasos que recebe o nome de
_sistema circulatério. Sy

Em sua constituigio encontramos um liquido que apresenta células em
suspensdo. - _ o

Uma das caracteristicas do sangue & a constancia de sua composigdo
* quimica e propriedades fisicas, 0 que assegura o funcionamento do organismo.

A Homeostase € 0 mecanismo que garante essa constancia ¢ a renovagdo
_do sangue, que acontece com a entrada e saida de substancias. - '

g g

O equilibrio € mantido com uma estreita faixa de variagdo através:

2) Rapidez na.saidade substincias quando em eXCesso.

b) Rapidez na entrada de substincias quando escassas.

¢) Mecanismo intrinseco do sangue de neutralizacdo.de 4cidos e bases.
d) Atividades de 6rgéose tecidos.
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2- Constituicio do Sangue:

O sangue é constituido de duas fragdes combinadas, na proporgdo de 55%
para plasma e 45% para células.

O plasma contém 95% de 4gua que serve de solvente das substéncias
orginicas e minerais e ainda veiculo para as células, moléculas e ions.

A porgio celular apresenta trés tipos de células em suspensio no plasma:
a) Globulos vermelhos, hemécias ou eritrécitos.
b) Glébulos brancos ou leucécitos.
¢} Plaquetas ou trombocitos.

Dentro desta composi¢do, a hematologia se dedica ao estudo das células
descritas acima, quanto a quantidade e qualidade destas células, das

e

substancias e moléculas responsaveis pela coagulagdo sangliinea e
“identificagdé dotiposangilineo.”

S SaNGUETOTAL
SR 8% DO PESO

: CORPORA!_.
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3- Formacio do Sangue:

- Piasma:

B formado a partir da 4gua ingerida, de alimentos, da difus#o e trocas
liquidas entre os varios compartimentos do Organismo.

t
!

- Substincias Organicas: o

S#o provenientes da ingestéo dos alimentos que sdo absorvidos no
intestino. Através da corrente sangiiinea chegam as células, onde sdo
transformados através de reagdes quimicas mediadas por enzimas, em energia

e material de reposigdo celular. |
Dessas reacdes sdo também formadas novas substincias quimicas que,

novamente na corrente sangiiinea, vdo para os rins, de onde s&o eliminadas do
Organismo.

- Células Sangtiineas:

As hemicizs, plaqueias e leucdeitos granuldeitos sao formados na Medula

Ossea. _
Linfécitos e mondcitos tem origem no Linfonodo e Bago. Estes érgaos

atuam também na eliminagdo das células do sangue envelhecidas.

4- Funcoes do Sangﬁe:‘

a) Respiracio- Transporta oxigénio dos pulmdes para os tecidos e Gas
carbdnico dos tecidos para os pulmdes através da hemoglobina presente nas
hemadcias. : ' - .

b) Nutrigio - Transporta os principios nutritivos fornecidos pelos alimentos
ou transformados no metabolismo nas células, que os utilizam ou armazenam.

¢) Excreciio - Transporta os residuos do metabolismo para os drgéos de
excrecio. ‘

d) Correlagio Humoral - Transporta secregdes e hormonios de um drgéo
para outro, mantendo a correlagfio das fungBes do organismo.
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e) Regulagio do Balango Hidrico - A agua difunde-se pelos compartimentos
do organismo e esse movimento € regulado péla pressdo osmotica do sangue.

f) Regulac¢io Térmica - Os liquidos acumulam grande quantidade de calor
que mantém a temperatura corporal, que ¢ distribuido pela corrente sangiliinea.

) Regulagio do equilibrio idnico e Acido-Basico - Mantém o pH ideal de
7.4, através das trocas de eletrolitos e proteinas.

h) Regulacio da pressiio sangiiinea - Varia o volume de sangue circulante.

i) Hemostasia - A fluidez do sangue é mantida por substincias coagulantes e
anticoagulantes dissolvidas no plasma.

