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Resumo

Entre o inicio de maio de 2021 e o primeiro dia de outubro de 2021 tive a oportunidade
de realizar o meu estagio curricular no Hemobiolab, Laboratério de Andlises Clinicas da

Affidea em Castelo Branco.

Neste relatorio sao descritas atividades que desenvolvi durante o meu periodo de
estagio. Primeiramente é abordada a Hematologia, uma das valéncias que escolhi dar mais
énfase. De seguida ¢é abordada de forma sucinta a Bioquimica, onde fago uma descrigao mais
tedrica de um conjunto de determinagdes analiticas mais comuns no laboratorio e outras que
considero importantes. Seguidamente decidi dar relevancia a Microbiologia, onde a COVID-
|9 e a detegao do virus SARS-CoV-2 adquirem especial destaque e relevancia, considerando

a pandemia que vivemos. Por ultimo sao discutidos alguns casos clinicos.

E também feita uma breve caracterizagio do laboratério de estagio.

Palavras-chave: Analises Clinicas; Hematologia; Bioquimica; Microbiologia; COVID-19;

SARS-CoV-2; Affidea.
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Abstract

Between May 3™ and October ¥, | had the opportunity to complete my curricular
Y PP Y P M

internship at Hemobiolab, Affidea’s clinical analysis laboratory in Castelo Branco, Portugal.

This report describes activities that | have developed during my internship period.
Firstly, Hematology is addressed, one of the valences that | chose to emphasize. Next,
Biochemistry is briefly addressed, with a more theoretical approach of a set of most common
analytical determinations in the laboratory and others that | consider important. Then, |
decided to give relevance to Microbiology, where COVID-19 and the detection of the SARS-
CoV-2 virus acquire special prominence and relevance, considering the pandemic we are going

through. Finally, some clinical case studies are discussed.

A brief characterization of Affidea’s clinical analysis laboratory is also addressed.

KeyWords: Clinical Analysis; Hematology; Biochemistry; Microbiology; COVID-19; SARS-
CoV-2; Affidea.
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Introducao

O estagio curricular, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas pela Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, tem como principal objectivo o enquadramento pessoal
e profissional no normal dia-a-dia de um Técnico Superior de Saide num Laboratoério de
Andlises Clinicas. Este é um estagio multidisciplinar que para além da aquisicio de novos
conhecimentos, visa a consolidagao e aplicagdo dos aspectos tedricos e praticos, adquiridos

ao longo do curso, em ambiente de trabalho.

Entre o inicio de maio e o primeiro dia de outubro de 2021 tive a oportunidade de
estagiar no Hemobiolab, o laboratério de andlises clinicas da Affidea em Castelo Branco. Em
Portugal, o grupo Affidea marca presenga desde 2007 e encontra-se nos dias de hoje em 6
unidades hospitalares, dispoe de |6 clinicas médicas, 2 das quais sao policlinicas e 3
laboratorios centrais de analises clinicas (Castelo Branco, Lisboa e Porto) que abrangem mais
de 300 postos de colheita. O grupo Affidea é acreditado por quatro organizagoes
internacionais e todas as unidades da Affidea Portugal sao certificadas de acordo com a Norma

NP ISO 9001 (Affidea Portugal, [s.d.]).

A multidisciplinaridade inerente as Analises Clinicas e ao Analista, permitiu-me adquirir
conhecimentos e experiéncia profissional, durante este estagio, em diferentes areas como a
Microbiologia, a Hematologia, Técnicas Imunoldgicas, a Bioquimica Clinica e Técnicas de
Biologia Molecular na detegao de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real, assim como alguns

dos processos envolvidos na Gestao e Garantia da Qualidade.






I. Caracterizacdao do Laboratorio de Estagio

O laboratério de andlises clinicas da Affidea, encontra-se no interior da clinica, na
Quinta da Milha — Estrada do Salgueiro, 6000-168 Castelo Branco. O laboratério conta com
a direcao técnica da Dra. Ana Sofia Jorge, farmacéutica especialista em analises clinicas e
genética humana. Para além da Dra. Ana Sofia Jorge, a equipa laboratorial da Affidea Castelo
Branco é atualmente composta por mais 3 farmacéuticos, a Dra. Lidia Maguejo que assume as
funcoes de diretora técnica adjunta, a Dra. Idalina Melfe e o Dr. Armindo Fernandes,
farmacéuticos especialistas em analises clinicas e genética humana. Tive também o gosto de
conhecer o Dr. Marco Amaral, farmacéutico especialista em andlises clinicas e genética
humana, durante o meu periodo de estagio. Esta equipa conta também com 2 técnicos
superiores de saude, a Dra. Vera Santos, mestre em bioquimica e o Dr. Duarte Rocha, mestre
em ciéncias biomédicas. Varios técnico(a)s de andlises clinicas e técnico(a)s de colheitas, fazem

também parte da equipa do laboratério.

Este é um dos trés laboratérios centrais da Affidea Portugal e recebe amostras de
varios postos de colheita distribuidos pelos distritos de Castelo Branco, Guarda, Portalegre,
Santarém e Beja. Com o surgimento da pandemia, o modo de funcionamento e o fluxo de
amostras foi alterado, sendo que no primeiro pico da fase pandémica o laboratério recebeu e
processou cerca de 900 amostras para pesquisa de SARS-CoV-2 no pior dia de todos. Em
média, e em condi¢goes normais, o laboratério processa diariamente cerca de 600 a 700
amostras biologicas. O horario de funcionamento é das 8h30 as 18h30 de segunda-feira a
sexta-feira e das 9h as |3h aos sabados. Para além do Servico Nacional de Salde, existem
protocolos estabelecidos com outras entidades. O utente pode também fazer qualquer tipo

de analise clinica a titulo particular ou no ambito da higiene e seguranca no trabalho.

A entrada da clinica encontram-se os balcées de atendimento e auxilio aos utentes e
mais a frente a direita, duas salas de colheita com casa de banho. Os gabinetes da diregao
técnica, do controlo de qualidade, servigos administrativos e uma copa, estao localizados logo
a direita da entrada principal. No laboratério propriamente dito, este esta dividido pela secgao
da bioquimica, a secgao da microbiologia, a area da hematologia e a mais recente area da
biologia molecular, onde se faz exclusivamente RT-PCR em tempo real para a dete¢ao do mais

recente coronavirus.

Os equipamentos, parametros analisados e métodos de determinagao, estao descritos

na Tabela I:



Tabela I - Equipamento e pardmetros analiticos do laboratdrio.

Seccdo Equipamento Parametros avaliados Método
Hemostase e provas de
BCS® XP Coagulometria
coagulagao
VES-MATIC CUBE
30
Velocidade de sedimentagao Westergreen automatico
VES-MATIC CUBE
Hematologia
80
Hemograma completo e
Yumizen H2500
contagem de reticulécitos Impedancia com laser
Yumizen H1500 Hemograma completo
G8 HbA ¢ Analyser Hemoglobina glicada A HPLC
Identificagdo microbiana e Turbidimetria (na
VITEK® 2 Compact susceptibilidade a agentes susceptibilidade a agentes
Microbiologia antimicrobianos antimicrobianos)
Andlise sumaria de urina —
Atellica 1500 Refractometria
Urina tipo Il
V8 Nexus Proteinograma Electroforese
Zenit UP Autoanticorpos ELISA e IFA
Bioquimica ADVIA Centaur® XP
Bioquimicos Imunoensaios
ADVIA 1800
Liaison Anticorpos Quimioluminescéncia

Biologia Molecular = QuantStudio® 5 Genoma viral de SARS-CoV-2 = RT-PCR em tempo real

2. Hematologia Clinica

A hematologia é a ciéncia que estuda o sangue. Nas vertentes da clinica e laboratorio,
analisam-se as células sanguineas (eritrocitos, leucocitos e plaquetas), assim como os orgaos

hematopoiéticos: a medula 6ssea, o bago e os ganglios linfaticos (Keohane, Otto e Walenga,

2019).

Atualmente, a generalidade dos laboratorios dispoe de autoanalisadores que permitem
a determinagao dos parametros hematologicos rapidamente com um elevado grau de
fiabilidade. No entanto, o analista clinico, o farmacéutico ou o médico patologista continuam
a ser imprescindiveis na adequada andlise, interpretagao e valorizagao dos resultados. Tém um
papel fundamental na detecao de inUmeras alteragoes morfologicas que se podem observar
num esfregaco de sangue periférico ou num medulograma, auxiliando o médico no diagnostico

clinico (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).



A hematologia clinica, nas suas vertentes de diagndstico e terapéutica, esta em
constante interagao com outras areas médicas como a oncologia, a medicina interna e a imuno-

hematoterapia (Joaquim Chaves Salde, [s.d.]).

2.1.Hematopoiese

A hematopoiese abrange todos os processos de formagao, diferenciagao e maturagao
celulares do sangue (Figura I). Inicia-se na medula 6ssea com a finalidade de libertar para a
corrente sanguinea as células maduras e diferenciadas, que irao desempenhar as suas fungoes

(Associagao Portuguesa Contra a Leucemia, 2017).

O tecido hematopoiético esta presente na medula 6ssea, nos ganglios linfaticos, no
figado, no bago e no timo. Cada um destes 6rgaos desempenha o seu papel Unico para um
normal funcionamento da hematopoiese ao longo das suas diferentes fases (Sans-Sabrafen,

Besses Raebel e Vives Corrons, 2002).

A medula 6ssea é o tecido mais importante da hematopoiese. E la que se encontram
as células estaminais, que tém a capacidade de se dividir e autorrenovar, bem como de se
diferenciar nos varios tipos de células sanguineas. As células-tronco dao assim origem as
células progenitoras das linhagens mieloide e linfoide (Sans-Sabrafen, Besses Raebel e Vives

Corrons, 2002).

Nas criangas existe medula éssea em quase todos os ossos, ao contrario do adulto
cuja distribuicao é maioritariamente pelos ossos da bacia, esterno e costelas (Keohane, Otto
e Walenga, 2019). A constituicdo da medula éssea é propicia ao normal crescimento e
desenvolvimento das células estaminais (Anjos, Alvares-Silva e Borelli, 2000; Sans-Sabrafen,

Besses Raebel e Vives Corrons, 2002).
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Da linhagem mieloide derivam os eritrocitos (eritropoiese), as plaquetas
(trombopoiese), os neutrofilos, eosindfilos e baséfilos (granulopoiese) e os mondcitos

(monocitopoiese). Os linfocitos sao os Unicos descendentes da linhagem linfoide (lwasaki e

Akashi, 2007).

Pelo estimulo da eritropoietina, uma hormona produzida no rim, os eritroblastos dao
origem aos reticulocitos na medula 6ssea, que atingindo o seu estado final de maturagao,
originam os eritrécitos na corrente sanguinea (eritropoiese). Este estimulo pode ocorrer
quando existe uma diminuicao dos niveis de oxigénio, em situagoes de anemia ou hipoxia e
quando ha renovagao celular no fim de vida do eritrocito. Os eritrécitos sao transportadores
de oxigénio e dioxido de carbono (Dzierzak e Philipsen, 2013). O oxigénio é transportado
dos pulmoes para todos os tecidos do corpo humano e o diéxido de carbono € transportado
para os pulmoes para ser removido na expiragao (Hamidi e Tajerzadeh, 2003). Cada eritrocito
vive em média 120 dias e para a producio de novos globulos, além do estimulo da

eritropoietina, sao necessarios o ferro, a vitamina B, o acido folico e o grupo heme

(Braunstein, 2020).

Na trombopoiese, estimulada pela trombopoietina (uma hormona produzida no figado

e no rim), a medula éssea produz megacarioblastos. Chegando ao seu estado final de



diferenciagao e maturagao, estes originam os megacariocitos, que se fragmentam num grande
numero de plaquetas. Estas células atuam primariamente no controlo da hemorragia

(Kaushansky, 2005).

Da granulopoiese resultam os leucocitos polimorfonucleares a partir de unidades
formadoras de colodnias granulociticas (UFC-G). Os treés tipos de granulocitos maduros sao os
neutrofilos (os mais abundantes, constituindo 55% a 65% de todos os globulos brancos), os
eosindfilos (0,5% a 4%) e os basofilos (0,5% a 1%) (Cowland e Borregaard, 2016; Manz e
Boettcher, 2014).

A formagao dos monacitos a partir das unidades formadoras de coldnias monociticas
(UFC-M) designa-se por monocitopoiese. A monocitopoiese envolve trés fases de maturagao,
que se iniciam, respetivamente, nos mieloblastos, nos monoblastos e nos promonodcitos. Os
mondocitos correspondem a 4% a 8% de todos os leucocitos circulantes, e a sua principal
fungao é no combate a infegao, fagocitando microrganismos (bactérias, micobactérias, fungos,
parasitas e virus). Além de circularem no tecido sanguineo, baco e medula 6ssea, durante os
processos de inflamagao os mondcitos podem migrar para o tecido linféide e nao linfoide,

dando origem aos macroéfagos (Geissmann et al., 2010).

A linfocitopoiese, ou linfopoiese, é o processo de formagao dos linfécitos T e B.
Enquanto os linfocitos B maturam completamente na medula 6ssea, os linfocitos T precisam
de migrar para o timo para completarem o seu processo de maturagao celular. Os linfocitos
B podem ainda diferenciar-se em células plasmaticas ou plasmocitos (Busslinger, Nutt e Rolink,

2000; Hardy e Hayakawa, 1991).

Os fatores de crescimento hematopoiético (Figura 2) sao hormonas glicoproteicas que
tém a capacidade de regular a proliferacao e a diferenciagao das células progenitoras, bem

como a fungao das células maduras (Groopman, Molina e Scadden, 1989).
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2.2. Hemograma

No laboratorio o hemograma é provavelmente a analise mais solicitada. E um conjunto
de determinagoes simples que nos permite obter muita informagao acerca do estado de saude
do utente. Permite também averiguar precocemente manifestagoes clinicas de algumas

patologias, através de uma Unica colheita de sangue total (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Para a obtencao de sangue total, a colheita deve ser feita para um tubo com
anticoagulante. Na determinagao do hemograma, a amostra de sangue total é colhida para um
tubo com EDTA (tubo de tampa lilas). O EDTA é um agente quelante, que “capta” e forma
complexos com o calcio da amostra, impedindo a cascata de coagulagao, evitando assim o
sangue de coagular. A quantidade de anticoagulante nos tubos é proporcional ao volume dos
mesmos. Desta forma, tendo em conta que o anticoagulante é sempre um interferente da
amostra, o volume de sangue colhido para o tubo deve ser respeitado, de forma a que a razao

entre sangue e anticoagulante seja a mais adequada (Banfi, Salvagno e Lippi, 2007).



A colheita de sangue venoso é normalmente feita na veia cubital. De acordo com as
recomendagoes da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), a ordem de colheita para
os varios tubos é sempre a mesma, e independentemente de se usar um sistema de vacuo ou
convencional, é a seguinte: Frasco de hemocultura; Tubo com anticoagulante citrato de sédio
(tampa azul) para as provas de coagulagao; Tubo sem anticoagulante e com gel separador que
permite obter soro apods centrifugagao (tampa amarela) para as determinagdes bioquimicas;
Tubo com anticoagulante heparinato de litio (tampa verde) que permite obter sangue total ou
plasma (apos centrifugagao); Tubo com anticoagulante EDTA (tampa lilas) para a obtengao de
sangue total, sendo o mais usado no laboratério para as determinagoes hematologicas; Tubo
com anticoagulante fluoreto de sodio (tanta cinzenta) (Clinical and Laboratory Standards

Institute, 2017).

O hemograma ¢ util na avaliagao das trés principais linhagens celulares do sangue,
sendo o autoanalisador capaz de determinar a quantidade de eritrocitos, leucocitos e
plaquetas, bem como as suas possiveis atipias e alteragoes, através dos seguintes parametros

(Moraleda Jiménez, 2017):

Glébulos vermelhos

Os valores de referéncia para a totalidade de glébulos vermelhos circulantes variam
consoante o sexo. Na mulher sio de 4,8 + | x 10'%/l e no homem 5,5 £ | x 10'%/I. No entanto,
para uma adequada valorizagao da existéncia de anemia ou policitemia, é necessario fazer a
determinagao da concentragao de hemoglobina e do hematdcrito (Prieto Valtuena e Yuste

Ara, 2015).

Hemoglobina

A concentragao de hemoglobina no sangue, varia entre 14 * 2 g/dl na mulher e 16 + 2
g/dl no homem. E somente este pardmetro que define uma anemia, ou seja, entende-se por
anemia, a diminuicao da concentragao sanguinea de hemoglobina, independentemente do

numero de eritrocitos.

A poliglobulia, é caracterizada por um aumento dos eritrocitos circulantes e pelo

aumento da concentragao de hemoglobina (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A palidez da pele e das mucosas, a astenia, palpitagoes e a dispneia, sao alguns dos sinais

e sintomas gerais tipicos, comuns as diferentes anemias (Moraleda Jiménez, 2017).



Hematécrito

Este parametro avalia a proporgao de volume ocupado pelos globulos vermelhos, em
relagao ao volume total de sangue. Em valores normais corresponde a 47% no homem e a
42% na mulher. Esta percentagem depende nao sé do numero total de eritrocitos circulantes,
mas também da sua forma e tamanho. E um paridmetro atualmente em desuso, que aumenta
nas situagoes de policitemia e em estados de desidratagao (devido a diminuicao do volume

plasmatico) e diminui nas anemias (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Volume Corpuscular Médio (VCM)

O volume corpuscular médio, é um indice eritrocitario que nos da informagao sobre
o tamanho do globulo vermelho (Prieto Valtuenha e Yuste Ara, 2015), e que se calcula da

seguinte forma:
VCM = (Valor do hematécrito % 10) / Nimero de eritrécitos (x 10'%/1)

Em valores normais, o VCM varia entre os 83 fentolitros e os 97 fentolitros (fl). E um
indice util, para a caracterizagao semioldgica de uma anemia quanto ao tamanho do eritrocito
(Tabela Il). Se o VCM for inferior a 83 fl (eritrocitos de pequeno tamanho), diz-se que a anemia
€ microcitica (muito tipico nas anemias por deficiéncia em ferro e nas hemoglobinopatias). Ao
invés, se o VCM exceder os 97 fl (eritrocitos de grandes proporgoes), trata-se de uma anemia
macrocitica, seja por deficiéncia de vitamina B, ou acido félico, resultante de hipotiroidismo,
hepatopatias, alcoolismo ou sindromes mielodisplasicos. Quando o VCM esta dentro dos
valores de referéncia (eritrocitos com tamanho normal), estamos perante uma anemia
normocitica (Prieto Valtuefa e Yuste Ara, 2015). E importante notar que este valor pode ser
falsamente afetado pela presenga de aglutinados eritrocitarios, pelo que a realizagao de um
esfregaco de sangue periférico, possa vir a ser necessaria.

Tabela Il - Classificacdo de anemias segundo o volume corpuscular médio e algumas das suas causas
(Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Anemias microciticas (VCM Anemias normociticas (VCM Anemias macrociticas
<831l entre 83 fl e 97 fl) (VCM > 97 fl)
Anemia por deficiéncia em ) .
Anemia das doencas cronicas Anemia megaloblastica
ferro
“ Anemia sideroblastica Anemias hemoliticas Sindromes mielodisplasicos
o
g Hemoglobinopatias Anemia aplasica Alcoolismo
o
L Esferocitose hereditaria Anemia por hemorragias agudas Hepatopatias croénicas

Anemia por intoxicagio por
Hipotiroidismo
chumbo
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Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

Este parametro expressa o contelldo médio de hemoglobina em cada globulo vermelho

(Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015), e calcula-se segundo a formula:
HCM = Hemoglobina (g/dl) / Numero de eritrocitos (x 10'%/1)

Um valor normal de HCM ronda as 29 * 2 pg. Da-nos informagao acerca da cor do
eritrocito e dizem-se hipocromicos quando a HCM estd diminuida (muito tipica na ferropenia)

(Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Concentracdo Corpuscular Média de Hemoglobina (CCMH)

Expressa a quantidade de hemoglobina relativamente ao tamanho do glébulo vermelho

(Moraleda Jiménez, 2017), determinando-se da seguinte maneira:
CCMH = (Hemoglobina (g/dl) x 100) / Hematocrito (%)

O valor normal de CCMH ¢é de 34 * 2 g/dl e consideram-se hipocromicas as anemias

com uma CCMH inferior a 32 g/dl (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Quando aumenta a hemoglobina corpuscular média (HCM), é na maioria das vezes
devido ao aumento do volume corpuscular médio (VCM), pelo que a concentragao
corpuscular média de hemoglobina (CCMH), pode permanecer normal (Prieto Valtuena e

Yuste Ara, 2015).

A CCMH aumenta na esferocitose hereditaria, devido a um menor volume dos

glébulos vermelhos, e em algumas hemoglobinopatias (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Amplitude de Distribuicdo Eritrocitaria ou Red Distribution Width (RDW)

O RDW é uma caracteristica que os autoanalisadores nos proporcionam, em que
avaliam a variagao de tamanho dos eritrocitos. E por isso um indice de anisocitose quando o

RDW excede o seu valor de referéncia (13 + 2%) (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Reticulécitos

Os reticulocitos sao eritrocitos imaturos, sem nucleo, mas ainda com algumas
mitocondrias, ribossomas e reticulo endoplasmatico. O seu tamanho é superior ao de um
eritrocito maduro e conserva uma ligeira policromatofilia. Os reticulocitos abandonam a
medula o6ssea e terminam a sua maturagdo no sangue periférico, onde residem
aproximadamente 24 horas. Em valores normais, o nimero de reticulocitos no sangue

periférico varia entre 35.000 e 75.000/pl. Embora a contagem de reticulécitos nao faga parte
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do hemograma convencional, esta informagao pode ser preciosa para avaliar a evolugao de
uma determinada anemia, por exemplo, na anemia aplasica e na anemia por deficiéncia de
vitamina B,, a contagem de reticulécitos estara diminuida, enquanto na anemia hemolitica ou
em hemorragias, este numero encontrar-se-4 aumentado, uma vez que se tratam,
respetivamente, de anemias nao regenerativas e regenerativas (Prieto Valtueha e Yuste Ara,

2015).

Glébulos brancos e féormula leucocitaria

Além da contagem total de leucocitos, por norma entre 6.000 e 10.000/ul, o
hemograma oferece-nos a formula leucocitaria, uma contagem relativa (em percentagem) e
absoluta (em numero/pl de sangue) de cada tipo distinto de leucocito, cujos valores normais

estao apresentados na Tabela Il (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Tabela I - Férmula leucocitaria em valores relativos e absolutos (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Tipo de leucécito Valor relativo Valor absoluto

Neutrofilos 55% a 65% 3.000/pl a 5.000/pl

Linfocitos 25% a 35% 1.500/pl a 4.000/pl

Mondcitos 4% a 8% 100/pl a 500/l

Eosinéfilos 0,5% a 4% 20/l a 350/l

Basofilos 0,5% a 1% [0/pla 100/pl
Plaquetas

O hemograma oferece-nos a contagem total de plaquetas, que em nimeros normais,
oscilam entre as 150.000 e as 350.000/ul. Estamos na presenga de trombocitose, quando a
contagem de plaquetas excede os valores de referéncia, e considera-se trombocitopenia

quando este numero se encontra abaixo dos valores normais (Prieto Valtuena e Yuste Ara,

2015).

A presenca de agregados plaquetdrios, devido a uma colheita dificil ou a um
processamento inadequado da amostra, pode contribuir falsamente para a diminuicao da
contagem total de plaquetas e para o aumento do PDVYV, visto que os autoanalisadores nao
tém a capacidade de fazer a distingao e a contagem celulares de forma correta. Deste modo,
a observagao do esfregago de sangue periférico é fundamental, para avaliar se se trata de uma

trombocitopenia verdadeira ou da presenca de agregados plaquetarios.
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A vida média das plaquetas sao normalmente 8 a 10 dias, no entanto, este periodo
encontra-se diminuido em pacientes com trombocitopenias periféricas (Prieto Valtuena e

Yuste Ara, 2015).

A variagao de tamanho entre plaquetas, através do PDW (Platelet Distribution Width),
que é um possivel indicador de anisocitose plaquetdria quando aumentado, é outro parametro

avaliado num hemograma.

2.3. Esfregaco de Sangue Periférico

A realizagido de um esfregago de sangue periférico é um importante passo na
valorizagao e compreensao do hemograma. A sua correta interpretagao no laboratoério pode
ser fundamental para o médico chegar a um diagnostico clinico ou na monitorizagao da doenga

hematologica.

Os hemogramas cujas determinagoes estejam dentro dos valores de referéncia
(considerando idade e sexo do utente), sao automaticamente validados pelo autoanalisador.
Quando existem alteragoes nos parametros hematologicos, os hemogramas ficam retidos para
serem validados manualmente. Nestas situagoes, temos de interpretar os resultados analiticos
de acordo com a histéria clinica fornecida ao laboratorio e executar a técnica do esfregago de
sangue periférico, quando se justificar, para se avaliarem microscopicamente as linhas celulares.
O laboratorio recebe também amostras provenientes de clinicas veterinarias. Nestes casos, a

extensao sanguinea é sempre realizada e a formula leucocitaria é feita manualmente.

Durante o meu periodo de estagio na secgao de hematologia, tive a oportunidade de
executar a técnica do esfregaco de sangue periférico. Em condicoes normais, as laminas sao
preparadas da parte da tarde e sao vistas na manha seguinte. No caso de haver uma urgéncia,

o hemograma e a observagao microscopica da amostra sao feitos o mais rapidamente possivel.

A técnica pode ser executada com lamina e lamela ou com duas laminas (Figura 3).
Todas as extensoes de sangue que tive a oportunidade de fazer, foram com recurso a duas
laminas. Esta técnica simples e rapida de obter uma extensao de sangue periférico, consiste
em colocar uma gota de sangue da nossa amostra (cerca de 2 mm a 3 mm), com recurso a
uma pipeta pasteur estéril, numa das extremidades na lamina. Com a outra lamina, num angulo
entre 30° a 45° tocamos na gota de sangue e recuamos ligeiramente de maneira a que o
sangue se espalhe totalmente pela largura da lamina. Depois, deslizamos a lamina de forma
gentil mas determinada, de maneira a obter uma extensao de sangue com uma franja no ultimo
terco da lamina, onde teremos as células isoladas e onde iremos analisar microscopicamente
a nossa amostra (Keohane, Otto e Walenga, 2019).
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Figura 3 — A: Representacdo esquemadtica da técnica de esfregaco de sangue periférico (Keohane, Otto e
Walenga, 2019); B: Extensdes de sangue periférico executadas pela técnica descrita acima.

A coloragao das laminas é executada manualmente pela coloragao de Wright
modificada. Apos fixagao das laminas em metanol, a técnica consiste em mergulhar as laminas
em dois corantes, primeiramente em eosina, um corante acido que cora por afinidade a
hemoglobina e as granulagoes eosinofilicas e de seguida em azul-de-metileno, que tem afinidade
para componentes acidicos como o DNA presente no nucleo das células e as granulagoes dos
neutrofilos. No final, o excesso de tinta é retirada com agua destilada (Keohane, Otto e

Walenga, 2019; Woronzoff-Dashkoff, 2002).

2.4.Velocidade de sedimentacao (VS)

A velocidade de sedimentacao globular, enquadra-se nos marcadores de inflamagao e
infecio. E dos marcadores de inflamacio mais usados na pratica clinica, e embora nao sendo
especifica de nenhuma patologia, a determinagao da VS proporciona informagao util no auxilio
ao diagnostico, no prognostico e na monitorizagao das doengas inflamatorias. Modifica-se
quando existe um desequilibrio humoral que afeta as proteinas plasmaticas, acelerando quando
aumenta a proporg¢ao de fibrinogénio, formando rouleaux, ou a proporg¢ao de globulinas. A
elevagao da VS é assim indicativa de um aumento dos biomarcadores de fase aguda, como por

exemplo, o fibrinogénio e as gamaglobulinas (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).
Valores normais de velocidade de sedimentagao, variam entre 3 mm/h e 10 mm/h.

A VS é uma prova simples e facil de executar, que representa uma medida indireta dos
biomarcadores de fase aguda, e cujo método se baseia na observagao da velocidade de descida
dos eritrocitos, numa amostra de sangue total, colhida em tubo com citrato de sodio, e
colocada numa coluna vertical durante | e 2 horas. Tal como referido acima, o ritmo de
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descida dos globulos vermelhos, tem relagao direta com os niveis de fibrinogénio e
gamaglobulinas. No entanto, o grau de anemia, a forma e o tamanho do eritrocito, influenciam

igualmente a velocidade de sedimentagao (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

2.5.Determinacao de grupos sanguineos

No laboratério, faz-se uso da técnica em gel para a determinagao dos grupos
sanguineos, dos sistemas ABO e Rhésus (Rh), utilizando os cartées DG Gel Confirm (Figura

4),

¥

g
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Figura 4 - Determinagdo de grupos sanguineos utilizando os cartoes DG Gel Confirm.

Tendo sido descoberto por Landsteiner em 1900, o sistema ABO (Tabela IV), foi o
primeiro sistema de grupos sanguineos humanos a ser descrito, e continua a ser importante
em medicina transfusional, nos dias de hoje. Este sistema é definido pela presenga ou auséncia
dos antigénios A e/ou dos antigénios B, assim como pela presenca de anticorpos
correspondentes aos antigénios em falta nos eritrocitos. Ou seja, um individuo cujo grupo
sanguineo é AB, apresenta nas suas hemacias os antigénios A e os antigénios B, logo nao tera
quaisquer anticorpos no plasma. Pelo contrario, uma pessoa com o grupo sanguineo 0, nao
apresenta nenhum antigénio eritrocitario, pelo que tera anticorpos anti-A e anticorpos anti-B
em circulagao (Dean, 2005). A determinagao do sistema Rh é definida pela presenga ou

auséncia do antigénio D (RH1), nos globulos vermelhos (Prieto Valtueha e Yuste Ara, 2015).

A técnica de gel, descrita por Yves Lapierre, em 1985, consiste em reagoes de
aglutinagao eritrocitaria. Os cartoes DG Gel Confirm sao compostos por oito microtubos,
sendo que cada microtubo corresponde a uma coluna de reagao, e cada cartao vem preparado

para determinar 2 amostras de pessoas diferentes em simultaneo. Todos os microtubos foram
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previamente inoculados com uma solugao de gel tamponada, contendo anticorpos

monoclonais especificos anti-A, anti-B e anti-D.

Ocorre aglutinagao quando os antigénios eritrocitarios reagem com os respetivos
anticorpos, presentes na solugao gel, formando complexos antigénio-anticorpo. Apos
centrifugacao, a coluna de gel separa os eritrocitos aglutinados dos nao aglutinados com base
no tamanho, sendo que quando ha aglutinagao, os eritrocitos aglutinados ficam retidos no
topo ou ao longo da coluna de gel e os nao aglutinados depositam no fundo do microtubo,

formando sedimentagao celular.