N

j) Imunidade -~ Transporia leucociios, anticorpos € substancias
imunologicamente ativas. )

5. Exames realizados na Hematologia:

O exame hematologico é dividido em trés etapas:

- Eritrograma
- Leucograma
- Coagulograma

- Eritrograma:

E o estudo da Série Vermelha, ou se ja, das Hemacias.

Nestes exames sdo avaliados vérios aspectos referentes a esta célula, que
dentre outras caracteristicas particulares, é a que se a mais numerosa do
sangue. Para cada Leucdcito {(glébulo branco), existem 500 hemacias e 30
plaquetas. '

. A vida média de uma hemécia é de 120 dias. A hemacia € uma célula
anucleada e possui como recheio a hemoglobina, que é uma proteina |
conjugada com quatro grupamentos heme, contendo ferro, ligados a proteina
globina. ,

A presenca do atomo de Ferro do grupo Heme é o que produz a coloragdo
vermelha do sangue. O transporte de Oxigénio e Géas Carb6nico se déd com a
ligacdo desses gases ao 4tomo de Ferro presente na estrutura.
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Estrutura da Hemoglobina: ‘ )
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Forma da Hemaicia:

A hemdcia mede 7,211 de frente, 2,21 de perfil e sua constltulgao quimica
apresenta 65% de Agua, 30% de Hemoglobina e 5% de lipidios, Proteinas,

Sais e Enzimas:

de lado
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Contagem de Hemacias:

4

Consiste na determinacdo do nimero de hemécias por 1 ul de sangue.

O sangue é diluido na proporg@o de 1:200 com o liquido diluidor 1sotdénico
contendo um fixador para conservagdo da forma celular.

O sangue para essa contagem deve ser colhido com EDTA.

Valores Normais:
Homens ~===n---=====--~ 4.500.000 a 6.000.000 por pl de sangue.

Mulheres ~--=mr-r==v--= 4.000.000 a 5.300.000 por ul de sangue.
Recém-nascidos ------ 5.500.000 a 7.000.000 por pl de sangue.

A contagem manua! é feitana Camara de Neubauer, nas 4 regiesHeo
resultado € mu!uplxcado por 10.000.

1 . [ mm . | mm .

1 LA
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e B A
= B EE
B SEmmniEaEeS

THHA i
L llf !! l:

T
[=1/14 mm’ D H=1/25 mn E 1 /490 mw?

Para a contagem na regido H utiliza-se a objetiva 40X e para as regides L,
a objetiva 10X. -

T inm
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A diluicdo 1:200 é obtida usando a pipeta de hemoglobina onde mede-se

0,02 ml de sangue e acrescenta-se no liquido diluidor.
Para a contagem usamos o esquema abaixo onde sio contadas apenas as

estruturas em preto:

N

PO T COHL TR A —eu«w»vh‘*_ncn\.m._.. ReEIH 2 A

Lt A A R AR el e oot e e 67 &

Dosagem da Hemoglobina:

O método utilizado é o da dosagem da Cianometahemoglobina:

1- Coloca-se 5 ml l{ouido de Drabkin em um tubo de ensaio.
2- 20ul de sangue com EDTA, homogeneizando bem.

3- Repousar por 10 minutos.
4- Fazer a leitura no espectrofotometro, no comprime

acertando o zero com o liquido de Drabkin.
O resultado é obtido multiplicando a absorbancia da amostra pelo fator.

O fator é encontrado utilizando uma solugfo padréo, medindo a
absorbincia desta solucio e depois aplicando os valores na férmula abaixo:

nto de onda de 540 nim,

Fator = Concentracdo do padrio
Adsorbéncia do padrio

Valores normais:

Homens: 15,52 17,3 g/d!  Mulheres: 13,8 a 15,5 g/dl
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Hematderito:

£ o volume de hemécias expresso como porcentagem do volume de uma
amostra de sangue total, ou seja, mililitros de hemdcias por decilitro de

sangue.
Sua determinagdo ¢ feita por centrifugagdo do sangue contido em tubo

capilar na centrifuga de microhematécrito, cuja velocidade de centrifugacdo €

de aproximadamente 15.000 rpm.
A leitura é feita na escala para leitura do microhematdcrito:

10
W &=
30
0
{0
%
40
0 E
N =
10
0

Valores normais:

Homens: --~==--=-=n====~ 47% £ 7
Mulheres: -~=-n-m==mr--== 42% £ 5
Criangas: 35% %5
Recém-nascidos: ------ 56% +10

~ VHS - Velocidade de Hemossedimentagiio:

Mede a estabilidade da suspensdo de hemacias no plasma.