Tabela IV - Grupos sanguineos segundo o sistema ABO (Hosoi, 2008).

Grupo A Grupo B Grupo AB Grupo 0
Tipo de hemacia A B AB 0
Auséncia de
Antigénios presentes Antigénios A e
Antigénios A Antigénios B antigénios
nos eritrécitos Antigénios B
eritrocitarios
Auséncia de
Anticorpos presentes anticorpos contra
Anti-B Anti-A Anti-A e Anti-B
no plasma antigénios

eritrocitarios

2.6. Teste de Coombs

As provas de Coombs, tém o objetivo de detetar a existéncia de anticorpos contra
algum antigénio eritrocitario, mediante a adigao do soro de Coombs (antiglobulina humana —

IgG).

No teste de Coombs direto (Figura 5), detetam-se os anticorpos unidos aos eritrécitos
do paciente, como tal, usa-se uma amostra de sangue total do individuo (sensibilizagdo no
préprio organismo). E positivo (ocorrencia de aglutinagio) nas anemias hemoliticas
autoimunes e induzidas por farmacos e na doenga hemolitica do recém-nascido (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015; Segel e Lichtman, 2014; Zarandona e Yazer, 2006).

O teste de Coombs indireto (Figura 5), deteta anticorpos livres no soro do paciente.
Provoca-se a sensibilizagao de eritrocitos normais in vitro, e adiciona-se posteriormente o soro
de Coombs, para observar a formagao, ou nao, de aglutinagao. Estes anticorpos podem surgir
como consequéncia de uma transfusao de sangue nao compativel, ou quando ha contacto
sanguineo, durante a gestacio ou no parto, entre uma mie Rh™ e um(a) filho(a) Rh* (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015; Zarandona e Yazer, 2006).
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Figura 5 — Teste de Coombs direto e indireto (Zarandona e Yazer, 2006).

P"(

2.7. Estudo da Hemostase

A hemostasia tem o objetivo de manter a integridade vascular, evitando uma perda de
sangue excessiva, quando ocorre uma lesao. O sistema hemostatico compreende quadro fases

que se dao de forma simultanea in vivo (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015):

e Vasoconstricao da zona lesionada;
e Adesao e agregacao plaquetaria;
e Formagao de fibrinogénio, para reforgar o trombo plaquetario;

e Fibrindlise, quando reparada a lesao vascular.

A avaliagdo da hemostase assenta em provas de coagulagao, para as quais a amostra de

eleicao é o plasma, obtido apds centrifugagcao de um tubo com citrato de sédio.

Tempo de protrombina

E o tempo de coagulagao do plasma, apos a adigao em excesso, de tromboplastina
(com fator tissular) e calcio. Serve para avaliar a via comum e a via extrinseca da coagulagao.
Esta determinagao tanto pode ser expressa em segundos, como em percentagem (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

E uma prova util na monitorizagio de terapéuticas com anticoagulantes orais

antagonistas da vitamina K, como a Varfarina e o Acenocumarol, em que se calcula uma razao
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internacional normalizada, ou INR, dependendo do tipo de tromboplastina usada (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Nos casos de deficiéncia congénita ou adquirida dos fatores V, VIl e X, bem como de
protrombina ou de fibrinogénio, devido a défice de vitamina K, comprometimento da fungao
hepatica ou uso incorreto de anticoagulantes orais, o tempo de protrombina encontrar-se-a
prolongado (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015). Determina-se no laboratorio pelo método

de coagulometria.

Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)

E o tempo de coagulacio do plasma, quando em contacto com calcio e fosfolipidos. A
adigio de Cefalina® (fosfolipidos), de célcio e de caolino (um ativador do sistema de contacto),
vai induzir a formagao de fibrina. Avalia entao a via intrinseca e comum, mede a atividade global
de todos os fatores de coagulagao, com excegao do VIl e do Xlll. Usa-se para monitorizar

terapias anticoagulantes com heparina nao fracionada (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Tempo de trombina

O tempo de trombina ¢ a duragao de tempo até a formagao do coagulo, apos a adigao
de trombina ao plasma da amostra. Esta andlise tem utilidade na valorizagao do passo final da
cascata de coagulagao, a formagao de fibrina (Figura 6). O tempo de trombina encontra-se
prolongado nas seguintes situagoes (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015):

e Hipofibrinogenémia ou disfibrinogenémia;
e Hiperfibrindlise;

e Presenca de inibidores com agao antitrombina (heparina).

[ Intrinsic pathway ]

Damaged surface

Kininogen
Kallikrein
XII st X1l
f — I Extrinsic pathway
b Trauma
XI Xla h
N Vil dmmms VI
IX IXa |
T TF ¢ = Trauma
‘ Villa
X ¢ Xa e————m X
| Va
|
Prothrombin (II) s— 'l"hmn_\bin (IIa)
Fibrinogen (1) sy Fibrin (Ia)

Figura 6 — A cascata da coagulagcdo (Perez-Pujol, Aras e Escolar, 2012).
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Fibrinogénio
No laboratorio, esta analise determinava-se semanalmente, usualmente as quartas-
feiras devido ao baixo niumero de requisicoes. Desta forma, se nao ocorresse o caso de

nenhuma urgéncia, a amostra chegava ao laboratério, era triada e imediatamente congelada,

até a quarta-feira seguinte.

Os valores normais de fibrinogénio plasmatico, oscilam entre 150 e 350 mg/dl.
Encontra-se aumentado em processos inflamatérios e comporta-se como um biomarcador de

fase aguda. Tem também um papel importante como marcador de risco vascular (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A diminuicao dos seus valores, é sugestivo de uma hipofibrinogenémia, congénita ou

adquirida, ou de uma disfibrinogenémia (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

D-Dimeros

Os monoémeros de fibrina, ou D-Dimeros, sio um produto resultante da degradagao
de fibrina (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015). Quantificam-se no laboratério, pelo auxilio de

um método imunoturbidimétrico mediante particulas de latex.

Recentemente tem havido um interesse crescente no uso dos D-Dimeros como
biomarcadores da hipercoagulabilidade. Apresentam um elevado valor preditivo negativo, no

auxilio ao diagnéstico do tromboembolismo venoso (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).
3. Bioquimica Clinica

A secgao da bioquimica no laboratorio é a mais automatizada. Através de uma Unica
colheita de sangue para tubo sem anticoagulante, obtém-se o soro, a amostra de eleicao para
inimeras determinagoes analiticas. Para a obtengao do soro, centrifuga-se a amostra de sangue

a 4000 rotagoes por minuto (RPM), durante |5 minutos.

3.1.Metabolismo dos hidratos de carbono
Glucose

Em jejum, as concentragoes normais de glicose, oscilam entre 80-110 mg/dl. E um
acUcar simples, constituido por 6 atomos de carbono, que proporciona a maior parte da

energia ao nosso organismo (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).
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Para uma correta determinagao da glicose, por método colorimétrico, é necessario um
jejum de 8h a |12h antes da colheita da amostra. O soro pode ficar armazenado durante 24h,

a uma temperatura de 2-8°C.

Diabetes mellitus

Segundo os critérios de 2006 da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a diabetes
mellitus € um distirbio metabolico, de etiologia variada, que se caracteriza por um defeito na
sintese de insulina ou na resisténcia a insulina. Podemos classificar a doenga segundo os

diferentes tipos (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015):

o Diabetes mellitus tipo I: Existe uma deficiéncia total na secregao de insulina nas
células B pancredticas dos ilhéus de Langerhans e é normalmente de cariz
autoimune. E uma situacio que pode estar acompanhada de cetoacidose.

e Diabetes mellitus tipo II: E o tipo de diabetes mais comum. Caracteriza-se pelo
aparecimento da resisténcia a insulina, que pode ou nao, ser acompanhada pela
diminuigao da sua secregao. A obesidade, o sedentarismo e as dislipidemias, sao
fatores de risco, a este tipo de diabetes, que normalmente surge na idade adulta
mais avangada.

e Diabetes gestacional: E um importante fator preditor de diabetes mellitus, em que
cerca de 60% das mulheres que apresentam diabetes gestacional, desenvolvem

diabetes mellitus durante os préximos 15 anos.

Diagnéstico de diabetes

Para um diagnostico de diabetes, devem existir sintomas (poliuria, polifagia e polidipsia),

associados a pelo menos um dos seguintes achados laboratoriais (Alberti e Zimmet, 1998):

e Valor obtido, por repeticao na mesma amostra, de glicémia em jejum 2= 126
mg/dl;

e Glicémia ao acaso 2 200 mg/dl;

e Glicémia 2 200 mg/dl, 2h apos a prova de tolerancia oral a glucose (PTOG),
usando 75 g de glucose;

e Valor de HbA - = 6,5%.

Para a diabetes gestacional, faz-se a medigao da glicémia basal e 1h apos a ingestao oral
de 50 g de glucose. Na eventualidade de um resultado positivo, leva-se a cabo a prova com a
ingestao adicional de 100 g de glucose oral e mede-se a glicémia basal, I, 2 e 3h apos (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).
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Segundo as boas praticas de laboratorio, todas estas determinagoes analiticas
referentes ao diagnostico da diabetes, devem ser sempre confirmadas por repeticao na mesma

amostra.

Hemoglobina Glicada A,c (HbA ()

A glicose tem a capacidade de ser ligar irreversivelmente a hemoglobina durante o
tempo de semivida do eritrocito (cerca de 120 dias). Entre 2% e 4% do total da hemoglobina
encontra-se glicada, e cerca de 4% e 6% desta hemoglobina glicada, é HbA c. Desta forma, a
concentragao de HbA ¢ é proporcional a concentragao plasmatica média de glicose, o que nos
indica, indiretamente, os niveis de glicémia média nas Ultimas 4 a 8 semanas (Prieto Valtueha

e Yuste Ara, 2015).

Valores normais de hemoglobina glicada oscilam entre os 4% e os 6,4%, sendo que a
sua principal utilidade é a de contribuir para a monitorizagao da glicémia no paciente diabético

e como preditor de complicagoes (> 12%) (Prieto Valtueha e Yuste Ara, 2015).

Para o diagnostico de diabetes mellitus, basta obter uma determinagao de HbA ¢ que

seja igual ou superior a 6,5% (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Para uma correta valorizagao dos resultados, devemos ter em conta que a

concentragao de HbA ¢ pode aumentar nas seguintes circunstancias:

e Presencga de HbF em quantidades elevadas;

e |nsuficiéncia renal crénica com ou sem hemodialise;

¢ Anemias ferropénicas e por défice de vitamina B, e/ou acido fdlico;
e Esplenectomia;

e Alcoolismo;

¢ Intoxicacao por chumbo e opiaceos;

e Tratamento com salicilatos em doses elevadas.
E pode diminuir nas seguintes situagoes:

e Presenca de HbS, HbC e HbD;

e Anemia hemolitica, perda de sangue aguda ou crénica e tratamento com
eritropoietina;

e Gravidez;

e Ingestiao de grandes quantidades de vitaminas C e E.
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Para a determinagao da HbA,;, no G8 HbA,c Analyzer, o método utilizado é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), que pela diferenga de cargas, separa a HbA ¢

que nos interessa quantificar, de outras fragoes da hemoglobina (Burtis e Bruns, 2016).

3.2. Biomarcadores da funcao pancreatica

O pancreas é uma glandula mista, caracterizado pela sua fungao endocrina e exocrina.
Na porcao endocrina do pancreas, ha secre¢ao das hormonas insulina, glucagina e
somatostatina (Merino, 2004). A porgao exocrina, é responsavel pela secrecao do suco
pancreatico, que tem um papel ativo e fundamental na digestao de proteinas, lipidos e hidratos

de carbono (Bertolini, 2017).

A pancreatite aguda, a pancreatite cronica, tumores e sindromes de mal absorgao ou
mal digestao, podem resultar num comprometimento da fungao exocrina do pancreas

(Bertolini, 2017).

A pancreatite crénica, € uma lesio do pancreas caracterizada por estadios de
inflamagao e fibrose. A fibrose pancreatica, e consequente morte celular, leva a uma
insuficiéncia total do pancreas, estando comprometidas as fungdes endocrina e/ou exocrina

(Braganza et al., 201 1).

Na pancreatite aguda, ha uma inflamagcao aguda do pancreas, normalmente

autolimitada, mas potencialmente fatal (Whitcomb, 2006).

Amilase

Por si so, esta enzima nao € um biomarcador muito especifico da fungao pancreitica,
uma vez que a sua origem é muito heterogénea. Além do pancreas, € originada nas glandulas
salivares, e em menor medida nas trompas de Falopio, no musculo-esquelético, no intestino,
nos pulmoes e no tecido adiposo. O seu valor sérico normal, varia entre 35-115 U/l (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Embora nao sendo habitual no laboratério, é também possivel fazer o doseamento da

amilase pancreatica e salivar, nomeadamente das isoenzimas P e S, respetivamente.

A principal utilidade clinica da amilase é no auxilio ao diagnéstico e na monitorizagao
da pancreatite aguda, embora possa estar também elevada em outros processos. Ainda assim,
em cerca de 10% dos casos de pancreatite, os niveis da amilase nao se elevam. Nestes casos,
é util a determinagao da lipase (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015). A amostra de soro, para
o doseamento da amilase e das suas isoenzimas, tem estabilidade durante uma semana se
armazenada entre 2°C a 8°C.
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Lipase

E uma enzima produzida no pancreas, no estomago, no intestino e nos pulmaoes, cujos
valores de referéncia se compreendem entre 3 U/l e 19 U/l (Prieto Valtueha e Yuste Ara,

2015).

De uma forma geral, a lipase é mais sensivel a processos de inflamagao pancredtica que
a amilase (Uc e Fishman, 2017). Nas situagoes de pancreatite aguda, o doseamento da lipase é
mais especifico em relagdo a amilase. Na pancreatite cronica, o aumento da lipase é mais
constante que o da amilase. Encontra-se também elevada nos carcinomas esofagico, do ovario

e pulmonar, bem como na cetoacidose diabética (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Uma elevagao simultanea da amilase e da lipase apoia a hipotese, de transtornos a nivel

pancreatico (Uc e Fishman, 2017).

Tal como na determinagao da amilase, a amostra de soro para a quantificagao da lipase,

tem estabilidade durante uma semana, se refrigerada entre 2-8°C.

3.3.Biomarcadores de avaliagcao hepatica

O figado é a maior glandula do organismo e um dos 6rgaos mais importantes com
diversas fungoes fisiologicas, nomeadamente a sintese de bilis, a sintese de lipidos e
lipoproteinas, a sintese e o metabolismo das proteinas, o metabolismo dos hidratos de
carbono e a manutengao da homeostase da glucose, a biotransformagao de xenobidticos e o

metabolismo e excregao de bilirrubina e sais biliares (Ozougwu e Ozougwu, 2017; Sakka,

2007).
Os biomarcadores de avaliagao hepatica sao:

e Aspartato aminotransferase (AST);
e Alanina aminotransferase (ALT);

e Bilirrubina;

e Fosfatase alcalina;

e Gamaglutamil transpeptidase (yGT);
e Albumina;

e Tempo de protrombina.

As transaminases (AST e ALT), estao mais associadas ao dano e morte do hepatocito.
Sao enzimas que estao presentes no citosol da célula hepatica e que se libertam para a corrente

sanguinea em situagoes de lesao celular. Sao biomarcadores de lesao hepatocelular sensiveis,
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mas nao especificas, apresentando diferentes etiologias. No entanto, a ALT é mais especifica
do figado, que a AST, e é uma enzima exclusivamente citoplasmatica, ao contrario da AST, que
apresenta duas isoenzimas, uma citoplasmatica e outra mitocondrial. Os valores normais das
aminotransferases, oscilam entre 9 U/l e 35 U/|, sendo que a razao AST/ALT, é normalmente
[,3. Desta forma, os indices de ALT tendem a ser superiores aos da AST na generalidade das
situagoes de lesao hepatica. Excegao na doenga hepatica alcoodlica, em que os niveis séricos de
AST, sao duas ou trés vezes superiores aos da ALT (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015; Sakka,

2007).

A bilirrubina, é o biomarcador que faz o diagnostico a ictericia. Nos casos de
hiperbilirrubinémia, considera-se um individuo ictérico, quando a concentragao de bilirrubina
sérica excede as 2,5 mg/dl. De facto, a hiperbilirrubinémia pode ser considerada um marcador
de colestase, no entanto, um aumento de bilirrubina no sangue, pode ser devida a varios
fatores, desde causas fisiologicas a causas secundarias de alguma condigao clinica. Nao
apresenta uma relagao muito direta com a severidade da lesao colestatica (Prieto Valtuena e

Yuste Ara, 2015; Sakka, 2007).

A fosfatase alcalina é uma enzima que tem varias origens (figado, rim, placenta,
intestino, ossos e globulos brancos). Esta presente nos ductos biliares, logo, um aumento da
sua sintese, € sugestivo de uma lesao ductal. Assim, a fosfatase alcalina € um biomarcador de
colestase hepatica. Os valores de referéncia para a idade adulta sao entre 45 U/l e |15 UI/I.
Niveis de fosfatase alcalina estao mais elevados na infancia e na adolescéncia (devido ao
aumento da atividade osteoblastica), e na gravidez (pelo aumento da enzima na placenta). E
possivel determinar a origem da fosfatase alcalina, recorrendo a eletroforese das suas
isoenzimas (hepatica, ossea e intestinal). No entanto, na pratica clinica, e na suspeita de uma
origem hepatica da fosfatase alcalina, o doseamento da yGT pode ser suficiente para confirmar
a elevagao dos seus niveis séricos devido a causa hepatica (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015;

Sakka, 2007).

A yGT é uma enzima presente no figado (ductos biliares e hepatodcito), no pancreas,
no baco e nos pulmdes. E simultaneamente um biomarcador de dano colestitico (pois
acompanha os aumentos dos niveis de fosfatase alcalina), e um biomarcador de lesao
hepatocelular (pois aumenta com a elevagao da ALT e da AST). O seu aumento, é também
muito caracteristico no consumo excessivo de alcool, e pode ser também devida a farmacos.
Os valores séricos normais de yGT, sao mais elevados no homem (< 40 U/l), que na mulher

(= 28 U/I) (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015; Sakka, 2007).
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Para avaliar a fungao de sintese hepatica, podemos recorrer ao doseamento da
albumina e a avaliagao do tempo de protrombina. O principal produto da sintese proteica
hepatica é a albumina, sendo a hipoalbuminémia, uma condicao sugestiva, de um
comprometimento da sintese hepatica. Apresenta-se na insuficiéncia hepatica aguda e,
principalmente, na doenga croénica avangada. Os seus valores normais, oscilam entre 3,2 g/dl
e 5,2 g/dl. As doencas hepaticas, caracterizam-se por um aumento do tempo de protrombina

(Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015; Sakka, 2007).

3.4. Biomarcadores da funcao renal

Os rins sao o6rgaos fundamentais na excregao e na regulagio osmoética. Filtram
metabolitos de excre¢ao no sangue, que serao eliminados pela urina (Finco, 1997). Além

destas, os rins desempenham muitas outras fungoes, como na:

e Manutengao do equilibrio hidro-electrolitico, através da regulagaio do sodio,
cloro, potassio, magnésio, calcio e fosfato (Finco, 1997);

e Manutengao do equilibrio acido-base, através da regulagao do hidrogéniao e do
bicarbonato (Finco, 1997);

e Excrecao de farmacos e xenobiéticos (Finco, 1997);

¢ Sintese e libertagao de eritropoietina (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015);

e Produgao de calcitriol, cuja principal fungao, é a de estimular o aumento da
absorgao de calcio no intestino (Teng et al., 2003);

e Produgao de urina e excregao de ureia e creatinina (Finco, 1997).

A ureia, a creatinina e a taxa de filtracao glomerular (TFG), sao biomarcadores da

fungao renal (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Ureia

A ureia resulta do catabolismo das proteinas. Os seus valores de referéncia, variam

entre 12 mg/dl e 54 mg/dl (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A ureia é filtrada no glomérulo renal, e juntamente com a agua, é reabsorvida ou
secretada. Na desidratagao, ha uma menor perfusao renal, e consequentemente, diminui¢ao
da 4gua filtrada, o que aumenta a reabsorcio de ureia. A medida que se filtra maior quantidade
de agua, mais ureia é excretada. A urémia é um indicador de dialise, quando os seus valores

excedem as 200 mg/dl (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).
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Creatinina

A creatinina é o produto resultante do catabolismo muscular. No homem varia entre
0,8 mg/dl e |,3 mg/dl, e na mulher os valores normais oscilam entre 0,6 mg/dl e I,| mg/dl. Até
a idade adulta, os valores normais de creatinina variam consoante a idade e o sexo (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Elimina-se quase exclusivamente pelos rins, sendo um biomarcador da fungao renal
mais sensivel e especifico que a ureia, pois o seu valor é menos variavel com a dieta e nao se
modifica com o exercicio fisico, nem com alteracées no metabolismo proteico (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Na generalidade das alteragoes da fungao renal, a creatinina eleva-se nas mesmas
condigdes que os niveis de ureia. No entanto, na insuficiéncia pré-renal, o aumento da
creatinina € menos acentuado que o da ureia, e na insuficiéncia pos-renal, os aumentos de
ureia e creatinina sao paralelos. Nas doengas musculares degenerativas e em situagoes de

rabdomidlise, a creatinina plasmatica estara elevada (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Os niveis de creatinina diminuem quando ha perda de massa muscular e na gravidez,
sendo o valor normal neste estado de salide de 0,4 mg/dl a 0,6 mg/d| (Prieto Valtuena e Yuste

Ara, 2015).

Depuracdo de creatinina e filtracdo glomerular

A depuragao de creatinina € uma estimativa da filtragcao glomerular (Prieto Valtuena e
Yuste Ara, 2015). E uma analise que requer uma amostra de soro e uma amostra de urina de
24h. Esta determinagao reflete a capacidade do rim em eliminar uma substancia presente no
sangue por unidade de tempo. Geralmente, a creatinina é a substancia de elei¢ao para se avaliar
a filtragao glomerular, devido ao seu baixo custo e simplicidade de quantificagao (Prieto
Valtuena e Yuste Ara, 2015). Assim, é possivel determinar a depuragao da creatinina, da

seguinte forma:

Depuragao da creatinina (ml/min) = ([Creatinina na urina] X Volume de urina nas 24h) /

([Creatinina plasmatica] x 24 x 60)

Esta determinagao é til no auxilio ao diagnostico da insuficiéncia renal cronica, na sua
monitorizagao, na prevenc¢ao de complicagoes e em ajustes farmacolégicos. O seu valor varia
com a idade, o sexo e a massa corporal da pessoa. Num adulto saudavel, esta taxa ronda os

140 ml/min/1,73m% Valores abaixo de 60 ml/min/I,73m? sugerem a necessidade de
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intervencio clinica, e niveis abaixo de 15 ml/min/1,73m? sio indicativos de faléncia renal e

necessidade de didlise (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

3.5.lonograma

E usado para avaliar o nivel de eletrolitos no sangue. Fazem parte os doseamentos dos
ides Na", K" e CI. E importante ter em conta, que pequenas variagdes nas concentragdes

ionicas, podem traduzir-se em situagoes de elevado significado clinico.
Sédio
Valores normais de sédio plasmatico, variam entre |35 mmol/l e 145 mmol/l. O sodio

contribui para a regulagao do volume extracelular, e é o principal fator que influencia a

osmolalidade (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A hiponatrémia define-se como uma concentragao de sédio menor que 135 mmol/l.
Adaquire significado clinico para valores abaixo de 130 mmol/l, e considera-se um valor critico,
quando a concentragao de sodio plasmatico é inferior a 120 mmol/l. Na hiponatrémia
verdadeira, acontece uma diminui¢ao da concentragao plasmatica do sédio, acompanhada pela
diminuicao da osmolalidade. Pode dever-se a uma perda de sodio, superior a da agua, a um
excesso de agua sem edema associado, ou a um volume extracelular aumentado, com edema

associado (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Considera-se hipernatrémia, quando a concentragao de sédio plasmatico, é superior a
45 mmol/l. Representa um valor critico, uma determinagao acima de 160 mmol/l. Pode ser
devida a uma perda de agua superior a de sédio, com diminui¢ao do volume extracelular, ou
muito menos frequentemente, pelo excesso de sédio plasmatico (Prieto Valtuena e Yuste Ara,

2015).

Potassio

O potassio intervém nos mecanismos de excitagao muscular. A hipocaliémia e
hipercaliémia, podem traduzir-se num comprometimento da fungao cardiaca e neuromuscular.
Os valores de referéncia, para a concentragao de potassio no sangue, sao entre 3,5 mmol/l e

5 mmol/l (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Considera-se hipercaliémia, determinagoes de potassio acima de 5 mmol/l, e é critica,
quando o seu doseamento, excede as 6 mmol/l. Esta é uma alteragao eletrolitica grave, pois
pode gerar arritmias ventriculares de forma rapida e potencialmente fatais. O potassio, é o
catido intracelular mais prevalente. Os seus niveis séricos podem ser falsamente aumentados

no caso de ocorrer hemolise in vitro. Esta é a causa mais frequente e pode ser devida a uma
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colheita dificil, ou a proépria fragilidade da membrana do eritrocito. Apds centrifugagao, é

possivel observar a amostra hemolisada (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A hipocaliémia define-se como uma concentragao de potassio inferior a 3,5 mmol/l, e
é considerada critica, quando a sua determinagao é abaixo de 2,5 mmol/Il. Pode dever-se a um
aumento nas perdas de potassio e a défices no seu aporte ou absor¢ao (Prieto Valtueha e

Yuste Ara, 2015).

Cloro

O:s valores de referéncia para o ido cloro sao normalmente de 96 mmol/l a 109 mmol/l.
Por norma as alteragdes do cloro acompanham as do sédio. A hiperclorémia é menos
frequente que a hipoclorémia, devendo-se na maioria das vezes a um consumo excessivo de

sal (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

3.6. Biomarcadores de lesdo cardiaca e muscular
Creatina cinase

A creatina cinase (CK), € uma enzima presente no musculo-esquelético, no musculo
cardiaco, e no cérebro. A CK é um dimero, composta pelas subunidades M (muscle) e B (brain),

cuja combinagao da origem a trés isoenzimas (Tabela V) (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).
Tabela V - Isoenzimas da creatina cinase (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Isoenzima Comentdrios

CK-BB (CKI) Predomina no tecido cerebral e representa 90% do total de creatina cinase.

Predomina no musculo cardiaco, onde representa 40% a 50% do total de creatina
CK-MB (CK2) ] ] o
cinase neste tecido. No musculo-esquelético, a sua propor¢ao é muito menor.

CK-MM (CK3) Representa cerca de 96% do total de creatina cinase no musculo-esquelético.

Os valores de referéncia para a creatina cinase oscilam entre 45 U/l al 35 U/l na mulher

e entre 55 U/l al70 U/l no homem (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

O aumento da CK esta associado a necrose, inflamagcao, ou atrofia do musculo-
esquelético, onde a isoenzima CK-MB, é normalmente inferior a 6% do total de creatina cinase.
No enfarte agudo do miocardio (EAM), produz-se a elevagao da CK total, 6h aps o inicio do
evento. Tendo um pico maximo as |8h apds o inicio do enfarte e volta a sua normalidade em
3 dias. No auxilio ao diagnostico, e na avaliagao do risco de EAM, a determinagao da CK-MB
pode ser util. Caracteristicamente, nestas situagoes, a percentagem de CK-MB, corresponde
a mais de 6% do total de creatina cinase. Em termos absolutos, os valores normais de CK-MB,
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sao inferiores a 6 pg/l. Os niveis de CK, podem também aumentar com o consumo de

xenobioticos, e no acidente vascular cerebral extenso (Norris et al., 1979; Prieto Valtuena e

Yuste Ara, 2015).

A diminuigao de creatina cinase estd associada a perdas significativas de massa muscular,
e a processos reumaticos, como por exemplo, na artrite reumatoide (Prieto Valtuena e Yuste

Ara, 2015).

Troponinas

As troponinas, sio proteinas presentes nas fibras musculares do miocardio. A
troponina T e a troponina | sio os biomarcadores de eleicao no diagnostico ao EAM, devido
a sua elevada sensibilidade e cardioespecificidade. Num individuo saudavel, os niveis séricos de
troponinas cardiacas sao muito baixos ou indetetaveis, com valores de referéncia de 10 ng/l
na troponina T, e de 40 ng/l para a troponina |. Ainda assim, a troponina T é ligeiramente
menos especifica que a troponina |, na lesao do miocardio (Hamm et al., 1997; Prieto Valtuena

e Yuste Ara, 2015).

No fundo, aumentos nas troponinas cardiacas, associam-se a uma maior incidéncia na
lesao do miocardio, o que lhes confere, para além da utilidade como biomarcadores de lesao,
a vantagem de serem Uteis como biomarcadores de previsao (Hamm et al, 1997; Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).
Mioglobina

A mioglobina é uma proteina de pequeno tamanho, presente no musculo-esquelético
e no musculo cardiaco. No soro, o seu valor de referéncia é abaixo de 90 ng/ml. Eleva-se nas
situagoes de lesao muscular, de forma similar a creatina cinase. Pode estar também aumentada
em regime pos-operatorio, e apos injegoes intramusculares (Prieto Valtuena e Yuste Ara,

2015).

E um biomarcador pouco especifico. No entanto, adquire interesse clinico devido a sua
rapida libertagao na lesio do miocardio. A sua elevagao é possivel de detetar 2h apés o inicio

da necrose do tecido cardiaco (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

3.7. Proteinograma

As proteinas plasmaticas, adquirem interesse clinico e extrema relevancia, devido as

suas diversas e importantes fungoes:

e Manter a pressao oncotica do plasma;
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e Regular o equilibrio acido-base, funcionando como sistema tampao;

e Transportam substancias endogenas e farmacos;
e Algumas proteinas sao biomarcadores de fase aguda, e outras, participam na

defesa humoral contra processos infecciosos.

O doseamento das proteinas totais no soro, em valores normais, varia entre 6,3 g/dl e
8 g/d| (Prieto Valtueha e Yuste Ara, 2015).

Além da concentragao de proteinas totais, € fundamental a analise do proteinograma,
para se conhecer a concentragao de cada uma das fragoes constituintes, através da
eletroforese do soro, em acetato de celulose.

A Tabela VI e a Figura 7 representam, respetivamente, os valores normais absolutos e
em percentagem das diferentes fragoes do proteinograma, bem como o perfil electroforético

normal, desta determinagao.