Utilizamos a pipeta de Westergren, que possui graduagio de 0 a 200 mm,
com didmetro interno de 2,5 mm € capacidade de lul.

Apos preencher a pipeta com o sangue coletado com anticoagulante,
prende-la ao suporte de VHS e marcar o tempo de leitura.

A leitura deve ser feita em milimetres ap6s | e 2 horas, a0 nivel de
separagio de plasma € hemdcias.
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Valores norimais: ‘
Apds | Hora Apds 2 Horas
Homens =--===-========= 3a5mm ~ 7al5mm
Mulheres ---==m—-=~---== 4 a7 mm 12217 mm
Criancas -=----=--====="" 4 a7 mm 12al7mm

indices Hematimétricos

Os indices hematimétricos s30 usados para a classificacao morfoldgica das
ariemias.

a) VCM (Volume Corpuscular Médio)

VCM = Hematderito x 10 VN =82 295 fl (fentolitros)
Hemacias por mm’

b) HCM (Hemoglobina Corputscular Média)

HCM= Hbx10 VN =27 a 32 pg {picogramas)
hemaécias ‘ |

¢) CHCM (Concentragao da Hemoglobina Corpuscular Meédia)

CHCM = Hbgx 100 VN =30 236 g/dl
Ht
- Leucograma:

£ o estudo dos Leuctcitos ou Globulos brancos.

Sio classificados morfologicamente em granuldcitos e agranuldcitos.

Os granulécitos tem O citoplasma granuloso e s3o formados na medula
dssea.

Os agranul6citos possuem o citoplasma homogéneo, sem granulagdes e se
formam em orgdos linféides, como 0 bago, o timo e a Imensa rede de génglios
linfaticos que se distribui por todo o corpo. _

Portanto os granulécitos tem origem mielocitica e os agranuldcitos tem
origem linfocitica.
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Entre os granulocitos, diferenciam-se 0s acidofilos ou eosindfilos, os
basélilos e os neutrdtilos, conforme demonstram maior afinidade por corantes
acidos. basicos ou neutros, respectivamente.

A apresenta¢do do nlcleo, com um volume tinico ou segmentado em
lobos. permite a identificacdo dos diversos tipos de leucécitos, assim como a
coloracdo que apresentam, apos a confeccdo de um filme sanglineo corado.

No seu papel de defesa do organismo, 0s leucdcitos atravessam as paredes
dos finos capilares sangiiineos indo atacar os micreorganismos invasores nos
tecidos vizinhos.

Essa passagem dos leucocitos pela parede dos capilares sangiiineos recebe

o nome de Diapedese.

Morfologia dos Leucocitos:

4
Y
/

Y d -a\“-‘»/.
Linfécito Mondcito Bastonete

1

f. L]
-l '%‘

Ny agyrt

AL

Segmentado Eosindfilo Basofilo

No sangue de um individuo sadio, existe um nimero considerado normal

de cada um dos leucéeitos. :
O aumento do nimero de leucécitos deve ser observado sob dois aspectos:

- Noamero Global ou Absoluto.
- Numero Relativo.

Por exemplo, sabe-se que 03 cosinéfilos sio responsaveis pelo combate de
certos tipos de infecgio. Se um individuo se queixa de dores abdominais 20
médico e em seu leucograma foi verificado um aumento do namero de
cosinéfilos, as chances do quadro clinico ser provocado por uma verminose
sdo altas, j& que os eosinofilos combatem este tipo de infecgfo.

Para se confirmar o diagndstico e prescrever o tratamento adeguado, o
médico pode solicitar um exame parasitologico de fezes. '
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Contagem Global de Leucécitos: .