Tabela VI - Valores absolutos e em percentagem das diferentes fracoes de um proteinograma (Prieto
Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Fracdo do proteinograma Valor absoluto (g/dl) Valor em percentagem (%)
Albumina 3,2-5,2 57-74

al-globulina 0,2-0,4 3-5

a2-globulina 0,4-0,7 5-9

B-globulina 0,7-0,9 9-14

y-globulina 0,7-1,4 12-20
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Figura 7 - Peffil eletroforético normal de um proteinograma do soro (Lee et al., 2017)
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Os valores de referéncia, das diferentes classes de Imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD

e IgM), sao os seguintes (Prieto Valtueha e Yuste Ara, 2015):

1gG: 800-1800 mg/dl;
IgA: 90-400 mg/dl;
IgM: 60-250 mg/dl;
IgD: 0,3-40 mg/dl;
IgE: 0,01-0,43 mg/dl.

3.8. Marcadores tumorais

Os processos neoplasicos, caracterizam-se por defeitos na proliferacao, maturagao e

pela apoptose de um determinado tipo celular. As alteragoes morfologicas, aberrantes, das

células cancerigenas, sao causadas por mutagoes genomicas que se traduzem em alteragoes na

expressao genética e no metabolismo (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Os marcadores tumorais, englobam varios tipos de moléculas. Desta forma, diferentes

proteinas, enzimas, metabolitos ou hormonas podem ser doseados, e cujo nivel de secregao

ou indugao pelas células neoplasicas, é indicativo da presenca e/ou da evolugao de uma

determinada doenga (Tabela VIl) (Prieto Valtuena e Yuste Ara,2015). Estes marcadores nao

apresentam qualquer valor diagnostico por si sO, uma vez que nao sao especificos do cancro.

No entanto, podem ser extremamente Uteis no auxilio ao diagndstico, e principalmente na

avaliagcao da evolugao de uma doenga, e na resposta a uma determinada terapéutica.

Tabela VIl - Principais marcadores tumorais usados na prdtica clinica e patologias associadas (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Marcador tumoral Patologia(s) associada(s)

PSA Cancro da prostata.

B-hCG Tumores testiculares e do trofoblasto.

AFP Carcinoma hepatocelular e tumores testiculares.

TG Carcinoma folicular da tiroide.

CEA Neoplasias do célon, do pulmiao, da mama e do estdmago.
CA-19.9 Neoplasias do pancreas, do estdmago, do ovario e do endométrio.
CA-125 Neoplasias do ovario, do endométrio e do pulmao.

LDH Linfomas, carcinoma hepatocelular e metastases hepaticas.
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4. Microbiologia Clinica

A microbiologia clinica, e consequentemente, o laboratério ou a secgao de
microbiologia clinica, compreende diversas areas da ciéncia. A bacteriologia, a micologia, a
micobacteriologia, a parasitologia, a virologia e algumas técnicas imunologicas, sao partes

integrantes desta valéncia laboratorial.

O correto diagnostico laboratorial de uma possivel doenga infeciosa, esta dependente
de diversos fatores e diferentes pessoas. Cada amostra microbioldgica, deve sofrer uma
colheita adequada, um transporte apropriado e um processamento correto, sendo da nossa
responsabilidade, saber diferenciar uma boa de uma ma amostra, rejeitando-a, se esta nao for

compativel com um resultado analitico fiavel.

4.1.Urina

A urina é provavelmente a amostra mais comum no laboratorio de microbiologia clinica
convencional (Faron et al, 2019). Na Tabela VIl sao apresentadas as diferentes técnicas de

colheita para amostras de urina (Direcao-Geral da Salde, 2012).
Tabela VI = Técnicas para recolha de urina e algumas indicacées (Diregao-Geral da Salde, 2012).

Técnica Comentdrios

O doente deve fazer a recolha da primeira urina da manha. Para

isso, apos higienizacdo das méaos e da drea genital, deve iniciar a

Colheita do jato intermédio. micgao, rejeitando a primeira porcao. A recolha do jato intermédio

deve ocorrer num recipiente estéril, rejeitando-se a ultima porcio

de urina. O volume de amostra ideal, varia entre 10 e 20 ml.

Util para colheitas em criangas de fralda. Apés higienizagio da pele
do bebé, cola-se o saco coletor na area genital. Imediatamente apos

Colheita para saco coletor de urina. ~
a miccao, deve retirar-se e selar-se o saco. Se demorar mais de uma

hora, o saco coletor devera ser substituido.

A amostra deve ser colhida por pun¢ao do cateter com uma agulha,
Colheita de amostra cateterizada. devendo rejeitar-se o fluxo inicial de urina. A recolha da amostra

nunca deve ser feita a partir do saco.

E o método de eleigao para recolha de urina nao contaminada, uma
Colheita por pungio suprapubica. vez que apds higienizacio da pele, procede-se a pungio diretamente

na bexiga com uma agulha e seringa.

4.1.1. Urocultura

Cultura quantitativa da urina

Do ponto de vista microbiologico, uma urocultura serve para confirmar uma infegao

do trato urinario. Genericamente, considera-se positiva, quando se observa um crescimento
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superior a 100.000 unidades formadoras de coldnias (UFC) por mililitro (nimero de Kass).
No exame direto, a observagao de uma, ou mais bactérias, por campo de focagem (em pelo
menos cinco campos distintos) ao microscopio otico, na objetiva de imersao, com recurso a
coloracao de Gram de uma gota de urina nao centrifugada, é indicativa de bacterilria
significativa, e correlaciona-se de igual forma, a uma quantificagio superior a 10° UFC/ml

(Diregao-Geral da Salde, 2012; Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

A correta interpretagao dos resultados de uma urocultura segue algumas regras e tem

em consideragao os achados laboratoriais da Tabela IX.

Tabela IX - Regras a ter em consideragdo na valorizagdo de uma urocultura (Prieto Valtuena e Yuste
Ara, 2015).

Achados laboratoriais Consideracées

E suspeito de uma contaminagdo da amostra, e

Presenca de dois ou mais microrganismos. . . . :
devemos considerar em pedir a repeticao da colheita.

Presenga de um, ou raramente dois, microrganismos Procede-se a identificagdo microbiana e a realizagao
significativos (quantificagdo 2 10° UFC/ml). de testes de suscetibilidade.

. . . Poderi ser valorizavel de acordo com a clinica e, caso
Presenca de um ou dois microrganismos em

ustifiaue, do-co 3 identificacio microb:
quantidades nio significativas (10%10° UFC/ml). °¢ JUstHque, procece-se 4 Identliceean microbiana

a realizacdo de testes de suscetibilidade.

No laboratério, o meio usado nas uroculturas (Figura 8) é o CPS® Elite, da BioMérieux.
Este € um meio cromogénico, composto por substratos especificos que permitem detetar
certas atividades enzimaticas (Yarbrough et al,, 2016). Apods incubagao durante 24h a 35°C em
atmosfera de aerobiose, se existirem microrganismos presentes na amostra, as colonias
exibem uma coloracio distinta para os possiveis patogéneos do trato urinario. E assim possivel
quantificar o numero de bactérias presentes por mililitro de amostra e fazer uma identificagao
presuntiva. As infe¢oes do trato urinario sao bastante comuns, sendo que a maioria delas sao
causadas por bactérias de Gram-negativo e outras, por algumas estirpes Gram-positivas.

Determinados fungos também provocam este tipo de infecao.

A inoculagao da placa de Petri deve ser feita com uma ansa estéril de 10 pl, em
condigoes de assepsia, fazendo tragos paralelos de maneira a espalhar de forma uniforme o
produto. O objetivo desta inoculagao é, simultaneamente, quantificar a amostra e fazer uma

identificacao presuntiva com base na cor das colonias.
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Figura 8 — A: Coldnias sugestivas de Proteus mirabilis em meio CPS Elite; B: Coldnias sugestivas de
Escherichia coli em meio CPS Elite; C: Coldnias sugestivas de Klebsiella pneumoniae em meio CPS Elite.

Quando nao ha crescimento microbiano numa urocultura, mas é possivel observar
leucocitos na urina, devemos colocar em hipotese o facto de estar presente um microrganismo
que nao cresce na urocultura de rotina, como fungos, bactérias anaerobias, Mycobacterium sp.,
Leptospira sp. e Chlamydia sp., devendo continuar a analise com técnicas e meios de cultura

adequados (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Anadlise sumaria de urina (Urina tipo Il)

O sedimento urinario é obtido apos centrifugacao de uma aliquota de 10 ml de urina
em meio acido, a 2000 rpm durante 5 minutos. Apos a centrifugacao, eliminam-se os 9 ml do
sobrenadante e observa-se o remanescente entre lamina e lamela, ao microscépio otico. Em
individuos saudaveis, € normal observar até 3 eritrocitos por campo e até 5 leucocitos por
campo. Podem também estar presentes alguns cilindros hialinos, células epiteliais e cristais, em
condigdes normais. O objetivo do exame do sedimento urindrio é observar e avaliar a
presenca de células epiteliais, eritrocitos, cilindros e cristais (Prieto Valtuena e Yuste Ara,

2015).

O exame microscopico do sedimento urinario € um método sensivel, no entanto
pouco especifico. Permite-nos detetar piuria (leucocitos), sugestivo de inflamagao, e células
epiteliais de descamagao, que podem ser devidas a contaminagao da amostra (Prieto Valtuenha

e Yuste Ara, 2015).

Além do sedimento urinario, a analise sumaria de urina contempla a avaliagao de outros

parametros descritos na Tabela X.

34



Tabela X — Exame macroscépico, determinacgoes fisico-quimicas e a sua relagdo com a clinica (Prieto

Parametro

Cor

Odor

Densidade

pH

Eritrécitos

Proteinas

Glicose

Corpos ceténicos

Valtuena e Yuste Ara, 2015).
Observacoes

Em condi¢des normais, a urina é de cor amarela-clara. Pode estar diluida (amarela e
transparente), ou concentrada (amarela-escura). Uma aparéncia turva, pode dever-se
a presenga de células, pigmentos ou cristais. Alguns medicamentos e corantes, podem
alterar a cor da urina.

Caracteristicamente, a urina tem um odor suis generis, que se pode acentuar em
amostras concentradas e em ITU. Nas amostras de doentes diabéticos, € comum a
urina apresentar um odor frutado.

Normalmente, a densidade urinaria varia entre 1,015 e 1,020. E equivalente ao peso
de | ml de urina em comparagio com | ml de agua. A densidade é reflexo da
concentragao e pode estar aumentada na diabetes mellitus, na insuficiéncia suprarrenal,
na insuficiéncia cardiaca, nas hepatopatias e em situagdes de vomitos e diarreias. Por
outro lado, nas pielonefrites, a densidade esta habitualmente diminuida.

A utilizagdo de farmacos e a nossa dieta, podem variar o pH da urina, que normalmente
oscila entre 4,6 e 8. Uma urina acida (pH < 4,5) pode estar associada a acidoses
metabdlicas, diarreias cronicas, dietas a base de carne e insuficiéncias respiratérias
cronicas. Ja uma urina alcalina (pH > 8), esta muitas vezes associada a, por exemplo,
dietas vegetarianas e infegSes urinarias por patogénios produtores de urease, como o
Proteus mirabilis.

Por campo de focagem, considera-se normal a presenca de [-3 hemacias.
Microhematuria, define-se pela contagem entre 3-100 eritrécitos/campo e
macrohematiria, quando essa determinagdio excede os 100-150 globulos
vermelhos/campo. A etiologia da hematuria, no exame do sedimento urinario, pode
ter origem nefrologica, uroldgica, extrarrenal ou renal. No entanto, a presenga de
hematuria, pode ndo apresentar qualquer significado patoldgico, por exemplo, quando
se recolhe a amostra de urina durante a menstruagao, durante periodos de febre e
apos a pratica de exercicio fisico. Na presenga de hematuria, é importante ter em
consideragdo se existem outras alteragoes no sedimento urinario, como a presenga
de cilindros, e se esta se associa ou ndo, a proteinuria.

De forma genérica, a quantidade normal de proteinuria é de 100-150 mg/dl. Em
condigoes normais, a membrana de filtragao glomerular, constitui uma barreira eficaz
afiltragdo de macromoléculas. A filtragao das proteinas no glomérulo, esta dependente
do tamanho, da carga elétrica e da conformagao molecular. Ainda, da integridade, ou
nao, da membrana e de variagoes no fluxo sanguineo e na pressao hidrostatica. Desta
forma, as proteinas filtradas (de baixo peso molecular), sio quase totalmente
reabsorvidas no tubulo proximal. Na ocorréncia de dano glomerular, ha um aumento
na permeabilidade da membrana basal para as proteinas do plasma. Considera-se
significativa, uma proteinuria superior a 300 mg/24 h, ou superior a 200 mg/g de
creatinina. A determinagao da microalbuminuria, é Gtil na doencga renal precoce, em
especial nos diabéticos.

Em condigbes normais, a glicose ndo aparece na urina. Comega a haver glicosuria,
quando a glicémia excede as 180 mg/dl. No caso da gravidez, é possivel haver glicosuria,
sem apresentar hiperglicémia.

A cetonuria, caracteriza-se pela presenca de acetona, acido B-hidroxibutirico e acido
acetoacético na urina. Esta geralmente associada a cetoacidose diabética e a periodos
de jejum prolongado. Reflete uma desregulagao do metabolismo dos hidratos de
carbono, como fonte de energia, e um aumento do metabolismo lipidico, em que o
figado transforma os acidos gordos livres em corpos ceténicos, para obtengao de
energia.
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Em condi¢cdes normais, os nitritos ndo se detetam na urina. Ocasionalmente, em
Nitritos algumas infegoes do trato urinario, é possivel determinar nitritos na urina pela redugao
dos nitratos a nitritos, por agao de algumas bactérias.

Normalmente, nao se deteta bilirrubina na urina. A bilirrubina conjugada (hidrossoluvel
e nao ligada a albumina), pode ser filtrada pelo glomérulo. A sua presenca na urina,

Bilirrubina Lo . . L. i . . .
pode indicar uma disfungao hepatica ao nivel da conjugacao ou alteragdes na sua
excrecgao.
Atualmente em desuso, o urobilinogénio urinario € normalmente eliminado em
. , . quantidades que variam entre 0-4 mg/dia. A sua presenga em excesso na urina, €
Urobilinogénio

indicativa da passagem de bilirrubina para o intestino, como acontece por exemplo na
insuficiéncia hepatica e nas anemias hemoliticas.

4.1.2. Infecdes do trato urinario (ITU)

Uma infecao do trato urinario (ITU), caracteriza-se pela combinagao de aspetos
clinicos (existéncia de sintomatologia) e uma urocultura positiva (Direcao-Geral da Saude,

2012). As ITU podem classificar-se de diversas formas (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015):

¢ Infecoes do trato urinario superior (pielonefrites e ureterites) e infecoes do
trato urinario inferior (cistites, uretites, cervicites, vaginites e prostatites);

e |TU agudas ou cronicas;

e ITU nao complicadas (normalmente mulheres jovens) ou ITU complicadas
(individuos imunodeprimidos, cateterizados, em imunossupressao ou com
algum tipo de anomalia funcional e/ou estrutural do sistema urinario);

e |ITU sintomaticas ou nao sintomaticas;

e |TU decorrentes de uma reinfecao (microrganismos diferentes) ou de uma
recidiva (mesmo microrganismo);

e ITU adquiridas na comunidade ou nosocomiais.

O homem é menos suscetivel a uma ITU, no entanto, quando presente, sao quase
consideradas como complicadas. Além da prépria anatomia do trato urinario, uma
osmolaridade elevada, um pH acido e a presenga de fluidos prostiticos (no homem),

constituem barreiras de defesa contra possiveis agentes patogénicos.