O sangue ¢ diluido na propor¢ao de 1:20 com liquido diluidor que
hemolisa as hemécias e cora o ntcleo dos leucdcitos pelo azul de metileno. |

Apds preencher a Camara de Neubauer (pag. 72), fazer a contagem nas 4
regides L e multiplicar o nimero encontrado por 50. ‘

Valores Normais:

Adultos --- B 5.000 a 10.000 por pl de sangue.

Recém-nascidos ==--—m=m=rm-mmmmosasn 10.000 a 25.000 por pl de sangue.
Criancas de ] ano =--=-~=s-m=m=s=r=m=m" 6.000 a 18.000 por pl de sangue.
Criangas de 4 a 7 ANOS ~-nmmmmmmmmmmn 6.000 a 15.000 por pl de sangue.
Criancas de 8 a 12 anos ---—--=--- ---- 4,500 a 13.500 por pl de sangue.

Contagem Diferencial de Leucocitos:

~ Para se efetuar tal contagem, devemos proceder a confecgdo de um filme
sangiiineo, através da extensdo € coloragao.

Preparo e colorac¢io de do filme sangiiineo:

1- Utilizar lamina limpa, completamente desengordurada e seca.

5. Identificar o esfregago com o nome ou nMeEro do paciente.

3- Homogeneizar levemente 0 sangue previamente colhido com EDTA.

4- Colocar uma gota de sangue em uma das laterais da 1amina. '
Pegar outra lamina e coloca-la sua bordo contra a superficie da ldmina
com a gota de sangue, na frente da gota de sangue.

Deslizar a lamina apds volta-la até a gota de sangue para que forme uma
pelicula fixando as células na Jamina. = '

Lh
t

N
'

Coloracio do filme sangiiineo:

Método de Leishman:

Preparo do corante: 2 g de pd de Leishman, 1 litro de alcool metilico:
(metanol). Filtrar aps ¢ preparo (pH deve ser neutro).
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Procedimento:

1- Colocar a ldmina com o filme seco na cuba de colorag&o.
-2~ Corar a ldmina com leishman durante 4 minutos.
3- Acrescentar 4gua destilada com pH de 7,0 sobre a ldmina com o corante e

deixar mais 7 minutos.

£ DRECA0 DISTENOE &
G GOTADE PELICLUA DE SANGUE
DISTENSORA  SANGUE DISTENDIDO
Db CORFO CABECA
\\ i e
ASPECTO HACROSCOPICO

ASPECTO MICROSCORICO gy

1#APRESTAVEL PARA (ONTAGEM IDEAL PARA CONTAGEM WAPRESTAVEL PARA CONTAGEM
MUTTO FNO BOA DISTRIBUICAD ~ humo £SPESSO

Apés a extensdo e coloragdo do filme sangiineo, fazemos a leitura ao
microscépio utilizando a objetiva de imerséo (100X).
A leitura € feita contando 100 células e marcando no contador diferencial
de células: Pode ser realizada a contagem pelo método ziguezague ou pelo

método lengitudinal:

TIGUEZAGUE | LONGITUDINAL
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Coagulograma:

S3o0 exames que analisam as condicdes de coagulagdo sangiiinea do
paciente. '

A Hemostasia é o processo pelo qual o sangue permanece liquido no
sistema vascular, apesar das lesdes que venha a sofrer.

Em ultima analise o coagulograma verifica se o organismo tem condigdes
normais de Hemostasia. '

Os fatores de coagulagdo sangliineo foram denominados pelos algarismos
romanos de [ a XIII, com exclusio do VL.

Podemos determinar trés fases no processo de coagulagdo, descrita como
reacdes em cascata:

Na Fase I ocorre a formagdo da Tromboplastina, que na Fase I atua sobre
a protrombina, transformando-a em Trombina .