Consoante o sexo do individuo, existem diferentes critérios para classificar
positivamente uma urocultura (Tabela XI) (Dire¢do-Geral da Saude, 2012; Prieto Valtuefa e

Yuste Ara, 2015).
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Tabela Xl — Critérios de classificagdo para considerar uma urocultura positiva (Direcao-Geral da Salde,
2012; Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Mulher Homem

v

Um uropatogénio em quantidade Um uropatogénio em quantidade 2

Bacteridria significativa
10° UFC/ml. 10° UFC/ml.

Um uropatogénio em quantidade 2

G q 2mq &ni i 2
Bacteritria assintomatica 10° UFC/ml, em duas amostras Um uropatogénio em quantidade

consecutivas. 10° UFC/ml, numa Unica amostra.
Cistite: Um uropatogénio em

quantidade = 10° UFC/ml. Cistite: Uma  cultura em
Pielonefrite: Um uropatogénio em = quantidade 2 10° UFC/ml.
quantidade = 10* UFC/ml.

ITU

Nas amostras obtidas por pun¢ao suprapubica, qualquer quantidade de bactérias é

significativa (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

4.2.Esperma
4.2.1. Espermocultura

A espermocultura é uma analise microbioldgica com a finalidade de avaliar a presenga
ou auséncia de agentes patogénicos no sistema reprodutor masculino. A espermocultura é

avaliada com recurso a microscopia 6tica e a cultura microbioldgica.

A amostra de esperma é obtida por masturbagao, apds higienizagao prévia do pénis,
sendo armazenada num recipiente coletor estéril. Apos a colheita, a amostra pode ser
conservada a temperatura ambiente e entregue ao laboratério, num periodo de tempo

maximo até |2h.

Assim que a amostra de esperma chega ao laboratério, depois do processo de triagem
e identificacao da amostra, sao preparadas duas laminas para observagao microscopica e
inoculados cinco meios de cultura, para avaliagio de crescimento microbiologico e
identificacio presuntiva. E importante salientar, que a ordem de inoculagio dos meios de
cultura deve partir do menos seletivo, para o mais seletivo. Desta forma, nao se corre o risco
de haver qualquer inibi¢ao de crescimento microbioldgico nos meios de cultura menos

seletivos, provocada por substancias provenientes dos meios seletivos.

A inoculagdo nos meios de cultura, segue a técnica de esgotamento nos quatro

quadrantes, que nos permite obter colonias isoladas.
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A ordem e meios de cultura utilizados nesta analise sio: PVX (gelose Chocolate) >
CNA (gelose Columbia com 5% sangue de carneiro) > CAN2 (meio cromogénico para o
isolamento seletivo de leveduras e identificagdo direta de Candida albicans) > MCK (gelose

Mac Conkey) > MSAZ2 (gelose Chapman).

4.2.2. Espermograma

Um espermograma ¢ o estudo do sémen, sendo a prova diagnostica mais utilizada para
a avaliagdo da infertilidade masculina. A finalidade ao realizar um espermograma, é avaliar o
nimero de espermatozoides, bem como a sua motilidade e morfologia. E util no estudo da
fertilidade e na avaliagao evolutiva ao tratamento da infertilidade (Prieto Valtuefha e Yuste Ara,

2015).

A amostra de esperma € obtida por masturbagao, sem recurso ao preservativo, apos
uma abstinéncia sexual entre 2 a 7 dias. Intervalos de abstinéncia superiores a 4 dias, podem
elevar o nimero total de espermatozoides, mas diminuir a sua motilidade (Prieto Valtueha e
Yuste Ara, 2015). A totalidade de sémen ejaculado, deve ser recolhido para um recipiente
coletor estéril. Preferencialmente, a colheita deve ser feita na clinica (numa sala apropriada).
Se nao for possivel, a recolha da amostra podera ser efetuada em casa, e devera ser entregue

ao laboratorio nos 30 minutos seguintes.

E fundamental que o estudo da amostra seja efetuado na primeira hora apés a colheita,
e que a temperatura da mesma se mantenha sempre entre 20°C e 37°C. Desta forma,

asseguramos a reprodutibilidade da analise.
Os parametros avaliados no espemograma sao referidos na Tabela XII.

Tabela XII = Pardmetros do espermograma e sua interpretacdo (Direc¢ao-Geral da Salde, 201 I; Prieto
Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Para a realizagdo do espermograma, o sémen necessita de estar no estado liquido.
Liquefagdo Apos a colheita, apresenta uma consisténcia coagulada, e em condigoes normais, a
sua liquefagao total, ocorre |h depois da ejaculagao.

Uma viscosidade acrescida, ou muito excessiva, pode ser sugestiva de uma disfungao

Viscosidade ;
da prostata.

Volume Se o periodo de abstinéncia for cumprido, o volume normal por ejaculagio é de
aproximadamente 1,5 ml. Quantidades inferiores, denominam-se de hipospermia.

Cor Em condi¢Ses normais, o esperma apresenta uma coloragao de branco opalescente,
ligeiramente amarelado.

pH O pH normal do sémen é > 7,l. Valores inferiores podem indicar processos

inflamatorios crénicos, ou a auséncia de espermatozoides.
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Concentracdo  de média, sdo ejaculados |5 milhGes de espermatozoides por mililitro de sémen.

espermatozoides Concentragdes inferiores, designam-se oligozoospermia.

Valoriza-se a percentagem de espermatozoides moéveis e progressivos, devendo este
Motilidade numero ser superior a 32%. Quando a determinagao de espermatozoides moveis
progressivos € inferior a esta percentagem, falamos de astenozoospermia.

Vitalidade Uma percentagem normal de espermatozoides vivos por amostra, é superior a 58%.
Quanto menor for este nimero, mais acentuada sera a necrozoospermia.

Num espermograma normal, a percentagem de espermatozoides perfeitamente
Morfologia normais quanto a sua forma e tamanho, deve ser 2 4%. Determinagoes inferiores a
este valor, denomina-se teratospermia.

Leucécitos Quando existe leucocitose, a concentragao de glébulos brancos no sémen é superior

a | milhao por mililitro de esperma.

4.3.Fezes

O exame as fezes tem a sua principal utilidade no estudo da diarreia crénica e aguda

(de origem infeciosa) (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

Uma amostra de fezes é normalmente recolhida em casa do paciente, e deve ser
efetuada uma higiene prévia da zona. ldealmente, o paciente deve realizar uma micgao

completa antes da recolha de fezes, para se reduzir o risco de contaminagao da amostra.

Apos a deposicao, as fezes devem ser recolhidas para um recipiente de plastico estéril,
que contém uma pequena espatula. A amostra deve ser entregue ao laboratério num periodo
maximo de até 24 horas e pode ser armazenada a frio, devidamente fechada, até ao ato da

entrega.

4.3.1. Exame bacteriologico de fezes

Cerca de um tergo do peso seco das fezes sao microrganismos. No adulto, a flora
normal é predominantemente Gram negativa, ja nos lactentes € Gram positiva (Prieto Valtuena

e Yuste Ara, 2015).

Um exame bacteriologico de fezes, constitui a observagao microscopica de uma

extensao de fezes apds coloragao e a coprocultura.

Coprocultura

Para o exame cultural, podem chegar ao laboratério | ou 3 amostras de fezes (de 3
dias consecutivos), e o kit FecalSwab® (Figura 9). No coletor estéril, o paciente deve colocar
uma amostra com aproximadamente 5 cm a 10 cm, de porgoes purulentas ou sanguinolentas

das suas fezes. Deve evitar-se ao maximo a contaminagao da amostra por agua, desinfetantes
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ou urina. O kit FecalSwab® contém uma zaragatoa e um tubo, de tampa verde, com 2 ml de
meio de transporte Cary-Blair. E um kit extremamente (til, que assegura a colheita da amostra
e a preservacao de microrganismos Gram negativos e anaerobios, durante o seu transporte.
Apos a colheita para o recipiente coletor estéril, o paciente deve abrir a embalagem do kit, e
desenroscar a tampa verde com cuidado para nao verter qualquer liquido no seu interior
(meio de transporte Cary-Blair). Depois, com a zaragatoa, deve tirar uma pequena por¢ao de
fezes do coletor estéril, e introduzi-la de imediato no tubo que contém o meio liquido. Apods
partir o cabo da zaragatoa na linha colorida, o tubo deve ficar bem fechado, deixando a ponta
da zaragatoa no seu interior. As amostras de fezes, tém uma viabilidade de até 12h a

temperatura ambiente (recipiente coletor estéril), ou até 4 dias num kit FecalSwab®.

Numa coprocultura convencional, é possivel identificar Salmonella sp., Campylobacter
sp. e Shigella sp. Num paciente com diarreia aguda, uma identificagao positiva para qualquer
um destes agentes patogénicos, interpreta-se como sendo um resultado verdadeiro positivo.
Em caso de infegao, estes microrganismos estao presentes nas fezes de forma continua (Prieto

Valtuena e Yuste Ara, 2015).

No laboratério, os procedimentos para a realizagao de uma coprocultura, sao os

seguintes:

e Pipetar 800 ul do meio liquido Cary-Blair (proveniente do kit FecalSwab®), para
um caldo de enriquecimento seletivo BBL™ GN broth. Este meio é usado para
o enriquecimento seletivo de Salmonella sp. e Shigella sp.. Posteriormente, o
caldo de enriquecimento seletivo, é incubado a 35°C, durante I8h a 24h em
atmosfera O,. Depois do periodo de incubagao, devemos inocular 10 pl de
amostra, proveniente do caldo BBL™ GN broth, num meio Hektoen (agar
seletivo para o isolamento de Salmonella sp. e Shigella sp.). Apds executar a
técnica de esgotamento do produto nos 4 quadrantes, devemos incubar a
gelose Hektoen a 35°C, durante 18-24 horas em atmosfera O,.

e Pipetar 100 pl do meio liquido Cary-Blair, para uma gelose Campylosel (agar
seletivo para o isolamento de Campylobacter sp.). Apds a execugao da técnica
de esgotamento do produto nos 4 quadrantes, o meio de cultura é incubado a

35 °C, durante 40h a 48h em condi¢oes de microaerofilia.
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Figura 9 — Coprocultura; A: Recipiente coletor de fezes; B: Caldo de enriquecimento seletivo BBL™ GN
broth; C: kit FecalSwab®; D: gelose Campylosel.

Em amostras fecais, provenientes de criangas com idade igual ou inferior a 5 anos, é
realizada adicionalmente, a pesquisa rapida de antigénios, mediante técnicas imunoldgicas, para

Rotavirus sp. e Escherichia coli O157:H7 (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015).

4.3.2. Exame parasitologico de fezes

Na realizagdo de um exame parasitologico de fezes, é importante a observagao
microscopica a fresco de uma amostra recente de fezes e sem conservantes, para a pesquisa

de estruturas parasitarias na amostra (Prieto Valtueia e Yuste Ara, 2015).

A excrecao de formas parasitarias nas fezes pode ser intermitente, pelo que se
recomenda a recolha de 3 amostras de fezes em 3 dias consecutivos, para 3 recipientes
coletores estéreis com espatula. Apos a recegao e triagem das amostras no laboratorio, estas

podem ficar refrigeradas entre 2°C e 8°C durante, no maximo, 3 dias.

Para proceder ao exame microscopico direto, prepara-se uma suspensao de fezes em
agua ou soro fisiologico, entre lamina e lamela. A pesquisa de quistos é efetuada com a objetiva
de 40%, ja a observagao de ovos faz-se com recurso a objetiva de 10x (Figura 10). Esta € uma
técnica simples e facil de executar, no entanto, apenas os resultados positivos apresentam
valor clinico, ou seja, um resultado negativo, num exame parasitolédgico de fezes usando esta

técnica, nao exclui, por si s, a possibilidade de existir uma parasitose.
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Figura 10 — Ovo fértil de Ascaris lumbricoides observado na objetiva de |0x numa amostra de fezes com

lugol.

4.4. Exsudado vaginal

A colheita de um exsudado vaginal, deve ser feita com recurso a um espéculo
ginecologico, expondo a vagina e o colo do utero. Em gravidas, nao se deve recorrer ao
espéculo. Sao usadas duas zaragatoas neste procedimento, sendo que a primeira é colocada
num meio de transporte com carvao (colheita do exsudado vaginal na zona do fundo do saco
posterior) e a outra (uma zaragatoa seca), serve para a realizagao de dois esfregacos do
exsudado em duas laminas, no momento da colheita, devendo a zaragatoa ser posteriormente
enviada ao laboratério em | ml de soro fisiologico estéril. Devera observar-se e indicar no
inquérito a cor do exsudado, a presenga ou nao de algum odor caracteristico e o aspeto da
mucosa vaginal. No dia da colheita, a higienizacao da zona deve ser feita apenas com agua e
sabao, evitando o uso de qualquer desinfetante. Se ja estiver a fazer algum tipo de tratamento,
este deve ser interrompido, idealmente, uma semana antes da colheita. E recomendada

abstinéncia sexual nos dois dias que antecedem a colheita.

No laboratorio, apds recegao e triagem da zaragatoa em meio de transporte com
carvao, devemos identificar e inocular, pela técnica de esgotamento do produto nos quatro
quadrantes, os seguintes meios de cultura do menos ao mais seletivo: PV X (gelose Chocolate
para o isolamento de bactérias fastidiosas como Neisseria gonorrhoeae. Incubagao numa

atmosfera com 5% de CO, a 35°C, durante 24h a 48h.) > CNA (gelose Columbia com 5%
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de sangue de carneiro para o isolamento seletivo de bactérias fastidiosas e detegao de
hemodlise. Incubagao numa atmosfera com 5% de CO, a 35°C, durante 24h a 48h.) > CAN2
(meio de cultura cromogénico para o isolamento seletivo de leveduras e a identificagao direta
de Candida albicans. Incubagao numa atmosfera de O, a 35°C, durante 24h a 72h.) (Figura | 1).

As zaragatoas podem ficar a temperatura ambiente por um periodo maximo de |2 horas.

Os dois esfregacos do exsudado vaginal, sao devidamente identificados e submetidos a

coloragao de Gram, para serem observados ao microscopio otico.

Figura 11 - [solamento de colénias de Candida sp. em meio de cultura CAN2.

4.5. Exsudado auricular

Para proceder ao exame cultural de um exsudado auricular, sio necessarias duas
laminas para a realizagao do esfregaco da amostra em duplicado, e uma zaragatoa em meio de
transporte Stuart ou Amies. A colheita do exsudado, ocorre ao nivel do canal auditivo

externo.

Apos recegao e triagem da amostra no laboratorio, identificam-se os meios de cultura
necessarios nesta analise, bem como as laminas para a realizagao dos esfregagos. Estas laminas
sao posteriormente coradas com recurso a coloragao de Gram, para exame direto ao
microscopio otico. Os meios de cultura sao inoculados pela técnica de esgotamento do
produto nos quatro quadrantes, do menos seletivo, ao mais seletivo e sao os seguintes: PV X
(gelose Chocolate, incubagao numa atmosfera com 5% CO,) > CNA (agar Columbia com
5% de sangue de carneiro, incubagdo numa atmosfera com 5% de CO,) - CAN2 (meio de

cultura cromogénico para o isolamento seletivo de leveduras e identificagdo direta para
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Candida albicans, incubagdo numa atmosfera de O,) - MCK (gelose Mac Conkey para o
isolamento seletivo de Enterobacteriaceae, incubagao numa atmosfera de O,) > MSA2 (gelose
Chapman para o isolamento seletivo de staphylococci, incubagao numa atmosfera de O,). Todos
os meios de cultura vao para a estufa a 35°C, durante 24h a 48h. Podera ser necessario

extender o periodo de incubagao da gelose CAN2 para 72 horas.

Uma amostra de exsudado auricular, tem viabilidade durante 24 horas e requer

refrigeracao entre 2°C a 8°C.