A Fase 11 tem a acdo da trombina, que transforma o Fibrinogénio em
Fibrina. |

A rede de Fibrina formada favorece a agregacao plaquetdria, processo que
se conclui minutos ap6s a lesdo do vaso, com a formacdo do Tamp@o de

plaquetas e fibrina.
Testes para o estudo da coagulaciio e hemostasia:

{- Testes de fungdio vascular € plaqueta’iria:
- Tempo de sangria =
- Fragilidade Capilar

5. Testes de Coagulag@o Global:
- Tempo de coagulagdo do sangue total
- Tempo de Tromboplastina parcial

3- Testes da Fase II:
- Dosagem de Fibrinogénio
- Testes para fibrinélise

4- Testes de Fase I1:
- Tempo de protrombina (Sistema Extrinseco)

5- Testes da Fase I:
- Tempo de Tromboplastina parcial e
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6- Testes de fungio plaquetdria: .

- - Retragdo de coagulo

- Tempo de sangria

TS - Tempo de Sangramento:

Avalia a atividade plaquetdria. Efetua-se a pun¢do com uma lanceta no
lobo da orelha ou dedo. Espreme-se a primeira gota, aciona-se o crondmetro,
enxugando de 30 em 30 segundos com papel de filtro, até ndo sangrar mais.

Valor Normal: 1 a 3 minutos.

PL - Prova do Laco:

E também conhecida como prova da fragilidade capilar. Consiste emn

promover um obsticulo a0 retorno venoso, para observar o numero de

petéquias cutdneas que aparecem por unidade de superficie em zona diferente

ao local de obstrugdo.
1. Coloca-se um manguito de urn aparelho de pressdo, ir%s,uﬂando-o, ou pode

ser também utilizado o garrote, no MS, durante 5 minutos
2- Observa-se o n° de petéquias formadas apds retirar o garroteamento
3- Acima de 5 petéquias contadas é positivo
4- Abaixo de 5 petéquias contadas é negativo

TC - Tempo de Coagulacio:

Neste teste, avalia-se o mecanismo extrinseco e intrinseco da coagulacio.

Ap6s coletado o sangue em dois tubos, aciona-se o crondmetro, colocando

os tubos em banho Maria a 37°C, até formar coagulo.
O valor normal do tempo de coagulagdo e de 5 2 10 minutos.

RC - Retragio do Coagulo:

Mede a retracdo da fibrina, apds a coagulagdo do sangue, pela quantidade
de soro que é expelida pelo codgulo.

l- Coloca-se Iml de sangue em um tubo séncavo graduado, arrolha-se o tubo
para evitar a evaporago e deixa o tubo em banho Maria 37°C por 2horas.
2- Despreza-se o codgulo-e verifica o volume do soro '

~
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3. Aretracio é representada em porcentagem de soro liberado em relagéo ao

volume total do sangue.

Valor Normal: 40 a 50%

.-.—..'.:.ﬂ_:-_g.q... IR :‘ﬂ M -:u.'._»ﬂ-;:-.n--.

VoV

T30 SANGUE  (DAGULOESORD  SCRO (035UL0

Determinacio dos Grupos Sangiiineos e Sistema ABQ:

Os fatores responsaveis pela ocorréncia dos grupos sangiiineos pertencem
a0 grupo de substéncias como antigenos e anticorpos.

Sempre que uma substincia estranha € introduzida no organismo este
produz uma substincia neutralizante que reage fisica & quimicamente com a
primeira. A substincia estranha é denominada antigeno € a substéncia
produzida de anticorpo. B

A reagdo entre um antigeno e um anticorpo ¢ especifica, eqiiivalendo dizer
que um antigeno reage somente com O s€u anticorpo-correspondente. O poder
de produzir anticorpos & um fendmeno de imunizagfo ou adaptago
fisiologica. ' ' S

N sistema ABO, aglutininas € aglutinogénios sdo distribuidos conforme o
quadro a seguir, sendo ocorréncia natural a presenca das aglutininas ao
contrario do sistema Rh, onde aparecem por estimulo antigénico.

a

Grupo Aglutinogénio nas Aglutininas no
Sangilineo heméAcias . S0T0
A A Anti-B ou 3
B B Anti-A ou «
AB - AB Nenhuma
® nenhuma LAnti_ A e Anti-B
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+

As hemacias contendo aglutinogénio de um determinado grupo sangiiineo
sofrem aglutinacdo quando em presenga da aglutinina correspondente. Assim
os antigenos dos grupos sangilineos sao denominados aglutinogénios e 03
anticorpos correspondentes, aglutininas.

No do sangue ocorre hemaglutinagéo &, quando na mesma especie,
isohemaglutinacio. No mesmo sangue nao existem aglutinogénio e aglutinina
que reagem gspecificamente. '

A classificacdo dos grupos sangilineos do sistema ABO pelos soros
padrdes anti-A ¢ anti-b é determinada pela presenga ou auséncia de
aglutinogénios A e B nas hemacias.

Pesquisa dos Aglutinogenios:

Consiste em misturar na superficie de uma lamina de microscopia o
sangue a ser classificado e 0s SOros padrdes anti-A e anti-B.

vlateriais:

|.Laminas comuns de microscopia.

2.Soro anti-A e anti-B.

3.Palitos de madeira.

4.Sangue a ser testado colhido em EDTA ou em pungdo digital.
5.Pipetas ou conta gotas.

6.Visor para leitura.

Procedimento:

|. Colocar uma gota de sangue homogeneizado colhido em EDTA, em ambas

extremidades de uma l&mina. .

Colocar uma gota de soro anti-A, do mesmo tamanho que 2 de sangue,

préximo & gota de sangue na extremidade esquerda da ldmina,

3. Colocar uma gota de soro anti-B, do mesmo tamanho que a de sangue,
proximo 4 gota de sangue na extremidade direita da ldmina.

4. Misturar com um palito, usando uma extremidade para cada soro.

5 Fager a leitura sem aquecimento, por movimentos uniformes de oscilagéo,

antes de haver concentragdo do material por evaporacao ou secagem, O que

acarretara resultado falso positivo.

O tempo para leitura é de um minuto.

Leitura dos resultados.

(]

~ o
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Suyrg anti-a S0 anti-h Sorer biti-d Sore anti-h

Fi aglutinagia em anti-a. Ha aglutinagio em anti-b.

Sy antied Sesery anti-ly SO anfia Sase0 dirti-b

Naw ha aglutiea 2o, Hi 2glutinagda nos gois soros.
e —s
jovitapo O ] = )
Lrpo AE

DETERMINACOES NO SISTEMA Rho (Dj:

Nas hemaécias de aproximadamente 85%% dos individuos existe um
aglutinogénio importante denominado Rh. Pela injecio de sangue de Macacus
rhesus, sendo consideradas Rh positivo. Nos cascs restanies ha auséncia do
aglutinogénio e sdo consideradas Rh negativo. ‘

Ao contrario do sistema ABO, onde as aglutininas ocorrem naturalmente,
no sistema Rh os anticorpos 530 imunes, sé aparecenco pela indugiic do
antigeno. O individuo ndo possui aglutinina correspondente ao Rh. INo
entanto, um individuo Rh negativo, recebendo sangue Rh positivo produz, a
aglutinina especifica. A grande importancia deste aglutinogénio € provocar ¢
aparecimento de aglutinina. |

No sistema ocorrem dois tipos principais de anticorpos anti-Rh:

Os aglutinantes, ou completos, que aglutinam rapidamente os.glébulos

~contendo antigeno correspondente em meic salino. Os anticorpos
bloqueadores ou incompletos se fixam 2o antigeno Rh dos glébulos sem
provocar aglutinacfo, bloqueando ainda a acdo dos anticorpos aglutinantes.

A aglutinagio torna-se evidente pelo uso da antiglobulina humana.

A determinacdo do sistema Rh € conseguida pela aglutinag@io de hemécias
Rh positivo pelo anticorpo especifico anti-Rh.

Determinacio do Fator Rho(D):

Consiste em misturar na superficie de uma ldmina de microscopia o
sangue a ser classificado e o soro anti-Rh.
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Visor para leitura aquecido a 40°C.

L.