4.6. Pesquisa de streptococci Grupo B de Lancefield (Streptococcus agalacteae)

Os Streptococcus spp. sao cocos Gram positivos, que se agrupam em diplococos e/ou
em cadeia. Sao microrganismos anaerobios facultativos, de crescimento capnofilico
(necessitam de uma atmosfera rica em didxido de carbono). Caracterizam-se também pela
auséncia de catalase. Podem ser classificados quanto ao tipo de hemdlise (B — hemdlise
completa, a — hemolise incompleta, § — auséncia de hemalise), pela classificagao de Lancefield
(distingao serologica, agrupando-os quanto ao tipo de antigénios da parede celular), avaliando
as suas caracteristicas fisioldgicas e quanto a espécie, com recurso a testes bioquimicos e

técnicas de biologia molecular (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2016; Patterson, 1996).

A classificagao de Lancefield surge em 1933, agrupando os streptococci segundo os

hidratos de carbono presentes na parede celular (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2016).

O Streptococcus agalacteae (Grupo B de Lancefield) é B hemolitico, produz o fator
CAMP e hidrolisa o hipurato (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2016). Esta associado a doenca
invasiva no recém-nascido, com complicagées do parto e pneumonia ou meningite com
bacteriémia, podendo evoluir para sépsis neonatal e morte (Brimil et al., 2006). A infecao nos
adultos é rara, sendo que a sua pesquisa faz hoje parte do diagnéstico pré-natal, e é feita entre

a 35% e a 37* semana de gestagao (Diregao-Geral da Saude, 2013).

Para a realizagao desta analise, sio necessarias duas zaragatoas em meio de transporte
Stuart ou Amies, sendo que uma delas é usada na colheita do exsudado vaginal e a outra na
recolha do exsudado retal. Em relagio a colheita do exsudado vaginal, existem algumas

recomendagoes que a utente deve seguir:

e No dia da colheita, a higiene deve ser feita apenas com agua e sabao, sem

recorrer a qualquer tipo de desinfetante;
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e Uma semana antes da colheita, deve suspender qualquer tipo de terapia oral ou
local, que possa afetar a viabilidade destes microrganismos e causar falsos
negativos;

e E recomendada abstinéncia sexual nos dois dias que antecedem a colheita.

A colheita do exsudado, deve ser feita no primeiro ter¢o da vagina sem recorrer ao

espéculo ginecologico.

Com a segunda zaragatoa, a colheita do exsudado retal deve ser efetuada nas margens

do anus.

Na chegada das amostras ao laboratério, devemos triar as duas zaragatoas em meio de
transporte (uma correspondente ao exsudado vaginal e a outra referente ao exsudado retal).
Posteriormente, identificamos um meio de cultura Granada, sendo que numa metade da gelose
vamos inocular o exsudado vaginal, e na outra metade da placa o exsudado retal. Este meio
de cultura é seletivo para o screening e identificagao de Streptococcus agalacteae. Um resultado
positivo, caracteriza-se pela observacao de coldnias cor de laranja apés incubagao a 35°C

durante 24h a 48h, numa atmosfera com 5% de dioxido de carbono (Figura 12).

Figura 12 - Isolamento de coldnias de Streptococcus agalacteae (colénias cor-de-laranja) em meio de
cultura Granada.

5. SARS-CoV-2 e a COVID-19

A COVID-19 é uma doenga infeciosa respiratoria causada pelo virus SARS-CoV-2
(Boopathi, Poma e Kolandaivel, 2021). A Organizagio Mundial de Saude (OMS) foi pela
primeira vez notificada a 3|1 de dezembro de 2019, acerca de um surto, que se pensava ser de

pneumonia viral, em Wuhan, na Republica Popular da China (World Health Organization,
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2021). A 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi oficialmente categorizada como pandemia
pela OMS (World Health Organization, 2022).

O SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome-related Coronavirus 2), cujos
hospedeiros naturais sio os morcegos e roedores, € o mais recente virus do género
Betacoronavirus, pertencente a subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae e ordem
Nidovirales. E um virus envelopado, de capside helicoidal, com um genoma RNA de cadeia
simples e polaridade positiva, apresentando um aspeto caracteristico em “coroa”. Codifica
quatro proteinas estruturais: S — spike, E — envelope, M — membrana e N — nucleocapside
(Figura 13) (Ludwig e Zarbock, 2020). A glicoproteina spike, ou espicula, é responsavel pela
ligagao viral ao recetor celular no hospedeiro, e pela fusao do envelope viral com a membrana
citoplasmatica da célula do hospedeiro (Li, 2016) (Ni et al, 2020). Posteriormente, o
citoplasma celular é invadido pela proteina da nucleocapside, cuja principal fungao ¢é a
encapsidagao do genoma (Li, 2016). A formagao de novas proteinas estruturais dara origem a
novos virus. Mediante processos de exocitose, estes novos virus vao abandonar as células

hospedeiras e continuarao a infetar outras células.

Spike (S1 & S2)
Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

N 4
{

\\ | y Envelope (E)

ssRNA (+)

SARS-CoV-2

Figura 13 — Representacdo esquemadtica do virus SARS-CoV-2 (Santos et al., 2020).

Além do sindrome respiratorio agudo grave, a patogenicidade deste virus nos humanos,
esta associada a infe¢oes graves do trato respiratorio inferior e a outras manifestagoes clinicas
extrapulmonares (Servico Nacional de Saude, 2021). No entanto, o portador assintomatico
ou com sintomas ligeiros, é cada vez mais comum nos dias de hoje. Isto deve-se ao facto da

eficacia comprovada da vacinagao, na prevengao da doenga grave.

A transmissao viral, direta ou indireta, ocorre por meio de goticulas expelidas por
portadores. A tosse, o espirro e a expiragao, sao as principais formas de disseminagao viral, ja

que o virus se encontra presente no interior dos aerossois e das goticulas expelidas (Cevik et
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al, 2020). A transmissao direta ocorre quando uma pessoa inala goticulas ou aerossois,
provenientes de individuos infetados. Na transmissao indireta as goticulas expelidas por
pessoas infetadas ficam depositadas em objetos e superficies. Ao tocar nestes objetos e
superficies, pode haver contaminagao se a pessoa levar as maos aos olhos, a boca ou ao nariz.
A prevengao da transmissao, passa pela redugao dos contactos interpessoais proximos, em
espacos fechados e de longa duragao, pelo uso correto da mascara facial (preferencialmente

do tipo FFP2 ou cirdrgica), e pela lavagem e desinfegao das maos (World Health Organization,

2021).

O diagndstico da COVID-19 implica a detegao do virus SARS-CoV-2. No laboratério
sao usados métodos diretos, como a detegao e amplificagao do genoma viral por RT-PCR em
tempo real e a detegao de uma proteina viral, nos testes rapidos para pesquisa de antigénio,
por meio de um ensaio de fluxo lateral. O diagndstico direto, permite estabelecer uma clara
relagao com a infegao aguda, ou ativa. O doseamento de anticorpos anti-SARS-CoV-2 do tipo
IgG e IgM corresponde a métodos de detegao indiretos, sendo principalmente util na avaliagao
da imunidade desenvolvida pelo nosso organismo a este patogéneo ou a vacina. O doseamento

destes anticorpos é realizado no soro e nao estd descrito no presente relatorio (Yuce,

Filiztekin e Ozkaya, 2021).
5.1. Amostra

Para a detegao do virus SARS-CoV-2, a amostra de eleigao é o exsudado nasofaringeo.
O local de colheitas de todas as amostras no contexto da COVID-19, para pesquisa direta de
SARS-CoV-2, é num espago no exterior do laboratoério, devidamente preparado e equipado,
assegurando o cumprimento de todas as normas e recomendagoes da Diregao-Geral da Sadde

(Diregao Geral da Saude, 2020).

O procedimento de colheita da amostra inicia-se pedindo ao utente para inclinar a
cabecga ligeiramente para tras, em 20°. Deve, posteriormente, destapar apenas o nariz e
permanecer com a boca coberta pela mascara. A partir deste momento, é aconselhavel ao

utente que realize os processos de inspiragao e expiragao apenas pela boca.

Devemos inserir a zaragatoa numa das narinas e percorrer cuidadosamente cerca de 5
centimetros, sempre paralelamente ao palato duro, até sentirmos uma pequena resisténcia.
Na nasofaringe, a zaragatoa deve permanecer uns segundos para absorver bem as secregoes.
Depois, removemos lentamente a zaragatoa, sempre com movimentos em rotagao, e repete-

se o procedimento na outra narina com a mesma zaragatoa. No final coloca-se a zaragatoa
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num tubo com meio de transporte viral, ja corretamente identificado com o cédigo de barras,

o nome do utente, o tipo de amostra e o codigo alfa numérico correspondente.

Estas amostras apresentam estabilidade durante 5 dias, se refrigeradas entre 2°C a 8°C.
Amostras provenientes de postos de colheita exteriores, devem ser transportadas em malas
de transporte refrigeradas, devidamente desinfetadas com dlcool a 70% e exclusivas a este tipo

de amostra (Diregao Geral da Sadde, 2020).

5.2. Teste rapido para pesquisa de antigénio

Os testes rapidos para pesquisa de antigénio SARS-CoV-2, usados no laboratoério, sao
os CLINITEST® Rapid COVID-19 Antigen Test da SIEMENS Healthineers. Por meio de um
ensaio de fluxo lateral, é possivel detetar qualitativamente a proteina da nucleocapside do virus
SARS-CoV-2. Este teste rapido, nao permite a diferenciagao entre o virus SARS-CoV e o mais
recente SARS-CoV-2. E possivel realizar o teste, recorrendo a amostras de exsudado
nasofaringeo ou nasal (Siemens Healthcare, 2021). A amostra de eleigao, colhida no
laboratério, € o exsudado da nasofaringe. Qualquer pessoa pode deslocar-se ao laboratorio
com a finalidade de realizar um teste rapido para pesquisa de antigénio, com ou sem marcagao
prévia. O laboratério compromete-se a enviar por correio eletrénico o resultado do teste

com o certificado de testagem até 3h apos a colheita do exsudado nasofaringeo.

Os “lateral flow assays”, e em concreto este teste rapido para a pesquisa de antigénio,
usa anticorpos monoclonais com elevada sensibilidade, para a detecio da proteina da

nucleocapside do virus SARS-CoV-2 (Siemens Healthcare, 2021).

A tira de teste é constituida por quatro regioes distintas: A regido da amostra; A regiao
reagente, onde os anticorpos monoclonais (especificos da proteina N do SARS-CoV-2) estao
conjugados com ouro coloidal; A regiao onde ocorre a reagao, composta por anticorpos
primarios que reconhecem a proteina da nucleocapside na linha de teste, e por anticorpos
secundarios anti-anticorpo monoclonal, na linha de controlo (Figura 14). A Gltima porgao da
tira de teste, denomina-se regiao de absorgao (Koczula e Gallotta, 2016; Siemens Healthcare,

2021).

Ao adicionar a amostra no respetivo pogo (S — “sample”), o conjugado pré formado
entre o ouro coloidal e os anticorpos monoclonais, presentes na regiao reagente, sao
completamente dissolvidos e migram juntamente com a amostra. Se a proteina da
nucleocapside estiver presente na amostra, formar-se-ao complexos antigénio-anticorpo.
Assim, a proteina do virus sera captada pelos anticorpos primarios especificos, presentes na
regiao onde ira aparecer uma linha vermelha, correspondente a linha de teste (T). Um teste
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positivo ou um teste negativo, sé ¢ vilido se a linha de controlo (C) aparecer. E suposto a
linha de controlo ser visivel em todos os ensaios, o que nos indica que foi utilizado um volume
adequado de amostra, que a absorgao na membrana foi eficaz e que o ensaio ¢ valido. Para
que isto aconteca, sao utilizados na linha de controlo, anticorpos secundarios anti-anticorpo.
Ao migrarem com a amostra e com o reagente, os anticorpos monoclonais provenientes da
regiao reagente, sao reconhecidos pelos anticorpos secundarios anti-anticorpo e ficarao
retidos na linha de controlo. O ouro coloidal, é o responsavel pela coloragao vermelha nas

linhas de teste e de controlo (Koczula e Gallotta, 2016; Siemens Healthcare, 2021).
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Figura 14 — Representagdo esquemdtica de um ensaio de fluxo lateral (Qriouet et al., 2021).

Um teste negativo, € apenas caracterizado pelo aparecimento da linha de controlo. Um
teste positivo, caracteriza-se pelo aparecimento da linha de teste e da linha de controlo. (Figura
I5). Considera-se invalido, qualquer teste em que nao seja visivel a linha de controlo, apds a

realizagao da técnica (Koczula e Gallotta, 2016; Siemens Healthcare, 2021).

Figura 15 - Teste rapido para pesquisa de antigénio viral positivo.

Na chegada da amostra ao interior do laboratério, esta é triada e procede-se a

identificacao da cassete de teste e de um tubo de extragao correspondente. A partir deste
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momento, a manipulagao da amostra e a execugao do ensaio, devem ocorrer na camara de

seguranga biologica de classe II.

Adicionamos 10 ou || gotas da solugao tampao de extragido (fornecida nos kits
CLINITEST® Rapid COVID-19 Antigen Test da SIEMENS Healthineers), ao tubo de extragio
estéril. Depois, introduz-se a zaragatoa da amostra no tubo de extragao estéril com a solugao
tampao, e fricciona-se vigorosamente a ponta da zaragatoa contra o fundo e as laterais do
tubo, durante 10 a |5 segundos. Cronometramos | minuto e deixamos a zaragatoa no interior
do tubo em repouso. Apos este periodo de tempo, retiramos a zaragatoa apertando a abertura
do tubo de modo a preservar a maior quantidade de solugao-amostra possivel. No final,
introduzimos uma ponta de extragao ao tubo e descartamos a zaragatoa para o contentor de
residuos de risco biologico. Para dar inicio ao ensaio colocamos 4 gotas de solugao-amostra
no pogo da cassete de teste, e apos |5 minutos analisamos os resultados obtidos (Siemens

Healthcare, 2021).

Este teste rapido para pesquisa de antigénio viral, apresenta uma sensibilidade relativa
de 98,32%, uma especificidade relativa de 99,60% e uma precisao de 99,42%. Estes resultados
estatisticos foram obtidos processando as mesmas amostras de exsudados nasofaringeos em

testes rapidos para pesquisa de antigénio e RT-PCR (Siemens Healthcare, 2021).

5.3. Pesquisa de genoma viral por RT-PCR em tempo real

As técnicas de biologia molecular, adquiriram uma importancia e uma utilidade
exponenciais com o decorrer da presente pandemia. Por transcriptase reversa associada a
reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR), em tempo real, é possivel detetar e amplificar de
forma especifica, determinadas regioes genéticas do virus SARS-CoV-2 (sequéncias alvo nos

genes S, E, N, RdRp e ORFla/b (Sheikhzadeh et al., 2020; Yiice, Filiztekin e Ozkaya, 2021).

O SARS-CoV-2, apresenta um genoma RNA. De forma a ser possivel a sua detegao
por PCR, é necessario que ocorra a transcri¢ao reversa das moléculas de RNA, para as suas
sequéncias complementares de DNA (DNA complementar). Estas sequéncias de DNA
complementar (cDNA) sintetizadas, podem entao ser amplificadas por técnicas de PCR
standardizadas. De forma resumida, é este o fundamento da RT-PCR (Yiice, Filiztekin e

Ozkaya, 2021).