2. LAmina quadriculada de vidro que se adapte ao visor.

3. Pipetas ou conta-gotas.

4. Palitos de madeira.

5. Soro anti-Rho (D)

6. Sangue a ser testado colhido em EDTA ou por pungao digital.

Procedimento:

|. Sobre um dos quadrados da lamina quadriculada, adaptada ao visor ¢
aquecida a 40°C, por meio de uma ldmpada, colocar uma gota do sangue
colhido em EDTA. No quadro logo abaixo colocar duas gotas do mesmo
sangue.

2. Sobre as duas gotas acrescentar uma gota do soro anti-Rh. A gota
testemunha, no quadro superior, nada acrescentar.

3. Misturar com o palito de madeira.

4. Fazer a leitura girando o visor, permitindo que a mistura escorra de um
lado a outro do quadro.

Resultados:

Sao verificados por preseng¢a ou auséncia de aglutinaggo.

. HemaAcias Rh positivas sdo aglutinadas em menos de dois minutos.

7 Hemacias Rh negativas ndo aglutinam ao fim de dois mmutos.

3. Hemécias da gota superior nfo deve aglutinar.

Consideracdes:

1. Na prova usar sangue recente € ndo hemolizado.

2. Nio usar hemdcias suspensa em solugdo salina.

3. Se o sangue a classificar for anémico, centrifugar e retirar o plasma

_ matitendo 40 a 50% de volume globular.

4. Se a gota iestemunha aglutina, existe divida também quanto a classificagio
do sistema ABO. Fazer entdo a classifica¢do inversa no sistema ABOe
reclassificar o Rh com hemécias lavadas em salina procurando esclarecer a
causa desta aglutina¢do inesperada. _

5. A prova pode ser feita em ldminas comuns de microscopia desde que

aquecidas a 40°C.
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-1dentificacio dos Antigenos “C” E “E” do Sistems; Rho (D):-+

O sistema Rh possui Varios aglutinogénios: D, C, E, Du, e, c, d, e outros.
- Q sangue D negativo deve ser testado para identificacio dos aglutinogénios C
e E.
Se houver aglutinacio do sangue com soro anti-C ou anti-E, o Rh €
considerado positivo para efeitos transfusionais. As hemécias contendo os
aglutinogénios C ¢ E so aglutinadas pelos anti-soros respectivos.

Materiais:

Visor para leitura aquecido a 40°C.
'Lamina guadriculada adaptada ao visor.
Pipetas ou conta-gotas.
Palitos de madeira.
Soro anti-CD e anti-CDE.
Sangue 2 ser testado colhido em EDTA ou por puncdo digital.

e e

Procedimento:.

1. Sobre a ldmina quadriculada adaptada ao visor colocar duas gotas de
sangue em dois quadros adjacentes um ao outro. A ldmina de estar 2
40°C. - '

Sobre a gota a esquerda colocar uma gota do soro anti-CD.

Sobre a gota & direita colocar uma gota do soro anti-CDE.

Misturar com palito de madeira.
Fazer 2 leitura girando o visor, permitindo que a mistura corra de um

lado para outro do quadro.

hoB L b

Resultados:

Se D é negativo fazer CD. A classificagdo € feita por excluséo:

Se CD é negativo fazer CDE. |

Se D é negativo e CD positivo o sangue serd C positivo.

Se D e CD sdo negativos e CDE ¢ positivo o sangue serd E positivo.
Usar sangue recentemente colhido sem hemodlise. Para o sangue anémico
acertar o volume de hemécias para 40-50%. A prova pode ser feita em
lamina de microscopia desde que aquecida a 40°C.

Av. Mutunépolis S/N, Setor Jardim Brasilia — CEP: 76550-000 Porangatu — Goias
www.sectec.go.gov.br / cep.porangatu@sectec.go.gov.br

Fone/Fax: (62) 3362-5800/5802 82




GOVERNO DE

SECTEC V4 E Estado de Goids GOIAS

SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA, ppE \ | Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo

TECNOLOGIA E INOVACAO PROGRAANACIONAL DE ACESSO Gabinete de Gestfio de Capacitagio e Formagéo Tecnoldgica

Centro de Educacéo Profissional de Porangatu

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Assumpcédo, J.C. Manipulacdo e estocagem de Produtos Quimicos e Materiais
Radioativos. In: Oda, L.M. & Avila, S.M. (orgs.). Biosseguranca em Laboratérios de
Saude Publica. Ed. M.S., 1998. p. 77-103. ISBN: 85-85471-11-5.

2. Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual de
gerenciamento de residuos de servigos de saude. Brasilia, 2006.

3. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Assisténcia a Saude. Manual de apoio
aos gestores do SUS: organizacdo da rede de laboratérios clinicos. Brasilia,
2001.

4. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Posto de Coleta.
Brasilia: Ministério da Saude, 2003.

5. Brasil. RESOLUCAO - RDC/ANVISA N°. 302. Dispde sobre Regulamento
Técnico para funcionamento de Laboratérios Clinicos. Brasilia. 2005.

6. DE LUCA R. R., ALEXANDRE, S. R., MARQUES T., SOUZA N. L. MERUSSE J. L.
B., NEVES S. P. Manual para técnicos em bioterismo S&o Paulo: Winner Graph,
1996.

7. DEVLIN, T. M. Manual de bioquimica com correla¢cdes clinicas. Sao Paulo:
Edgard Blucher, 2007

8. FISCHBACH, F. Manual de enfermagem exames laboratoriais & diagnosticos.
6.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000.

9. KONEMAN, E. W.; ALLEN, S. D.; DOWELL, V. R. Diagndstico Microbiolégico. 5°
Edicdo, México, D. F.: Ed. Médica Panamericana S. A., 2001.

10. LIMA, A. O.; DOARES, J. B.; GRECO, J. Métodos de Laboratorio Aplicados a
Clinica: Técnica e Interpretacdo. 82 edicdo. Rio de Janeiro: Editora Guanabara
Koogam, 2001.

11. MASTROENI, M. F.. Biosseguranca Aplicada a Laboratorios e Servigcos de
Saude. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 2003.

12. Manual e Regras Bésicas de Seguranca para Laboratérios. UFSC. Coordenadoria
de Gestdo Ambiental. Floriandpolis, 1998. SAVARIZ, M. C. Manual de Produtos
Perigosos - Emergéncia e Transporte. 2a Edicdo. Sagra - DC Luzzatto - Porto Alegre -
RS - 1994. Dux, J. P., Stalzer, R.F.,1988. Managing Safety in the Chemical
Laboratory. Van Nostrand Reinhold, New York.

Av. Mutunépolis S/N, Setor Jardim Brasilia — CEP: 76550-000 Porangatu — Goias
www.sectec.go.gov.br / cep.porangatu@sectec.go.gov.br

Fone/Fax: (62) 3362-5800/5802 83




GOVERNO DE

SECTEC Estado de Goids GOIAS

SECRETARIA DE ESTADO DE CENCIA, ppE EC Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo
TECNOLOGIA E INOVACAO PROGRAANACIONAL DE ACESSO Gabinete de Gestfio de Capacitagio e Formagéo Tecnoldgica

Centro de Educacéo Profissional de Porangatu

13. MOURA, R. A. Colheita de material para exames de laboratorio. Rio de
Janeiro: Atheneu, 1998.

14. MOURA, R. A; WADA, PURCHIO C., S, ALMEIDA, A., VERRASTRO, T. Técnicas
de Laboratorio. 32 edicdo. Editora Atheneu, 1987.

15. Recomendacfes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial para coleta de sangue venoso. 2. ed. Barueri, SP . Manole. 2010

16. STRASINGER, S. K. Uroanalise e fluidos bioldgicos. 3° Edicao. Premier, Sao
Paulo, 2000.

17. VERRASTRO, T. Hematologia e hemoterapia: fundamentos de morfologia,
fisiologia, patologia e clinica. 1.ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2005.

Av. Mutunépolis S/N, Setor Jardim Brasilia — CEP: 76550-000 Porangatu — Goias
www.sectec.go.gov.br / cep.porangatu@sectec.go.gov.br

Fone/Fax: (62) 3362-5800/5802 84