Antes de dar inicio a técnica, triamos as amostras normalmente em grupos de 6. Isto
acontece, pois o equipamento mais usado no laboratério para a extragao dos acidos nucleicos
€ o NE48, da Genrui Biotech. Este equipamento tem a capacidade de processar 48 amostras
de cada vez, distribuidas por 3 placas de 96 pogos, ou seja, 16 amostras em cada placa. A
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triagem das amostras € um momento crucial e de grande responsabilidade, em que devemos
anotar a hora exata de quando iniciamos a triagem das |6 amostras, para podermos imprimir
a lista de trabalho correspondente. Depois, ordenamos as amostras por ordem igual a da lista
de trabalho e numeramos. Os ultimos dois pocos da placa de amplificagao, ficam sempre
reservados para o controlo positivo, que contém genes do virus SARS-CoV-2, e para o
controlo negativo, em que a amostra é substituida por agua estéril (Kitane et al.,, 2021)(Kitane
et al.,, 2021; Sheikhzadeh et al., 2020; Stephenson et al., 2021; Yiice, Filiztekin e Ozkaya, 2021).
Se a ordem das amostras, ou a numeragao das mesmas for alterada por algum erro ou
descuido, podemos correr o risco de reportar um caso positivo numa pessoa negativa (falso
positivo), ou dar um resultado negativo numa pessoa infetada com SARS-CoV-2 (falso

negativo).

Além do processo de triagem e organizagao das amostras, tive a oportunidade de
participar ativamente na preparagao de aliquotas e na inativagao e extragao virais. Executanto
todos os procedimentos na camara de seguranca bioldgica de classe I| (MSC-ADVANTAGE™
da Thermo Scientific™), as aliquotas de cada amostra sao preparadas, apdés homogeneizagao

em agitador vortex, dispensando cerca de | ml para tubos Eppendorf® estéreis.

Antes do processo de extragao do RNA viral, é necessario assegurar a inativagao do
virus. Este € um passo importante para a seguranga do operador. Para isso, preparamos uma
mistura (ou “mix”’) com 850 pl de Proteinase K e 136 pl de controlo interno. A Proteinase K,
€ uma enzima recombinante que teve origem no fungo Tritirachium album (Ebeling et al., 1974).
E utilizada em técnicas de biologia molecular, devido a sua capacidade de inativagio de RNases
e DNases. Neste caso, a inativagao da RNase, assegura o isolamento da molécula de RNA
intacta (Genoud et al, 2021). Esta mistura de Proteinase K e controlo interno, deve
posteriormente ser bem homogeneizada num agitador vortex. Apds a preparagao da mix,
devemos pipetar 250 pl de cada amostra (das aliquotas preparadas), para novos tubos
Eppendorf® estéreis e adicionar em cada um, 58 pl de mix. Cada um destes tubos, contendo a
solugao “amostra + mix”, deve ser muito bem homogeneizado, em agitador vortex, durante 5
a 10 segundos. Fica posteriormente a incubar alguns minutos a temperatura ambiente. A partir
deste momento, comegamos a preparar a placa de extragao. Devemos identificar, nas laterais
da placa, o nimero correspondente a cada amostra. A placa de extragao ¢ dividida ao meio, e
cada amostra corresponde a uma linha com 6 pogos. Pipetamos 260 pl de cada solugao
“amostra + mix” no pogo mais a esquerda da linha correspondente. No final, pipetamos em
cada um dos pogos mais a esquerda, 28 pl de beads magnéticas e homogeneizamos bem com

a pipeta, usando movimentos de aspiragao e libertagao suaves. A finalidade destas beads
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magnéticas € a extragao e purificagao do RNA (Klein et al., 2020). Posteriormente, colocamos
a placa e as hastes magnéticas no equipamento. Este sistema automatico, para a extragao e
purificagao dos acidos nucleicos, por tecnologia das beads magnéticas, permite-nos obter os
eluados em apenas 24 minutos. O equipamento tem uma elevada capacidade de rapido
aquecimento e arrefecimento, atingindo uma temperatura maxima de aproximadamente 90°C.
No final, recolhemos os eluados correspondentes a cada amostra, no pogo mais a direita de
cada linha. O volume dos eluados obtidos, sao cerca de 20 pl. Finalmente, devemos dispensar
as placas, bem como as hastes magnéticas, de forma segura, no contentor de residuos de risco
bioldgico. Antes da proxima utilizagao, limpamos o interior do equipamento com alcool a 70%
e executamos o programa de desinfe¢ao por luz ultra-violeta, durante 15 minutos. Os eluados
devem ser refrigerados a uma temperatura entre 2°C a 8°C, até a preparacao da placa de

amplificacao que ira para o termociclador.

O QuantStudio™ 5, da appliedbiosystems by Thermo Fisher Scientific, foi o
termociclador usado pelo laboratorio, durante o meu periodo de estagio. Para a detegao do
genoma viral, s3o usados primers especificos para os genes S (spike), N (nucleocapside) e
ORFla/b, do virus SARS-CoV-2. Os kits de extracao comerciais, consistem essencialmente
em enzimas de transcriptase reversa, nucleotideos, primers, sondas TagMan™ e DNA
polimerase (Stephenson et al,, 2021). A RT-PCR inicia-se com a transcrigao reversa. Para isso,
o reverse primer liga-se a molécula de cDNA, que da origem a um seguemento complementar
do genoma viral (RNA). A transcriptase reversa, € responsavel pela adicao de nucleotideos na
extremidade 3’ do primer, que originara ¢cDNA do RNA viral. Seguem-se processos de
desnaturaciao dos hibridos de RNA-DNA, com o termociclador a atingir uma temperatura
maxima de 95°C. A ac¢ao da transcriptase reversa, € também inibida nesta altura. Uma PCR
consiste em varios ciclos térmicos, sendo que cada um desses ciclos se caracteriza por
processos de desnaturacao, hibridizagao e amplificagao. Apos a desnaturagao, a temperatura
no interior do termociclador baixa, o que permite a ligagao do forward primer ao seu cDNA.
Na etapa de extensao, a DNA polimerase sintetiza novo DNA, adicionando nucleotideos da
extremidade 5’ para a extremidade 3’. No final do primeiro ciclo da reagao, obtem-se uma
dupla cadeia de DNA, que volta a ser desnaturada no inicio do segundo ciclo. Depois, ocorre
novamente a ligagao dos primers nas cadeias simples de DNA, e a ligagao da sonda TagMan™
na sua regiao complementar do DNA alvo. Esta sonda é constituida por um fluoroforo (situado
na extremidade 5’), que emitira fluorescéncia, quando excitado pela fonte de radiagao do
termociclador. Na extremidade 3’ da sonda, encontra-se um quencher, que tem a capacidade

de absorver a energia emitida pelo fluoréforo. Quando a DNA polimerase atinge a sonda
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TagMan™, a nuclease quebra a ligacio da sonda, e o fluoréforo liberta-se do seu quencher. A
medida que o numero de ciclos aumenta, o nimero de copias de moléculas formadas é
superior e proporcional a intensidade de fluorescéncia resultante. No final de cada PCR, sao
formadas milhoes a bilices de copias, sendo que a cada ciclo da reagao, o numero de moléculas
de DNA de dupla cadeia é duplicado (Bustin et al., 2005; Kitane et al., 2021; Sheikhzadeh et al.,
2020; Stephenson et al., 2021; Yiice, Filiztekin e Ozkaya, 2021).

A grande vantagem desta técnica, € que a detecao dos produtos amplificados ocorre a
medida que estes sao sintetizados, o que nos permite monitorizar, em tempo real, a nossa

reagao.
Interpretacdo de um caso positivo de infecdo por SARS-CoV-2

Apos término da RT-PCR em tempo real, analisam-se as curvas de amplificagao do
controlo positivo, do controlo negativo, do controlo interno e das amostras. E um processo
que requer a analise e a interpretagao individuais, de todas as curvas de amplificagao (controlos

e amostras).
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COVID-19 Kit Detailed Sample Report
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Figura 16 — Amostra positiva para SARS-CoV-2 identificado por RT-PCR em tempo real.

Usando a Figura 16 como exemplo, chegamos a conclusao que a partir do ciclo 18, foi
possivel detetar fluorescéncia. O ciclo 18, corresponde assim ao cycle threshold (CT), momento
a partir do qual a intensidade de fluorescéncia ultrapassa o seu nivel basal e pode ser detetada
e quantificada. A reagao tem um numero maximo de 40 ciclos, representados no eixo das
abcissas. Um CT mais baixo, € indicativo de uma carga viral mais elevada, uma vez que foram
necessarios menos ciclos de amplificagao para se obter uma intensidade de fluorescéncia
detetavel. Em raciocinio inverso, um CT mais alto, sugere uma carga viral na amostra menor.
A intensidade de fluorescéncia, esta representada no eixo das ordenadas (Rao et al., 2020;

Tom e Mina, 2020).

Pela andlise do grafico de amplificagao, constatamos a presenga dos genes da proteina

da nucleocapside (N) e do ORFla/b na amostra de exsudado nasofaringeo, pelo que ha
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evidéncia laboratorial de infeao por SARS-CoV-2. Nao houve amplificagao do gene que

codifica a proteina spike (S). O gene MS2 funciona como controlo interno (Kumar et al., 2020).

Qualquer pessoa pode deslocar-se ao laboratério para realizar um teste molecular a
COVID-19, com ou sem marcagao prévia, apresentando uma requisi¢ao do Sistema Nacional
de Salde, ou de indole particular. As colheitas devem ser efectadas até as |7h, sendo que o
laboratorio se compromete a enviar por correio eletronico o resultado do teste molecular
até as 2lh do proprio dia. Todos os resultados positivos e negativos sao notificados na

plataforma SINAVEIab (Diregao-Geral da Saude, 2022).

6. Casos Clinicos

6.1.Caso Clinico |

Homem de 28 anos colheu uma amostra de sangue total para se realizar um
hemograma. O autoanalisador indicou a presenga de macroplaquetas e nao efetuou uma

contagem de plaquetas totalmente eficaz. Os resultados foram os seguintes:

Plaquetas totais: |75.000/mm? (Valores de referéncia: 150.000 a 410.000)

PDW: 24,2 fL (Valores de referéncia: 11,0 a 18,0)

Perante estes resultados analiticos, decidiu-se realizar um esfregaco de sangue
periférico desta amostra e confirmar a presenga de macroplaquetas e avaliar a ocorréncia de
agregacao plaquetar. Apds coloragao do esfregago sanguineo, observou-se o seguinte ao

microscopio otico na objetiva de 40x:
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Figura 17 - Esfregaco de sangue periférico evidenciando a presenca de macroplaquetas e agregados
plaquetdrios.

Discussdo: E possivel observar macroplaquetas (setas vermelhas), assim como a presenca de
agregados plaquetdrios (setas amarelas). Considerando que o numero de plaquetas se
encontra dentro dos valores de referéncia, sem evidéncia laboratorial de trombocitopenia,
estes agregados plaquetarios podem resultar de uma colheita de sangue traumatica, em que
houve uma lesao mais acentuada do vaso sanguineo. Esta anisocitose plaquetaria, sugerida pelo
valor aumentado do PDW, bem como a presenca de agregados, sugere ainda que a contagem
total de plaquetas se encontra por defeito. E possivel identificar na imagem mais a esquerda 4

neutrofilos (setas verdes) e | linfocito (seta azul).

6.2.Caso Clinico 2

Mulher de 81 anos, dirigiu-se ao laboratério para realizar um hemograma:
Eritrécitos: 6.210.000/mm? (Valores de referéncia: 3.800.000 a 4.800.000)
Concentragao de hemoglobina: 12,0 g/dl (Valores de referéncia: 12,0 g/dl a 15,0 g/dl)
VCM: 59,6 fL (Valores de referéncia: 83,0 fLa 101,0 fL)

HCM: 19,3 pg (Valores de referéncia: 27,0 pg a 33,0 pg)
RDW: [9,1% (Valores de referéncia: 11,0% a 14,0%)

Tendo em conta os resultados laboratoriais do hemograma, preparou-se um esfregaco

de sangue periférico desta amostra, cujas observagoes microscopicas foram as seguintes:
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Figura 18 — Esfregaco de sangue periférico evidenciando eritrécitos com ponteado baséfilo, algumas
células em alvo, algumas células em charuto e poiquilocitose.

Discussao: Em fungao da concentragao de hemoglobina, podemos concluir que a utente nao
tem anemia. Evidencia uma eritrocitose ligeira, confirmada pelo aumento do numero de
globulos vermelhos. O autoanalisador alertou para uma hipocromia e microcitose acentuadas,
O que nao me parece o caso, observando microscopicamente o esfregaco de sangue. As
hemacias apresentam uma anisocitose e poiquilocitose, sendo que a anisocitose eritrocitaria
é refor¢ada com o aumento do RDW e a poiquilocitose deve-se ao facto dos globulos
vermelhos desta amostra assumirem varias formas distintas. Destas formas podemos destacar
a presenca de algumas células em alvo (setas vermelhas) e de algumas células em charuto (setas
amarelas). E também possivel observar eritrécitos com ponteado baséfilo (seta azul). Este
fenéomero resulta de uma acumulagao de ribossomas. Este conjunto de achados laboratoriais
como a eritrocitose, as células em alvo e o ponteado baséfilo, podem ser resultantes da
presenca de uma talassémia (Prieto Valtuena e Yuste Ara, 2015). Para se confirmar este
diagnostico, poderia ser feita uma electroforese das hemoglobinas. Na imagem mais a esquerda

observa-se um neutrofilo (seta verde).
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Conclusao

Considero que tive uma experiéncia pessoal e profissional muito positiva enquanto
estagiario no laboratério de analises clinicas da Affidea, na minha terra natal. O facto de ja ter
tido a oportunidade de aqui estagiar no verao de 2019, tornou o processo de adaptagao e
integracao muito mais faceis para mim numa altura dificil a meu nivel pessoal. Em 2019 tinha
ficado com uma impressao muito boa de todos os profissionais do laboratério e hoje, sinto

que os levo no coragao mesmo que os nossos caminhos nunca mais se cruzem.

Sao pessoas e profissionais de muito valor, que me fizeram sentir por completo parte
da equipa. Além da amizade e de todas as dicas e ensinamentos que me foram dando, aquilo
que mais apreciei foi a confianga e a autonomia que me deram em ambiente de trabalho. Desde
a recegao e triagem das amostras, passando pela execugao de técnicas e procedimentos como
a serologia, as uroculturas, culturas de exsudados, espermocultura, coproculturas, observagao
e avaliagao de esfregagos sanguineos, introdugao de resultados e participar nas metodologias
de biologia molecular. Tive a sorte de poder fazer tudo isto sozinho sentindo-me sempre
acompanhado e orientado. Foi um estagio pouco observacional e muito pratico, onde aprendi
muito, ganhei bases e motivagao para iniciar a minha vida profissional da melhor maneira, onde
ambiciono chegar o mais longe possivel tendo sempre a nogao das minhas capacidades e
limitagdes numa area onde a aquisicao de conhecimentos € continua e fundamental para se
continuar a evoluir. Nao me irei esquecer da hora do cha nem das pessoas com quem tive o
gosto de trabalhar durante o meu estagio. Numa altura dificil a nivel pessoal, onde nada parece

totalmente normal devido a pandemia que vivemos, consegui sentir-me feliz e motivado.

Em condigoes normais sinto que poderia ter dado mais de mim, no entanto considero-
me satisfeito e tenho orgulho no meu percurso como estagiario. Dadas as circunstancias sei
que dei o meu melhor e resta-me agradecer em especial a minha namorada, a2 minha mae e

restante familia, a equipa da Affidea Castelo Branco e a Professora Doutora Ana Miguel.
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